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Zusammenfassung iii

ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, weitere patientenspezifische iPS-Zellen des Morbus
Niemann-Pick Typ C herzustellen und zu charakterisieren. Des Weiteren sollte der zelluldre
Mechanismus dieser neurodegenerativen FErkrankung n#her untersucht werden, wobei
insbesondere die Gliose und die Verinderungen der Intermediirfilamente GFAP und Vimentin
niher betrachtet werden sollten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 3 neue patientenspezifische iPS-Zelllinien hergestellt. Dabei
handelte es sich um eine Kontrolle (Kontrolle A), eine NPCI1-defiziente Zelllinie (Mutation:
c.3182T>C; p.I11061T) und eine NPC2-defiziente Zelllinie (Mutation: ¢.58G>A, c.140G>T;
p.E20X; C47F). Aus patientenspezifischen Fibroblasten wurden dafiir zunédchst iPS-Zellen
hergestellt, aus denen im Folgenden neuronale Zellen differenziert wurden und eine
Mischkultur aus Neuronen und Gliazellen entstand. Die hier hergestellten NPC1- und NPC2-
defizienten Zelllinien zeigten keinerlei Unterschiede in Bezug auf das Ausmal} der
Cholesterolakkumulationen oder den Anteil an Gliazellen, wobei die untersuchten Parameter
in beiden Zelllinien gegeniiber der Kontrolle erhoht waren.

Des Weiteren wurden in dieser Arbeit 3 verschiedene NPC1-Mutationen im Hinblick auf den
zelluldren Phinotyp niher untersucht. Dabei handelte es sich um eine kombiniete heterozygote
Mutante mit der Mutation c.1836A>C; c.1628delC (p.E612D; F542fsX), eine homozygote
Mutation ¢.1180 (p.Y395H) und die priavalente NPCI1-Mutation c.3182T>C (p.I1061T).
Angenommen wurde bei der Untersuchung der Mutationen, dass die kombinierte heterozygote
Mutante einen schwerwiegenden Phinotyp aufweist, wohingegen die homozygoten Mutationen
einen milderen Phédnotyp zeigen. Im Verlauf dieser Arbeit stellte sich heraus, dass die
Mutationen einen &dhnlichen zelluldren Phénotyp, hinsichtlich Cholesterol- und GM2-
Akkumulationen, sowie der Gliose und der Verdnderungen der Intermedidrfilamente
aufweisen. Alle NPC1-defizienten Linien zeigten dabei eine dhnliche Tendenz auch in Bezug
auf die Responsivitit in Folge von Behandlungen mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)
oder Quinolinsdure (QUIN).

Zur Untersuchung des zelluldren Mechanismus des Morbus Niemann-Pick Typ C sollte die
Gliose ndher untersucht werden. Die Gliose ist ein universeller Mechanismus, der nach
Verletzungen des Gehirns auftritt. Dabei werden die Intermedidrfilamente GFAP (gliale
fibrillire saure Protein) und Vimentin in den Gliazellen hochreguliert und eine erneute
Proliferation der Gliazellen findet statt. Dieser Mechanismus wurde fiir NPC bisher im NPC1-

Mausmodell (Baudry et al., 2003; Pressey et al., 2012) und in humanen post-mortem Studien
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(Chibaet al., 2014; Cologna et al., 2014; Yamashita, 2012) beschrieben. In dieser Arbeit konnte
der Mechanismus der Gliose ebenfalls in iPS-basierten differenzierten Gliazellen nachgewiesen
werden. Die erhaltenen Ergebnisse korrelieren dabei mit den bekannten Daten aus dem NPC1-
Mausmodell.

Neben der Gliose, die zur Erhohung der Intermediirfilamente Vimentin und GFAP fiihrt,
wurde auch der Phosphorylierungsstatus dieser Intermediérfilamente in NPC néher untersucht,
da aus NPCl-defizienten Fibroblasten bekannt ist, dass es zu einer Verdnderung des
Phosphorylierungszyklus von Vimentin kommt (Tamari et al., 2013; Walter et al., 2009).
Dieses Phianomen sollte auch in den hier verwendeten Zellen untersucht werden. Dabei stellte
sich heraus, dass Vimentin, obwohl es nach der Differenzierung in Neuronen und Gliazellen
herunterreguliert wird, wieder in differenzierten NPC-defizienten Zelllinien hochreguliert war.
Des Weiteren konnte eine Veridnderung des Phosphorylierungsstatus der Intermedidrfilamente
GFAP und Vimentin festgestellt werden. Dabei war der Anteil an phosphorylierten GFAP und
Vimentin im Vergleich zu den Kontroll-Zelllinien signifikant verringert, wodurch es zu
Akkumulationen von unldslichem GFAP und Vimentin in den NPC1-defizienten Zelllinien
kam. Diese Veridnderungen der Phosphorylierung von GFAP und Vimentin konnten auf eine
verminderte Proteinkinase C (PKC)-Aktivitdt zuriickgefiihrt werden. Daher wurde im
Folgenden untersucht, ob eine Aktivierung der PKC iiber eine direkte Aktivierung mittels PMA
oder eine indirekte Aktivierung iiber einen erhohten Calciumeinstrom in die Zelle mittels
Quinolinsédure zu einer Verbesserung des NPC1-Phénotyps fiihrt. In der Tat zeigten sowohl die
Aktivierung der PKC durch PMA als auch durch Quinolinsidure eine deutliche Verbesserung
des NPC1-Phinotyps in allen NPC1-mutierten Zelllinien. Dabei kam es zu einer Verbesserung
der Gliose, einer gesteigerten Phosphorylierung der Intermediérfilamente GFAP und Vimentin
und zu einer Reduktion der Cholesterolakkumulationen in allen NPC1-Zelllinien.

Ein hypothetischer Zusammenhang dieser beschriebenen zelluldiren Mechanismen wére, dass
die Akkumulationen von Cholesterol in NPC-defizienten Zelllinien zu einer verminderten
Aktivitit der PKC fithren, woraufhin es zu einer verringerten Phosphorylierung von GFAP und
Vimentin kommt sowie zu Akkumulationen der unldslichen Formen der Intermediirfilamente
in der Zelle. Dies konnte auf Grund des gesteigerten zelluldren Stresses zu einer Induktion der
Gliose fiihren. Diese Mechanismen konnten zur Neurodegeneration im Morbus Niemann-Pick

Typ C beitragen.
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1. EINLEITUNG

1.1 MoRrBUS NIEMANN-PICK TYP C

Morbus Niemann-Pick Typ C (NPC) ist eine seltene, autosomal rezessive, lysosomale
Speichererkrankung, bei der es auf Grund der Dysfunktion der Proteine NPC1 oder NPC2 zur
Akkumulation verschiedener Lipide, vor allem Cholesterol, in den Lysosomen kommt. Die
minimale Inzidenz dieser Erkrankung liegt bei 1:120000 Geburten (Vanier, 2010), wobei neuste
Studien von einer hoheren Inzidenz ausgehen. Selbst diese Inzidenz konnte auf Grund der spit
auftretenden Krankheitsverldufe immer noch unterschitzt sein (Wassif et al., 2016).

Benannt wurde die Erkrankung nach Albert Niemann (1880-1921) und Ludwig Pick (1868-
1944) auf Grund ihrer Untersuchungen der Erkrankung in den 1920er Jahren. In den 1950er
Jahren zeigten Crocker und Farber eine hohe Variabilitit der Symptome des Morbus Niemann-
Pick, woraufhin eine Klassifizierung vorgenommen wurde (Vanier, 2010). Die Erkrankungen
Morbus Niemann-Pick Typ A und B gehen auf eine Mutation der Sphingomyelinase und damit
einhergehende Akkumulationen von Sphingomyelin (Harzer et al., 2003)zuriick. Dahingegen
kommt es beim Typ C zu Mutationen in den Genen NPC/ oder NPC2. Die Proteine NPC1 und
NPC2 dienen dem Transport von Cholesterol aus dem Lysosomen, dadurch kommt es bei
Fehlfunktionen dieser Proteine zu Akkumulation von Cholesterol und sekundiren Lipiden im

Lysosomen (Harzer et al., 2003; Walkley and Suzuki, 2004).

1.1.1 KLINISCHER PHANOTYP DES MORBUS NIEMANN-PICK TYP C

Die klinischen Symptome dieser seltenen Erkrankung variieren sehr stark und reichen von
Hepato-Splenomegalie, motorischen Dysfunktionen, zerebralen Ataxien und Anfillen bis zur
Demenz und weiteren psychiatrischen Storungen. Dabei variiert ebenso der Beginn der
Krankheit von sehr frithen postnatalen iiber kindliche und juvenile Formen der Erkrankung bis
zum spdten Erwachsenenalter (siehe Abb. 1.1). Auf Grund dessen liegt auch die
Lebenserwartung zwischen 6 Monaten, bei neonatalen Formen, und bis zu iiber 70 Jahren bei

spiten adulten Formen.
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Systemische Beteiligung

neonatale
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<«—— supranukleare Blickparese ——
Neurologische Beteiligung
Abbildung 1.1: Schematische Einteilung der klinischen Erscheinungsformen des Morbus Niemann-Pick
Typ C. Ubersicht iiber die Formen von NPC im Hinblick auf das Eintreten der Krankheit sowie typische

systemische und neurologische Symptome (veridndert nach Vanier, 2010).

Der Morbus Niemann-Pick Typ C wird als neuroviszerale Erkrankung definiert, wobei
viszerale und neurologische Symptome zu unterschiedlichen Zeitpunkten auftreten (Abb. 1.1).
Beim Auftreten von systemischen Symptomen sind auch immer neurologische Symptome zu
beobachten. Dahingegen fehlen bei ungefiahr 15 % der Patienten mit neurologischen
Symptomen jegliche systemische Symptome. Zwischen dem Auftreten dieser beiden
Kategorien von Symptomen konnen mitunter viele Jahre liegen. Es wurde festgestellt, dass das
Auftreten der neurologischen Symptome mit der Lebenserwartung der Patienten und der
Schwere der Krankheit korreliert. Auf Grund der Vielfiltigkeit der Symptome kommt es immer

noch zu fehlerhaften und stark zeitverzogerten Diagnosen des Morbus NPC (Vanier, 2010).

1.1.2 STRUKTUR UND FUNKTION DER PROTEINE NPC1 unND NPC2

Die Ursache des Morbus Niemann-Pick Typ C liegt in den Mutationen des NPCI- (95 %) und
des NPC2-Gens (5 %) (Ory, 2000; Vanier, 2010). Die Mutationen der beiden Gene fithren zum
einem vergleichbaren Phéinotyp des Morbus Niemann-Pick Typ C, wobei Mutationen des
NPC2-Gens hidufiger zu pulmonalen Defekten fithren und die Patienten hiufig im
Sduglingsalter versterben (Millat et al., 2001a).

Das NPCI-Gen ist auf Chromosom 18q11-12 lokalisiert und kodiert 25 Exons, die ein 1278
Aminosduren umfassendes Protein bilden (Vanier, 2010). Das NPCI-Protein ist ein

transmembranes Protein in der Membran von spiten Endosomen und Lysosomen. Es besteht



1.Einleitung 3

aus 13 Transmembran-Doménen, drei groen Schlaufen im Lumen des Enodoms/Lysosoms,
mehreren zytoplasmatischen Schlaufen und einem C-terminalen zytoplasmatischen Ende sowie
der Sterol-sensitiven-Domine (SSD) (Abb. 1.2). Die luminalen Schlaufen sind dabei hoch
glykosyliert, um das Protein vor proteolytischem Abbau im Ensosomen/Lysosomen zu
schiitzen (Ory, 2004; Scott and Ioannou, 2004). Die Sterol-sensitive-Doméne, aber auch die
N-terminale-Domine (NTD) konnen laut aktuellen Studien Cholesterol binden (Infante et al.,
2008; Storch and Xu, 2009).

Zur Zeit sind etwa 400 Mutationen des NPCI-Gens beschrieben (Bountouvi et al., 2017).
Genotyp-Phinotyp Korrelationen, wie sie fiir andere Lysosomale Speichererkrankungen, wie
Morbus Fabry (Germain et al., 2002), Morbus Gaucher (Whitfield et al., 2002) und Pompe
(Kroos et al., 2012) nachgewiesen sind, konnten bislang fiir Morbus Niemann-Pick Typ C nicht
eindeutig belegt werden. Fiir einige Mutationen konnten bisher dennoch Genotyp-Phénotyp-
Korrelationen beschrieben werden. So fithren zum Beispiel Mutationen in der Cystein-reichen-
Domaine, wie ¢.3182C>T (p.11061T), zu einem milden bzw. variablen Phdnotyp, wohingegen
Mutationen in der Sterol-sensitiven-Doméne sehr schidlich sind (Millat et al., 2001b; Vanier
and Millat, 2003). Dennoch konnten bisher auf Grund der groBen Anzahl an kombinierten
heterozygoten Mutationen keine allgemeinen Genotyp-Phinotyp-Korrelationen nachgewiesen
werden (Cervera-Gaviria et al., 2016). Die pridvalente Mutation des NPCI-Gens ist die
¢.3182T>C (p.I1061T) Punktmutation, die in 20 % aller NPC1-Patienten und dabei sehr hiufig
in Patienten aus West-Europa auftritt (Millat et al., 1999). Diese Punktmutation in der Cystein-
reichen-Domaéne (Millat et al., 2001b) des NPC1-Proteins fiihrt zu einem variablen klinischen
und biochemischen Phinotyp. Ein variabler Phdnotyp zeigt sich in der Diagnostik durch geringe
Cholesterolakkumulationen und eine leicht verringerte Cholesterolesteraseaktivitit. Klinisch
gesehen sind die Krankheitsverldaufe eher mild (Vanier and Millat, 2003). Homoallelisch fiihrt
diese Mutation zu einem frithen systemischen Einsetzten der Krankheit, wobei die ersten
neurologischen Symptome im kindlichen oder im adoleszenten Stadium der Entwicklung
auftreten konnen (Imrie et al., 2015; Millat et al., 2001b; Yamamoto et al., 2000).
Punktmutationen im NPCI-Gen, wie die c.3182T>C (p.I1061T) und im NPC2-Gen fiihren in
vielen Fillen zu einer Fehlfaltung des Proteins auf Grund der verdnderten Aminosduren, die zu
einer Beeintrichtigung der strukturellen Faltung des Proteins fiihren. Das fiihrt dazu, dass das
Protein nicht iiber das Golgi-System zum Lysosomen transportiert wird (Gelsthorpe et al., 2008;
Praggastis et al., 2015). Die Punktmutationen ziehen einen Abbau des fehlgefalteten Proteins
iber die endoplasmatische-Retikulum-assoziierte Degradation und das Ubiquitin-Proteasom-

System nach sich. Fiir NPC1 konnte bisher eine Ubiquitinierung des fehlgefalteten Proteins,
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sowie die Interaktion von NPCI mit molekularen Chaperonen nachgewiesen werden, wie
Hsp70, Hsp90, E3 Ubiquitin-Ligase CHIP und Calnexin, die die Faltung des Protein
unterstiitzen sollen (Nakasone et al., 2014). Der Abbau des fehlgefalteten Proteins fiihrt dazu,
dass nur wenig funktionales Protein in der Zelle vorhanden ist. Dennoch wir ein geringer Teil
des mutierten Proteins funktionsfidhig zum Lysosomen transportiert (Schultz et al., 2016).

Das NPC2-Gen ist auf Chromosom 14q24.3 lokalisiert und kodiert 5 Exons, die ein 132
Aminosiduren umfassendes Protein bilden, das bevor es als NPC2-Protein beschrieben wurde
auch als HE1l bezeichnet wurde (Vanier, 2010). Das NPC2-Protein ist ein losliches
Glykoprotein (Abb. 1.2), das vor allem in Endosomen und Lysosomen vorkommt, aber auch in
sekretorischen Fliissigkeiten, wie Milch oder Plasma gefunden wurde (Storch and Xu, 2009).
Fiir das NPC2-Gen sind derzeit 25 verschiedene Mutationen beschrieben (Hebbar et al., 2016),
wohingegen im Gegensatz zum NPCI1-Protein fiir die beschriebenen Mutationen eine gut
Phiénotyp-Genotyp-Korrelation bekannt ist (Millat et al., 2001a). Bei den meisten Niemann-
Pick Typ C Erkrankungen mit Mutationen im NPC2-Gen treten die ersten Symptome neonatal
auf, wobei es zur Ausprigung eines schweren Phidnotyps kommt, der hiufig letal ist. Dabei
treten iiberwiegend respiratorische und hepatische Manifestationen sowie schwerwiegende
neurologische Symptome auf. Die am héaufigsten auftretenden Mutationen sind Nonsens-
Mutationen oder Verschiebungen des Leserrasters sowie die Mutation p.E20X (Millat et al.,
2001a; Vanier and Millat, 2003). Dabei handelt es sich um Mutationen, die zur Verkiirzung des
NPC2-Proteins sowie Deletionen oder Insertionen einzelner oder mehrerer Nukleotide mit dem
Ergebnis der Leserasterverschiebung bei der Translation fithren konnen. Somit kommt es zu
Verdnderungen der Aminosdurenkette und meist nicht-funktionalen Proteinen. Diese
Mutationen fiihren zu einer frithen und schwerwiegenden Auspriagung der Krankheit mit letalen

Auswirkungen.
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(a) NPC1

(b) NPC2

Q)
Cholesterol-bindende A7 K
Tasche

Abbildung 1.2: Struktur des NPC1- und NPC2-Proteins.

Abbildung (a) stellt das transmembrane NPCI-Protein mit der Sterol-sensitiven-Dominen (SSD) dar. In
Abbildung (b) ist die Struktur des NPC2-Proteins zusammen mit der putativen Cholesterol-bindenden Tasche
abgebildet (verdndert nach loannou, 2005).

Auf Grund der Tatsache, dass Mutationen in beiden Proteinen, NPC1 und NPC2, einen
vergleichbaren Phinotyp des Morbus Niemann-Pick Typ C hervorrufen, wurde eine Interaktion
der beiden Proteine im Cholesteroltransport vermutet. Sowohl fiir die Cholesterol-bindende
Tasche des NPC2-Proteins als auch fiir die N-terminale-Doméne des NPC1-Proteins konnte
eine Cholesterol-Bindungsaffinitit nachgewiesen werden. Dabei wurde eine Shuttle-Funktion
von NPC2 zu NPC1 von Cholesterol festgestellt (Infante et al., 2008). Der hypothetische
Transportmechanismus von Cholesterol aus den Lysosomen wird wie folgt dargestellt:
Cholesterol wird in der hydrophoben Tasche des NPC2-Proteins gebunden und der
NPC2/Cholesterol-Komplex wird zum NPCI1-Protein in der Membran der Endosomen/
Lysosomen iibertragen. Darauthin geht das NPC2-Protein eine transiente Bindung zum NPC1-
Protein ein und Cholesterol wird an die N-terminale-Doméne des NPC1-Proteins iibertragen.
Die Membranpassage erfolgt moglicherweise liber die Sterol-sensitive-Doméne. Unterstiitzt
wird dieses Modell des Cholesterol-Transportes von Vance und Peak (2011) durch die
Tatsache, dass Cholesterol an NPC1 bzw. NPC2 in entgegengesetzten Orientierungen bindet
und dass Cholesterol durch den Transfer von NPC2 zu NPC1 dem wissrigen Milieu des

endosomalen/lysosomalen Lumens und somit einer Kristallisation entgeht. Die Interaktion der
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beiden Proteine konnte die Ahnlichkeiten im klinischen Phiinotyp der Mutationen der
unterschiedlichen Proteine erklidren (Infante et al., 2008; Kennedy et al., 2012; Vance and

Peake, 2011; Vanier, 2014).

Cytosol C

Abbildung 1.3: Moglicher Mechanismus zum Export von Cholesterol aus Endosomen/Lysosomen.

Das NPC2-Protein bindet unverestertes Cholesterol im Lumen von spédten Endosomen/Lysosomen mit der
Isooctyl-Gruppe in der Cholesterol-bindenden Tasche (1). Das NPC2-Protein transportiert Cholesterol zur N-
terminalen Didmone von NPC1, wo Cholesterol mit der Hydroxylgruppe bindet (2). Das Cholesterol wird dann
tiber die Membran der spidten Endosomen/Lysosomen zum endoplasmatischen Retikulum und der

Plasmamembran iiber einen unbekannten Mechanismus transportiert (3) (nach Vance and Peake, 2011).

1.1.3 MOLEKULARE MECHANISMEN DES MORBUS NIEMANN-PICK TYP C

Auf Grund des Defektes in den Cholesterol-transportierenden Proteinen NPC1 oder NPC2
kommt es zur Akkumulation von Cholesterol und anderen sekundidren Lipiden, wie
Sphingomyelin, Glycolipiden, freien Sphingosinen und Sphinganinen und den Sphingolipiden
GM2 und GM3 (Vanier, 2010; Zervas et al., 2001). Dabei konnten keine Unterschiede in den
pathophysiologischen Lipidprofilen von NPC1- und NPC2-Patienten gefunden werden, aber
Unterschiede in den Lipidprofilen von Gehirn und nicht-neuralen Organen von NPC-Patienten.
Dabei wurden vor allem in Leber und Milz komplexe Lipidmuster gefunden, wobei kein
spezielles Lipid vorrangig akkumulierte (Vanier, 2010). Im Gehirn dahingegen wurden im
gesamten Organ keine schwerwiegenden Akkumulationen von Cholesterol und Sphingomyelin
gefunden allerdings Akkumulationen von GM2 und GM3. Auf zelluldrer Ebene hingegen
kommt es zur Akkumulation von freiem, nicht-verestertem Cholesterol in Endosomen und
Lysosomen (Ory, 2000; Vanier and Millat, 2003; Walkley and Suzuki, 2004; Zervas et al.,
2001). Diese Akkumulationen wurden unter anderem in den Perikarya von murinen Neurone
beobachtet. Auch in kultivierten primédren murinen Neuronen mit NPC1-Defizienz konnten

keine Abnormititen im Wachstum oder der Morphologie beobachtet werden, aber eine
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Akkumulation von freiem Cholesterol in Lysosomen und Endosomen in der Nihe der Zellkerne
(Karten et al., 2002). Dahingegen konnten keine Veridnderungen des Gesamt-
Cholesterolgehaltes in diesen Zellen beschrieben werden, was auf eine Verarmung der distalen
Axone an Cholesterol zuriickgefiihrt wurde. Die Autoren schlussfolgerten daraus, dass der
anterograde Transport von Cholesterol-transportierenden Vesikeln in NPC1 gestort ist (Karten
et al., 2002). Weitere Studien zeigten dennoch einen erhohten Cholesterolgehalt auf zelluldrer
Ebene (Bergamin et al., 2013; Kim et al., 2016; Ordonez et al., 2012; Ordofiez and Steele, 2017;
Trilck et al., 2017), sodass von einer abnormalen primdren Akkumulation von freien
Cholesterol als auch einer Erhohung des gesamten Cholesterolgehaltes in der Zelle
ausgegangen werden kann. Eine weitere Erkldrung fiir die geringe Erhohung des Netto-
Cholesterolgehaltes im Gehirn konnte die Cholesterolbiosynthese innerhalb des ZNS selbst
sein. Im Gehirn wird Cholesterol nach Bedarf synthetisiert, zum einen von Gliazellen,
vorrangig von Oligodendrozyten und Astrozyten, aber auch in geringem Mafle von Neuronen.
Die Neurone nehmen das in Gliazellen synthetisierte Cholesterol iiber Endozytose auf, konnen
aber auch zum geringen Teil exogenes Cholesterol tiber Lipoproteine aufnehmen (Pfrieger and
Ungerer, 2011). Die Cholesterolbiosynthese ist stark an die Héufigkeit von Cholesterol
gekoppelt. Im NPC1-Mausmodell wurde gezeigt, dass die Cholesterol-Synthese auf Grund der
Akkumulationen im Endosomen/Lysosomen reduziert und im Gegensatz dazu die Exkretion
von Cholesterol erhoht ist (Xie, 2003). Diese vor allem endogene Cholesterolbiosynthese im
Gehirn sowie die Verringerung der Cholesterolbiosynthese in den Zellen konnte die Ursache
fiir die geringe Erhohung des Gesamt-Cholesterolgehaltes im Gehirn sein (Vanier, 2014). Fiir
das NPCl-Mausmodell wurde zudem eine altersabhéngige Demyelinisierung beschrieben,
welche im zunehmendem Alter der Tiere zu einer Reduktion des Gesamt-Cholesterolgehaltes
im Gehirn beitrug (Vance, 2012; Xie et al., 2000)

Frithere Studien vermuteten, dass es sich beim NPC um eine Sphingosin-Speichererkrankung
handelt und nicht um eine primédre Akkumulation von Cholesterol (Lloyd-Evans et al., 2008).
Da jedoch gezeigt werden konnte, dass NPC1 und NPC2 eine direkte Bindung mit Cholesterol
eingehen (Infante et al., 2008; Vanier, 2014), ist es wahrscheinlicher, dass es sich beim NPC
um eine primére Cholesterolspeichererkrankung handelt (Storch and Xu, 2009). Ebenfalls
bekannt ist, dass massive Cholesterolakkumulationen die Glykosylceramidase beeinflussen,
was zu sekundidren Akkumulation von Glykolipiden in NPCI1 fiihrt (Vanier, 2014). Somit
bedingt die primdre Akkumulation von Cholesterol die darauffolgende sekundire
Akkumulation von weiteren Lipiden, Sphingolipiden und Glykolipiden (Reid et al., 2004;
Storch and Xu, 2009).
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1.1.4 DIAGNOSTIK DES MORBUS NIEMANN-PICK TYP C

Die Diagnose des Morbus Niemann-Pick Typ C gestaltet sich auf Grund der unspezifischen
Symptome und des mangelnden Bewusstseins fiir seltene lysosomale Speichererkrankungen
hiufig als sehr schwierig und verzogert sich dadurch betrdchtlich (Vanier et al., 2016). Fiir die
gesicherte Diagnostik und Therapie stehen Leitlinien zu Leukodystrophien und hereditire
Leukencephalopathien im Erwachsenenalter, zu denen auch NPC gezihlt werden kann, zur
Vertfiigung (Schols, 2017). Die Diagnostik kann iiber biochemische Tests, wie die Filipin-
Féarbung von Patienten-Fibroblasten und Cholesterolveresterungstests, erfolgen sowie iiber den
Nachweis von speziellen krankheitsspezifischen Biomarkern, wobei fiir die finale Bestitigung
ein genetischer Test unerlisslich ist (Giese et al., 2015; Vanier et al., 2016). Der bekannteste
und verbreitetste Test zur Diagnostik des NPC ist die Filipin-Fiarbung, wobei fixierte Patienten-
Fibroblasten mit dem Polyene-Antibiotikum Filipin, welches spezifisch an unverestertes
Cholesterol bindet, gefirbt werden. Dabei ist allerdings zu beachten, dass neben dem
klassischen biochemischen Phinotyp, bei dem 80-100 % der Zellen eindeutig positiv gefarbt
sind, auch noch ein variabler Phidnotyp méglich ist (50-80 % positive Zellen), der hdufig bei
der priavalenten Mutation ¢.3182T>C (p.11061T) zu beobachten ist (Vanier et al., 2016; Vanier
and Millat, 2003). Neben der Filipin-Firbung ist auch die Messung der
Cholesterolveresterungsrate moglich. Diese liegt bei einem klassischen Phinotyp nahezu bei 0,
wohingegen sie bei einem variablen Phénotyp nur leicht verringert und bei heterozygoten
Patienten unverindert ist (Vanier et al., 2016). Neben den biochemischen Tests ist auch eine
Bestimmung von Biomarkern aus dem Plasma von Patienten moglich. Diese befindet sich zur
Zeit noch in der experimentellen Phase. Zu den Biomarken gehoren unter anderem Cholestane-
3B,50,6B-triol und Lyso-Sphingomyelin-509 (Lyso-SM-509), wobei Lyso-SM-509 eine
Sensitivitidt von 100 % und eine Spezifitiat von 91 % aufweist und mit dem Schweregrad der

Krankheit korreliert (Giese et al., 2015).

1.1.5 THERAPIEANSATZE DES MORBUS NIEMANN-PICK TYP C

Eine kausale Therapie des Morbus Niemann-Pick Typ C ist derzeit nicht méglich. Zurzeit gibt
es fiir die Therapie des NPC nur ein von der Europdischen Arzneimittel-Agentur zugelassenes
Medikament, Miglustat (n-Butyldeoxynorjirimycin, NB-DNJ). Miglustat ist ein reversibler
Inhibitor des Glukosylceramidsynthase und wurde fiir die Behandlung des Morbus Gaucher
Typ 1 als Substratreduktions-Therapie zugelassen. Die Wirkung auf den NPC-Phinotyp wurde

nachgewiesen und basiert vermutlich auf dem gleichen Wirkprinzip. Miglustat verzogert dabei
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die Progression der Erkrankung, behandelt aber nicht die Ursache (Cuisset et al., 2016; Héron
et al., 2012). Weitere potentielle Therapieansitze, wie die Behandlung mit Cyclodextrin,
Histondeacetylase-Inhibitoren und pharmakologischen Chaperonen, werden momentan
diskutiert. Das zyklische Oligosaccharid 2-Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin (CD) ist eine
Cholesterol-bindende Substanz, die sich derzeit in Phase 2b/3 der klinischen Studie befindet
(Yergey et al., 2017). Der endgiiltige Wirkmechanismus von CD ist noch nicht abschlieSend
gekliart, es wird jedoch davon ausgegangen, dass CD iiber Endozytose in die Zelle gelangt und
so Cholesterol aus den spiten Endosomen/Lysosomen freisetzt. Dadurch steht das Cholesterol
wieder der Zelle zur Verfiigung (Rosenbaum et al., 2010; Vance and Peake, 2011). Im NPC1-
und NPC2-Mausmodell konnte eine Reduktion der Neurodegeneration und eine um bis zu 50 %
verldngerte Lebensspanne der Versuchstiere festgestellt werden, wenn CD frith in der
Entwicklung der Tiere appliziert wurde (Peake and Vance, 2012; Vance and Peake, 2011). Da
CD die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren kann, wird vor allem nach intrathekaler Applikation
eine Verlangsamung der Progression und eine leichte Verbesserung der Erkrankung in
Patienten erzielt (Maarup et al., 2015). Histondeacetylase Inhibitoren (HDACi), wie
Trichostatin A oder SAHA (Suberoylanilid-Hydroxamsiure, Vorinostat) erhohen die
Transkription verschiedener Gene, die in der Cholesterolhomdostase beteiligt sind, sowie des
NPC1-Proteins. Dies fiihrt zur Reduktion von Cholesterol in den betroffenen Zellen und zu
einer Umverteilung des lysosomalen Cholesterols, wobei die bisherigen HDACi in NPC2-
Zelllinien keinen Effekt zeigten (Nunes et al., 2013; Pipalia et al., 2017, 2006).
Pharmakologische Chaperone unterstiitzen fehlgefaltete Proteine bei der korrekten Faltung,
sodass dadurch eine erhohte Menge an funktionalen NPC1/2-Proteinen in den spiten
Endosomen/Lysosomen vorhanden ist. Zu den bisherigen getesteten Chaperonen fiir NPC1
gehoren verschiedene Oxysterol-Derivate, wie 25-Hydroxycholesterol, die eine Reduktion des
Cholesterolgehaltes in Fibroblasten und eine Verbesserung des NPCI1-Phénotyps zeigten
(Ohgane et al., 2014, 2013). Auch die Expression von Wildtyp-NPC1-Proteinen iiber den
Adeno-assoziierten Virus 9 (AAV9) im NPCIl-Mausmodell zeigte eine Verbesserung des
NPC1-Phénotyps iiber die Reduktion von Cholesterol, reduziertes Purkinjezell-Sterben und
eine verldngerte Lebensspanne (Chandler et al., 2016; Xie et al., 2017).

1.1.6 TIER- UND ZELLMODELLE ZUR UNTERSUCHUNG DES MORBUS NIEMANN-PICK TYP C

Zur Untersuchung des Morbus Niemann-Pick Typ C werden verschiedene Modellsysteme
genutzt. Zu den einfacheren Modellen, die vor allem genutzt werden, um die Funktion der NPC-

Proteine ndher zu untersuchen, gehdren Saccharomyces cerevisiae, Caenorahbditis elegans und
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Drosophila melanogaster. Diese Krankheitsmodelle werden auch fiir Testung von potentiellen
Medikamenten zur Behandlung des NPC verwendet (Huang et al., 2005; Ory, 2000).

Neben diesen Modellen werden auch Saugetiermodelle zur Untersuchung des Morbus
Niemann-Pick Typ C verwendet. Das am héufigsten verwendete murine Modell ist das
Mausmodell Npc1™" (BALB/cNctr-NPC1™™J), das auf eine spontane Mutation des NPCI
Gens zuriickzufiihren ist. Diese spontane Mutation fiihrt zu einem kompletten Ausfall des
NPCI1-Proteins in den Tieren, wodurch ein schwerwiegender NPC-Phinotyp induziert wird
(Pentchev et al., 1980), der aber nicht die hiufigste Form der Erkrankung widerspiegelt. Daher
wurden weitere Mausmodelle mit Punktmutationen entwickelt, welche iiberaus hilfreich fiir die
Erforschung der Wirkungsweise von pharmakologischen Chaperonen im NPC sind. Dazu
gehoren die Modelle Npc1™16* (C57BL/6J-Npc1™1%4/]), das die Punktmutation ¢.3163A>G
(p.D1005G) (Maue et al., 2012) und Npc1™1061DDso (6 129-Npc1™!1Pso/T), das die privalente
Mutation ¢.3182T>C (p.I11061T) tragt (Praggastis et al., 2015). Die NPC1-Modelle, die eine
Punktmutation tragen, haben einen milderen Phénotyp als die Null-Mutante. Ebenfalls wurde
ein Mausmodell mit einer hypomorphen Mutation im NPC2-Gen hergestellt (Sleat et al., 2004).
Neben den Mausmodellen zur Untersuchung von NPC wird auch ein felines Modell, das
ebenfalls eine Punktmutation trigt und einen juvenilen Phinotyp aufweist, zur Erforschung des
NPC genutzt (Lowenthal et al., 1990). Vorteile dieser Sdugetiermodelle sind die systemische
Darstellung des NPC-Phénotyps, die weitestgehend dem humanen Phénotyp entspricht. Dabei
konnen zum Beispiel die Akkumulationen von Cholesterol, GM2 und GM3 sowohl in murinen
als auch im felinen Modell nachgewiesen werden. Auch die Demyelinisierung lédsst sich mit
diesen Modellen rekapitulieren, wobei die Demyelinisierung im NPC2-Mausmodell, im
Npc1™™16*_Modell und im felinen Modell weniger stark ausgeprigt ist (Vanier, 2014).

Als weit verbreitetes zelluldres Modellsystem werden neben den Tiermodellen auch Patienten-
Fibroblasten zur Erforschung des Morbus Niemann-Pick Typ C genutzt (Ohgane et al., 2013;
Pipalia et al., 2006; Tamari et al., 2013; Walter et al., 2009). In diesem Zellmodell kénnen
Cholesterolakkumulationen nachgewiesen und zelluldre Prozesse des NPC untersucht werden,
wodurch dieses System auf Grund seiner einfachen Anwendungsweise vielfach verwendet
wird. (Yu et al., 2014). Auch Zellen aus chinesischen Hamsterovarien (CHO-Zellen) wurden
mehrfach als Modellsystem im NPC genutzt (Blom et al., 2012; Motoyama et al., 2016). In
diesem Modell wird das NPCI- oder NPC2-Gen mutiert oder entfernt. Zelluldre Modelle, die
CHO-Zellen, Fibroblasten oder U18666A nutzen, reflektieren dabei nicht den
pathophysiologischen Zustand der Neurone. Vor allem in Hinblick auf elektrophysiologische

Untersuchungen, aber auch auf Grund der endogenen Cholesterolbiosynthese und Regulation
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im Gehirn sind diese Modelle wenig geeignet, um den Zustand im Gehirn zu untersuchen
(Vanier, 2014). Daher werden spezielle neuronale Zellmodelle zur Untersuchung des NPC
genutzt, um die Neurodegeneration detaillierter zu beobachten. Dazu gehdren Neurone
differenziert aus NPC1-defizienten humanen embryonalen Stammzellen (Ordonez et al., 2012)
sowie humane multipotente adulte Stammzellen (hMASC), die aus Patienten-Fibroblasten
generiert und in Neurone differenziert wurden (Bergamin et al., 2013). Auch NPC1-defiziente
Neuroblastom-Zellen, SH-SY5Y, werden als Modellsystem genutzt (Rodriguez-Pascau et al.,
2012). Neben diesen neuronalen Zellmodellen ermdglichen vor allem iPS-Zellen neue
Moglichkeiten zur Untersuchung des Morbus Niemann-Pick Typ C. Kiirzlich konnte unsere
Arbeitsgruppe ein humanes NPC-Zellmodell entwickeln, das auf induzierten pluripotenten
Stammzellen basiert (Peter et al., 2017b; Trilck et al., 2016, 2013). Dieses iPS-basierte NPC1-
Zellmodell zeigt typische NPCI-Krankheitsmerkmale, = wie Cholesterol- und GM2-
Akkumulationen (Peter et al., 2017b; Trilck et al., 2017, 2013), welche mit anderen Studien,
die dhnliche Zellmodelle nutzen, iibereinstimmen (Efthymiou et al., 2015; Maetzel et al., 2014;

Yu et al., 2014).

1.2. INDUZIERTE PLURIPOTENTE STAMMZELLEN

1.2.1 METHODE ZUR HERSTELLUNG VON IPS-ZELLEN

Takahashi und Yamanaka generierten 2006 die ersten induzierten pluripotenten Stammzellen
(iPS) aus embryonalen und adulten Mausfibroblasten, indem die 4 Transkriptionsfaktoren
Oct3/4, Sox2, Klf4 und cMyc verwendet wurden (Takahashi and Yamanaka, 2006). Diese 4
Transkriptionsfaktoren wurden im Folgenden von Takahashi und Kollegen 2007 (Takahashi et
al., 2007) fiir eine retroviral vermittelte Reprogrammierung humaner Fibroblasten verwendet.
Dabei entstanden ebenfalls induzierte pluripotente Stammzellen, die embryonalen Stammzellen
(ES) immens dhnelten. Ende 2007 erschienen unabhingig von Takahashi noch zwei weitere
Studien, die die Herstellung von iPS-Zellen aus humanen Fibroblasten beschrieben (Park et al.,
2008b; Yu et al., 2007). Wobei die Arbeitsgruppe um Park ebenfalls die klassischen
Transkriptionsfaktoren Oct4, Sox2, Klf4 und cMyc nutzte, verwendeten Yu und Kollegen Oct4,
Sox2, Nanog und Lin28, wobei das potenzielle Protoonkogen cMyc ersetzt wurde.

Induzierte pluripotente Stammzellen stehen durch ihr nahezu unlimitiertes Wachstums in
groBBen Mengen zu Verfiigung und lassen sich auf Grund der Pluripotenz der Stammzellen in
jede Zelle differenzieren. IPS-Zellen stellen damit einen Ansatzpunkt fiir therapeutische

Anwendungen in der Klinik und fiir die Medikamentenentwicklung dar. Um Variabilitét
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innerhalb von Zelllinien und Klonen zu vermeiden ist es essentiell den pluripotenten Status der
Zellen genau zu charakterisieren (Vitale et al., 2012). Des Weiteren muss bei der Verwendung
von iPS-Zellen darauf geachtet werden, dass diese eher mit embryonalen Zellen als mit adulten

Zellen vergleichbar sind (Robinton and Daley, 2012; Srikanth and Young-Pearse, 2015).

1.2.2 IPS-BASIERTE ZELLMODELLE FUR NEURODEGENERATIVE ERKRANKUNGEN

Die Herstellung von iPS-Zellen ermdglichte auch die Generierung von krankheitsspezifischen
iPS-Zellen aus Fibroblasten von Patienten (Park et al., 2008a). Eine Herausforderung bei der
Generierung von krankheitsspezifischen iPS-Zellen war jedoch der Nachweis des typischen
Krankheits-assoziierten Phinotyps. Dies gelang zuerst fiir die familiire Dysautonomie, einer
seltenen schwerwiegenden peripheren Neuropathie. Wobei gezeigt werden konnte, dass iPS-
Zellen ebenso eine Mutation im /KBKAP-Gen trugen, wie die Ursprungszellen. Des Weiteren
konnten die generierten Neurone genutzt werden, um potenzielle therapeutische Substanzen zu
testen und den Mechanismus der Krankheit weiter zu erforschen (Lee et al., 2009). Im
Anschluss an diese Arbeiten wurden verschiedene iPS-Zellen fiir neurodegenerative
Erkrankungen generiert und als Modellsysteme charakterisiert (Srikanth and Young-Pearse,
2015). Mittlerweile sind auch verschiedene iPS-Zelllinien fiir seltene Lysosomale
Speichererkrankungen, wie fiir Morbus Fabry, Morbus Gaucher, Mukopolysaccharidose I und
auch Niemann-Pick-Typ C1 generiert worden (Xu et al., 2016).

Das hier verwendete, auf patientenspezifischen iPS-Zellen und daraus differenzierten
neuronalen Zellen basierende NPC-Zellmodell war das erste beschriebene iPS-basierte NPC1-
Zellmodell und zeigte typische NPCI1-Krankheitsmerkmale, wie Cholesterol und GM2-
Akkumulationen (Trilck et al., 2017, 2016, 2013). Die generierten NPCI1-Zelllinien zeigen
dabei starke Akkumulationen von Cholesterol sowie auch von anderen beschrieben wurde fiir
aus iPS-Zellen abgeleitete NPC1-defizienten neuronale Zellen (Efthymiou et al., 2013; Maetzel
et al., 2014; Soga et al., 2015; Yu et al., 2014).

1.3. GLIOSE

Die Gliose ist ein universelles, protektives Ereignis im zentralen Nervensystem, das nach jeder
Art von Verletzung auftritt. Dabei dient die Gliose generell der Wundheilung nach
Verletzungen des Gehirns (Burda and Sofroniew, 2014; Pekny and Nilsson, 2005; Pekny and
Wilhelmsson, 2006). Die Astrogliose, die erneute Proliferation von Astrozyten, tritt nach

Verletzungen des Gehirns, wie Traumata, Schlaganfillen, Neuroinflammation, Tumoren, oder
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bei verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen, wie Morbus Alzheimer, Morbus
Parkinson, Multipler Sklerose und amyotropher lateral Sklerose (ALS) (Beach et al., 1989;
Pekny and Pekna, 2016). Das hauptsichliche Kennzeichen fiir die Astrogliose sind eine erhohte
Anzahl an Astrozyten. Die Astrozyten sind dabei grofler und besitzen ldngere, dickere
Auslédufer und weisen eine intensivere Farbung der glialen Filamente auf (Norton et al., 1992).
Bei diesen Gliazellen handelt es sich um reaktive Gliazellen, welche das gliale fibrilldre saure
Protein (GFAP) hochregulieren sowie proliferieren und die Intermedidrfilamente Vimentin und
Nestin wieder exprimieren, nachdem diese in der Differenzierung und Entwicklung herunter
reguliert wurden.

Die verschiedenen Funktionen der Gliose im Gehirn konnen auf Grund der positiven und
negativen Folgen unterschieden werden. Zu den positiven zdhlen unter anderem die
Wiederaufnahme von exzitatorischem Glutamat, Schutz vor oxidativem Stress iiber Glutathion-
Produktion, Neuroprotektion iiber die Freisetzung von Adenosin, Reparatur der Blut-Hirn-
Schranke, Stabilisierung der extrazelluldren Fliissigkeit und der Ionenkonzentrationen sowie
die Hemmung der Inflammation und der Verbreitung infektioser Stoffe. Dahingegen zéhlen
Neurotoxizitdt, Inflammation sowie chronische Schmerzen und die Verschlechterung von
klinischen Symptomen zu den negativen Folgen, die nach der Gliose auftreten kénnen.

In neurodegenerativen Erkrankungen ist die Rolle der Gliose hoch komplex und noch nicht
vollstdndig verstanden. Auf der einen Seite reagieren die Gliazellen auf die Degeneration der
Neurone, aber zum anderen konnen reaktive Gliazellen die Neurodegeneration verschlimmern
(Burda and Sofroniew, 2014). So wurde gezeigt, dass Mikroglia und Astrozyten dazu beitragen,
die Anzahl an B-Amyloid-Plaques im Morbus Alzheimer zu verringern (Wyss-Coray et al.,
2003). Aber Gliazellen konnen ebenso durch den krankheitsverursachenden molekularen
Mechanismus betroffen und somit dysfunktional und dereguliert sein (Burda and Sofroniew,
2014). In Bezug darauf konnte fiir Amyotrophe Lateralsklerose gezeigt werden, dass Gliazellen
zur Neurodegeneration beitragen und den Krankheitsverlauf negativ beeinflussen (Yamanaka
et al., 2008). Somit ist die Unterscheidung zwischen der glialen Dysfunktion, bedingt durch die
Krankheit, und der reaktiven Antwort der Gliazellen auf die Neurodegeneration flieBend.
Einige Aspekte der Gliose konnen zum Krankheitsverlauf beitragen, andere hingegen wirken
protektiv (Burda and Sofroniew, 2014; Hu et al., 2016, Sofroniew, 2010; Sofroniew and
Vinters, 2010). Fiir den Morbus Niemann-Pick Typ C sind bisher keine besonderen Funktionen
der Gliose bekannt. Aber auf Grund der schwerwiegenden Neurodegeneration im Cerebellum
ist es moglich, dass die Gliose in diesem Fall neuroprotektiv wirkt und die entstandenen Liicken

nach dem Absterben der Neurone wiederaufzufiillen (German et al., 2002; Hu et al., 2016).
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Die Gliose wurde bisher auch fiir das NPC1-Mausmodell beschrieben (Baudry et al., 2003;
Pressey et al., 2012). Auf Grund von beschriebenen Inflammationsmerkmalen im Gehirn
schlussfolgerten die Autoren, dass die Inflammation auf eine Aktivierung der Mikroglia
zuriickzufiihren ist, was zur Neurodegeneration fiihrt und somit eine Aktivierung der
Astrozyten hervorruft. Eine Aktivierung der Gliazellen konnte bereits in vier Wochen alten
Miusen festgestellt werden, wobei ebenfalls eine untypische Morphologie der Astrozyten
gefunden wurde (Baudry et al., 2003). Auch im Thalamus und im Cerebellum konnte eine
erhohte Anzahl an reaktiven Astrozyten gefunden werden, die eine erhohte Anzahl an
Einschliissen, bestehend aus akkumulierten Lipiden, wie Cholesterol, in den Zellen zeigten
(German et al., 2002, 2001). Pressey und Kollegen konnten ebentfalls eine Gliose im Thalamus
zeigen, wobei diese schon in drei Wochen alten Médusen begann. Sie konnten auch feststellen,
dass die Gliose dem Verlust von Neuronen vorangeht, aber erst nach dem Absterben von
Neuronen immens zunimmt (Pressey et al., 2012). Gliose sowie Marker fiir Neuroinflammation
konnten auch in humanen post mortem Gehirnbiopsien in verschiedenen Gehirnarealen, wie
dem Frontotemporallappen aber auch Kortex, Hirnstamm und Cerebellum von NPC1-Patienten
nachgewiesen werden (Chiba et al., 2014; Cologna et al., 2014; Yamashita, 2012).

Der Einfluss der Gliose auf den Krankheitsverlauf des NPC wird noch immer kontrovers
diskutiert, obwohl die Gliose in NPC1-Patienten und -Tiermodellen dargestellt werden konnte
(Erickson, 2013). Zum einen wird angenommen, dass es sich bei der Gliose um einen
sekundiren Effekt, der auf den neuronalen Zelltod folgt, handelt und somit eine Reaktion auf
das Absterben der Neurone darstellt (Lopez et al., 2011; Lopez and Scott, 2013; Yu et al., 2011).
Im Gegensatz dazu wird die Gliose auch als wesentlicher Einflussfaktor im Krankheitsverlauf
in anderen neurodegenerativen Erkrankungen, wie dem Morbus Alzheimer (Osborn et al.,
2016) oder der Amyotrophen Lateralsklerose (Yamanaka et al., 2008) gesehen. Im Morbus
Alzheimer kommt er auf Grund der Akkumulation von fehlgefaltetem B-Amyloid-Protein zur
reaktiven Gliose. Diese fiihrt zu massiven molekularen Verinderungen, wie den Anderungen
in der GABA-, Glutamat- und Calciumsignalweiterleitung, was zu einer Storung der
homéostatischen Regulation der Astrozyten fiihrt. Die funktionalen Anderungen fiihren dabei
zu einer Beeintrichtigung des neuronalen Mikro-Milieus und tragen so zur Neurodegeneration
bei (Osborn et al., 2016). In der Amyotrophen Lateralsklerose konnte beschrieben werden, dass
eine verminderte Expression des mutierten Gens in Astrozyten zu einer Verlangsamung des
Krankheitsverlaufs fiihrt (Yamanaka et al., 2008). Diese gegensitzlichen Darstellungen der

Gliose, als Reaktion auf den neuronalen Zelltod oder als Ursache fiir diesen, zeigen deutlich,
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dass beide Zellarten, Neurone und Gliazellen, nicht isoliert betrachtet werden konnen, sondern

immer als eine systemische Einheit gesehen werden sollten.

1.4. INTERMEDIARFILAMENTE

Intermediérfilamente (IFs) bilden zusammen mit den Mikrotubuli und den Mikrofilamenten das
Zytoskelett der Zellen und sorgen somit im Allgemeinen fiir Stabilitdt und den vesikuldren
Transport in den Zellen. Mit einem Durchmesser von 10 nm liegen sie zwischen den
Mirkotubuli  (20-30 nm) und den Mikrofilamenten (7 nm), worauf der Name
Intermediirfilamente griindet. IFs sind stibchenférmig, haben keine enzymatische Aktivitit
und sind evolutionir hoch konserviert (Chang and Goldman, 2004; Godsel et al., 2008;
Margiotta and Bucci, 2016; Snider and Omary, 2014).

Typischerweise werden die Interdidrfilamente auf der Basis der Primérstruktur, dem Auf- und
Abbau und der gewebsspezifischen Expression in 5 Subtypen eingeteilt. Die Klassen I und II,
die in Epithelzellen vorkommen, enthalten Keratin. Klasse III umfasst Vimentin, Desmin,
GFAP und Peripherin. Wohingegen die Klasse IV die Neurofilamente und Nestin umfasst. Die
Klasse V bilden die Laminine (Chang and Goldman, 2004; Godsel et al., 2008).
Intermedidrfilamente haben eine einheitliche Sekundirstruktur, die aus einer zentralen a-
helikalen stibchenférmigen Domine und nicht-helikalen Doménen auf beiden Seiten der

zentralen Doméne besteht (sieche Abb. 1.4), somit weisen sie keine Polaritit auf.
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Fialmente Fialmente

Kopf Stabchen Ende

S C—
\\
—C ¢\
* :rTetra mer .\
=C___ =

(lesliche
Einheiten)

Abbildung 1.4: Aufbau und Assemblierung von Intermediirfilamenten.

Intermediérfilamente sind stidbchenformig und bestehen aus einer zentralen, o-helikalen, stdbchenformigen
Domine sowie nicht helikalen Kopf- und End-Doménen. Diese Monomere lagern sich zuerst zu Tetrameren
zusammen, die dann ULFs (unit length filaments) bilden. Diese ULFs lagern sich im Folgenden in Langsrichtung
weiter zusammen und bilden nach abschlieBender Kondensation kompakte, reife Filamente (nach Snider and

Omary, 2014).

Der Zusammenbau der Intermedidrfilamente, insbesondere der Vimentin-dhnlichen

Intermedidrfilamente, erfolgt in einem drei-stufigen Prozess. Dabei werden zuerst Tetramere
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gebildet, die aus vier aneinandergelagerten Monomeren bestehen. Diese Tetramere bilden die
kleinsten Einheiten der Intermedidrfilamente im Zusammenbau, die sogenannten ULFs (unit
length filaments). Im zweiten Schritt lagern sich diese ULFs in Lingsrichtung aneinander und
bilden léngere, lose gepackte Filamente. Im finalen Schritt kommt es zur Verldngerung dieser
Filamente und zur Kondensierung, wodurch kompakte Filamente entstehen (Chang and
Goldman, 2004; Godsel et al., 2008). Auch nach dem Aufbau dieser Filamente handelt es sich
noch um hoch dynamische Strukturen, die einem stindigen Auf- und Abbau durch
posttranslationale Modifikationen unterliegen, wie die Phosphorylierung durch bestimmte
Kinasen. Zu diesen Kinasen zdhlen die Proteinkinase C (PKC), die Proteinkinase A (PKA) oder
die Calcium-Calmodulin-abhingige Kinase II (CaMKII) (Eriksson et al., 2004; Ivaska et al.,
2005; Snider and Omary, 2014). Dabei werden 16sliche Bestandteile der Intermediérfilamente
dephosphoryliert, wodurch eine Assemblierung eingeleitet wird. Die Phosphorylierung
hingegen fiihrt zum Abbau der kondensierten Filamente zu 16slichen Filamenten (Snider and
Omary, 2014).

Die Funktionen der Intermedidrfilamente sind dabei vielféltig und umfassen zum einen die
Stabilisierung der Zellen, die Motilitédt und die zellulidre Architektur, aber auch den vesikuldren

Transport innerhalb der Zelle und die Signalweiterleitung (Snider and Omary, 2014).

1.4.1 VIMENTIN

Das Intermedidrfilament Typ III Vimentin wird vor allem in mesenchymalen Zellen und zu
Beginn der neuronalen Entwicklung auch in Neuronen und Gliazellen exprimiert. Vimentin
wird wihrend der Gehirnentwicklung herunterreguliert und im adulten Gehirn nur noch in
glialen Progenitorzellen und zu einem sehr geringen Anteil in Astrozyten exprimiert (Bignami
etal., 1982; Levin et al., 2009). Bereits publizierte Studien zeigen allerdings eine erneute, durch
die Gliose bedingte, Expression von Vimentin in Astrozyten (Norton et al., 1992; Pekny and
Pekna, 2016; Stringer, 1996).

Anstelle einer verminderten Expression von Vimentin in differenzierten Neuronen wird
Vimentin in einigen neurodegenerativen Erkrankungen wieder exprimiert. Von Bauer et al.
konnte 2012 nachgewiesen werden, dass Vimentin im Morbus Chorea Huntington an der
Akkumulation von mutiertem Huntingtin in Neuronen beteiligt ist (Bauer and Hudec, 2012).
Eine Herunterregulation von Vimentin fiihrte dabei zu einer verminderten Akkumulation von
Huntingtin in Neuronen. Auch im Morbus Alzheimer konnte eine erhdhte Vimentinexpression

in Neuronen und Astrozyten nachgewiesen werden, wobei Vimentin am Neuritenwachstum und
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der Wiederherstellung von Synapsen nach einer Schidigung beteiligt ist (Levin et al., 2009;
Yamada et al., 1992). Somit wird davon ausgegangen, dass Vimentin in neurodegenerativen
Erkrankungen als Reaktion auf neurale Schadigungen wieder exprimiert wird, um die Schidden
zu mildern (Levin et al., 2009). Dieser Aspekt benotigt weitere Studien zur Funktion von
Vimentin in neurodegenerativen Erkrankungen, um aufzukldren, ob und wie
Intermediirfilamente zur Progression und Attenuation des Krankheitsverlaufes beitragen.

Die Assemblierung und der stetige Auf- und Abbau von Vimentin (siehe 1.4) wird tiber Kinasen
und Phosphatasen reguliert. Dabei sorgt die Phosphorylierung iiber Kinasen fiir den Abbau der
langen, kompakten Filamente und die Entstehung von 16slichen phosphorylierten Monomeren
(Abb. 1.5). Die Dephosphorylierung iiber Phosphatasen fiihrt zum Aufbau der langen
kompakten Filamente. Vimentin wird vor allem von der Proteinkinase C, aber auch der
Proteinkinase A und der Calcium-Calmodulin-abhingigen Kinase II (CamKII) phosphoryliert
(Chang and Goldman, 2004; Ivaska et al., 2005; Tamari et al., 2013; Walter et al., 2009). Die
Dephosphorylierung erfolgt iiber die Proteinphosphatase 2A (PP2A) (Eriksson et al., 2004).

vl m\
Wmentin

X ) —— Filamente
—_—
\imentin -
Monomere —

Abbildung 1.5: Auf- und Abbau von Vimentin.

Die Assemblierung von Vimentin Monomeren zu kompakten Filamenten wird vermittelt iiber die
Dephosphorylierung der Monomere mittels Proteinphosphatase 2A (PP2A). Der Abbau hingegen erfolgt iiber die
Phosphorylierung der Filamente durch die Proteinkinase C (PKC), wodurch phosphorylierte, 16sliche
Untereinheiten entstehen (nach Walter ef al., 2009).

Zu den allgemeinen Funktionen der Intermedidrfilamente (siehe 1.4) wurde fiir Vimentin eine
Beteiligung am intrazelluldren vesikuldren Transport beschrieben, wobei unter anderem
endosomale Vesikel mit Hilfe von Vimentin transportiert werden (Tamari et al., 2013; Walter
et al., 2009). Daneben wurden auch der vesikuldre Membrantransport, Signaltransduktion,
Zellmotilitdt und intrazelluldrer Transport von LDL-Cholesterol beschrieben (Evans, 1994;
Ivaska et al., 2007; Kraemer et al., 2013). Der Transport von Signalmolekiilen mit Hilfe von
loslichem Vimentin wurde in verletzten Neuronen genauso beschrieben (Perlson et al., 2005)
sowie eine Beteiligung von Vimentin an der Neuritogenese (Boyne et al., 1996). Zur weiteren

Untersuchung der Vimentinfunktion wurden auch Vimentin-negative Mausmodelle generiert.
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Diese VIM”-Miuse entwickeln und vermehren sich normal, aber es konnten eine
beeintrichtigte Wundheilung sowie Defizite in Bergmann-Gliazellen und Purkinje-Zellen im
Cerebellum gefunden werden, wobei vor allem verkiimmerte und nekrotische Purkinje-Zellen
beobachtet wurden (Colucci-Guyon et al., 1999; Eckes et al., 2000).

In vorherigen Studien konnte beschrieben werden, dass NPC1-defizienten Fibroblasten eine
Verinderung im Phosphorylierungsstatus von Vimentin zeigten (Tamari et al., 2013; Walter et
al., 2009), wodurch das Zytoskelett und damit auch der Transport innerhalb der Zelle gestort
ist. Des Weiteren konnten gezeigt werden, dass akkumuliertes Sphingosin die PKC inhibiert.
Dadurch wurde die Vimentin-Phosphorylierung gestort, der Pool an 16slichem Vimentin weiter
verringert und der vesikuldre Transport beeintriachtigt. Eine Zunahme der Cholesterol-
akkumulationen im endosomalen/lysosomalen System wurde darauthin angenommen. Eine
Aktivierung der PKC hingegen erhohte den Anteil an 16slichem Vimentin und die

Cholesterolveresterung wurde wiederhergestellt (Tamari et al., 2013; Walter et al., 2009).

1.4.2 GFAP

Das gliale fibrillire saure Protein (GFAP) ist das hauptsidchlich vorkommende
Intermedidrfilament in reifen Astrozyten. Es spielt vor allem eine strukturelle Rolle in
Astrozyten, ist aber auch in die Regeneration, die synaptischen Plastizitit und die reaktive
Gliose involviert. GFAP gehort ebenfalls zur Klasse III der Intermediédrfilamente und unterliegt
dem gleich Auf- und Abbau-Zyklus wie Vimentin (siche Abb. 1.5) (Middeldorp and Hol, 2011).
Eine Mutation im GFAP-Gen fiihrt zum Morbus Alexander, einer letalen neurodegenerativen
Erkrankung, die auf Grund von Fehlfunktionen von Astrozyten zu Megalenzephalie,
progressiver Spastik und mentalen Beeintrdachtigungen fithrt (Hagemann et al.,, 2013;
Middeldorp and Hol, 2011).

Zu den Funktionen des GFAP wurden neben den strukturellen Funktionen der
Intermedidrfilamente noch weitere beschrieben. Dazu zédhlen der Schutz von Neuronen vor
iiberschiissigen Neurotransmittern, synaptische Plastizitiat, Motilitdt, Proliferation und das
Neuritenwachstum auch Funktionen der Blut-Hirn-Schranke, Myelinisierung, Vesikeltransport
und auch Schutz des Gehirns nach Verletzungen iiber die Gliose, wobei GFAP in der Gliose

massiv hochreguliert wird (siehe 1.3) (Hol and Pekny, 2015; Middeldorp and Hol, 2011).
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1.5 ZIELSTELLUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit Hilfe des etablierten Modells zur Herstellung von
patientenspezifischen iPS-Zellen und der Differenzierung in neuronale Zellen (Peter et al.,
2017b; Trilck et al., 2016) Zelllinien mit weiteren Mutationen der NPCI- und NPC2-Gene
herzustellen und diese in Bezug auf den bisher noch ungeklidrten zelluldren
pathophysiologischen Mechanismus des Morbus Niemann-Pick Typ C zu untersuchen.

Neben den zuvor generierten NPC1-defizienten Zelllinien sollte in dieser Arbeit die privalente
Mutation ¢.3182T>C (p.I1061T) hergestellt und charakterisiert werden. Die verschiedenen
Mutationen wurden im Folgenden vergleichend betrachtet, um eventuell Riickschliisse vom
Schweregrad des klinischen Phénotyps zur zelluldren Auspriagung des Morbus Niemann-Pick
Typ C ziehen zu konnen. Vor allem im Hinblick auf mogliche therapeutische Ansitze, wie z.B.
pharmakologische Chaperone, werden Zelllinien mit einer homozygoten Punktmutation
benotigt, um den Faltungsdefekt zu revidieren.

Des Weiteren sollten in dieser Arbeit zelluldre Mechanismen des NPC aufgeklart und darauf
basierend weitere therapeutische Ansétze zur Behandlung des NPC untersucht werden. Dabei
sollte insbesondere die Gliose in NPC1 untersucht werden, die bisher fiir das NPCI1-
Mausmodell beschrieben (Baudry et al., 2003; Pressey et al., 2012), aber noch nicht in humanen
neuronalen Kulturen untersucht werden konnte. Die Gliose ist ein universeller Mechanismus,
der nach Verletzungen des Gehirns auftritt. Dabei beginnen die Gliazellen erneut zu
prolifereiren und die Intermediérfilamente GFAP und Vimentin werden hochreguliert. In dieser
Arbeit sollte untersucht werden, ob in neuronalen Zellmodellen ebenfalls eine Gliose
rekonstruiert werden kann und ob iiber die Gliose im Zellmodell eventuell Riickschliisse auf
die Schwere der Erkrankung gezogen werden kdnnen.

Auch der Intermedidrfilament-Phinotyp sollte dabei genauer betrachtet werden, bei dem es zu
Veridnderungen des Phosphorylierungsstatus von Vimentin kommt und der bis jetzt in
Fibroblasten-Kulturen beschrieben wurde (Tamari et al., 2013; Walter et al., 2009) aber noch
nicht in humanen neuronalen Zelllinien. Bei der Untersuchung des Intermedidrfilament-
Phinotyps sollte besonders der zugrunde liegende Mechanismus genauer erforscht werden. In
diesem Zusammenhang sollte untersucht werden, ob eine Interaktion zwischen diesen
beschriebenen Phianomenen in NPC besteht.

Im Folgenden sollten Substanzen getestet werden, die eine Verbesserung des Gliose- und
Intermediirfilament-Phidnotyps zeigen sowie eine Reduktion des Cholesterolgehaltes in NPC
erzielen konnen und somit zur allgemeinen Verbesserung des Krankheitsbildes beitragen

konnten.
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2. MATERIAL & METHODEN
2.1 MATERIALIEN

2.1.1 MIKROORGANISMEN UND MEDIEN

In Tabelle 2.1 ist der in dieser Arbeit verwendete Mikroorganismenstamm aufgefiihrt. Die zur

Anzucht dieses Stammes verwendeten Medien sind in Tabelle 2.2 zusammengefasst.

Tabelle 2.1: Verwendeter Mikroorganismenstamm

Bezeichnung  Organismus Genotyp Hersteller
Mix & Go Escherichia F[traD36 proA+B+ laclg A(lacZ)M15] Zymo
Competent Cells - coli A(lac-proAB) ginV44 (supE44) el4- Research,
Strain JIM109 (McrA-) thi gyrA96 (NalR) endAl Freiburg, DE

hsdR17(rk- mk+) relAl recAl

Tabelle 2.2: Nihrmedien fiir die Anzucht der verwendeten Mikroorganismen

Bezeichnung Zusammensetzung

LBamp-Agar 40 ¢ LB-Agar (Roth) auf 1 1 Aqua dest.
— 20 min Autoklavieren

—  Zugabe von Ampicillin (100 pg/ml)

LBamp-Medium 25 g  LB-Medium (Roth) auf 1 1 Aqua dest.
— 20 min Autoklavieren

—  Zugabe von Ampicillin (100 pg/ml)

2.1.2 HUMANE ZELLLINIE UND ENTSPRECHENDE MEDIEN

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die in Tabelle 2.3 aufgefiihrte humane Zelllinie verwendet.

Die verwendeten Kultivierungsmedien sind in den Tabellen 2.4 und 2.5 zusammengefasst.
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Tabelle 2.3: Verwendete Zelllinien

Bezeichnung Zelllinie Verwendeter Herkunft Hersteller
Klon
HEK-Zellen HEK-293FT Homo sapiens, Invitrogen/Life
(human embryonale Niere Technologies
embryonic Carlsbad, USA
kidney cells)
Humane GMO08398 GMO08398-1  Homo sapiens, Coriell Institute,
Fibroblasten (Kontrolle A) Hautbiopsie Camden, USA
(Kontrollen)
#2062 #2062-2 Homo sapiens, Centogene AG,
(Kontrolle B) Hautbiopsie Rostock, DE
Humane A113011 A113011-3 Homo sapiens, Centogene AG,
Fibroblasten (NPC1-Mutation: Hautbiopsie Rostock, DE
(Mutation im ¢.1180T>C)
NPC1/2 Gen) GM 18436 GM18436-1  Homo sapiens,  Coriell Institute,
(NPC1-Mutation: Hautbiopsie Camden, USA
c.1836A>C;
c.1628delC)
GM18453 GM18453-8  Homo sapiens, Coriell Institute,
(NPC1-Mutation: Hautbiopsie Camden, USA
¢.3182T>C)
GM18455 GM18455-1  Homo sapiens, Coriell Institute,
(NPC2-Mutation: Hautbiopsie Camden, USA
c.58G>A; ¢.140G>T)
Embryonale CF1 Mus musculus ~ Amsbio, Abingdon,
Maus- (inaktivierte UK
fibroblasten embryonale
Mausfibroblasten)
Tabelle 2.4: Kultivierungsmedien
Bezeichnung Zusammensetzung
Basismedium DMEM
10 % FBS

1 % Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)
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Stammzellmedium Knockout DMEM
20 % Knockout Serum Replacement
1x MEM NEAA
Ix GlutaMAX
2x 2-Mercaptoethanol
0,25 % Pen/Strep
12,5 ng/ml FGF2

mTESR1 Komplettmedium mTESR1
0,25 % Pen/Strep

EB-Medium 80 % Knockout DMEM
10 % FBS
20 % MEM NEAA
1x GlutaMAX
I1x 2-Mercaptoethanol
0,25 % Pen/Strep

Proliferationsmedium 60 % DMEM
40 %9 DMEM/F-12
1x B27
0,5 % Pen/Strep
20 ng/ml FGF2
20 ng/ml EGF

Differenzierungsmedium 60 % DMEM
40 % DMEM/F-12
1x B27
0,5 % Pen/Strep

Tabelle 2.5: Verwendete Substanzen (kommerziell erworben)

Bezeichnung Hersteller Katalog- Losungs-
Nr. mittel
AMPA SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH A6816 Aqua dest.
(a-amino-3-hydroxy-5- Steinheim, DE

methyl-4-isoxazolepropionic
acid)
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Glutamat SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH G1626 Aqua dest.
Steinheim, DE

PMA Cayman Chemicla Company, Ann ~ 10008014-5 DMSO

(Phorbol 12-myristat 13- Arbor, USA

actetat)

Quinolinsdure SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH P63204-25 DMSO

(2,3-Pyridinedicarboxylic acid) Steinheim, DE

2.2 METHODEN

2.2.1 KULTIVIERUNG HUMANER UND MURINER ZELLLINIEN

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter Sterilwerkbdnken mit Laminarstrom ausgefiihrt. Alle
verwendeten Losungen wurden steril filtriert und Gebrauchsgegenstinde wurden vor Gebrauch
entsprechend mittels 70 %igem Ethanol oder Hitzesterilisation sterilisiert. Alle zu
verwendenden Losungen wurden unmittelbar vor Gebrauch im Wasserbad auf 37 °C erwirmt.
Die Kultivierung der humanen Zellen erfolgte im Inkubator bei 37 °C, 5 % CO> und 90 %

relativer Luftfeuchte.

2.2.1.1 AUFTAUEN DER VERWENDETEN ZELLLINIEN

Kryokonservierte Zellen (Fibroblasten, HEK293FT, Feederzellen und neuronale
Progenitorzellen) wurden unter Verwendung des Wasserbades bei 37 °C schnellstmoglich
aufgetaut und langsam in 8,5 ml des entsprechenden Mediums iiberfiihrt. Nach anschlieBender
Zentrifugation fiir 5 min bei 300 x g wurde das entstandene Zellpellet in 10 ml Medium gelost.
Fiir die Bestimmung der Gesamtzellzahl mit Hilfe des CASY-Systems wurden CASY-Cups mit
10 ml CASY-Ton gefiillt, in die dann 50 ul der Probe pipettiert wurden.

IPS-Zellen wurden nach schnellem Auftauen im Wasserbad ebenfalls in 8,5 ml Medium
tiberfiihrt, sedimentiert, anschlieBend in 2 ml Medium resuspendiert und in ein 6-Well

iiberfiihrt.

Tabelle 2.6: Verwendete Zelllinien und entsprechende Kultivierungsbedingungen

Zelllinie Medium Zellzahl Kulturgefif3
Dauerkultur Dauerkultur
Fibroblasten Basismedium 2.0x 10° T75

HEK293FT Basismedium 2.5x 10° T75
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Feederzellen (MEF) Basismedium 3,3x 10° 6-Well
iPS-Zellen auf Feeder Stammzellmedium 75 Kolonien 6-Well
iPS-Zellen auf Matrigel mTESR1 75 Kolonien 6-Well
Neurale Progenitor- Proliferationsmedium 1,0 x 10° 6-Well
zellen (NPZs)

2.2.1.2 KULTIVIERUNG VON HUMANEN FIBROBLASTEN UND HEK293FT-ZELLEN

Die Expansion der Zellen erfolgt bei Erreichen einer vollstindigen Konfluenz. Dafiir wurden
die Zellen in einer T75-Zellkulturflasche zuerst mit 15 ml PBS-Puffer gewaschen und
anschliefend mit 2,5 ml 0,25 % Trypsin-EDTA fiir 5 min im Brutschrank inkubiert. Nach
vollstindigem Ablosen der Zellen vom Kulturgefil wurde die Reaktion mit 7,5 ml
Basismedium abgestoppt und die Zellsuspension in ein 15 ml Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt.
Nach der Zentrifugation der Fibroblasten fiir 5 min bei 400 x g wurde das Zellpellet in 10 ml
Basismedium geldst und die Gesamtzellzahl mit Hilfe des CASY-Zellzdhlsystems bestimmt.
AbschlieBend wurden 2,0 x 10° Fibroblasten in einer T75-Zellkulturflasche zur weiteren
Kultivierung ausgesit. Fiir immunozytochemische Firbungen wurden 6 x 10* Fibroblasten auf
Glasdeckglischen und fiir die Reprogrammierung in 3,0 cm KulturgefiBen 1,0 x 10°
Fibroblasten ausgesiit.

Fiir die Dauerkultur wurden 2,5 x 10° HEK293FT in einer T75-Zellkulturflasche aus gesit. Die
Virusproduktion erfolgte mit 3,0 x 10° Zellen HEK293FT in einer 10-cm-Zellkulturschale und

die Virustitrierung mit 1,0 x 10°in einem 12-Well.

2.2.1.3 KULTIVIERUNG VON IPS-ZELLEN AUF FEEDERZELLEN

Einen Tag vor der Passagierung (Subkultivierung) der iPS-Zellen wurden die Feederzellen
aufgetaut und ausgesit. Dafiir wurde ein Kryokonservierungsrohrchen Feederzellen im
Wasserbad aufgetaut und ziigig tropfenweise in ein 15-ml-Zentrifugenrohrchen mit 9 ml
Basismedium iiberfiihrt. Die Zellen wurden fiir 5 min bei 300 x g zentrifugiert und das Pellet
wurde in 10 ml Basismedium resuspendiert. Nach Bestimmung der Zellzahl mit dem CASY-
System konnten 3,3 x 10° Feederzellen pro Vertiefung einer 6-Well-Platte ausgesiit und iiber
Nacht inkubiert werden.

Eine Stunde vor dem Split wurde das Medium der iPS-Zellen durch frisches Stammzellmedium
ersetzt und die Feederzellen wurden dreimal mit 2 ml DMEM/F-12 gewaschen, um Reste des
Serums zu entfernen. Das Expandieren der Stammzellen erfolgte mit Hilfe von Glashaken, die

aus Pasteurpipetten nach Erhitzen gezogen wurden. Dabei wurden die undifferenzierten
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Kolonien (siehe Abb. 3.2), die einen glatten Rand und ein dicht gepacktes Koloniezentrum
aufwiesen, in kleinere Stiicke, je nach GréBe der Ursprungskolonie circa 4-8 Stiicke, geteilt.
Fiir eine Vertiefung einer 6-Well-Platte wurden ungefidhr 50 Koloniestiicke benotigt. Die
Kolonieteile wurden anschlieBend mit einer extra weiten Pipettenspitze auf frische Feederzellen
umgesetzt und mit 10 uM ROCK-Inhibitor (Y27632) versetzt. Die Kolonien wurden vorsichtig
zum Inkubator gebracht und fiir 24 h nicht bewegt.

2.2.1.4 KULTIVIERUNG VON IPS-ZELLEN AUF MATRIGEL

Die Kultivierung der iPS-Zellen auf Matrigel erfolgte in mTESR1 Medium. Fir die
Kultivierung ohne Feederzellen wurde Matrigel als Matrix gewihlt. Dabei handelt es sich um
einen gelatindsen Proteinkomplex, welcher der extrazelluliren Matrix dhnelt. Eine Vertiefung
einer 6-Well-Platte wurde einen Tag vor der Expansion der iPS-Zellen mit Matrigel beschichtet.
Dafiir wurde das Matrigel auf Eis aufgetaut und im Verhiltnis 1:95 in kaltem DMEM/F-12
gelost. Das Mischungsverhiiltnis ist dabei abhiingig von der verwendeten Lotnummer Matrigel,
schwankt um 1:90 und wird vom Hersteller vorgegeben. Jeweils 1 ml der Losung wurde in eine
Vertiefung pipettiert, gleichméBig verteilt und 1 h bei Raumtemperatur inkubiert, um ein
Auspolymerisieren des Matrigels zu erreichen. Die Platten wurden dann bis zur Verwendung
im Kiihlschrank gelagert.

Fiir die Expansion der iPS-Zellen auf Matrigel wurden undifferenzierte Kolonien verwendet,
die sich durch einen glatten Rand und ein dicht gepacktes Koloniezentrum auszeichneten.
Differenzierte Kolonien und differenzierte Einzelzellen wurden unter dem Mikroskop mit Hilfe
von Glashaken entfernt und durch dreimaliges Waschen mit 2 ml DMEM/F-12 aspiriert. Die
iPS-Zellen wurden anschlieend mit Dispase (1 mg/ml) enzymatisch gelost und nach 7-
miniitiger Inkubationszeit bei 37 °C erneut dreimalig mit 2 ml DMEM/F-12 gewaschen und
mechanisch mit Hilfe von Zellschabern vom Boden der Zellkulturschale abgeldst. Die Kolonien
wurden mit Pipettenspitzen mit groBer Offnung in ein 15 ml Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt,
durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren verkleinert und sedimentiert. Nach der
Resuspension der Kolonien in 1 ml mTESR1 wurden diese in eine mit Matrigel beschichtete

Kavitit tiberfiihrt, vorsichtig zum Brutschrank transportiert und fiir 24 h nicht bewegt.

2.2.1.5 KULTIVIERUNG VON NEURALEN PROGENITORZELLEN (NPZ)

Fiir die Kultivierung der neuralen Progenitorzellen wurden die benétigten Zellkulturgefifle

zuerst mit Poly-L-Ornithin (PLO, 15 pg/ml) und Laminin (10 pg/ml) beschichtet. Dafiir wurde
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die PLO-Stammlésung (15 mg/ml) in PBS” verdiinnt und in die entsprechenden
Zellkulturgefile pipettiert. Die Losung wurde fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert
und anschlieBend dreimalig mit PBS™ gewaschen. Die Laminin-Stammldsung (1 mg/ml) wurde
in kaltem DMEM/F-12 verdiinnt und in die GefdBe gegeben. Die Inkubation erfolgte ebenfalls
fiir eine Stunde bei 37 °C. Die Gefdlle wurden fiir maximal eine Woche bis zur Verwendung
bei 4 °C gelagert. Unmittelbar vor der Verwendung wurden die Gefidlle bei 37 °C erwiarmt und
mit warmen DMEM/F-12 gewaschen.

Die neuralen Progenitorzellen wurden bei Erreichen der vollstindigen Konfluenz passagiert.
Dafiir wurden die Zellen zunéchst mit 2 ml HBSS pro Kavitit gewaschen und anschlieend mit
0,5 ml Accutase fiir 3-5 min bei 37 °C inkubiert, um die Zellen abzul6sen und zu vereinzeln.
Die Reaktion wurde mit 1 ml Proliferationsmedium abgestoppt, die Zellen wurden in ein
entsprechendes Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt und fiir 5 min bei 300 x g zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde mit 10 ml Proliferationsmedium resuspendiert und die Gesamtzellzahl wurde
mit Hilfe des CASY-Systems bestimmt. AbschlieBend wurden 1,0 x 10° Zellen pro Vertiefung

einer 6-Well-Platte in 1,5 ml Proliferationsmedium ausgesiit.

2.2.1.6 KULTIVIERUNG VON NEURONAL DIFFERENZIERTEN ZELLEN (NDZs)

Neuronal differenzierte Zellen wurden aus neuralen Progenitorzellen {iber spontane
Differenzierung erhalten. Neurale Progenitorzellen wurden dafiir, wie oben (2.2.5) beschrieben
passagiert und in geringerer Dichte in Differenzierungsmedium ausgesit. Die verwendeten

Zellzahlen pro Zellkulturgefa$ sind in Tabelle 2.7 zusammengefasst.

Tabelle 2.7: Aussaat neuronal differenzierter Zellen

Kulturgefit Zellzahl Mengtlﬂ’l[]edillm
6-Well 4x 10° 1.5
12-Well 2x 10° 1
24-Well 9x 10¢ 05

Deckglischen 9x 10 0.5

2.2.1.7 KRYOKONSERVIERUNG DER VERWENDETEN ZELLLINIEN

Die Zellen wurden nach der Passagierung, wie oben beschrieben, in entsprechender Zellzahl

(siehe Tabelle 2.8) in 1,7 ml Kryokonservierungsmedium iiberfiihrt und in Gefriercontainern
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(Mr. Frosty, Thermo Fisher Scientific, DE) mit Isopropanol fiir 24 h bei -80 °C langsam
gekiihlt. AnschlieBend wurden die Zellen in fliissigem Stickstoff bis zur weiteren Verwendung

gelagert.

Tabelle 2.8: Kryokonservierung von Zellen

Zelllinie Zellzahl Kryokonservierungs-
medium
Fibroblasten 2,0x 10° Basismedium + 10 % DMSO
HEK293FT 2,0x 10° Basismedium + 10 % DMSO
iPS-Zellen (Feeder) 80-100 Koloniestiicke 50 % Stammzellmedium + 40%
definiertes FBS + 10 % DMSO
iPS-Zellen (Matrigel) 80-100 Koloniestiicke mFreSR
NPZ 2.0x 10° Proliferationsmedium +
10 % DMSO

2.2.2 REPROGRAMMIERUNG HUMANER FIBROBLASTEN UND HERSTELLUNG VON NEURONALEN
PROGENITORZELLEN

Fiir die Generierung von induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS-Zellen) wurden primére
patientenspezifische Fibroblasten mit den Transkriptionsfaktoren Oct4, Sox2, cMyc und Klf4
(Takahashi Cocktail, Takahashi and Yamanaka, 2006) nach dem Protokoll von Trilck et al.
(2016) reprogrammiert. Dabei enthielten alle vier Vektoren eine Sequenz fiir das griin
fluoreszierende Protein (GFP), sodass die konzentrierten Viren mittels Durchflusszytometrie
getitert werden konnten. Nach ungefihr einem Monat Kultivierung wurden die iPS-Zellen auf
Grund ihrer charakteristischen, den embryonalen Stammzellen dhnlichen Morphologie und der

Inaktivierung des retroviralen GFP-Signals passagiert und weiterverwendet.

2.2.2.1 PRODUKTION DER VIRALEN VEKTOREN

Die retroviralen Vektoren enthalten die vier humanen Gene OCT4, SOX2, cMYC und KLF4
und wurden von Dr. P. Seibler (Institut fiir Neurogenetik, Universitidt Liibeck, DE) zur
Verfiigung gestellt.

Die viralen Vektoren wurden mittels Transformation von E. coli Zellen (siehe Tabelle 2.1) mit
den vorhandenen retroviralen Vektoren vermehrt. Dafiir wurden 50 ul der kompetenten E. coli-
Zellen auf Eis aufgetaut mit 1 ul Plasmid-DNA vermischt. Die Reaktion wurde 10 min auf Eis

inkubiert und die gesamte Zellsuspension (50 pl) wurde auf einer vorgewidrmten LBamp
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Bakterienkulturplatte ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nédchsten Tag wurden
die Vorkulturen in einer geringen Menge Nihrmedium, um das weitere Wachstum der
Bakterienkolonien zu kontrollieren, angesetzt. Dafiir wurden zwei isolierte Bakterienkolonien
vorsichtig in Reagenzrohrchen mit LBamp Medium iiberfiihrt und fiir 12 h bei 37 °C inkubiert.
Bei gutem Wachstum der Kulturen wurden im Anschluss die Hauptkulturen in 200 ml LB amp
Medium angesetzt, indem die Vorkulturen vollstindig in die Hauptkultur iiberfiihrt wurden.
Nach einer Inkubationszeit von 12 h bei 37 °C wurden die Bakterienzellen bei 6000 x g und 4
°C fiir 15 min pelletiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. AnschlieBend
erfolgte die Plasmidisolation mit Hilfe des Plasmids Maxi Prep Kits (Qiagen, Hilden, DE) laut
Herstellerangaben. Zusammengefasst wurden die Zellen zuerst lysiert, die genomische DNA
gefillt und zentrifugiert. Der entstandene Uberstand enthielt dann die Plasmid-DNA. Diese
wurde anschlieend, zur Aufreinigung iiber eine mitgelieferte Sdule gegeben und eluiert. Die
erhaltene Plasmid-DNA wurde mittels Isopropanol gefillt, zentrifugiert (15000 x g, 30 min,
4 °C) und mit Ethanol gewaschen. Das entstandene Pellet wurde dann bei Raumtemperatur
getrocknet und in einer der Grofe des Pellets entsprechenden Menge TE-Puffer gelost. Die
anschlieBende Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch (Amersham Biosciences,
Ultrospec 3100 pro), wobei die Proben zuvor 1:50 verdiinnt wurden. Dabei wurden die
Extinktionen der Wellenldngen Ezso nm und Eogo nm bestimmt und das Verhiltnis beider
Extinktionen gab Aufschluss iiber die Reinheit der Plasmid DNA, wobei nur Plasmid-DNA mit
einer Reinheit von Exe0/E280 > 1,7 verwendet wurde. Die viralen Vektoren wurden in 50 pl

Aliquots bis zu weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.2.2.2 VIRUSPRODUKTION UND TITERBESTIMMUNG

Die Virusproduktion erfolgte aus dem Virusvektor, viralen Proteinen und Enzymen (gag-pol)
sowie dem Glykoprotein G des Vesikular-Stomatitis-Viruses.

An Tag 0 erfolgte das Aussden der HEK297FT-Zellen in 10-cm-Zellkulturplatten mit einer
Dichte von 3,0 x 10° Zellen pro Schale. Die Zellen wurden iiber Nacht inkubiert und am
néchsten Tag transfiziert. Dafiir wurden pro Zellkulturschale 20 p1 X-tremeGENE 9 mit 300 pl
DMEM vermischt und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das Gemisch wurde
anschlieBend jeweils mit 2,5 ug Virusvektor-DNA (OCt4, SOX2, cMyc oder KLF4) sowie
0,25 pg VSV-G DNA und 2,25 pg Gag-Pol DNA versetzt und fiir 20 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Der Transfektionsansatz wurde tropfenweise auf die Zellen gegeben und fiir 18 h bei

37 °C inkubiert. An Tag 2 erfolgte ein Mediumwechsel mit Basismedium. Die Ernte der Viren
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erfolgte 48 h nach der Transfektion. Dabei wurde der Uberstand der Zellen mit einem 0,45 um
Filter steril-filtriert, in frische Zentrifugenr6hrchen iiberfiihrt und anschlieBend bei -80 °C bis
zur weiteren Verwendung gelagert.

Das Titrieren der Viren erfolgte mit Hilfe der im Vektor enthaltenen GFP-Sequenz. Die Menge
an GFP-positiven Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt und danach prozentual
wiedergegeben.

Zur Bestimmung der Infektionseffizienz wurden zuerst 1,0 x 10° HEK293FT Zellen in 1 ml
Basismedium pro Kavitit einer 12-Well-Platte ausgesit und mit 5 pl/ml Protaminsulfat zur
Steigerung der Infektionseffizienz, versehen. Der entsprechende Virus wurde ebenfalls in
verschiedenen Volumina (0,5 ml-3,5 ml) direkt zu den Zellen gegeben. Die HEK-Zellen
wurden fiir 48 h inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand entfernt und die Zellen wurden
mit 200 ul 0,05 % Trypsin-EDTA pro Vertiefung bei 37 °C fiir 5 min vereinzelt, die Reaktion
wurde mit 1 ml Basismedium abgestoppt und anschlieend bei 3000 x g fiir 5 min zentrifugiert.
Das Pellet wurde in 100 ul PBS gelost und mit 100 pl 4% Paraformaldehyd (PFA) fiir 15 min
schiittelnd fixiert. Nach abschlieBender Zentrifugation bei 3000 x g fiir 5 min wurde das Pellet
in 500 pul Waschpuffer gelost. Fiir die durchflusszytometrische Analyse (FACS Calibur) wurde

die Anzahl der griin-fluoreszierenden Zellen im Verhiltnis zur ungefiarbten Kontrolle bestimmt.

2.2.2.3 VIRALE TRANSDUKTION HUMANER FIBROBLASTEN IN IPS-ZELLEN

Fiir die Reprogrammierung wurden zuerst 1,0 x 10° primiire patientenspezifische Fibroblasten
(Passage < 5) in einer 3,5 cm Zellkulturschale ausgesit und iiber Nacht inkubiert. Am nichsten
Tag wurde das Medium durch frisches Basismedium ersetzt und mit den Viren versetzt, wobei
eine Infektionseffizienz von 70 bis 80% fir OCT4, SOX2 und KLF4 sowie eine
Infektionseffizienz von 40 bis 50% fiir cMYC angestrebt wurde. Das Medium wurde zur
Steigerung der Infektionseffizienz zusitzlich mit 5 pg/ml Protaminsulfat versetzt. Nach 48 h
Inkubationszeit erfolgte das erneute Ausséden der Fibroblasten. Das Medium wurde aspiriert
und die Zellen zweifach mit PBS** gewaschen. Anschliefend wurden die Fibroblasten mit 0,5
ml 0,05% Trypsin-EDTA vereinzelt und die Reaktion wurde nach 5-miniitiger Inkubation mit
1 ml Basismedium abgestoppt. An die Zentrifugation fiir 5 min bei 400 x g und das
Resuspendieren des Pellets in 2 ml Basismedium schloss sich die Bestimmung der Zellzahl mit
dem CASY-Zellzdhlsystems an. 250.000-400.000 Zellen wurden in einer mit 0,1 % Gelatine
beschichteten 6-cm-Zellkulturschale in Basismedium ausplattiert und fiir 24 h inkubiert.

Danach wurde das Basismedium durch Stammzellmedium ersetzt und mit 0,5 mM
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Valproinsiure, einem Histondeacetylaseinhibitor zur Steigerung der
Reprogrammierungseffizienz, fiir eine Woche versetzt. Dabei wurde das Medium tédglich
gewechselt. Nach sieben Tagen erfolgte weiterhin ein tdglicher Mediumwechsel ohne
Valproinsiure. Etwa ab Tag 21 der Reprogrammierung konnten erste iPS-Kolonien auf Grund
ihrer Morphologie, erkennbar durch eine runde und leicht erhabene Kolonieform mit glatten
Rindern, und dem Verlust des GFP-Signals identifiziert werden. Die Kolonien wurden mit
Hilfe von Glashaken auf frische Feederzellen (embryonale Mausfibroblasten, MEF) umgesetzt
und anschlieBend expandiert. Von jeder patientenspezifischen Fibroblastenzelllinie wurden

mindestens 10 Klone umgesetzt und expandiert.

2.2.2.4 NEURALE INDUKTION UND AUFREINIGUNG DER NEURALEN PROGENITORZELLEN

Aus 1PS-Zellen, die auf Matrigel kultiviert wurden, konnten durch spontane Dichte-induzierte
Differenzierung neurale Rosetten gebildet werden. In diesen neuralen Rosetten sind neurale
Progenitorzellen enthalten, die tiber den PSA-NCAM™* Oberflichenmarker isoliert werden
konnten.

Dafiir wurden iPS-Zellen auf Matrigel mit hoher Dichte in einer Vertiefung einer mit Matrigel
beschichteten 6-Well-Platte ausgesidt. Auf Grund der hohen Dichte erfolgte eine spontane
Differenzierung in neurale Rosetten. Die undifferenzierten Stammzellen wurden mittels
Glashaken mechanisch entfernt und die neuralen Rosetten wurden nach einem Waschschritt mit
1 ml HBSS mit 1 ml Accutase gelost und vereinzelt. Die Reaktion wurde nach 15 min mit
1,5 ml Proliferationsmedium gestoppt und die Zellen wurden fiir 5 min bei 300 x g fiir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde aspiriert und die Zellen in 10 ml Proliferationsmedium
gelost. Die Zellzahl wurde mit dem CASY-System bestimmt und die Aufreinigung der neuralen
Progenitorzellen erfolgte iiber magnetische Seperation (MACS-System, Miltenyi Biotec, DE)
laut Herstellerangaben mit maximal 1,0 x 107 Zellen. Zusammengefasst wurden die Zellen in
60 ul MACS Puffer gelost, mit 20 ul FcR Blockierungs-Reagenz versetzt und fiir 10 min bei
4 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 20 ul Anti-PSA-NCAM MicroBeads
vermischt und fiir 15 min bei 4 °C inkubiert. Die Zellen wurden mit 2 ml Puffer gewaschen, fiir
5 min bei 300 x g zentrifugiert und in 500 ul resuspendiert. AnschlieBend erfolgte die
magnetische Separation, indem zuerst die MS-Sédule in den MACS Multi Stand bzw. den
MiniMACS Separator eingesetzt und mit 500 p Puffer equilibriert wurde. Die Zellen wurden
auf die Saule gegeben und unmarkierte Zellen wurden durch dreimaliges Waschen mit 500 ml

Puffer ausgewaschen und aufgefangen. AnschlieBend wurde die Sdule aus dem Separator
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entfernt und in ein 15 ml Zentrifugationsréhrchen platziert. Die Zellen wurden nach der Zugabe
von 1 ml Proliferationsmedium und dem ziigigen Einfiihren des Kolbens in die Sdule von der
Séaule gelost und aufgefangen. AbschlieBend wurde die Zellzahl beider Populationen bestimmt
und die Zellen der PSA-NCAM~-Fraktion wurden in ein entsprechendes Zellkulturgefif3
ausgesit, wobei mindestens 1,0 x 10° Zellen in ein 6-Well ausgesit wurden. Die erhaltenen
neuralen Progenitorzellen wurde nach Erreichen der vollstindigen Konfluenz, wie in Abschnitt

2.2.1.5 beschrieben, passagiert und weiterverwendet.

2.2.3 CHARAKTERISIERUNG DER IPS-ZELLEN
2.2.3.1 KARYOGRAMM

Fiir das Karyogramm wurden Metaphase iPS-Zellen auf Matrigel expandiert und nach
Behandlung mit dem Spindelgift Colcemid vereinzelt. Die Herstellung der Karyogramme
mittels R/C-Banding erfolgte zum einen mit freundlicher Unterstiitzung durch die Klinik fiir
Héamatologie, Onkologie und Palliativmedizin der Universititsmedizin Rostock, zum anderen

durch die Firma Cell Guidance Systems.

2.2.3.2 ,EMBRYOID BODY“-GENERIERUNG

Induzierte pluripotente Stammzellen wurden, wie in 2.2.1.3 beschrieben, expandiert und im
Ganzen von den Feederzellen mittels Glashaken gelost. Die gelosten Kolonien wurden mit einer
Pipettenspitze mit grofer Offnung in ein 15-ml-Zentrifugenrohrchen iibertragen und
sedimentiert. Der Uberstand wurde aspiriert, die Kolonien in 5 ml EB-Medium resuspendiert
und in eine Vertiefung einer 6-Well-Platte mit geringem Anheftungspotential (low attachement
plate) iibertragen und 5 Tage inkubiert, wobei nach drei Tagen ein Mediumwechsel
vorgenommen wurde. Wihrenddessen bildeten sich ,,Embryoid Bodies* aus, die nach der
Inkubationszeit auf mit 0,1 % Gelatine beschichtete Deckglédschen iibertragen wurden. Es folgte
nochmals eine Inkubationszeit von neun Tagen in der sich die ,,Embryoid Bodies* absetzten
und ausbreiteten. Jeden dritten Tag wurde ein Mediumwechsel vorgenommen. Am Ende der
Inkubationszeit wurden die Kolonien mit 0,5 ml PBS** gewaschen und anschlieend mit 4 %
PFA fiir 15 min fixiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit 0,5 ml PBS** wurden die
Kolonien mit 0,2 % Natriumazid iiberschichtet und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C

gelagert.
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2.2.3.3 ALKALISCHE PHOSPHATASE-FARBUNG

Mit Hilfe der alkalischen Phosphatase-Farbung wurde die Pluripotenz der Stammzellen
tiberpriift, da undifferenzierte Zellen eine hohe alkalische Phosphatase-Aktivitit aufweisen
(Takahashi et al., 2007).

Am Tag der Passagierung der iPS-Zellen wurden das Medium aspiriert, die Zellen mit PBS™
gewaschen und mit eiskaltem 100 % Methanol fiir 10 min bei -20 °C fixiert. Wihrenddessen
wurde die Fiarbelosung, bestehend aus 75 % destilliertem Wasser, 10 % NaCl 1M, 10 % Tris
pH 9,8, 5 % MgCl> 1M und 1:50 NBT/BCIP Stamml6sung, lichtgeschiitzt hergestellt. Das
Methanol wurde aspiriert, die Zellen mit PBS™ gewaschen und die Firbelosung wurde fiir 20
min lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur inkubiert. AbschlieBend wurden die Zellen mit

destilliertem Wasser gewaschen und mikroskopiert.

2.2.4 IMMUNZYTOCHEMISCHE FARBUNGEN

Fiir die immunologischen Fiarbungen wurde die indirekte Farbemethode verwendet, bei der ein
spezifischer Primirantikorper gegen das entsprechende Zielantigen und der Sekundérantikorper
gegen die Wirtsspezies des Primérantikdrpers gerichtet ist.

Dabei wurden sowohl Doppelfdarbungen, die gleichzeitig zwei verschiedene Antigene
adressierten, sowie Dreifachfirbungen, die drei verschiedene Antigene lokalisiert wurden,
genutzt. Durch die Verwendung von Primérantikdrpern verschiedener Spezies war die
eindeutige Unterscheidung der Signale moglich.

Fir immunzytochemische Farbungen wurden fixierte Zellen verwendet. Dafiir wurden die

Zellen zunichst auf Deckglidschen kultiviert und anschlieBend mit 500 ul PBS**

gewaschen.
An den Waschschritt schloss sich die Fixierung mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) fiir 15 min bei
Raumtemperatur an. AbschlieBend wurden die Zellen nochmals mit 500 ul PBS** gewaschen,
mit 500 pl 0,02% Natriumazid iiberschichtet und bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung

gelagert.

2.2.4.1 IMMUNZYTOCHEMISCHE FARBUNGEN VON IPS-ZELLEN

Der Uberstand von fixierten iPS-Zellen (siehe 2.2.1.4), auf Matrigel kultiviert, wurde aspiriert
und die Zellen wurden mit 500 pl Waschlosung gewaschen. Danach wurden die
Antigenbindungsstellen fiir 45 min mit 300 pl Block-Losung (10 % normales Ziegenserum

(NGS), 0,1 % Triton X-100 und 1 % bovines Serumalbumin (BSA)) blockiert. Die Losung
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wurde aspiriert und die Zellen zweimal mit 500 pul Waschlosung gewaschen. AnschlieBend
erfolgte die Inkubation der Primirantikorper (siehe Tabelle A.7) iiber Nacht bei 4 °C. Am
nidchsten Tag schlossen sich + ein erneuter Waschschritt (dreimalig mit 500 ul Waschlosung)
und die Inkubation der Sekundérantikorper lichtgeschiitzt fiir 1 h bei Raumtemperatur an.
Abschliefend wurden die Zellen dreimal mit 500 ul Waschlosung gewaschen und 300 ul DAPI-
Losung (250 ng/ml) wurden fiir 5 min lichtgeschiitzt inkubiert. Nach dieser Inkubation erfolgte
ein erneutes Waschen mit 500 ul Wachlosung und das Eindecken der Deckglidschen auf
Objekttrigern. Dafiir wurden die Deckglidschen, mit der zelluldren Seite nach unten gerichtet,
in 15 pul Mowiol-DABCO-Medium gebettet iiber Nacht ausgehértet und so dauerhaft
konserviert, bevor sich die Mikroskopie der Proben mit dem Keyence Biozero 8000-

Mikroskopie mit der Software ,,BZ observation application* anschloss.

2.2.4.2 IMMUNZYTOCHEMISCHE FARBUNGEN VON EMBRYOID BODIES

Zur Bestimmung der Pluripotenz der hergestellten iPS-Zellen wurden ,,Embryoid Bodies*
hergestellt, die in Zelltypen alle drei Keimblitter differenzierten. Exemplarisch wurden die
Zellen der drei Keimblitter mit den folgenden Markern immunzytochemisch nachgewiesen: a-
Fetoprotein als Marker des Entoderms, Muskelaktin als Marker des Mesoderms und Nestin als
Marker des Ektoderms (Takahashi et al., 2007).

Der Uberstand der fixierten ,,Embryoid Bodies* (siehe 2.2.3.2) wurde aspiriert und die Zellen mit
500 ul Waschlésung (20 mM Tris-HCL (pH 8,5), 0,15 M NaCl und 0,05 % Tween in PBS7)
gewaschen. Die Permeabilisierung mit 0,1 % Triton X-100 erfolgte fiir 15 min bei
Raumtemperatur. Nach einem Waschschritt mit 500 pl Waschpuffer wurden die
Bindungsstellen mit Block-Puffer (4 % normales Ziegenserum in PBS™) fiir 30 min bei
Raumtemperatur blockiert. Die Primirantikorper wurden in PBS™ verdiinnt und iiber Nacht bei
4 °C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 500 pl Waschpuffer wurden die
Sekundirantikorper in PBS” fiir 1 h lichtgeschiitzt inkubiert. Die weiteren Schritte erfolgten

wie unter 2.2.4.1 beschrieben.

2.2.4.3 IMMUNZYTOCHEMISCHE FARBUNGEN VON NEURALEN PROGENITORZELLEN UND
NEURONAL DIFFERENZIERTEN ZELLEN

Fixierte neurale Progenitorzellen und differenzierte Neurone wurden aspiriert und anschlieBend
mit Block-Losung (5 % normales Ziegenserum, 0,3 % Triton X-100 in PBS**) fiir 30 min bei

Raumtemperatur inkubiert. Die Primédrantikérper wurden in Antikorperlosung (1 % Normales
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Ziegenserum in PBS*™*) verdiinnt und nach einmaligem Waschen der Zellen mit 500 ul mit
PBS** fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 500 ul PBS**
wurden die Sekunddrantikorper (verdiinnt in Antikorperlosung) fiir 1 h bei Raumtemperatur
lichtgeschiitzt auf die Zellen gegeben. Die DAPI-Inkubation fiir 5 min zur Anfirbung der
Zellkerne erfolgte ebenfalls nach dreimaligem Waschen der Zellen. Abschlielend wurden die
Zellen wiederholt mit 500 ul mit PBS** gewaschen und mit Eindeckmedium dauerhaft fixiert.
Dafiir wurden die Deckglidschen mit der zellulidren Seite nach unten auf 15 pl Eindeckmedium
gebettet und iiber Nacht lichtgeschiitzt getrocknet. Das Mikroskopieren der Proben erfolgte mit
dem Keyence Biozero 8000 oder dem konfokalen Laserscanning Mikroskop LSM 780 von

Zeiss.

2.2.4.4 FILIPIN-FARBUNG

Filipin ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der freies Cholesterol in Zellen anfirbt. Fiir die Versuche
in dieser Arbeit wurde eine 5 % Filipin-Stammlosung (50 ml/ml) in DMSO hergestellt und bei
-80 °C bis zur Verwendung lichtgeschiitzt gelagert. Der Uberstand der zuvor fixierten Zellen
wurde aspiriert und 300 pl der Filipinarbeitslosung (1:100 in DMSO und 1:5 in PBS**;
0,1 mg/ml Filipin) wurden diese fiir 45 min auf die Zellen gegeben. Nach dreimaligem Waschen
der Zellen mit PBS** wurden die Zellen mit Eindeckmedium fixiert, wie unter Punkt 2.2.4.3
beschrieben. Fiir eine quantitative Bestimmung der Filipinfluoreszenz wurden mindestens 10
zufillig ausgewdhlte Bildausschnitte von drei unabhingigen biologischen Replikaten mittels
des Keyence Biozero 8000 und der Software ,,BZ observation application* fotografiert. Die

Auswertung der Fluoreszenzintensititen erfolgte mit Hilfe des Programmes ImageJ.

2.2.5 DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Durchflusszytometrische Analysen wurden mit dem FACS Calibur Gerit und der Software Cell
Quest Pro durchgefiihrt. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wurden vor allem die neuronalen
und glialen Population der neuronalen Mischkulturen sowie die Vimentin-positiven Fraktion

analysiert.

2.2.5.1 ZELLERNTE UND FIXIERUNG FUR DIE DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Der Uberstand von Zellen in einer Vertiefung einer 6-Well-Platte wurde aspiriert und mit 1 ml
HBSS gewaschen. Das Ablosen und Vereinzeln der Zellen erfolgte mit 500 pl

Trypsin/Benzonase fiir 5 min bei 37 °C. Die Reaktion wurde anschlieend mit 1 ml des
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entsprechenden Mediums abgestoppt. Die Zellen wurden bei 3000 x g fiir 5 min bei
Raumtemperatur pelletiert und der Uberstand verworfen. Zur Fixierung wurden die Zellen in
400 pl 1 % PFA fiir 15 min schiittelnd fixiert. Nach erneuter Zentrifugation der Zellen bei
3000 x g fiir 5 min wurde der Uberstand verworfen und die Zellen in 500 pul Waschpuffer gelost.

Die fixierten Zellen wurden bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.

2.2.5.2 IMMUNZYTOCHEMISCHE FARBUNG F{R DIE DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Fiir eine Analyse wurden 5,0 x 10° Zellen (250 ul Zellsuspension) gefirbt. Die Zellsuspension
wurde in ein Reaktionsgefif tiberfiihrt und bei 3000 x g fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde aspiriert und das Pellet wurde in 25 pl Primirantikorperlosung in
Saponinpuffer gelost und fiir 2 h schiittelnd bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Zellensuspension wurde anschlieBend mit 500 ul Waschpuffer versetzt und bei 3000 x g fiir 5
min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 500 pul Waschpuffer
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in 25 pl Sekundérantikorperlosung
in Saponinpuffer geldst und fiir 1 h schiittelnd und lichtgeschiitzt inkubiert. Es erfolgte ein
erneuter Waschschritt inklusive Zentrifugation wie nach Inkubation der Primérantikorper (siehe
Anhang A.7). AbschlieBend wurden die Zellen in 500 pul Waschpuffer gelost und mit dem
Durchflusszytometer FACS Calibur analysiert. Die Analyse der Proben erfolgte mit dem
Programm ,,CellQuest Pro*, wobei jederzeit ungefarbte Negativkontrollen mitgefiihrt wurden,
um den Anteil unspezifisch gefidrbter Zellen zu ermitteln. Der Anteil positiv gefirbter Zellen

wurde normalisiert und als prozentualer Wert dargestellt.

2.2.6 WESTERN BLOT

Zur semiquantitativen Bestimmung der Proteinmenge wurde die Western Blot-Methode
verwendet. Dabei wurden die Proteine aus dem Gesamtzelllysat mittels SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt und auf eine Nitrocellulose-Membran iibertragen.

Die Proteinmenge wurde anschlieBend semiquantitativ mittels Densitometrie bestimmt.

2.2.6.1 ZELLERNTE FUR WESTERN BLOT
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Fiir die Gewinnung des Gesamtzelllysates wurden die Zellen mit RIPA-Puffer aufgeschlossen.
Dafiir wurde zuerst das Medium abgesaugt und die Zellen in einem 6-Well einer
Multiwellplatte mit 500 ul PBS gewaschen und anschlieBend mit 350 pul RIPA-Puffer (siehe
Tab. A.10) versetzt. Nach einer 20-miniitigen Inkubationszeit, wobei die Proben auf Eis
inkubiert wurden, erfolgte die Uberfithrung der Zellen in ein 1,5 ml ReaktionsgefiB. Das
Zelllysat wurde daraufhin bei 15000 x g 15 min bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand in ein
frisches 1,5 ml Reaktionsgefal} pipettiert.

Fiir die Gewinnung der 16slichen und unloslichen Zytoskelettfraktionen wurde das Phospho-
[Triton-Puffer-System verwendet. Dabei wurden die Zellen in einem 6-Well einer
Multiwellplatte mit 500 ul PBS gewaschen und anschlieBend mit einem Zellschaber in 1 ml
PBS gelost und in ein 1,5 ml Reaktionsgefif} iiberfiihrt. AbschlieBend wurde die Vertiefung
nochmals mit 0,5 ml PBS gespiilt und ebenfalls in das Reaktionsgefal pipettiert. Die Proben
wurden bei 3000 x g fiir 5 min bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand wurde verworfen. Die
pelletierten Zellen wurden in 200 pl Phospho-Puffer gelost und fiir 20 min schiittelnd auf Eis
inkubiert. Nach dem folgenden Zentrifugationsschritt (25 min 15000 x g bei 4 °C) konnte der
Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt werden. Das sedimentierte Zellmaterial wurde
mit 200 pl Triton-Puffer versetzt, fiir 5 min bei 95 °C erhitzt und in 3 Zyklen zu 10 Impulsen
mit Hilfe der Ultraschallsonde vollstindig gelost.

2.2.6.2 PROTEINBESTIMMUNG UND PROBENVORBEREITUNG FUR WESTERN BLOT

An die Herstellung der Zellernte schloss sich die Bestimmung des Gesamtproteingehaltes der
Proben an. Diese erfolgte nach Smith et al. (1985) mittels Bicinchoninsdure (BCA), die mit
Kupferionen einen photometrisch nachweisbaren violetten Komplex bildet. Fiir die
Bestimmung des Gesamtproteingehaltes wurde das Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo
Scientific Inc., Darmstadt, DE) laut Herstellerangaben verwendet. Fiir eine exakte Bestimmung
des Proteingehaltes wurde das zuvor hergestellte Zelllysat 1:3 verdiinnt. Von dieser
Verdiinnung wurden 10 pl der Proben in Doppelbestimmung in eine 96-Well-Platte pipettiert.
Die Eichreihe wurde aus einer BSA-Stammlosung (2 mg/ml), die Bestandteil des Pierce BCA
Protein Assay Kits war, absteigend in 5 Schritten in Wasser verdiinnt. Die verwendeten
Konzentrationen sind im Folgenden aufgefiihrt (mg/ml): 0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 und 1. Die
Losungen A und B des Pierce BCA Protein Assay Kits wurden in einem Verhéltnis von 50 zu
1 eingesetzt. Von diesem Ansatz wurden dann 200 pl zu den vorgelegten Proben pipettiert.

Daran schloss sich eine Inkubation von 30 min bei 37 °C im Dunklen an, wobei die Platten
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geschiittelt wurden. Der Proteingehalt der Proben wurde iiber die Absorption bei 562 nm mit
dem Plattenlesegerit GENios mit Hilfe der Software Magellan bestimmt. Im Folgenden wurde
die Lysate zuerst, entsprechend des Proteingehaltes der Proben, mit autoklaviertem,
destillierten Wasser verdiinnt, um die gleiche Proteinmenge auftragen zu konnen. Danach
wurde zu den Lysaten 5x Laemmli-Puffer (sieche Tab. A.10) in einem Verhiltnis von 5:1
hinzugefiigt und die Lysate wurden fiir 5 min auf 95 °C zur Denaturierung der Proteine erhitzt.

Daran schloss sich eine Zentrifugation der Proben fiir 1 min bei 15000 x g und 4 °C an.

2.2.6.3 SDS-GELELEKTROPHORESE

In der folgenden SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurden die in den Zelllysaten
enthaltenen denaturierten Proteine entsprechend ihrer Grofe aufgetrennt. Die Criterion Precast
Gele (4-15%TRIS-HCI, 18 wells, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, DE) wurden in den
Elektrophoresekammern Criterion™Cell (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, DE)
platziert, als Laufpuffer diente 1x SDS-Elektrophoresepuffer (sieche Tab. A.10). Von den
vorbereiteten Proben wurden jeweils 25 ul in die Taschen der Gele und in die Markertaschen
2,0 pl des Markers (Precision Plus Protein Dual Xtra Standard) aufgetragen. Die unter
Verwendung des PowerPac (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, DE) zuerst angelegte

Spannung von 100 V wurde nach 10 min auf 300 V fiir 25 min erhoht.

2.2.6.4 PROTEINTRANSFER

In diesem Schritt wurden die aufgetrennten Proteinbanden, die in der SDS-PAGE entstanden
waren, mittels des semidry Blotverfahren auf eine Nitrocellulose-Membran iibertragen.

Dafiir wurde das Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad, Miinchen, DE) in Kombination
mit den Trans-Blot Turbo Midi Nitrocellulose Transfer Packs (Bio-Rad, Miinchen, DE)
genutzt. Auf die Anode wurden nacheinander Gel-Blotting-Papier, die Nitrocellulose-
Membran, das SDS-Gel und weiteres Gel-Blotting-Papier gelegt. Um ein optimales Ubertragen
der Proteine auf die Membran zu gewihrleisten, wurde das Gel mit leichtem Druck an die
Membran gedriickt. Nach festem Verschluss der Kammer mit der Anode wurde fiir 7 min bei

2,5 A und 25 V ein elektrisches Feld angelegt.

2.2.6.5 IMMUNDETEKTION
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Nach dem Ubertritt der Proteine aus dem Gel auf die Membran wurde diese fiir 1 h mit 5 %iger
Magermilchlosung oder 5 %iger BSA-Losung in 1x TBST (siehe Tab A.10) geblockt, um
unspezifische Bindungen der Antikorper an freie Bindungsstellen zu vermeiden. Im Anschluss
wurde die Membran mit Primérantikorpern (siehe Tabelle A.7) tiber Nacht bei 4 °C bei leichten
Bewegungen inkubiert, wobei die Antikorper in einer 3 %igen Magermilchlosung oder BSA-
Losung in 1x TBST verdiinnt wurden. AnschlieBend wurde die Membran mit
Primérantikorpern gegen Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und -Aktin
inkubiert. GAPDH ist ein wichtiger Bestandteil der Glykolyse und B-Aktin ist ein ubiquitér
vorkommendes Cytoskelettprotein. Aus diesem Grund eignen sich die Proteine als
Ladekontrolle und auch zur Normierung der erhaltenen Bandenstirke. Abschlieend erfolgte
die Zugabe der Sekundirantikorper in 3 %iger Magermilchlosung oder BSA-Losung und die
Membran wurde fiir 1 h abgedunkelt inkubiert. Die Membran inkubierte dabei stets im
Dunklen, um ein Ausbleichen der Fluoreszenz der Sekunddrantikérper zu vermeiden. Bei
Wechsel der Antikorper wurde die Membran jeweils dreimal mit TBST gewaschen, um Reste
der Antikorper zu entfernen. Nach Inkubation des zweiten sekundédren Antikorpers wurde die
Membran dreimalig mit TBST gewaschen und im letzten Waschschritt wurde 1x TBS fiir das
Waschen der Membran verwendet. Im Anschluss wurde die Membran auf Blotting Papier
getrocknet. Die Analyse der Membranen erfolgten mit dem Odyssey Infrared Imaging Scanner-
System (LI-COR, Lincoln, USA), wobei die Signale der fluoreszenzmarkierten sekundiren
Antikorper visualisiert wurden. Die Bestimmung des Molekulargewichts und die
Quantifizierung der einzelnen Banden erfolgte mit dem Programm Odyssey® Infrared Imaging

System-Application Software (Version 1.2.15, LI-COR, Lincoln, USA).

2.2.7 BESTIMMUNG DES CHOLESTEROLGEHALTES MITTELS AMPLEX RED ASSAY

Fiir die Bestimmung des Cholesterolgehaltes wurde das Amplex Red Cholesterol Assay Kit
von Thermo Fisher Scientific (Darmstadt, DE) entsprechend den Herstellerangaben verwendet.
Zur sterilen Ernte der entsprechenden Proben wurde ein 6-Well zuerst mit 500 ul HBSS
gewaschen und anschlieSend mit 0,5 ml Accutase fiir 5 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.
Die Reaktion wurde darauthin mit 1 ml Medium abgestoppt und die Zellen bei 3000 x g 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellpellets wurden bis zur weiten
Verwendung bei -80 °C gelagert.

Zur Probenvorbereitung wurden die Zellpellets entsprechend der GroBe des Sediments in 0,1 %

SDS-Losung vollstindig resuspendiert. Die Zellen wurden in fiinf Einfrier-/Auftau-Zyklen
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lysiert. Dafiir wurden die Proben in fliissigem Stickstoff eingefroren und anschlieend im
Wasserbad aufgetaut. Zwischen den einzelnen Zyklen erfolgte ein Vermischen der Proben.
AnschlieBend folgte die Proteinbestimmung wie in Abschnitt 2.2.6.2 beschrieben. Zur
Bestimmung des Gesamt-Cholesterolgehaltes wurden die Proteinmengen in mg/ml berechnet.
Die Reagenzien fiir das Amplex Red Cholesterol Assay Kit wurden laut Herstellerangaben
vorbereitet. Danach erfolgte die Verdiinnung der Proben im Verhidltnis 1:5 mit 1x
Reaktionspuffer. Von jeder verdiinnten Probe wurden 50 pl im Doppelansatz in eine 96-Well
Platte pipettiert. Der Cholesterolstandard (5 mM) wurde im Verhiltnis 1:250 mit 1x
Reaktionspuffer verdiinnt und danach weiter verdiinnt, bis die folgenden Konzentrationen fiir
die Eichkurve erreicht waren: 0 uM, 1,25 uM, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM und 20 uM Cholesterol.
Des Weitern wurde in jedem Experiment eine Positivkontrolle, bestehend aus 10 uM
Wasserstoffperoxid, zur Uberpriifung des Reaktionsansatzes, mitgefiihrt. AbschlieBend wurde
der Amplex Red Reaktionsansatz bestehend aus 300 uM Amplex Red Reagenz, 2 U/ml
Meerettich Peroxidase, 2 U/ml Cholesteroloxidase und 0,2 U/ml Cholesterolesterase in 1x
Reaktionspuffer vorbereitet. In jede Vertiefung wurden 50 ul des Reaktionsansatzes pipettiert
und die Proben fiir 30 min bei 37 °C lichtgeschiitzt und schiittelnd inkubiert. Die Fluoreszenz
der Proben konnte mit dem Plattenlesegerit Tecan GENios bestimmt werden und anhand der
Eichreihe wurde die Cholesterolkonzentration berechnet, welche in Kombination mit dem

Proteingehalt als pg Cholesterol pro mg Gesamtprotein dargestellt wurde.

2.2.8 CALCIUM-ASSAY

Die Bestimmung der Calciumantworten in neuronal differenzierten Zellen erfolgte mit Hilfe
des Calciumindikators Fluo 4 AM. Der Acetomethylester (AM) ist zellpermeabel und nicht
fluoreszent. Erst nach Beladung der lebenden Zellen wird intrazelluldr der Ester abgespalten
der Calciumindikator wird fluoreszent und kann bei einer Wellenldnge von 488 nm angeregt
werden. Die neuronal differenzierten Zellen, fiir 40 Tage in einer 48-Well-Platte differenziert,
wurden zuerst mit 2 uM Fluo-4 AM fiir 30 min bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen der Zellen mit Hepes-Puffer (siehe A.9) wurden die Zellen fiir 1 h
bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt zur Abspaltung der Estergruppen inkubiert. Die Basis-
Fluoreszenz wurde mit dem Tecan-Plattenlesegerit bestimmt, um die unspezifische
Fluoreszenz der Zellen zu ermitteln. AnschlieBend wurden die Zellen mit 100 uM Glutamat,
6 uM AMPA oder 100 uM Quinolinsidure behandelt und umgehend, zur Bestimmung der

Fluoreszenzsteigerung, vermessen. Die Messung der maximalen Gesamtfluoreszenz erfolgte
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mittels 2 uM Ionomycin, da Ionomycin als Calciumionophor den maximalen Calciumeinstrom
in die Zellen vermittelt. Fiir die Berechnung der Calciumantwort wurden zuerst die
Fluoreszenzwerte mittels der basalen Fluoreszenz normiert und anschlieBend auf die maximale
Calciumantwort mittels Ionomycin bezogen. Die Calciumantworten jeder Zelllinie wurden als

prozentuale Werte der Maximalantwort angegeben.

2.2.9 QUANTITATIVE REALTIME-PCR

Zur Quantifizierung der mRNA-Transkripte in verschiedenen humanen Zelllinien wurde der
LightCycler Nano (Roche, Mannheim, DE) in Kombination mit der LightCycler Nano 1.1
Software genutzt. Die humanen Zellen wurden in 24-Well-Platten kultiviert. Das FastLane
cDNA Kit (Qiagen, Hilden, DE) wurde laut Herstellerangaben zur Ernte und cDNA-Produktion
genutzt.

Die Ernte der Zellen zur Herstellung des Fast Lane Lysates erfolgte nach abgeschlossener
Kultivierung durch Waschen der Zellen mit 200 ul FCW-Puffer und anschlieBender Lyse der
Zellen mit 100 ul FCP-Puffer fiir 5 min bei Raumtemperatur. Zur Herstellung der cDNA wurde
ein Ansatz aus 1 pl ,,gDNA wipeout* und 4 ul Aqua dest. pipettiert und 5 ul wurden zu jeweils
2 ul Fast Lane Lysat pipettiert. Die Proben wurden fiir 10 min bei 42 °C zur Eliminierung der
genomischen DNA inkubiert und anschlieend auf Eis gekiihlt. Die Reverse-Transkriptase-
Reaktion erfolgte nach Herstellung eines Ansatzes aus 0,5 pl ,,RT Primer Mix“, 2 ul
»Quantiscript RT Puffer* und 0,5 pl,,Quantiscript Resverse Transkriptase®. Von diesem Ansatz
wurden 3 pl zu den Proben pipettiert. Die Proben wurden fiir 30 min bei 42 °C inkubiert und
anschliefend fiir 3 min bei 95 °C inaktiviert. AbschlieBend wurden die Proben 1:1 mit RNAse-
freiem Wasser verdiinnt, sodass ein Gesamtvolumen von 20 ul erreicht wurde.

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde mit dem FastStart DNA SYBRGreen Plus Kit
(Roche, Mannheim, DE) in folgendem Ansatz genutzt. Die verwendeten Primer wurden in einer
Endkonzentration von 0,4 uM eingesetzt, kommerziell erworbene Primer hingegen wurden als
10x Stammlosungen verwendet und entsprechend dem finalen Volumen verdiinnt. Die Primer
wurden entsprechend der zu verwendenden Konzentration wurden mit 10 pl ,,2x Fast Start
essential DNA Green Master* versetzt und mit Aqua dest. auf 19 pl pro Probe aufgefiillt. Von
diesem Ansatz wurden 19 ul mit 1 ul cDNA pro Probe versehen. Zu jedem Experiment wurden
jeweils eine Negativkontrolle, ohne cDNA, und eine Positivkontrolle, mit Brain Lysate RNA,
mitgefithrt, um eine adidquate Durchfiihrung der Experimente zu verifizieren. Fiir die

quantitative Realtime-PCR wurden die folgenden Zyklusparameter genutzt: Initiale
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Denaturierung bei 95 °C fiir 600 s; 40 Zyklen von 20 s bei 95 °C fiir die Denaturierung, 20 s
bei 55 °C fiir Primeranlagerung und 23 s bei 72 °C fiir die Verldngerung der Primer. Das finale
Schmelzen der DNA-Stringe erfolgte bei 65 °C fiir 60 s und 20 s bei 95°C. Die PCR-Produkte
wurden aufgrund ihrer Grofe in der Agarosegel-Elektrophorese und der Schmelzpunktanalyse
verifiziert. Die beprobten mRNA-Mengen wurden iiber das interne Glucose-6-phosphate-
dehydrogenase(G6PD)-Referenzgen normalisiert. Alle Proben wurden in Doppelbestimmung
beprobt. Relative Anderungen des mRNA Gehaltes wurden mit Hilfe der Pfaffel-Methode
(Pfaffel, 2001) oder als ACt-Werte berechnet.

2.2.10 KOLOKALISATIONSANALYSE

Fir die Kolokalisationsanalyse wurden die zu analysierenden digitalen Bilder in drei
unabhéngigen Experimenten erhalten, wobei immer zwdlf Bilder von zufillig ausgewéhlten
Bildausschnitten (N=3, n=12) mit Hilfe des Programmes Zen (Zeiss, Oberkochen, DE)
aufgenommen wurden. Mit dem Programm NIH Image] (Schneider et al., 2012) und der
Applikation JaCoP (Bolte and Cordelieres, 2006) wurde die Kolokalisation analysiert und
bestimmt. Dafiir wurden der Manders-Koeffizient (Manders et al., 1993) und der ,,Costes
automatic threshold“ (Costes et al., 2004) genutzt, um die Kolokalisation zu bestimmen. Der
Manders-Koeffizient reprisentiert die Anzahl der {iberlappenden Pixel in zwei Kanélen und
reicht von O (keine Kolokalisation) bis 1 (vollstindige Kolokalisation). Dabei ist dieser
Koeffizient nicht abhédngig von der Signalintensitdt der beiden Kanile und kann somit auch
genutzt werden, wenn sich die Intensitédten in den Kanélen unterscheiden (Manders et al., 1993).
Der ,,Costes automatic treshold” quantifiziert automatisch den Grad der Kolokalisierung
basierend auf dreidimensionalen Statistiken. Grafisch dargestellt wurden abschliefend die

Manders-Koeffizienten als Mal} der Kolokalisierung.

2.2.11 STATISTISCHE ANALYSEN

Die Analyse der erhobenen Daten erfolgte mit GraphPad Prism 6. Die Daten wurde als Mittelwerte
+ Standartfehler des Mittelwertes angegeben. Fiir statistische Analysen wurden der ungepaarte
Studentsche T-Test und die einfaktorielle ANOVA-Analyse verwendet. Ein statistisch signifikanter
Unterschied wurde fiir p < 0,05 angenommen, wobei dieser folgendermaBen gekennzeichnet wurde:

*(p <0,05), # (p<0,01), *** (p <0,001).
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3. ERGEBNISSE
3.1 GENERIERUNG VON IPS-ZELLLINIEN

3.1.1 RETROVIRALE REPROGRAMMIERUNG VON FIBROBLASTEN

Im Laufe dieser Arbeit wurden drei iPS-Zelllinien aus gesunden (Kontrolle A) sowie NPC1-
(c.3182C>T) und NPC2- (c.58G>A, ¢.140G>T) patientenspezifischen Fibroblasten produziert
und anschlieBend charakterisiert. Die Generierung der iPS-Zelllinien erfolgte in Anlehnung an
Takahashi (2006), nach Peter et al., 2017 (Peter et al., 2017b; Takahashi and Yamanaka, 2006).
Abbildung 3.1 zeigt die Herstellung von induzierten pluripotenten Zellen aus Fibroblasten (A).
Dabei verinderte sich die Fibroblasten-Morphologie nach ungefihr 14 Tagen und kleinere,
abgerundete Zellen, in denen der Nukleus einen GroBteil des Zytoplasmas einnimmt (B),
wurden erkennbar, die im Folgenden Kolonien ausbildeten (C). Solange diese Kolonien das
griinfluoreszierende Protein (GFP) exprimierten, wie in Abbildung 3.1 D ersichtlich, wurden
die viral induzierten Transkriptionsfaktoren KIf4, Oct4, Sox2 oder cMyc exprimiert und die
Bildung der iPS-Zellen war noch nicht abgeschlossen. Nach 21 bis 35 Tagen waren reife iPS-
Kolonien (E) zu erkennen, die kein GFP mehr exprimierten und somit ausgereift waren (F). Die
Kolonien, die auf eine reprogrammierte Fibroblastenzelle zuriickgefithrt werden konnten,
wurden anschlieBend bei Erreichen einer makroskopisch sichtbaren GroBe einzeln auf
Feederzellen umgesetzt und anschlieBend expandiert.

Die Expansion der iPS-Kolonien erfolgte zuerst auf inaktivierten embryonalen murinen
Feederzellen und anschlieBend auf Matrigel zur Herstellung reiner iPS-Zellkolonien ohne
Fremdzellen. Fiir die Generierung der iPS-Zelllinien wurden zunichst mehrere Klone
umgesetzt. Von diesen Klonen wurde auf Grund der Wachstumsraten und morphologischen
Aspekte ein Klon ausgewihlt (siehe Tabelle 2.3). Die entstandenen Linien wurden

kryokonserviert und zur weiteren Verwendung gelagert.
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Abbildung 3.1: Reprogrmierng von Fibroblasten zur Herstellung induzierter pluripotenter
Stammzellen. A: Fibroblasten vor der Reprogrammierung B: Fibroblasten zeigen 7 Tage nach Transduktion eine
verdnderte Morphologie (Pfeile) C: Fibroblasten 14 Tage nach Transduktion D: Fibroblasten 14 Tage nach
Transduktion exprimieren GFP-Signal (Pfeilspitze) E: iPS-Kolonie (markiert mit *) 30 Tage nach Transduktion.

Skalierung: 50 um F: iPS-Kolonie (*) exprimiert kein GFP-Signal. Skalierung: 25 pm.

3.1.2 CHARAKTERISIERUNG DER GENERIERTEN IPS-ZELLEN

Nach der Expansion der iPS-Kolonien und erfolgreicher Liniengenerierung durch die
Expansion der Kolonien erfolgte die Charakterisierung der iPS-Zelllinien. Bei den neu
hergestellten iPS-Zelllinien handelte es sich um die phénotypisch gesunde Kontrolle A
(GMO08398, Klon 1), die privalente NPC1-Mutation c.3182T>C (GM 18453, Klon 8) und die
NPC2 Mutation ¢.58G>A, ¢.140G>T (GM18455, Klon 1).

Firr die Charakterisierung wurde zuerst untersucht, ob nach der Reprogrammierung
Abnormititen im Karyotyp der einzelnen Zelllinien gefunden werden konnten. In Abbildung
3.2 ist das Karyogramm der drei generierten Linien abgebildet. Dabei ist zu erkennen, dass
keine Abnormitidten im Karyotyp aufgetreten sind und alle generierten Linien einen normalen

minnlichen Phédnotyp aufweisen.
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Abbildung 3.2: Karyogramm dr etablrten iP-Zelllinn.
Zur Herstellung des Karyogramms wurden die Zellen in der Metaphase auf Matrigel expandiert und nach
Behandlung mit dem Spindelgift Colcemid vereinzelt. Die Herstellung der Karyogramme erfolgte mittels R/C-
Banding. Die Analyse des Karyotyps der generierten iPS-Zelllinien zeigte einen normalen ménnlichen Phénotyp

in allen Linien.

Im Folgenden wurde in den generierten iPS-Zelllinien die Expression der Pluripotenzmarker
Oct4, SSEA3, SSEA4, Tra-1-60 und Tra-1-81 sowie die Fiarbung der alkalischen Phosphatase
untersucht (Abb. 3.3). Dabei sollten alle Pluripotenzmarker sowie die alkalische Phosphatase-
Féarbung eine positive Farbung zeigen, um nachzuweisen, dass die generierten Zelllinien einen
pluripotenten Status aufweisen.

Die Alkalische Phosphatase wird in undifferenzierten Zellen exprimiert und in differenzierten
Zellen herunterreguliert. Daher erscheinen undifferenzierte Zellen nach der Farbung rot bis lila
und differenzierte Zellen farblos. Alle drei hergestellten iPS-Zelllinien wiesen ein deutliches
positives Farbeergebnis auf. Somit konnte gezeigt werden, dass alle Linien aus
undifferenzierten iPS-Zellen bestehen. Ebenso zeigten die immunzytochemischen Farbungen
fiir die Pluripotenzmarker Oct4, SSEA3, SSEA4, Tra-1-60 und Tra-1-81 eine deutliche Fiarbung

auf, wodurch die Pluripotenz der Zelllinien bestétigt werden konnte.
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Abbildung 3.3: Nachweis der Pluripotenzmarker in den etablierten iPS-Zelllinien.

Die Fiarbung der alkalischen Phosphatase sowie der immunzytochemische Nachweis der Pluripotenzmarker
Nanog, Oct4, SSEA3, SSEA4, Tra-1-60 und Tra-1-81 zeigten eine positive Farbung. Somit konnte fiir alle

etablierten iPS-Zelllinien die Pluripotenz nachgewiesen werden. Skalierung: 100 pm.
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Zum abschlieBenden Nachweis der Pluripotenz wurden ,,Embryoid bodies*, dreidimensionale
Strukturen aus iPS-Zellen, welche die Embryonalentwicklung nachstellen, aus den iPS-
Kolonien hergestellt und differenziert. Dieser Schritt diente zum Nachweis aller drei
Keimblitter in den differenzierten ,,Embryoid bodies®. Dabei diente a-Fetoprotein als Marker
des Endoderms, Muskelaktin als Marker des Mesoderms und Nestin als Marker des Ektoderms

(Abb. 3.4).

c.3182T>C c.58G>A;

Kontrolle
A [NPC1] c.140G>T [NPC2]

£
Q
—-—
O
_
o
@)
-—t
(V)
Y-
3

Muskelaktin

Abbildung 3.4: Nachweis der 3 Keimblitter in ,,Embryoid bodies* der generierten iPS-Zelllinien.
Die ,JEmbryoid bodies* wurden aus iPS-Zellkolonien differenziert und mit entsprechenden Markern fiir die
einzelnen Keimblitter angeférbt. Die immunzytochemischen Farbungen des a-Fetoproteins, Muskelaktins und

Nestins zeigten eine positive Fiarbung fiir alle drei Keimblitter, wodurch die Pluripotentz der Zelllinien bewiesen

werden konnte. Skalierung: 100 um.

Die in Abbildung 3.4 dargestellte Farbung der drei Keimblitter war fiir alle der generierten iPS-

Zelllinien positiv, sodass die Potenz zur Ausbildung von Zelltypen der drei Keimblitter in

diesen Linien nachgewiesen werden konnte.
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3.1.3 CHARAKTERISIERUNG DER NEURALEN PROGENITORZELLEN

Aus den charakterisierten pluripotenten iPS-Zelllinien wurden anschlieBend neurale
Progenitorzellen generiert. Die Differenzierung in die neuronale Linie erfolgte dabei iiber
neurale Progenitorzellen, um eine bessere Reproduzierbarkeit der neuronalen Zellen zu
erreichen. Dafiir wurden die iPS-Zellen (Abb. 3.5 A) mittels Dichte-induzierter spontaner
Differenzierung differenziert. Die dabei entstandenen neuralen Rosetten (Abb. 3.5, B)
enthielten neuronale Vorliduferzellen, die PSA-NCAM-positiv sind. Uber magnetische
Aufreinigung (MACS cell sorting) von PSA-NCAM-positiven Zellen, wie in Abbildung 3.5 C
bis E zu sehen ist, konnten dann neurale Progenitorzellen (Abb. 3.5, E) isoliert werden, die
anschlieBend expandiert sowie kryokonserviert wurden und iiber 20 Passagen in Kultur

gehalten werden konnten (siehe 2.2.2.5).

Abbildung 3.5: Herstellung von neuralen Progenitorzellen iiber neurale Induktion.

In iPS-Zelllinien (A) wurden iiber Dichte-induzierte spontane Differenzierung neuralen Rosetten (B) induziert.
Diese enthielten PSA-NCAM-positive neurale Progenitorzellen, die iiber magnetische Aufreinigung (MACS cell
sorting PSA-NCAM) isoliert wurden (C-E). Die neuralen Progenitorzellen (F) wurden expandiert und fiir 40 Tage

differenziert, sodass neuronal differenzierte Zellen erhalten wurden (G). Skalierung: 50 um.

Die erhaltenen neuralen Progenitorzellen wurden iiber die Progenitorzell-Marker Sox2, Pax6,

Nestin und Vimentin charakterisiert (Abb. 3.6).
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Abbildung 3.6: Nachweis von Progenitorzell-Markern in neuralen Progenitorzellen.
Die neuralen Progenitorzellen waren in den immunzytochemischen Fiarbungen der Marker Nestin, Pax6, Sox2 und
Vimentin positiv. Die positive Farbung erbrachte den Nachweis, dass es sich um proliferierende Progenitorzellen

handelt. Skalierung: 50 pm.

Die Marker Sox2 und Pax6 sind Transkriptionsfaktoren, die vor allem in der
Embryonalentwicklung  zur  Aufrechterhaltung  des  proliferierenden  neuralen
Progenitorzellstadiums dienen. Abbildung 3.6 zeigte, dass diese Transkriptionsfaktoren in den
Zellkernen der neuralen Progenitorzellen nachgewiesen werden konnten. Nestin und Vimentin
sind Intermediérfilamente, die wihrend der Entwicklung exprimiert werden und im Laufe der
Differenzierung durch Zelltyp-spezifische Intermedidrfilamente ersetzt werden, wodurch sich
diese Proteine ebenfalls als Marker fiir Progenitorzellen eignen (Li et al., 2011). In Abbildung

3.6 konnte die Pluripotenz der Progenitorzellen durch eine positive Fiarbung nachgewiesen
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werden. Somit konnte bewiesen werden, dass es sich bei den neuralen Progenitorzellen um

proliferierende Vorlduferzellen handelt, die noch nicht ausdifferenziert sind.

3.1.4 CHARAKTERISIERUNG DER NEURONAL DIFFERENZIERTEN ZELLEN

Die neuralen Progenitorzellen wurden in Differenzierungsmedium fiir 40 Tage differenziert
und anschlieBend charakterisiert (Abb. 3.5, F). In Abbildung 3.7 ist die Morphologie der

neuronal differenzierten Zellen erkennbar.

Kontrolle c.3182T>C c.58G>A,;
A [NPC1] c.140G>T [NPC2]

Abbildung 3.7: Morphologische Charakterisierung der neuronal differenzierten Zellen.

Die allgemeine Morphologie der neuronal differenzierten Zellen wurde mit dem Zytoskelettmarker a-Tubulin
(obere Reihe, griin) visualisiert. Unter Verwendung des neuronalen Markers -III-Tubulin (untere Reihe, griin)
und des glialen Markers GFAP (untere Reihe, rot) wurden zwei Zelltypen, Neurone und Gliazellen, sichtbar.

Skalierung: 50 um.

Wie in Peter, Trilck et al. (2017) beschrieben, entsteht durch die spontane Differenzierung der
neuralen Progenitorzellen (siehe 2.2.1.6) eine Mischkultur aus neuronal differenzierten Zellen.
Die a-Tubulin-Farbung lie3 zwei verschiedene Zelltypen in den neuronal differenzierten Zellen
erahnen. Diese wurden mit Hilfe der spezifischen neuronalen Farbung fiir B-1II-Tubulin (Abb.
3.6, untere Reihe, griin) als Neurone und GFAP (Abb. 3.6, untere Reihe, rot) als Gliazellen
nachgewiesen. Die Neurone zeigten dabei lange Auslidufer, wobei sich die Zellkorper der
Neurone zu Sphiren zusammengelagert haben. Zum anderen sind darunter Gliazellen
erkennbar, die in ihrer Morphologie grofer und flachiger sind als Neurone und kiirzere

Ausldufer ausbilden.
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Die elektrophysiologische Aktivitdt der Neurone nach einer Differenzierungszeit von 40 Tagen
konnte ebenfalls nachgewiesen werden, wobei die Neurone sowohl spontane Aktionspotentiale
zeigten als auch postsynaptische inhibitorische und exzitatorische Strome aufwiesen (Peter et
al., 2017b).

Die Kultivierung von Neuronen zusammen mit Gliazellen, wie es in den hier gezeigten
Kulturen vorkommt, ist ein entscheidender Vorteil fiir die Differenzierung von Neuronen, da
diese auf trophische Faktoren von Gliazellen angewiesen sind, um zu differenzieren und
funktionsfihige Neurone zu bilden. Um eine quantitative Analyse der Anteile an Neuronen und
Gliazellen in den vorliegenden Kulturen durchzufiihren, wurde die Durchflusszytometrie unter
Verwendung des neuronalen Markers B-III-Tubulin und des glialen Markers GFAP
angewendet. In Abbildung 3.8 sind die durchflusszytometrischen Analysen zur Bestimmung

des Verhiltnisses von Neuronen und Gliazellen dargestellt.
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Abbildung 3.8: Durchflusszytometrische Analyse von Neuronen und Gliazellen.

In Abbildung A sind die prozentualen Anteile der Neurone (Marker: B-III-Tubulin) in den Kulturen dargestellt.
Abbildung B zeigt den durchflusszytometrisch bestimmten prozentualen Anteil an Gliazellen (Marker: GFAP) in
den Mischkulturen (N=4-5, n=17-24).

Die Analyse der prozentualen Anteile der beiden Zellpopulationen an der Kultur zeigten, dass
in allen drei Kulturen ca. 30 % Neurone enthalten sind. Die Anteile der Gliazellen betrugen in
der Kontroll-Zelllinie A 22,7 % * 3,4 %, in der NPC1-mutierten Zelllinie 51,2 % + 3,7 % und
in der NPC2-mutierten Zelllinie 58,9 % =+ 6,3 %, wobei der Anteil der Gliazellen in den NPC-
defizienten Zelllinien gegeniiber der Kontroll-Zelllinie signifikant erhoht war.

Neben dem Nachweis, dass die hier generierten neuronalen Zellen funktionsfihige Neurone
und Gliazellen enthalten, wurden auch krankheitsspezifische Merkmale des Morbus Niemann-
Pick Typ C, wie Cholesterolakkumulationen, analysiert. Zum Nachweis, dass die hier
generierten Zelllinien dem NPC-Phinotyp entsprechen, wurde eine Filipin-Firbung

durchgefiihrt, mit der der Cholesterolgehalt der Zellen bestimmt wurde (Abb. 3.9).



3. Ergebnisse 51

Kontrolle c 3182T=C c.58G>A;
A [NPC1] c.140G>T [NPC2]

Abbildung 3.9: Filipin-Fiarbung der neuronal differenzierten Zellen.

Fiir die Filipin-Fiarbung wurden fixierte neuronal differenzierte Zellen mit dem Farbstoff Filipin gefirbt. Die
Filipin-Fiarbung der Kontroll-Zelllinie zeigte ein leichte Blaufiarbung (Kontrolle A). Die Farbungen der NPC-
mutierten Zelllinien wiesen eine intensivere Firbung auf, was auf einen erhohten Cholesterolgehalt

zuriickzufiihren ist. Skalierung: 50 um

Die Filipin-Firbung in Abbildung 3.9 zeigt durch die intensivere Blaufirbung einen deutlich
erhohten Cholesterolgehalt in den NPC-mutierten Zelllinien. Die Erhohung des
Cholesterolgehaltes ist ein typisches Merkmal des Morbus Niemann-Pick-Typ C und in den
hier verwendeten generierten neuronal differenzierten Zelllinien aus patientenspezifischen iPS-
Zellen nachweisbar.

Dadurch konnte, wie in Trilck et al. (2016) und Peter, Trilck et al., (2017), belegt werden, dass
dieses Zellmodel und die daraus entstandenen neuronalen Zelllinien geeignet sind, um typische

Anzeichen des Morbus NPC nachzustellen.

3.2 NACHWEIS DER GLIOSE UND DES INTERMEDIARFILAMENT-PHANOTYPS IM NPC1-
ZELLMODELL

3.2.1 ERHOHTER ANTEIL GLIAZELLEN IN NPC1-DEFIZIENTEN ZELLLINIEN

Fiir die folgenden Versuche wurden jeweils zwei Kontroll-Zelllinien und drei beschriebene
NPCI1-mutierte Zelllinien verwendet. Die verwendeten Linien wurden entweder zuvor in dieser
Arbeit, Kontrolle A und ¢.3182T>C, oder aber bereits in Trilck ef al. (2013, 2016) und Peter,
Trilck et al., (2017), Kontrolle B, ¢.1836A>C; ¢.1628delC und ¢.1180T>C, beschrieben und
sind folglich vollstindig charakterisiert. Die generierten Kontroll- und NPCIl-mutierten
Zelllinien wurden im Folgenden genauer untersucht. Dabei sollte erforscht werden, ob in den
Kulturen ebenfalls, wie bereits fiir das NPC1-Mausmodell (Baudry et al., 2003; Pressey et al.,
2012) beschrieben, eine Gliose nachweisbar ist. Vor allem nach der Degeneration von
Neuronen entstehen dabei vermehrt Gliazellen, unter anderem im massiv betroffenen

Cerebellum.
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Um eine Gliose in NPC1 nachweisen zu konnen, wurden zuerst immunzytochemische
Farbungen von zwei Kontroll-Zelllinien und drei unterschiedlichen NPCl-defizienten

Zelllinien mit verschiedenen Mutationen durchgefiihrt (Abb. 3.10).

Kontroile Kontrolle
A B

c.1836A>C; c.1180T>C c.3182T>C
1628delC

Abbildung 3.10: Immunzytochemische Firbung der Gliazellen (GFAP) in Kontroll- und NPC1-defizienten
Zelllinien. Immunzytochemische Firbung des Gliazellmarkers GFAP (rot, DAPI: blau) in zwei Kontroll-
Zelllinien und 3 NPCl-mutierten Zelllinien. Die Zelllinien mit Mutation im NPCI-Gen (C-E) wiesen visuell
sichtbar eine deutlich erhthte Zahl an GFAP-positiven Gliazellen auf, was auf eine Gliose hindeutet. Skalierung:

50 um

Zum Nachweis der Gliose wurde eine immunzytochemische Firbung des Gliazellmarkers
GFAP in den Kontroll- und NPC1-mutierten Zelllinien durchgefiihrt. Diese zeigte eine erhohte
Zahl an GFAP-positiven Gliazellen in Zelllinien mit NPC1-Mutation (Abb. 3.10, C-E) im
Vergleich zu den Kontroll-Linien (Abb. 3.10, A-B). Die erhohte Anzahl an GFAP-positiven
Gliazellen konnte ein moglicher Hinweis auf eine Gliose in NPC1 sein. Zur Quantifizierung
der Gliazellen wurden durchflusszytometrische, sowie semiquantitative Western-Blot- und

Transkriptions-Analysen durchgefiihrt (Abb. 3.11).
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Abbildung 3.11: Quantifizierung der Gliosemarker in differenzierten Zellen.

Die durchflusszytometrische Bestimmung der Anteile der Gliazellen (Marker: GFAP) erbrachte eine signifikante
Erhohung der Gliazellen in allen NPCl-defizienten Zelllinien (A; N=4-8, n=18-32). Auch das relative
Transkriptionsniveau des GFAP-Genes war in den drei Zelllinien mit NPC1-Mutation signifikant erhoht (B; N=3,
n=6). Im semiquantitativen Western-Blot konnte nachgewiesen werden, dass der Proteingehalt von GFAP im
Vergleich zu den Kontroll-Zelllinien signifikant erhoht war (C; N=8-10, n=18-36). Als Marker fiir proliferierende
Zellen, ein Merkmal der reaktiven Gliazellen, wurde Ki67 verwendet und der Anteil an Ki67-positiven Gliazellen
(GFAP-positiv) bestimmt, wobei auch dort eine signifikante Steigerung nachgewiesen wurde (D; N=5-6, n=16-
24). Die Signifikanzen iiber den Balken der NPC1-mutierten Zelllinien wurden wie folgt dargestellt: #: Signifikanz

zu Kontrolle A, *: Signifikanz zu Kontrolle B.

Mittels der durchflusszytometrischen Messung der GFAP-positiven Zellen konnte festgestellt
werden, dass in Zelllinien mit NPC1-Mutation eine signifikante Steigerung der Gliazellen zu
beobachten ist (Abb. 3.11, A). Auch das Transkriptionsniveau von GFAP war in allen NPC1-
defizienten Zelllinien gegeniiber den zwei Kontroll-Zelllinien signifikant erhoht (Abb. 3.11, B).
Der Proteingehalt von GFAP, der mit Hilfe des semiquantitativen Western Blots bestimmt
wurde, zeigte ein um das Drei- bis Sechsfache erhohten GFAP-Gehalt in den NPC1-mutierten
Zelllinien gegeniiber den Kontrollen (Abb. 3.11, C). Ebenfalls war in Zelllinie mit NPCI1-
Mutation im Gegensatz zu den Kontroll-Zelllinien ein drei- bis vierfach erhohter Anteil an

proliferierenden Zellen messbar. Diese Experimente zeigten, dass in Zelllinien mit NPC1-
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Mutation deutlich mehr Gliazellen, eine erhohte GFAP-Transkription und ein erhéhter GFAP-
Proteingehalt sowie eine Proliferation der vorhandenen Gliazellen messbar waren, wohingegen
in Kontroll-Zelllinien keine Erhohung der Gliazellen oder des GFAP-Gehaltes beobachtet
werden konnte. Diese signifikanten Steigerungen im GFAP-Gehalt, der Gliazell-Anzahl und
der Proliferation der Gliazellen sind ein eindeutiges Anzeichen fiir reaktive Gliazellen und
somit einer Gliose in NPCIl-mutierten Zelllinien. Folglich zeigen die vorhergehenden

Experimente eine Gliose in NPC1-defizienten neuronal differenzierten Zellen.

3.2.2 ERHOHTER VIMENTINGEHALT IN NPC1-DEFIZIENTEN ZELLEN

Als weiterer Marker fiir die Gliose wurde das Intermediérfilament Vimentin betrachtet. Hierzu
wurden immunzytochemische Firbungen fiir GFAP und Vimentin in einer Doppelfirbung
durchgefiihrt (Abb. 3.12, A-E). Diese Féarbungen zeigten in Zelllinien mit NPC1-Mutation
(Abb. 3.12, C-E) im Kontrast zu den Kontrollen (Abb. 3.12, A-B) visuell sichtbar ein erhohtes
Mall an Vimentin-positiven Gliazellen. Zur Verifizierung dieser visuellen Beobachtungen
wurde eine Kolokalisationsanalyse durchgefiihrt, bei der der prozentuale Anteil an Vimentin-
positiven Gliazellen bestimmt wurde. Die Analyse der Fluoreszenzbilder zeigte eine deutliche
Kolokalisation von GFAP- und Vimentin-positiven Zellen in NPC1-defizienten Zelllinien im
Vergleich zu den Kontroll-Zelllinien (Abb. 3.12. F). Auch die Analyse der
Durchflusszytometrie zeigte eine signifikant erhohte Anzahl an Vimentin- und GFAP-positiven
Zellen in allen NPCI1-mutierten Zelllinien (Abb. 3.12. G). Mit Hilfe dieser Analysen konnte
belegt werden, dass die Gliazellen in Zelllinien mit NPC1-Mutation eine deutlich erhohte
Vimentinexpression aufweisen, was ein weiteres typisches Merkmal reaktiver Astrozyten in

einer Gliose darstellt.
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Abbildung 3.12: Analyse der Vimentinexpression in Kontroll- und NPC1-defizienten Gliazellen.

Die immunzytochemische Farbung (A-E) von Vimentin (griin) und GFAP (rot) zeigte einen erhthten Anteil von
Vimentin-positiven Gliazellen in NPC1-Mutanten (C-E). Die Kolokalisationsanalyse (F) der Fluoreszenzbilder
bestitigte die signifikante Erhohung der Vimentin-exprimierenden Gliazellen in NPC1-mutierten Zelllinien (N=3-
4, n=39-54). Die Ergebnisse konnten mit der durchflusszytometrischen Analyse (G) bestitigt werden, die eine
signifikante Steigerung der Vimentin- und GFAP-positiven Zellen in Zelllinien mit NPC1-Mutation zeigt (N=7-
10, n=17-40). Die Signifikanzen iiber den Balken der NPC1-mutierten Zelllinien wurden wie folgt dargestellt: #:

Signifikanz zu Kontrolle A, *: Signifikanz zu Kontrolle B.

Mit Hilfe der in Abbildung 3.12 gezeigten Kolokalisations- und durchflusszytometrischen
Analyse konnte nachgewiesen werden, dass der Gehalt an Vimentin in NPCl-defizienten
Gliazellen erhoht ist. Im Folgenden sollte untersucht werden, ob der Gesamtgehalt an Vimentin

in den Kontroll- und NPC1-defizienten Zelllinien erhoht ist. Um den Gesamtgehalt an Vimentin
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in den Kulturen zu bestimmen, wurden Western Blot Analysen mit Gesamtzelllysaten

durchgefiihrt (Abb. 3.13)
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Abbildung 3.13: Analyse des Gesamtvimentingehaltes in differenzierten Zellen

Die semiquantitative Western-Blot-Analyse des gesamten Vimentingehaltes in den einzelnen Zelllinien ergab eine
signifikante Steigerung des Vimentingehaltes in allen Zelllinien mit NPC1-Mutation im Vergleich zur den
Kontrollen A und B (N=8-10, n=19-37). Die Signifikanzen iiber den Balken der NPC1-mutierten Zelllinien wurden
wie folgt dargestellt: #: Signifikanz zu Kontrolle A, *: Signifikanz zu Kontrolle B.

Der Vimentingehalt in NPC1-defizienten Zelllinien war im Verglich zu den Kontrollen A und
B signifikant erhoht (Abb. 3.13). Der Vimentinproteingehalt war dabei in NPC1-mutierten
Zelllinien um das Zwei- bis Vierfache erhoht gegeniiber den Kontroll-Zelllinien. Diese
Erhohung des gesamten Vimentingehaltes in Zelllinien mit NPC1-Mutation weisen auf eine
Hochregulation von Vimentin in NPC1-mutierten Zelllinien hin.

Zusammengefasst zeigen die vorangegangenen Ergebnisse eine Gliose in NPCI-
patientenspezifischen iPS-zellbasierten Gliazellen. Bewiesen wurde die Gliose durch eine
erhohte Anzahl an proliferierenden Gliazellen und einer erhohten Anzahl an GFAP- und
Vimentin-positiven Zellen, wodurch die typischen Merkmale von reaktiven Astrozyten

nachgewiesen werden konnten.

3.2.3 VERANDERTE PHOSPHORYLIERUNG VON VIMENTIN UND GFAP IN NPC1-DEFIZIENTEN ZELLEN

Da eine Hochregulation von Vimentin in dem hier verwendeten Zellmodell gezeigt werden
konnte, wurde auch iiber eine Veridnderung der Struktur von Vimentin und GFAP, die beide zur
Klasse der Typ III der Intermediirfilamente gehoren, nachgedacht. Dafiir wurde der
Phosphorylierungsstatus, der den Aufbau der Intermedidrfilamente iiber die Proteinkinase C

(PKC) bedingt, untersucht. Kiirzlich wurde von Walter et al. (2009) gezeigt, dass die Struktur
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von Vimentinfilamenten in NPCl1-defizienten Fibroblasten verindert ist, wobei NPCI1-
defiziente Fibroblasten eine gestorte Anordnung von Vimentinfilamenten zeigten. Die hier
genutzten iPS-zellbasierten neuronal differenzierten Zellen zeigten ein vergleichbares Bild der

IF-Struktur (Abb. 3.14).

Abbildung 3.14: Analyse der Vimentin- und GFAP-Phosphorylierung in differenzierten Zellen.
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Die immunzytochemische Analyse von Vimentin (A-E, griin) zeigt eine verdnderte Anordnung von Vimentin in
Zellen, die eine NPC1-Mutation tragen (C-E). In diesen Zellen bildet Vimentin lingere und dickere Biindel, die
ungeordnet in den Zellen vorkommen (Pfeile). Die gleichen Beobachtungen konnten in Zellen mit GFAP-Farbung
(F-J, rot) gemacht werden, wenn auch nicht im gleichen Umfang wie fiir Vimentin. Zellkerne wurden mit DAPI
(A-E, blau) angefirbt. Die Menge an phosphoryliertem Vimentin (K, pVimentin) und phosphoryliertem GFAP (L,
pGFAP) wurde durch semiquantitative Western-Blot-Analyse bestimmt. Alle NPC1-mutierten Zelllinien zeigten
eine signifikante Hypophosphorylierung beider Intermediérfilamente. (pVimentin: N=6-8, n=24-40); (pGFAP:
N=5-7, n=18-31). Skalierung: 10 pm. Die Signifikanzen iiber den Balken der NPC1-mutierten Zelllinien wurden

wie folgt dargestellt: #: Signifikanz zu Kontrolle A, *: Signifikanz zu Kontrolle B.

Abbildung 3.14 zeigt die immunzytochemischen Firbungen fiir Vimentin in Kontroll- und
NPCI1-mutierten Zelllinien (Abb. 3.14, A-E). Im Vergleich zu den Kontroll-Zelllinien (Abb.
3.14, A-B), konnten in den NPCl-mutierten Zelllinien ldngere, dickere und ungeordnete

Vimentinbiindel dargestellt werden. Vergleichbare Verdnderungen konnten auch fiir GFAP
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(Abb. 3.14, F-J) demonstriert werden. Die verinderte Erscheinung steht in Ubereinstimmung
mit den Beobachtungen aus Fibroblasten von NPC1-Patienten (Walter et al., 2009) und weist
auf einen verdnderten Phosphorylierungsstatus und somit einen verdnderten Auf- und Abbau
von Vimentin und GFAP hin. Daher wurde als Néchstes der Phosphorylierungsstatus von
Vimentin und GFAP untersucht, da der Aufbau der IFs durch die Phosphorylierung der IF
Monomere reguliert wird. Fiir die Bestimmung der Phosphorylierung von Vimentin wurde ein
Antikorper genutzt, der die Phosphorylierung an Position Serin 38 im Vimentinmolekiil erkennt
und die Menge iiber semiquantitative Western-Blot-Analyse bestimmt (Abb. 3.14, K). Die
Kontroll-Zelllinien wiesen dabei die hochste Menge an phosphoryliertem Vimentin
(pVimentin) auf und alle NPC1-mutierten Zelllinien zeigten eine signifikante Verringerung an
phosphoryliertem Vimentin. Vergleichbare Resultate wurden fiir die Menge an
phosphoryliertem GFAP (pGFAP) erzielt, wobei ebenfalls die Phosphorylierung an Position
Serin 38 detektiert wurde. In Bezug auf pGFAP zeigten alle Zelllinien mit NPC1-Mutation
einen signifikant verringerten Anteil an phosphoryliertem GFAP. Fiir beide

Intermediirfilamente konnte somit eine Hypophosphorylierung nachgewiesen werden.

3.2.4 VERBESSERUNG DES NPC1-PHANOTYPS UBER DIE PKC-AKTIVIERUNG MITTELS PMA

Bisher konnte ein verdnderter Aufbau der Intermediérfilamente GFAP und Vimentin sowie ein
verdnderter Gehalt an pGFAP und pVimentin, beschrieben werden. GFAP und Vimentin
werden von der Proteinkinase C (PKC) phosphoryliert, wodurch kiirzere, 16sliche
Intermedidrfilamente entstehen. Eine mogliche Ursache fiir die Hypophosphorylierung von
GFAP und Vimentin ist eine verringerte Aktivitit der PKC (Tamari et al., 2013; Walter et al.,
2009). Daher sollte als Nichstes die Frage beantwortet werden, ob eine Aktivierung der PKC
zu einer Verbesserung der beschriebenen Gliose sowie der NPCI1-phédnotypischen
Akkumulation von Cholesterol fiithrt. Dafiir wurden die Zellen mit Phorbol 12-Myristat 13-
Acetat (PMA) behandelt. PMA ist bekannt als ein Aktivator der PKC, welche Vimentin und
GFAP phosphoryliert und somit den Anteil an phosphoryliertem, 16slichem Vimentin im Auf-
und Abbau-Kreislauf von Vimentin erhoht. Die Zellen wurden mit 10 nM PMA behandelt und
anschlieBend wurde die Menge an Vimentin- und GFAP-positiven Zellen mittels

Durchflusszytometrie bestimmt.
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Abbildung 3.15: Analyse der Gliose in PMA behandelten differenzierten Zellen.

Die neuronal differenzierten Zellen wurden mit 10 nM PMA behandelt und immunzytochemisch gefarbt (A-J).

Die konfokalen Aufnahmen wurden anschlieend auf die Kolokalisation von Vimentin (griin) und GFAP (blau)

untersucht (K; N=3-4, n=31-76). Dabei konnte gezeigt werden, dass die Gliazellen nach Behandlung mit PMA

deutlich weniger Vimentin exprimierten. Dies konnte durch die durchflusszytometrische Bestimmung sowohl der

Anzahl an GFAP- und Vimentin-positiven Zellen (L; N=3-5, n=6-16) als auch von GFAP- und Ki67-positiven

Zellen bestitigt werden (M; N=3-5, n=7-16). Die Signifikanzen iiber den Balken der NPC1-mutierten Zelllinien

wurden wie folgt dargestellt: #: Signifikanz zu Kontrolle A, *: Signifikanz zu Kontrolle B.
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Die Behandlung von NPCl-mutierten Zelllinien mit PMA resultierte in einer signifikanten
Reduktion der Anzahl an GFAP- und Vimentin-positiven Zellen (Abb. 3.15, K, L) sowie einer
signifikanten Verringerung in der Anzahl der GFAP- und Ki67-positiven Zellen (Abb. 3.15,
M), was auf eine Abschwéchung der Gliose in NPC1 hindeutet.

Um den Einfluss von PMA auf den Aufbau-Zyklus und die Verteilung der 16slichen IF-Fraktion
in NPC1 zu untersuchen, wurden zur Bestimmung der Fraktionen von GFAP und Vimentin

Western-Blot-Analysen durchgefiihrt (Abb. 3.16).
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Abbildung 3.16: Phosphorylierung von Vimentin und GFAP in PMA-behandelten differenzierten Zellen.

Die neuronal differenzierten Zellen wurden mit 10 nM PMA behandelt und die Fraktion von phosphoryliertem
Vimentin (A, pVimentin) und GFAP (B, pGFAP) wurde iiber semiquantitative Western-Blot-Analysen bestimmt.
Die Behandlung mit PMA resultierte in einer signifikanten Erhohung der Fraktion an phosphoryliertem Vimentin
und GFAP in allen NPCl-mutierten Zelllinien, wohingegen die Kontroll-Zelllinien keine signifikante
Verdnderung zeigten (pVimentin: N=4-6, n=18-50); (pGFAP: N=5-6, n=11-47). Die Signifikanzen iiber den
Balken der NPC1-mutierten Zelllinien wurden wie folgt dargestellt: #: Signifikanz zu Kontrolle A, *: Signifikanz

zu Kontrolle B.

Konsistent zu dem Effekt von PMA auf die GFAP-, Vimentin- und Ki67-positiven Zellen stieg
die Menge an phosphoryliertem Vimentin und phosphoryliertem GFAP nach der Behandlung
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mit PMA signifikant in allen NPCl-mutierten Zelllinien an. Die zuvor beschriebene
Hypophosphorylierung wurde somit deutlich verbessert. Uber diese Steigerung der Anteile an
phosphorylierten Intermediérfilamenten konnte eine Verbesserung des gestorten
Intermedidrfilamet-Aufbauzyklus nachgewiesen werden.

Abschliefend stellte sich die Frage, ob die Aktivierung der PKC und anschlieender
Verbesserung der Phosphorylierung von Vimentin und GFAP einen Einfluss auf die NPC1-
phénotypischen Cholesterolakkumulationen hat, wie es in Trilck e al. (2016) fiir die NPC1-
mutierten Zelllinien beschrieben ist. Der Effekt von PMA auf die Cholesterolakkumulationen
wurde iiber die Quantifizierung der Filipin-Firbungen sowie der Cholesterolbestimmung
mittels Amplex Red Assay bestimmt. Die typischen Cholesterolakkumulationen in Zellen mit
NPC1-Mutation konnten in der Filipin-Firbung sichtbar gemacht werden (Abb. 3.17, D-F). Die
Behandlung der Zellen mit PMA (Abb. 3.17, G-K) zeigte eine offensichtliche Reduktion der
Intensitdt der Filipin-Firbung in den NPCIl-mutierten Zelllinien, was auf eine reduzierte
Cholesterolakkumulation hindeutet. Bestitigt wurde diese Annahme durch die Quantifizierung
der Fluoreszenzintensitidten der Filipin-Farbung (Abb. 3.17, L) sowie durch den Amplex Red
Assay zur Gesamt-Cholesterolbestimmung. (Abb. 3.17, A). Alle NPC1-mutierten Zelllinien
zeigten dabei eine signifikante Reduktion des Cholesterolgehaltes auf Kontroll-Niveau. Fiir die
Zelllinie mit der homozygoten Mutation ¢.3182T>C konnte sogar eine signifikante Reduktion

des freien Cholesterols auf Kontroll-Niveau nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.17: Cholesterolanalyse in PMA-behandelten differenzierten Zellen.

Zur Quantifizierung des Gesamt-Cholesterolgehaltes in den Zellen wurde der Amplex Red Assay verwendet (A;

N=5-8, n=6-29). Die Auswertung zeigte dabei eine signifikante Reduktion des Cholesterolgehaltes in allen NPC1-

mutierten Zelllinien nach Behandlung mit PMA. Die Filipin-Farbung (B-K) wurde genutzt, um den

Cholesterolgehalt in den Zellen zu beurteilen, dabei zeigten sich fiir NPC1 typische Akkumulationen in Zelllinien

mit NPC1-Mutation (D-F). Die Cholesterolakkumulationen zeigten eine deutliche Verbesserung nach PMA

Behandlung (G-K). Der Effekt konnte mittels Quantifizierung der Fluoreszenzintensititen nachgewiesen werden

(L; N=3-6, n=29-65) Skalierung: 50 pm. Die Signifikanzen iiber den Balken der NPCIl-mutierten Zelllinien

wurden wie folgt dargestellt: #: Signifikanz zu Kontrolle A, *: Signifikanz zu Kontrolle B.

Zusammengefasst fiihrte die Aktivierung der PKC i{iber PMA zur Verbesserung der Gliose in

iPS-basierten NPC1-Gliazellen und zur Erhohung der phosphorylierten Intermedidrfilamente,

GFAP und Vimentin, sowie zur Verbesserung der NPC1-phinotypischen Akkumulationen von

Cholesterol.
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3.2.5 VERBESSERUNG DES NPC1-PHANOTYPS UBER DIE ERHOHUNG DES INTRAZELLULAREN
CALCIUMSPIEGELS MITTELS QUINOLINSAURE

Der PKC-Aktivator PMA erhoht gezielt die Aktivitit der Proteinkinase C und erzielt daher eine
Steigerung der 16slichen, phosphorylierten Intermediérfilament-Fraktion. Fiir die Aktivierung
der PKC wird intrazelluldres Calcium bendtigt. Bisher wurde ein niedriges Calciumlevel in
intrazellulidren Calciumspeichern der Zelle fiir NPC1 beschrieben (Lloyd-Evans et al., 2008).
Daher wurde hier der Calciumeinstrom in die Zellen der einzelnen Zelllinien sowie die
Calciumantwort auf die Behandlung der Zellen mit Glutamat und Quinolinsidure (QUIN), ein

Agonist der Glutamatrezeptoren, untersucht (Abb. 3.18).
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Abbildung 3.18: Calciumeinstrom in differenzierte Zellen nach Behandlung mit Glutamat und QUIN. Zur
Bestimmung des Calciumeinstroms wurden die relativen Fluoreszenzen des Calciumindikators Fluo-4 mit Hilfe
eines Plattenlesegerites bestimmt. Die Calciumantwort wurde nach einer 100-uM-Glutamat-Behandlung
bestimmt und zeigte eine signifikant verringerte Antwort in allen NPC1-mutierten Zelllinien im Vergleich zu den
Kontroll-Zelllinien (A; N=4-6, n=4-6). Ebenso konnte eine signifikant reduzierte Calciumantwort nach 100-nM-
Quinolinsidure-Behandlung in den Zelllinien mit NPC1-Mutation beschrieben werden (B; N=4-6, n=4-6). Zur
Normierung wurde der maximale Calciumeinstrom nach Behandlung der Zellen mit 2 uM Ionomycin bestimmt.
Die Signifikanzen iiber den Balken der NPC1-mutierten Zelllinien wurden wie folgt dargestellt: #: Signifikanz zu

Kontrolle A, *: Signifikanz zu Kontrolle B.

Die reduzierten Calciumeinstrome nach Behandlung mit Glutamat und Quinolinséure in allen
Zelllinien mit NPC1-Mutation zeigten eine reduzierte Aktivierung der Glutamat-Rezeptoren in
NPC1-mutierten Zelllinien, woraus ein geringerer Calciumeinstrom in die Zellen mit NPC1-
Mutaion resultiert. Calcium trigt, wie PMA, ebenfalls zur Aktivierung der PKC bei, die wichtig
fiir die Phosphorylierung der Intermediérfilamente Vimentin und GFAP ist und somit zum Auf-
und Abbau-Zyklus der Intermediidrfilamente beitrdgt. Auf Grund des verringerten
Calciumeinstroms in die Zellen mit NPC1-Mutation wurde im Folgenden tiberpriift, ob die
Behandlung der NPC1-defizienten Zelllinien mit Quinolinsdure, welche zu einem erhdhten

Calciumeinstrom in der Zelle fiihrt, ebenso wie die Behandlung mit PMA einen positiven Effekt
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auf die Gliose und die verdnderte Zytoskelettstruktur in NPC1-mutierten Zelllinien hat. Dafiir
wurde der Anteil an Vimentin- und Ki67-positiven Zellen nach Behandlung mit Quinolinsédure
analysiert, um Riickschliisse auf den Gliose-Phénotyp ziehen zu konnen (Abb. 3.19).
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Abbildung 3.19: Analyse der Gliose in Quinolinsiure-behandelten differenzierten Zellen

Nach der Behandlung der Zellen mit 100 nM Quinolinsdure wurden diese immunzytochemisch geférbt (A-J).

Anschlielend erfolgte die Analyse der Kolokalisation von Vimentin (griin) und GFAP (blau) (K; N=3-6, n=36-
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67). Die Kolokalisation zeigte dabei, dass die Gliazellen nach Behandlung mit Quinolinsdure deutlich weniger
Vimentin exprimierten. Dies konnte sowohl durch die durchflusszytometrische Bestimmung der Anzahl an GFAP-
und Vimentin-positiven Zellen (L; N=4-6, n=5-20) als auch von GFAP- und Ki67-positiven Zellen (M; N=4-6,
n=6-14) bestitigt werden. Die Analyse zeigte eine signifikante Reduktion von GFAP- und Vimentin-positiven
Zellen in allen NPCl-defizienten Zelllinien nach QUIN-Behandlung (L). Die Anzahl an GFAP- und Ki67-
positiven Zellen (M) war ebenfalls in allen Quinolinsdure-behandelten NPC1-mutierten Zelllinien signifikant
reduziert. Skalierung: 10 um. Die Signifikanzen tiber den Balken der NPCl-defizienten Zelllinien wurden wie

folgt dargestellt: #: Signifikanz zu Kontrolle A, *: Signifikanz zu Kontrolle B.

Quinolinsédure ist ein Glutamat-Rezeptor Agonist, im Besonderen ein Agonist der NMDA-
Rezeptoren und wirkt daher exzitatorisch. Durch diese Wirkung kommt es zu einem erhShten
Calciumeinstrom in die Zelle. Mit Hilfe der Experimente, die in Abbildung 3.19 dargestellt
sind, konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit Quinolinsdure den gleichen Effekt auf
die Gliose zeigt, wie die Behandlung mit PMA. Die Quinolinsdure-Behandlung der NPC1-
defizienten Zelllinien fiihrte zu einer verringerten Anzahl an Vimentin-positiven Gliazellen
(Abb. 3.19, K, L) sowie proliferierenden (Ki67-positiven) Gliazellen (Abb. 3.19, M). Dieses
Ergebnis deutet auf eine Verbesserung der Gliose in NPC1 nach einer Behandlung mit
Quinolinsaure hin.

Da die Behandlung mit QUIN eine Verbesserung des Gliose-Phénotyps in NPC1 erzielen
konnte, sollte im Folgenden untersucht werden, ob durch den erhohten Calciumeinstrom und
die daraus resultierende Aktivierung der PKC auch eine Verbesserung des Intermediirfilament-
Phiénotyps erzielt werden kann. Dafiir wurden die Zellen der einzelnen Zelllinien mit 100 nM
Quinolinsdure behandelt und im Anschluss folgte die Bestimmung der phosphorylierten Anteile

der Intermedidrfilamente Vimentin und GFAP (Abb. 3.20).
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Abbildung 3.20: Phosphorylierung von Vimentin und GFAP in Quinolinsiiure behandelten differenzierten
Zellen.

Nach Behandlung der neuronal differenzierten Zellen mit 100 nM Quinolinsdure wurden die Fraktion von
phosphoryliertem Vimentin (A, pVimentin) und GFAP (B, pGFAP) iiber semiquantitative Western Blot Analysen
bestimmt. Die Behandlung mit QUIN resultierte in einer signifikanten Erhohung der Fraktion an phosphoryliertem
Vimentin und GFAP in allen NPCl-defizienten Zelllinien im Vergleich zu den DMSO-behandelten Kontrollen
(pVimentin: N=5-6, n=17-46; pGFAP: N=5-6, n=17-33). Die Signifikanzen iiber den Balken der NPC1-mutierte

Zelllinien wurden wie folgt dargestellt: #: Signifikanz zu Kontrolle A, *: Signifikanz zu Kontrolle B.

Die Behandlung mit 100 nM Quinolinsédure zeigte eine signifikante Erhohung der 16slichen
Intermedidrfilament-Fraktion in Zelllinien mit NPC1-Mutation im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle. Somit zeigte die Erhohung des intrazelluldren Calciumspiegels iiber Quinolinsidure
eine deutliche Verbesserung der Intermedidrfilament-Phinotyps in NPCI1, ebenso wie die
Aktivierung der PKC iiber PMA.

Nachfolgend wurde untersucht, ob die Behandlung mit Quinolinsdure und daraus folgend der
Erhohung des intrazelluldren Calciumspiegels neben der Verbesserung der Gliose und des
Intermedidrfilament-Phidnotyps auch eine Reduktion der Cholesterolakkumulationen nach sich
zieht (Abb. 3.21).

Die Quinolinsdure-Behandlung fiihrte ebenfalls zu einer Verringerung des gesamten
Cholesterolgehaltes (Abb. 3.21, A) auf Kontroll-Niveau in NPC1-defizienten Zelllinien. Zur
Beurteilung des freien Cholesterols wurde die Filipin-Farbung verwendet, wobei auch dabei
eine Senkung des freien Cholesterols nach Quinolinsdure-Behandlung gezeigt werden konnte
(Abb. 3.21, L). Fiir die Zelllinie mit der homozygoten Mutation im NPCI-Gen (c.3182T>C)
konnte eine signifikante Reduktion der Cholesterolgehaltes auf Kontroll-Niveau nachgewiesen

werden.
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Abbildung 3.21: Cholesterolanalyse von Quinolinsiure-behandelten differenzierten Zellen.

Der Amplex Red Assay wurde zur Quantifizierung des Gesamt-Cholesterolgehaltes in den Zellen verwendet (A;
N=5-8, n=6-24). Die Auswertung zeigte dabei eine signifikante Reduktion des Cholesterolgehaltes in allen NPC1-
defizienten Zelllinien gegeniiber den DMSO-behandelten Kontrollen nach Behandlung mit QUIN. Die
charakteristischen Cholesterolakkumulationen in den NPC1-defizienten Zelllinien (D-F) zeigten eine deutliche
Verbesserung nach QUIN-Behandlung (G-K). Die Bestitigung dieses Effekts erfolgte mittels Quantifizierung der
Fluoreszenzintensititen (L; N=3-6, n=35-71), Skalierung: 50 pm. Die Signifikanzen iiber den Balken der NPC1-

mutierten Zelllinien wurden wie folgt dargestellt: #: Signifikanz zu Kontrolle A, *: Signifikanz zu Kontrolle B.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Behandlung der NPC1-mutierten Zelllinien
mit Quinolinsidure zu einer Erhhung des intrazelluldren Calciumspiegels fiihrt. Dies fiihrt zur
Aktivierung der PKC und damit zu einer Verbesserung der Gliose in NPCl-defizienten
Zelllinien und zu einer Steigerung von phosphoryliertem Vimentin und GFAP sowie zur

Senkung des Cholesterolgehalts in den NPC1-defizienten Zelllinien.

3.3 INDUKTION DES GLIOSE- UND INTERMEDIARFILAMENT-PHANOTYPS UBER
U18666A

Die Substanz U18666A blockiert die Synthese von Cholesterol sowie den Transport von
Cholesterol aus dem spiten Endosomen/Lysosomen, wodurch eine Induktion des NPCI-
Phinotyps erreicht wird (Cenedella, 2009). Hier wurde U18666A genutzt, um nachweisen zu
konnen, dass die veridnderten Intermediirfilament-Strukturen sowie die Gliose durch die
Cholesterolakkumulationen in NPC1 bedingt sein konnten. Dafiir wurde zuerst der Nachweis
erbracht, dass die Behandlung der Kontroll-Zelllinien (A und B) mit U18666A zu einer
erhohten Cholesterolakkumulation fiihrt (Abb. 3.22).

Die Daten in Abbildung 3.22 zeigen, dass die Verwendung von U18666A auch in dem hier
verwendeten Zellmodell zu Cholesterolakkumulationen fiihrt. Dies konnte zum einen iiber die
Bestimmung des Cholesterolgehaltes mittels Amplex Red-Assay (Abb. 3.22, A) nachgewiesen
werden und zum anderen auch iiber die Filipin-Féarbung des freien Cholesterols (Abb. 3.22, B-

E) sowie die Quantifizierung der Filipin-Firbung (Abb. 3.22, F).
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Abbildung 3.22: Analyse des Cholesterolgehaltes in Kontroll-Zelllinien nach U18666A-Behandlung.

Nach Behandlung der Kontroll-Zelllinien mit U18666A wurde zur Quantifizierung des Gesamt-
Cholesterolgehaltes in den Zellen der Amplex Red Assay verwendet (A; N=4-8, n=8-25). Die Auswertung zeigte
dabei eine signifikante Erhohung des Cholesterolgehaltes in beiden Kontroll-Zelllinien nach U18666A-
Behandlung im Vergleich zur DMSO-behandelten Kontrolle. Die Filipin-Féarbung zeigte die fiir NPC1 typischen
Akkumulationen in den Kontroll-Zellen nach der Behandlung mit 1 pug/ml U18666A (D-E). Der Anstieg der
Cholesterolakkumulationen konnte mittels Quantifizierung der Fluoreszenzintensitdten nachgewiesen werden (F;

N=4-8, n=40-82). Skalierung: 50 um (*: Signifikanz zu DMSO-Kontrolle).

AnschlieBend wurde iiberpriift, ob mittels Behandlung mit 1 pg/ml UI8666A eine gezielte
Induktion der Gliose erzielt werden konnte. Dafiir wurden iiber durchflusszytometrische
Analysen die prozentualen Anteile der Gliazellen vor und nach der Behandlung mit U18666A
bestimmt (Abb. 3.23).
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Abbildung 3.23: Bestimmung der glialen Anteile nach Behandlung mit U18666A.

Die durchflusszytometrische Bestimmung der Anteile der Gliazellen (Marker: GFAP) in den differenzierten Zellen
zeigte eine signifikante Erhohung der Gliazellen in beiden Kontroll-Zelllinien nach Behandlung mit 1 pg/ml
U18666A (A; N=4, n=8-16). Als Marker fiir die Gliose wurde ebenso die Erhohung von Vimentin in Gliazellen
genutzt (B; N=4-12, n=8-25). Dabei konnte nachgewiesen werden, dass die Anteile an Vimentin- und GFAP-
positiven Zellen nach der Behandlung mit U18666A signifikant erhoht waren. Als weiteres Merkmal fiir reaktive
Gliazellen wurde der Anteil proliferierender Zellen mittels Ki67 tiberpriift, wobei auch dabei eine signifikante
Steigerung der proliferierenden Zellen nach U18666A-Behandlung nachgewiesen wurde (C; N=4, n=6-13). (*:
Signifikanz zur DMSO-Kontrolle).

Die Behandlung der Kontroll-Zelllinien mit U18666A zeigte eine signifikante Steigerung der
Anzahl an Gliazellen im Vergleich zu den mit DMSO behandelten Kontrollen (Abb. 3.23, A).
Ebenfalls konnte eine signifikante Erhohung an GFAP- und Vimentin-positiven Zellen (Abb.
3.23, B) sowie eine Steigerung der proliferierenden Zellen nach Behandlung mit U18666A
festgestellt werden (Abb. 3.23, C). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Behandlung mit U18666A

zur Induktion der Gliose fiihrt.
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Des Weiteren wurde auch der Einfluss von UI8666A auf die Fraktionen der
Intermediirfilamente untersucht, um nachzuweisen, ob eine erhthte Cholesterolspeicherung zu

Verdnderungen in den IF-Fraktionen fiihrt (Abb. 3.24).
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Abbildung 3.24: Bestimmung der Intermediéirfilament-Fraktionen nach Behandlung der Kontroll-
Zelllinien mit U18666A. Die Menge an phosphoryliertem Vimentin (A, pVimentin) und phosphoryliertem GFAP
(B, pGFAP) wurde durch semiquantitative Western-Blot-Analyse bestimmt. Die Kontroll-Zelllinien zeigten eine
signifikante Hypophosphorylierung der Intermediérfilamente GFAP und Vimentin nach Behandlung mit 1 pg/ml
U18666A. (pVimentin: N=4-16, n=8-36; pGFAP: N=4-17, n=6-45). (*: Signifikanz zur DMSO-Kontrolle)

Die Bestimmung der loslichen Fraktionen der Intermediérfilamente Vimentin und GFAP
mittels semiquantitativen Western Blots zeigte deutlich eine signifikante Verringerung der
loslichen, phosphorylierten Anteile von Vimentin und GFAP nach Behandlung der Kontroll-
Zelllinien mit UI8666A (Abb. 3.24 A, B).

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Blockierung des Cholesteroltransportes iiber U186606A,
wodurch ein NPCI1-Phénotyp induziert wird, zur Speicherung von Cholesterol in spéten
Endosomen und Lysosomen fiihrt. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Behandlung
der Kontroll-Zelllinien mit U18666A auch zur Induktion der Gliose und der Veridnderung der
Intermedidrfilament-Struktur auf Grund der Hypophosphorylierung von GFAP und Vimentin
fiihrt.

3.4 NACHWEIS DES NEURONALEN PHANOTYPS IM NPC1-ZELLMODELL

3.4.1 ERHOHTER VIMENTINANTEIL IN NPC1-DEFIZIENTEN NEURONEN
Wihrend der Untersuchung des Gliose in dem hier verwendeten NPC1-Zellmodell wurde ein

erhohtes Niveau an Gesamt-Vimentin in allen Zelllinien mit NPC1-Mutation im Vergleich zu

den Kontroll-Zelllinien festgestellt (Abb. 3.13). Daher wurde neben der Erhohung des
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Vimentingehaltes in Gliazellen in NPC1 ebenfalls die Verteilung des Vimentins in Neuronen
untersucht.
Dafiir wurden immunzytochemische Firbungen von Vimentin in neuronalen Zellen

durchgefiihrt und anschlieend quantitativ ausgewertet (Abb. 3.25).
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Abbildung 3.25: Nachweis der Erhohung von Vimentin in NPCl-defizienten Neuronen.
Die immunzytochemische Firbung von Vimentin (blau) und B-III-Tubulin (rot, A-E) zeigte eine erhohte Anzahl
an Vimentin-positiven Neuronen in NPC1-defizienten Zelllinien (C-E). Zur Quantifizierung der Firbungen wurde
eine Kolokalisationsanalyse (F, N=3-4, n=35-56) durchgefiihrt. Die Analyse bestitigte dic Annahme, dass
Vimentin auch in Neuronen der NPCl-defizienten Zelllinien erhoht ist. Ebenso konnte die
durchflusszytometrische Analyse (G; N=7-12, n=14-24) bestitigen, dass in NPCI-mutierten Zelllinien vermehrt
Vimentin-positive Neurone vorhanden sind. Skalierung: 50 pm. Die Signifikanzen iiber den Balken der NPCI-

defizienten Zelllinien wurden wie folgt dargestellt: #: Signifikanz zu Kontrolle A, *: Signifikanz zu Kontrolle B.
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Die immunzytochemische Firbung des Vimentingehaltes in Neuronen ergab eine erhohte
Anzahl an Vimentin-positiven Neuronen in Zelllinien mit NPC1-Mutation (Abb. 3.25, C-E) im
Vergleich zu den Kontroll-Zelllinien (Abb. 3.25, A-B). Diese visuelle Annahme konnte mit
Hilfe der Kolokalisationsanalyse (Abb. 3.25, F) bestitigt werden. Diese zeigte eine signifikante
Erhohung der Vimentin-positive Neuronen in NPC1-defizienten Zelllinien im Kontrast zu den
Kontrollen. Dieses Ergebnis wurde ebenfalls mittels durchflusszytometrischer Analyse
bestétigt (Abb. 3.25, G), wobei auch hier eine Erhdhung der Vimentin-positiven Neurone

gemessen werden konnte.

3.4.2 NACHWEIS VON GM2-AKKUMULATIONEN IN NPC1-DEFIZIENTEN NEURONEN

Neben Cholesterol akkumuliert auch das Gangliosid GM2 im Morbus Niemann-Pick Typ C.
Bei der Untersuchung dieser Akkumulationen konnte festgestellt werden, dass GM2-
Akkumulationen spezifisch in Neuronen vorkommen und nicht in Gliazellen. Daher wurden im
Folgenden die Akkumulationen des Gangliosides GM2 in Neuronen untersucht, um eine
verldssliche Aussage iiber spezifische Akkumulationen von Lipiden in Neuronen treffen zu
konnen. Auch in dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass GM?2 hauptsichlich in Neuronen
akkumuliert und nur zu einem sehr geringen Teil in Gliazellen zu finden ist (Abb. 3.26).

Die immunzytochemische Féarbung (Abb. 3.26, A-E) und die folgende Kolokalisationsanalyse
von GM2 in Neuronen und Gliazellen zeigte deutlich, dass GM2 vorwiegend in Neuronen
akkumuliert und nur zu einem sehr geringen Anteil in Gliazellen vorkommt (Abb. 3.26, F).
Dabei zeigte sich auch eine signifikant erhohte Akkumulation von GM2 in NPC1-defizienten
Zelllinien gegeniiber den Kontroll-Zelllinien. Wobei auch in Gliazellen eine erhohte

Akkumulation von GM2 im Vergleich zu Kontroll-Zelllinien beobachtet werden konnte.
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Abbildung 3.26: Akkumulationen des Gangliosides GM2 in NPC1-defizienten Neuronen.

Die immunzytochemische Fiarbung von B-III-Tubulin (griin), GFAP (blau) und GM2 (rot, A-E) zeigte eine erhohte
Anzahl GM2-positiver Neurone in NPC1-defizienten Zelllinien (C-E). Die Kolokalisationsanalyse (F, N=3-6,
n=36-82) zur Quantifizierung der Farbungen bestétigte die Annahme, dass GM2 hauptsichlich in NPC1- Neuronen
erhoht ist, wohingegen GM2 in Gliazellen nur in sehr geringem Mafle vorkommt. Skalierung: 10 pm. Die
Signifikanzen {iber den Balken der NPCl-mutierten Zelllinien wurden wie folgt dargestellt: #: Signifikanz zu

Kontrolle A, *: Signifikanz zu Kontrolle B.

Im Folgenden stellte sich die Frage, ob GM2 ebenfalls, wie Cholesterol, in Lysosomen der
neuronal differenzierten Zellen akkumuliert. Dafiir wurde eine immunzytochemische Fiarbung
von Filipin zum Nachweis von Cholesterol und GM2 durchgefiihrt und anschlie3end iiber die

Kolokalisationsanalyse quantitativ untersucht (Abb. 3.27).
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Abbildung 3.27: Kolokalisationsanalyse von Filipin und GM2 in neuronal differenzierten Zellen.

Die immunzytochemische Farbung von Filipin (blau) und GM2 (rot, A-E) zeigte eine Kolokalisation von GM2-
und Filipin-positiven Zellen. Die quantitative Analyse der Kolokalisation (F; N= 6-7, n= 66-92) zeigte, dass GM?2
mit Filipin kolokalisiert und somit in Lysosomen akkumuliert. Wobei auch eine Erhohung der Kolokalisation in
Zelllinien mit NPC1-Mutation beobachtet werden konnte (C-E; F). Skalierung: 10. Die Signifikanzen iiber den
Balken der NPC1-defizienten Zelllinien wurden wie folgt dargestellt: #: Signifikanz zu Kontrolle A, *: Signifikanz

zu Kontrolle B.

In Abbildung 3.27 ist die Firbung und die folgende Kolokalisationsanalyse von GM2 und
Filipin dargestellt. Diese Experimente zeigten Kolokalisation von GM2 und Filipin und
bestdtigen somit, dass GM2, ebenso wie Cholesterol, in Lysosomen von NPCI1-mutierten
Zelllinien akkumuliert

Die erhohten Vimentinmengen in Neuronen, die hier dargestellt werden konnten, deuten auf
eine Hochregulation von Vimentin hin. Vorangegangene Studien zeigten, dass die

Hochregulation von Vimentin in Neuronen als Reaktion auf Schiden im Gehirn eingeleitet wird
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(Levin, 2009). Daher wurde im Folgenden néher untersucht, welchen Einfluss Vimentin auf die
Neurone in NPC1 hat und ob eine Verringerung des Vimentins in NPC1-Neuronen zur
Verbesserung des NPC1-Phénotyps fiithrt. Der Gehalt von Vimentin in NPC1-defzienten

Neuronen sowie die Menge an GM2 in diesen wurde dabei als MaBstab fiir das Ausmal} des

NPC1-Phénotyps genutzt.

3.4.3 VERBESSERUNG DES NEURONALEN PHANOTYPS UBER DIE AKTIVIERUNG DER PKC MITTELS
PMA

Im Folgenden wurden die neuronalen Zellen mit den bereits getesteten effektiven Substanzen
PMA und Quinolinsédure behandelt und anhand des Vimentin- und GM2-Gehaltes in Neuronen
die Effektivitdt der Behandlung auf den neuronalen Phénotyp in NPC1 beurteilt.

Dafiir wurden die Zellen der unterschiedlichen Zelllinien mit 10 nM PMA behandelt und

anschlieBend iiber Kolokalisationsanalysen und Durchflusszytometrie analysiert (Abb. 3.28).
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Abbildung 3.28: Analyse der Vimentin-positiven Neurone nach PMA-Behandlung.
Die neuronalen Zellen wurden mit 10 nM PMA behandelt. AnschlieBend wurde die Kolokalisation (A; N=3-6,
n=31-61; Bilder: Abb. 3.14) berechnet und die Zellen wurden durchflusszytometrisch analysiert (B; N=3-8, n=5-

16). Dabei zeigte sich, dass die Menge an Vimentin-positiven Zellen nach Behandlung mit PMA in allen Zelllinien
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mit NPC1-Muation deutlich gesunken war. Die Signifikanzen iiber den Balken der NPC1-defizienten Zelllinien

wurden wie folgt dargestellt: #: Signifikanz zu Kontrolle A, *: Signifikanz zu Kontrolle B.

Die Behandlung mit PMA zeigte in Abbildung 3.28 eine deutliche Verringerung der Vimentin-
positiven Neurone in NPCl-mutierten Zelllinien im Vergleich zu den DMSO-behandelten
Kontrollen sowohl in der Kolokalisationsanalyse (Abb. 3.28, A; Bilder: Abb. 3.14) als auch in
der Analyse der Durchflusszytometrie (Abb. 3.28, B). In den Zelllinien mit homozygoten
Mutationen im NPCI-Gen (c.1180T>C und c3182T>C) konnte sogar eine signifikante
Reduktion der Vimentin-positiven Neurone auf Kontroll-Niveau nachgewiesen werden.

Neben dem Gehalt an Vimentin wurde auch der GM2-Gehalt in den NPCl-defizienten
Neuronen nach Behandlung mit PMA analysiert. Dafiir wurde eine Kolokalisationsanalyse der

immunzytochemischen Fiarbungen von GM2 und B-1II-Tubulin durchgefiihrt (Abb. 3.29).
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Abbildung 3.29: Analyse der GM2-positiven Neurone nach PMA-Behandlung.

Nach der Behandlung der neuronalen Zellen mit 10 nM PMA erfolgte die immunzytochemische Fiarbung (A-J)
und die Kolokalisation von GM2 (rot) und B-III-Tubulin (griin) wurde bestimmt (K, N=3-6, n=29-66). Dabei zeigte
sich, dass die Menge an GM2-positiven Neuronen nach Behandlung mit PMA in allen Zelllinien mit NPC1-
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Mutation im Vergleich zur DMSO-Kontrolle deutlich gesunken ist. Die Signifikanzen iiber den Balken der NPC1-

defizienten Zelllinien wurden wie folgt dargestellt: #: Signifikanz zu Kontrolle A, *: Signifikanz zu Kontrolle B.

In Abbildung 3.29 konnte gezeigt werden, dass die Menge an GM2 in Neuronen mit NPC1-
Mutation nach Behandlung mit PMA signifikant abgenommen hat. Die Werte der
Kolokalisation sanken auf Grund der PMA-Behandlung in allen NPC1-defizienten Zelllinien

auf Kontroll-Niveau.

Die Analysen der neuronal differenzierten Zellen nach der PMA-Behandlung zeigten eine
Verbesserung des neuronalen NPC1-Phinotyps. Die Behandlung mit PMA fiihrte dabei zur
Senkung des Vimentin- und GM2-Gehaltes in Neuronen, wodurch eine Verbesserung des
neuronalen Phinotyps erzielt werde konntr. Daneben konnte, wie bereits in 3.2.4 beschrieben,
eine Erhohung der 16slichen Vimentinfraktion wie auch eine Senkung des Cholesterolgehaltes

in den neuronal differenzierten Zellen nach PMA-Behandlung beschrieben werden.

3.4.4 VERBESSERUNG DES NEURONALEN PHANOTYPS UBER DIE ERHOHUNG DES INTRAZELLULAREN
CALCIUMSPIEGELS MITTELS QUINOLINSAURE

Auf Grund der verringerten Glutamat-induzierten Calciumeinstréme, die in Abbildung 3.18
dargestellt sind, stellte sich im Folgenden die Frage, ob der neuronale Phénotyp ebenfalls durch
eine Behandlung mit Quinolinsdure und somit die FErhohung des intrazelluldren
Calciumspiegels verbessert werden kann. Um diese Fragestellung genauer zu untersuchen,
wurde die Anzahl an Vimentin- und GM2-positiven Neuronen nach Behandlung mit

Quinolinsdure mittels Kolokalisationsanalyse und Durchflusszytometrie (Abb. 3.30) bestimmt.
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Abbildung 3.30: Senkung der Vimentin-positiven Neuronen in NPC1-defizienten Zelllinien nach QUIN-
Behandlung. Die neuronalen Zellen wurden mit 100 nM Quinolinsdure behandelt. AnschlieBend wurde die
Kolokalisation von Vimentin und B-III-Tubulin untersucht (A; N=3-6, n=36-72; Bilder: siche Abb. 3.19) sowie
eine durchflusszytometrische Analyse durchgefiihrt (B; N=3-6, n=6-16). Die Analysen zeigten, dass dic Menge
an Vimentin-positiven Zellen nach Behandlung mit Quinolinséure in allen Zelllinien mit NPC1-Muation deutlich
gesunken war. Die Signifikanzen iiber den Balken der NPC1-mutierten Zelllinien wurden wie folgt dargestellt: #:

Signifikanz zu Kontrolle A, *: Signifikanz zu Kontrolle B.

Die in Abbildung 3.30 dargestellten Experimente zeigten die Menge an Vimentin-positiven
Neuronen nach Behandlung der Zellen mit 100 nM Quinolinsdure. Nach dieser Behandlung
konnte eine Verringerung der Vimentin-positiven Neurone in NPC1 iiber die
Kolokalisationsanalyse (Abb. 3.30, A; Bilder: siehe Abb. 3.19) und die Durchflusszytometrie
(Abb. 3.30, B) nachgewiesen werden. In den Zelllinien mit homozygoten Mutationen im NPC1-
Gen (c.1180T>C und c3182T>C) konnte sogar eine signifikante Reduktion der Vimentin-
positiven Neurone auf Kontroll-Niveau nach QUIN-Behandlung nachgewiesen werden.

Im Folgenden sollte neben der Analyse des Vimentingehaltes in NPC1-defizienten Neuronen
auch der Gehalt an GM2 nach Behandlung mit Quinolinsédure untersucht werden (Abb. 3.31).
Die Analyse der GM2-positiven Neurone in Abbildung 3.31 zeigte, dass der Anteil an GM2 in
den Neuronen aus Zelllinien mit NPC1-Mutation nach der Behandlung mit Quinolinsidure
deutlich gesunken ist. Die Quinolinsidure-Behandlung wirkte sich somit positiv auf den Gehalt
an GM2-positiven Neuronen aus. Die Zelllinien mit NPCI1-Mutation zeigten dabei eine
signifikante Reduktion der GM2-positiven Neurone, wenn auch nicht das Niveau der Kontroll-

Zelllinien erreicht werde konnte.
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Abbildung 3.31: Analyse der GM2-positiven Neurone nach QUIN-Behandlung.

Die Zellen wurden mit 100 nM QUIN behandelt und anschlieBend immunzytochemisch gefirbt. Die
Kolokalisationsanalyse (K, N=3-6, n=29-66) von GM2 (rot) und B-III-Tubulin (griin) ergab eine verringerte
Menge an GM2-positiven Neuronen in allen Zelllinien mit NPC1-Mutation nach Behandlung mit PMA. Die
Signifikanzen tiber den Balken der NPC1-defizienten Zelllinien wurden wie folgt dargestellt: #: Signifikanz zu

Kontrolle A, *: Signifikanz zu Kontrolle B.

Die Analyse der Effektivitéit der Quinolinsdure-Behandlung zeigte eine deutliche Wirkung auf
den neuronalen Phédnotyp hinsichtlich der Vimentin-positiven als auch der GM2-positiven
Neuron. Auch konnte in Abschnitt 3.2.5 dargestellt werden, dass die Behandlung der neuronal
differenzierten Zellen zur Verbesserung der Gliose und zu Verringerungen von
Cholesterolakkumulationen fiihrt. Dieser Effekt konnte auch schon fiir PMA beschrieben
werden. Daraus ldsst sich ableiten, dass die Erhohung des intrazelluldren Calciumspiegels durch
Quinolinsdure ebenso zur Verbesserung des NPC1-Phénotyps beitrdgt wie die Erhohung der
PKC-Aktivitit durch PMA. Beide Behandlungen zeigten eine deutliche Verbesserung des
NPC1-Phidnotyps und sind somit fiir weitere Experimente im Hinblick auf mdgliche

TherapiemaBBnahmen fiir NPC1-Patienten geeignet.
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4. DISKUSSION

4.1 GENERIERUNG NEUER IPS-ZELLLINIEN UND DIFFERENZIERUNG IN NEURONALE
ZELLLINIEN

4.1.1 VERGLEICHBARKEIT DER GENERIERTEN IPS- UND NEURONALEN ZELLLINIEN MIT ANDEREN
ZELLMODELLEN

In den Jahren 2006 bis 2008 wurden enorme Fortschritte auf dem Gebiet der iPS-Zellen
gemacht (Park et al., 2008b; Takahashi et al., 2007; Takahashi and Yamanaka, 2006; Yu et al.,
2007). Im Folgenden wurde die Reprogrammierung von iPS-Zellen allgemein zuginglich und
es entstanden viele Krankheitsmodelle (Park et al., 2008a). Die Vorteile, induzierte pluripotente
Stammzellen als Krankheitsmodelle zu nutzen, liegen zum einen in dem nahezu unlimitierten
Wachstum und somit in einer grolen Menge zur Verfiigung stehender Zellen, vor allem
krankheitsspezifischer Zelltypen. Zum anderen in der Pluripotenz der Stammzellen, in jede
Zelle zu differenzieren. Somit bieten iPS-Zellen eine potentielle Quelle fiir zelltherapeutische
Anwendungen und personalisierte Therapien in der Klinik sowie fiir die Erforschung der zu
Grunde liegenden Mechanismen und der Medikamentenentwicklung. Dabei muss allerdings
besonderer Wert auf eine genaue Charakterisierung des pluripotenten Status der Zellen gelegt
werden, um Variabilitidten innerhalb von Zelllinien und iPS-Klonen zu vermeiden (Vitale et al.,
2012). Um Variabilitiaten innerhalb von Zelllinien und iPS-Klonen ausschliefen zu konnen,
wurde in unserer Arbeitsgruppe eine standardisierte Methode zur Reprogrammierung von iPS-
Zellen etabliert (Trilck et al., 2017, 2016, 2013). Diese Methode wurde fiir alle hier
hergestellten Zelllinien strikt eingehalten. Des Weiteren wurden die Zelllinien nach
erfolgreicher Expansion grundlegend charakterisiert, sodass Unterschiede auf Grund von
verschiedenen Pluripotenzstadien ausgeschlossen werden konnen (Maherali and Hochedlinger,
2008; Vitale et al., 2012). Zu diesen minimalen Anforderungen nach Maherali & Hochedlinger
(2008) gehoren das Karyogramm (siehe Abb. 3.2), der Nachweis von Pluripotenzmarkern
(Oct4, Tra-1-60, Tra-1-81, SSEA3, SSEA4 und Nanog; sieche Abb. 3.3) sowie der Nachweis
von Zelltypen der drei Keimblitter, was hier iiber den ,,Embryoid Body Assay* durchgefiihrt
wurde (siehe Abb. 3.4). Da alle generierten Zelllinien diesen Anforderungen entsprachen, kann
von einer sehr geringen Variabilitit innerhalb der Zelllinien und Klone ausgegangen werden
(Vitale et al., 2012).

Bei der Verwendung von neuronal differenzierten Zellen sollte beachtet werden, dass diese
auch nach langer Differenzierungszeit keinen adulten Status aufweisen, sondern eher mit

embryonalen Zellen vergleichbar sind (Robinton and Daley, 2012; Srikanth and Young-Pearse,
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2015). Die hier verwendeten iPS-Zelllinien wurden zu neuralen Progenitorzellen und
anschliefend iiber sechs Wochen zu neuronal differenzierten Zellen differenziert. Diese
neuronal differenzierten Zellen wurden im Folgenden elektrophysiologisch charakterisiert und
zeigten sowohl Spannungsabhingige Ionenkanile, Aktionspotentziale sowie spontane
postsynaptische Strome, die auf die Ausbildung eines reifen synaptischen Netzwerks schlieBen
lassen (Peter et al., 2017b). Diese Charakteristika weisen auf reife Neurone hin. Dennoch wurde
ein niedrigeres Membranpotential in allen Zelllinien gefunden, was auf noch nicht vollstindig
ausgereifte Neurone schlieBen ldsst (Rabenstein et al., 2017). Das Vorhandensein nicht
vollstandig ausgereifter Neurone wurde mehrfach in iPS-basierten neurodegenerativen
Zellmodellen beschrieben, wie in Srikanth & Young-Pearse zusammengefasst (Srikanth and
Young-Pearse, 2015). Das Fehlen von vollstindig ausgereiften Neuronen stellt dabei einen
Nachteil der iPS-Zellmodelle dar, vor allem im Hinblick auf die Verwendung in Krankheiten
mit spét einsetzenden Symptomen wie Morbus Parkinson (ca. 60 Jahre) und Morbus Alzheimer
(ca. 65 Jahre) (Srikanth and Young-Pearse, 2015). Auch zur Nutzung im Morbus Niemann-
Pick Typ C sollte diese Tatsache bedacht werden, da einige Patienten ein sehr frithes Einsetzen
der klinischen Symptome zeigen, im Alter von wenigen Monaten, aber die priavalente Mutation
erst im juvenilen Alter auftritt (Vanier, 2010). Dennoch ist es moglich, mit Hilfe der iPS-zell-
basierten neuronalen Modelle zelluldre Phinotypen zu untersuchen, die noch vor Eintreten der
klinischen Symptome erkennbar sind. Auf Grund der Unreife der neuronalen Zellen, die aus
iPS-Zellen differenziert wurden, wird aktuell an Moglichkeiten geforscht, eine Reifung bzw.
Alterung der Neurone zu erzielen. Dafiir werden differenzierte Neurone unter anderem in
Gehirne von Versuchstieren implantiert, um eine natiirliche Umgebung zu schaffen (Srikanth
and Young-Pearse, 2015). Des Weiteren wurde auch eine Uberexpression des Proteins
Progerin, das an der vorzeitigen Alterung beteiligt ist, untersucht. Dabei konnten im Morbus
Parkinson, nach Uberexpression von Progerin, spezifische spit einsetzende Phinotypen
beschrieben werden, die vorher auf Grund der nicht-ausgereiften Neurone nicht beobachtet
werden konnten (Miller et al., 2013).

Ein Vorteil des hier verwendete NPC1-Zellmodells, das auf patientenspezifischen iPS-Zellen
und daraus differenzierten neuronalen Zellen basiert, sind die typischen NPCI-
Krankheitsmerkmale, die nachgewiesen werden konnten. Dazu gehoren Cholesterol- und GM2-
Akkumulationen (Trilck et al., 2017, 2016, 2013), was auch mit anderen iPS-basierten NPC-
Zellmodellen iibereinstimmt (Efthymiou et al., 2013; Maetzel et al., 2014; Soga et al., 2015;
Yuetal., 2014).
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4.1.2 UNTERSUCHUNG VERSCHIEDENER NPC-ZELLLINIEN

Genotyp-Phinotyp-Korrelationen, wie sie fiir andere lysosomale Speichererkrankungen, wie
Morbus Gaucher (Whitfield et al., 2002) und Morbus Pompe (Kroos et al., 2012) beschrieben
wurden, konnten bisher fiir Morbus Niemann-Pick Typ C, trotz einiger Hinweise, nicht belegt
werden (Millat et al., 2001b; Yamamoto et al., 2000). Gerade da noch keine Genotyp-Phénotyp-
Korrelation bekannt ist, war es notwendig, verschiedene Mutationen des NPC/-Gens und deren
phénotypische Auswirkungen in diesem neuronalen Zellmodell zu untersuchen. Dabei war es
von entscheidender Bedeutung, die Auswirkungen der einzelnen Mutationen auf den zelluldren
neuronalen Phénotyp in NPC1 zu betrachten.

Die verschiedenen Mutationen, die in dieser Arbeit genutzt wurden, liegen in unterschiedlichen
Bereichen des NPCI1-Proteins. Die Mutation der kombinierten heterozygoten Mutante
(c.1836A>C; ¢.1628delC; p.E612D;P543Rfs20*) befindet sich in der Sterol-sensitiven-
Domine des NPCI1-Proteins. Mutationen in der Sterol-sensitiven-Doméne fiithren zu einem
kompletten Verlust des funktionalen NPCI1-Proteins, ebenso wie die Deletion, die zu einer
vorzeitigen Termination des NPC1-Proteins fithrt (Vanier and Millat, 2003). Diese Mutationen
fithren dabei zu einem friihkindlichen systemischen Einsetzen der Krankheit (Park et al., 2003;
Sun et al., 2001). Die homozygote Mutation c.1180T>C (p.Y395H) befindet sich, im NPC1-
Protein gelegen, in direkter Nihe zur Sterol-sensitiven-Domédne und konnte diese somit
beeinflussen. Auf Grund des Aminosdureaustausches von Tyrosin zu Histidin ldsst sich
vermuten, dass es trotz der Ahnlichkeit der Aminosiuren zu Fehlfaltungen in der
Sekundérstruktur des NPC1-Proteins kommt. Diese Fehlfaltungen wiirden einen Abbau des
fehlgefalteten Proteins iiber die endoplasmatische-Retikulum-assoziierte Degradation und das
Ubiquitin-Proteasom-System (Nakasone et al., 2014) nach sich ziehen, wodurch weniger
funktionales Protein in der Zelle vorhanden wire. Da diese Mutation erst kiirzlich in unserer
Arbeitsgruppe beschrieben wurde, ldsst sich bisher noch keine generelle Aussage iiber das
Eintreten der Krankheitssymptome treffen (Trilck et al., 2017).

Die dritte hier genutzte NPCI1-Mutation ist die privalente Mutation des NPCI-Gens,
¢.3182T>C (p.I1061T). Diese Mutation in der Cystein-reichen-Domine (Millat et al., 2001b)
des NPC1-Proteins fiihrt im Allgemeinen zu einem variablen klinischen und biochemischen
Phinotyp (Vanier and Millat, 2003). Homoallelisch fiihrt die Mutation zu einem frithen
systemischen Einsetzten der Krankheit, wobei die ersten neurologischen Symptome im
kindlichen oder im adoleszenten Stadium der Entwicklung auftreten konnen (Imrie et al., 2015).
Auch diese Punktmutation fiihrt zu einer Fehlfaltung des NPCI-Proteins und zum

proteasomalen Abbau des mutierten Proteins (Gelsthorpe et al., 2008; Praggastis et al., 2015).
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Als typisches diagnostisches Merkmal, konnten in der pridvalenten Mutation (¢.3182T>C)
Cholesterolakkumulationen in Patienten-Fibroblasten nachgewiesen werden (Ohgane et al.,
2014). Auch in den auf iPS-Zellen basierten neuronal differenzierten Zellen aller drei mutierten
NPC1-Zelllinien konnten diese Akkumulationen von Cholesterol nachgewiesen werden (Trilck
et al., 2017). Neben den Cholesterolakkumulationen kommt es bei einer Fehlfunktion des
NPC1-Proteins auch zur Akkumulation von weiteren Lipiden, wie etwa Sphingomyelin,
Glykolipide, sowie auch Sphingosine und Sphinganine. Dazu zéhlt auch das Glykosphingolipid
bzw. Gangliosid GM2 (Vanier, 2010), was ebenfalls in dem hier verwendeten humanen
neuronalen Zellmodell akkumulierte (Trilck et al., 2017).

Im Allgemeinen sind die drei untersuchten Mutationen des NPCI-Gens (c.1836A>C;
c.1628delC; ¢.1180T>C und ¢.3182T>C) in Bezug auf den hier beschriebenen zelluliren
Phinotypen sehr dhnlich. Das betrifft sowohl die Cholesterol- (Abb. 3.17 und Abb. 3.21) als
auch die GM2-Akkumulationen (Abb. 3.26), die verringerte Menge an phosphorylierten
Intermediirfilamenten (Abb. 3.14), die Erhohung der reaktiven Gliazellen in der Gliose (Abb.
3.11) sowie die vermehrte Vimentinexpression in Neuronen (Abb. 3.25). Dabei wiesen alle
NPC1-defizienten Zelllinien die gleiche Tendenz in Bezug auf die beschriebenen Phinotypen
auf. Auch die Responsivitit der einzelnen NPC1-mutierten Zelllinien auf die Behandlung mit
PMA (Abb. 3.15, 3.16, 3.28 und 3.2) oder Quinolinsédure (Abb. 3.19, 3.20, 3.30 und 3.31) war
in der Tendenz gleich. In den Neuronen hingegen waren leicht erhohte Vimentinwerte fiir die
kombiniert heterozygote Mutante nachweisbar (Abb. 3.25). Dabei konnte auch die Behandlung
mit PMA und Quinolinsidure den Anteil an Vimentin-positiven Neuronen in den Zelllinien mit
den homozygoten Punktmutationen (c.1180T>C und c.3182T>C) stirker in Richtung Kontroll-
Niveau reduzieren (sieche Abb. 3.28 und 3.30). Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass es
bei der kombinierten heterozygoten Mutante auf dem einen Allel zu einem vorzeitigen
Strangabbruch kommt und somit ein schwerwiegenderer Phianotyp verzeichnet werden kann.
Im Allgemeinen wurden auf Grund der klinischen Daten fiir die homozygoten Punktmutationen
(c.1180T>C und ¢.3182T>C) mildere Phéanotypen erwartet. Allerdings konnte diese Annahme
mit den hier untersuchten phéanotypischen Merkmalen der NPC-Erkrankung nicht bestitigt
werden, da sich alle Mutationen @hnlich verhielten und keine eindeutigen reproduzierbaren
Unterschiede zwischen den Mutationen beschrieben werden konnten.

Mutationen im NPC2-Gen treten nur in 5 % aller NPC-Erkrankungen auf (Vanier, 2010). Bisher
sind nur wenige Fille von NPC2 bekannt, wobei fiir die beschriebenen Mutationen eine
Phinotyp-Genotyp-Korrelation bekannt ist, im Gegensatz zum NPC1-Protein. Bei den meisten

Niemann-Pick Typ C Erkrankungen mit Mutationen im NPC2-Gen treten die ersten Symptome
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neonatal auf, wobei es zur Ausprigung eines schweren Phinotyps kommt, der hiufig letal ist.
Dabei treten {iiberwiegend respiratorische und hepatische Manifestationen, sowie
schwerwiegende neurologische Symptome auf. Die am héufigsten auftretenden Mutationen
sind Nonsens-Mutationen oder Verschiebungen des Leserrasters sowie die Mutation p.E20X
(Millat et al., 2001a; Vanier and Millat, 2003). Die Mutation, p.E20X, wurde auch in dieser
Arbeit fiir die Reprogrammierung von Patienten-Fibroblasten mit der kombinierten
heterozygoten Mutation ¢.58G>A;c.140G>T (p.E20X;C47F) in iPS-Zellen genutzt. Diese
Mutationen fiithren zu einer frithen Termination sowie einer Missense-Mutation. Auf Grund der
frithen Termination kommt es zu einer schwerwiegenden Auspriagung der Krankheit mit letalen
Auswirkungen, sowohl in der kombinierten heterozygoten als auch in der homozygoten
Auspriagung des Allels. Auch konnte fiir das NPC2-Protein eine Genotyp-Phinotyp-Korrelation
beschrieben werden (Millat et al., 2001a), sodass davon ausgegangen werden kann, dass die
hier produzierte NPC2-Zelllinie ebenfalls einen schwerwiegenden Phénotyp aufweist. In der
Charakterisierung der generierten NPC2-iPS-Zelllinien (Abb. 3.3, 3.4 und 3.6) und den daraus
differenzierten neuronalen Zellen (Abb. 3.7) konnten keine Unterschiede zwischen der
generierten NPC1-defizienten Zelllinie mit der Mutation ¢.3182T>C und der NPC2-defizienten
Zelllinie (c.58G>A;c.140G>T) festgestellt werden. Trotz der Erwartung des schwerwiegenden
Phinotyps konnten in der hier generierten NPC2-Zelllinie keine phédnotypischen Unterschiede
zur ebenfalls generierten homozygoten NPCI1-Mutante (c.3182T>C), die vom klinischen
Phénotyp als milder beschrieben wird, beobachtet werden. In Abbildung 3.7 sind keine
morphologischen Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien zu erkennen und auch die
geringfiigig hohere Anzahl an Gliazellen in der NPC2-Zelllinie zeigt keinen Unterscheide zur
NPC1-Zelllinie. Dies konnte ebenso in der Filipin-Firbung beobachtet werden (Abb. 3.9).
Somit konnte auch diese Annahme, dass die NPC2-defiziente Zelllinie mit der
schwerwiegenden Mutation auch einen schwerwiegenderen Phinotyp im Zellmodell aufweist,

nicht bestitigt werden.

4.1.3 VORTEIL DER NEURONALEN UND GLIALEN MISCHKULTUR

In dem hier verwendeten humanen neuronalen Zellmodell, differenziert aus
patientenspezifischen iPS-Zellen, kam es wihrend der Differenzierung aus den neuralen
Progenitorzellen zur Bildung von Neuronen und Astrozyten in der Kultur. Dies machte die
Etablierung von speziellen Methoden, wie die Kolokalisationsanalyse oder Doppel- und
Dreifachfdarbungen fiir die Immunzytochemie und die Durchflusszytometrie notwendig, um

feststellen zu konnen, in welchem Zelltyp Verdnderungen beobachtet werden. Diese
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Mischkultur war aber iiberaus vorteilhaft fiir das Uberleben und die Differenzierung der
humanen Neuronen, die bekanntlich auf Grund ihres Stoffwechsels auf Astrozyten angewiesen
sind (Sofroniew and Vinters, 2010). Daher werden in vielen neuronalen Langzeitkulturen
Astrozyten zusammen mit Neuronen kultviert, um das Uberleben der Neurone zu sichern und
die Differenzierung zu unterstiitzen. Dabei werden unter anderem Astrozyten aus der Ratte
verwendet, um eine Kultivierung von primiren Neuronen iiber 100 Tage zu gewihrleisten (Lam
et al., 2017). Die Kokultivierung mit Ratten Astrozyten bewirkt ebenfalls eine frithere Reifung
der Neurone in Kultur, wobei der Kontakt zwischen Astrozyten und Neuronen von primérer
Wichtigkeit ist (Johnson et al., 2007). Vor kurzem wurden ebenfalls humane Astrozyten fiir die
Kokultivierung mit Neuronen genutzt. Auch dabei stellte sich heraus, dass die Astrozyten einen
positiven Effekt auf die Reifung der Neurone haben und fiir eine langfristige Kultivierung der

Neurone unerldsslich sind (Kuijlaars et al., 2016; Odawara et al., 2016).

4.2. UNTERSUCHUNG DER GLIOSE IM NEURONALEN NPC1-ZELLMODELL

Als universelles Ereignis im zentralen Nervensystem tritt die Gliose nach jeder Art von
Verletzung auf. Die hauptsidchlichen Kennzeichen fiir die Gliose sind eine erhohte Anzahl an
Gliazellen mit groBeren und lingeren Auslidufern sowie einer intensiveren Fiarbung der glialen
Filamente (Norton et al., 1992). Bei diesen Gliazellen handelt es sich um reaktive Gliazellen,
welche GFAP hochregulieren sowie die Intermedidrfilamente Vimentin und Nestin, nach der
Herunterregulation in der embryonalen Entwicklungsphase, wieder exprimieren und
proliferieren (Pekny and Nilsson, 2005; Pekny and Wilhelmsson, 2006). Diese typischen
Merkmale wurden auch in den hier verwendeten iPS-Zellbasierten NPCI1-Gliazellen
widergespiegelt. NPCl-mutierte Zelllinien zeigten dabei eine Steigerung der reaktiven
Astrozyten, die auch die Vimentin-Expression erneut hochregulierten sowie nochmals
proliferierten (Abb. 3.10, 3,11 und 3.12). Die Gliose, die in dieser Arbeit gezeigt werden
konnte, ist fiir das NPC1-Mausmodell bereits beschrieben (Baudry et al., 2003; Pressey et al.,
2012). Dabei konnte gezeigt werden, dass einige Gehirnareale Inflammationsmarker aufwiesen.
Die Autoren schlussfolgerten, dass die Inflammation auf eine Aktivierung der Mikroglia
zuriickzufiihren ist, was zur Neurodegeneration fiihrt und somit eine Astrozyten Aktivierung
hervorruft. Die Hochregulation von Gliazellen konnte bereits in vier Wochen alten Mausen
festgestellt werden, wobei ebenfalls eine untypische Astrozyten-Morphologie gefunden wurde.
Die Zellen hatten weniger ausgeprigte Ausldufer und geschwollene Zellkorper (Baudry et al.,
2003). Ebenso konnte gezeigt werden, dass eine erhohte Anzahl an reaktiven Astrozyten vorlag,

die eine erhohte Anzahl an Einschliissen in den Zellen zeigten (German et al., 2002, 2001).
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Auch Pressey und Kollegen konnten eine Gliose feststellen und dass die Gliose dem Verlust
von Neuronen voran geht, aber erst nach dem Absterben von Neuronen immens zunimmt
(Pressey et al., 2012). Gliose, sowie Marker fiir Neuroinflammation, konnten auch in humanen
Post-mortem-Gehirnbiopsien in verschiedenen Gehirnarealen, wie dem Frontotemporallappen,
aber auch Kortex, Hirnstamm und Cerebellum, nachgewiesen werden (Chiba et al., 2014;
Cologna et al., 2014; Yamashita, 2012).

Diese Entdeckungen im NPCl-Mausmodell sowie in Patienten korrelieren mit dem hier
verwendeten neuronalen iPS-basierten NPC1-Zellmodell, sodass hier geschlussfolgert werden
kann, dass 1PS-basierte Zellmodelle eine gute Alternative fiir Krankheitsmodelle sind. Da
bisher keine Studien an humanen In-vitro-Zellmodellen zur Gliose bekannt sind, ist das in
dieser Arbeit verwendete Zellmodell das erste, in dem eine Gliose in einem iPS-basierten
humanen Zellmodell nachgewiesen werden konnten. Die hier gezeigten Beobachtungen von
hoheren Mengen an GFAP*/Vimentin®-Zellen, einer gesteigerten Proteinmenge an GFAP und
Vimentin sowie Ki67-Zellen, zeigen proliferierende Zellen in NPC1-mutierten Zelllinien und
stehen im Einklang mit den bisher bekannten Resultaten aus dem oben beschriebenen NPC1-
Mausmodell und humanen Post-mortem-Studien. Daher konnte in dieser Arbeit
geschlussfolgert werden, dass die Gliazellen, die aus NPC1 patientenspezifischen iPS-Zellen
hergestellt wurden, einer Gliose unterliegen.

Der Einfluss der Gliose auf den Krankheitsverlauf des Morbus NPC wird kontrovers diskutiert
(Erickson, 2013), obwohl Gliose bereits in NPC1-Patienten und Tiermodellen dargestellt
werden konnte. Dabei ist die Gliose nicht nur ein universeller Mechanismus nach Verletzungen
des zentralen Nervensystems, sondern wird auch als wesentlicher Einflussfaktor in anderen
neurodegenerativen Erkrankungen wie dem Morbus Alzheimer gesehen (Osborn et al., 2016).
Die Gliose wird im Morbus Alzheimer durch Akkumulationen von fehlgefaltetem B-Amyloid-
Protein ausgelost. Dabei fiihrt die Gliose zu massiven molekularen Verdnderungen, was zu
einer Storung der homdoostatischen Regulation der Astrozyten und somit zur Beeintrichtigung
des neuronalen Mikro-Milieus fiihrt. Folglich trigt die Gliose iiber diesen Mechanismus zur
Neurodegeneration bei (Osborn et al., 2016). Im Gegensatz dazu konnte in der Amyotrophen
Lateralsklerose beschrieben werden, dass eine verminderte Expression des mutierten Gens in
Astrozyten zu einer Verlangsamung des Krankheitsverlaufs fithrt und somit der
Neurodegeneration entgegen wirkt (Yamanaka et al., 2008). Diese gegensitzlichen
Darstellungen der Gliose, als Reaktion auf den neuronalen Zelltod oder als Ursache fiir diesen,
zeigen deutlich, dass beide Zellarten, Neurone und Gliazellen, nicht isoliert betrachtet werden

konnen.
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Oligodendrozyten, die fiir die Myelinisierung der Axone verantwortlich sind, wurden im NPC1-
Mausmodell als abnormal beschrieben. Ebenso konnte eine Demyelinisierung im NPCI-
Mausmodell nachgewiesen werden (Lee et al., 2014; Yu and Lieberman, 2013). Der zugrunde
liegende Mechanismus ist bis heute noch nicht abschlieBend geklért. Allerdings haben Studien
ergeben, dass nicht nur das Vorhandensein des funktionsfihigen NPC1-Proteins in Neuronen,
sondern auch in Oligodendrozyten fiir die Bildung und auch die Erhaltung der Myelinscheide
in NPC1 notwendig ist (Yu and Lieberman, 2013). Fiir Astrozyten wurde bisher eine
Aktivierung und in Folge dessen die Gliose in humanen post-mortem Studien (Chiba et al.,
2014; Cologna et al., 2012; Yamashita, 2012) und dem NPCI1-Mausmodell beschrieben
(Baudry et al., 2003; German et al., 2002, 2001; Pressey et al., 2012). Dabei wird angenommen,
dass es sich bei der Gliose um einen sekundéren Effekt, der auf den neuronalen Zelltod folgt,
handelt (Lopez et al., 2011; Lopez and Scott, 2013; Yu et al., 2011). Wobei in diesen Studien
gezeigt werden konnte, dass bedingt durch das Fehlen des NPC1-Proteins, ausschlieBlich in
Astrozyten, keine Abnormititen im Phénotyp und keine Gliose nachgewiesen werden konnte
(Yuetal., 2011). Im Einklang mit diesen Ergebnissen re-exprimierten Lopez und Kollegen das
NPCI1-Protein im NPC1-Mausmodell ausschlieBlich in Gliazellen oder Neuronen und konnten
dabei feststellen, dass die Expression von NPC1 lediglich in Gliazellen die Lebensspanne der
getesteten NPC1-Miuse nicht signifikant verlingern konnte, wobei jedoch ein geringerer
Gewichtsverlust beobachtet werden konnte. Die Re-Expression des NPC1-Proteins unter einem
neuronalen Promotor fiihrte dahingegen zu einer verldngerten Lebensspanne und einer
verminderten Gliose im NPC1-Mausmodell. Diese Ergebnisse veranlassten die Autoren zur der
Hypothese, dass die Gliose durch das Sterben der Neurone bedingt wird und nicht durch das
Fehlen des NPC1-Proteins in Gliazellen (Lopez et al., 2011; Lopez and Scott, 2013). Dennoch
sollte bei diesen Ergebnissen bedacht werden, dass Gliazellen die Hauptquelle der
Cholesterolsynthese im Gehirn darstellen und somit auch Neurone mit Cholesterol versorgen
(Pfrieger and Ungerer, 2011), sodass es bei einer abnormalen NPC1-Funktion in Gliazellen
ebenfalls zu einem gestorten Lipidtransport zwischen Gliazellen und Neuronen kommt (Ong et
al., 2001). Ebenso wird durch eine NPC1-Fehlfunktion die Produktion und Abgabe trophischer
Faktoren, wie GDNF oder Lactat, gestort. Des Weiteren wird eine mogliche Produktion von
Toxinen durch defekte Gliazellen diskutiert (Nagai et al., 2007). Diese Aspekte legen nahe,
dass Storungen des glialen Systems im zentralen Nervensystem durch nicht-funktionales
NPC1- oder NPC2-Protein einen Beitrag zur Neurodegeneration im Morbus leisten kdnnen.
Auch sind die Proteine NPC1 und NPC2, sowie der Transport von Cholesterol iiber diese

Proteine, unerlésslich fiir die Bildung und Erhaltung des Myelins im Gehirn (Yu and
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Lieberman, 2013). Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Lopez und Kollegen (Lopez et al.,
2011; Lopez and Scott, 2013) konnte die Arbeitsgruppe um Erickson zeigen, dass die
Expression von NPC1 in Astrozyten zu einer dreifach lingeren Lebensdauer, verringertem
Gewichtsverlust und wiederhergestellten Fertilitit der NPC1-Méuse fiihrte. Auch eine
Verringerung des Cholesterolgehaltes in Neuronen konnte beobachtet werden (Donohue et al.,
2009; Zhang et al., 2008). Des Weiteren wurden auch enterische Gliazellen untersucht, wobei
festgestellt werden konnte, dass der verringerte Gewichtsverlust in NPC1-Miusen mit re-
exprimiertem NPCI-Protein in Gliazellen wahrscheinlich auf einer Verbesserung der
enterischen Neuropathologie beruht (Kapur et al., 2009). Auerdem konnte die Arbeitsgruppe
zeigen, dass eine Expression des NPCI1-Proteins in Neuronen zwar zu einer fiinffachen
Verliangerung der Lebensdauer der NPC1-Miuse fiihrt, aber auch nach sechs Monaten
motorische Symptome wie Ataxie und Tremor auftraten. Dabei konnte eine komplette
Verbesserung des Phinotyps nur durch die Expression des NPC1-Proteins in Neuronen und
Gliazellen erzielt werden (Borbon et al., 2012). Diese widerspriichlichen Resultate konnten zum
einen auf die unterschiedlichen experimentellen Aufbauten vor allem durch die verwendeten
Promotoren zuriickzufiihren sein, zeigen aber deutlich, dass auch Gliazellen, insbesondere
Astrozyten, stark in den NPC1-Phinotpy involviert sind und beide Zellarten, Neurone und
Gliazellen, nicht isoliert betrachtet werden konnen, sondern immer als eine systemische Einheit
gesehen werden sollten.

Das hier verwendete humane iPS-basierte Zellmodell ist das erste, in dem eine Gliose
nachgewiesen werden konnten (Peter et al., 2017a). Fiir dieses Modellsystem konnte gezeigt
werden, dass in den neuronal differenzierten Zellen hohere Mengen an GFAP*/Vimentin®-
Zellen, eine gesteigerte Proteinmenge an GFAP und Vimentin sowie proliferierenden Zellen in
NPC1-mutierten Zelllinien vorhanden sind. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den
bisher bekannten Resultaten aus dem oben beschriebenen NPC1-Mausmodell und humanen
Post-mortem-Studien. Daher konnte geschlussfolgert werden, dass aus NPCl1
patientenspezifischen iPS-Zellen differenzierte Gliazellen einer Gliose unterliegen. Somit wire
dieses Modell auch im Folgenden geeignet, den Beitrag der Gliazellen zur Neurodegeneration
in NPCI1 zu untersuchen. Dafiir wire die in diesem zelluldren System vorliegende Mischkultur
ein entscheidender Vorteil, da dadurch die Interaktion von Neuronen und Gliazellen besser
untersucht werden konnte. So wire es zum Beispiel moglich zu untersuchen, ob zuerst die
Neurodegeneration auftritt und anschlieBend die Gliose oder aber, ob andere Faktoren die

Gliose verursachen und es anschlieBend zum Absterben von Neuronen kommt.
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Ein weiteres Modellsystem zur Untersuchung des Morbus Niemann-Pick Typ C ist der Einsatz
von U18666A in zelluldren Systemen, wie gesunden Fibroblasten, wodurch ein NPC-Phénotyp
induziert werden kann. Die Substanz U18666A inhibiert zum einen die Cholesterolbiosynthese
und den intrazelluldren Cholesteroltransport, aber auch den Transport von Cholesterol aus den
Lysosomen, wodurch diese Substanz eingesetzt wird, um den NPC-Phinotyp nachzustellen
(Cenedella, 2009; Lu et al., 2015). Wie in Abbildung 3.22 gezeigt, fiihrt die Verwendung von
1 pg/ml UI8666A in dem hier verwendeten neuronalen Zellmodell zur Akkumulation von
freiem Cholesterol in neuronal differenzierten Kontroll-Zelllinien. Im Folgenden wurde
untersucht, ob die Induktion der Cholesterolakkumulation tiber U18666A ebenfalls die Gliose
induzieren kann. Dafiir wurden die Zellpopulationen durchflusszytometrisch analysiert und es
konnte festgestellt werden, dass der Anteil an GFAP-positiven Zellen schon nach 24 Stunden
Behandlungszeit signifikant erhoht war. Auch der Anteil an Vimentin-positiven Gliazellen und
den proliferierenden Gliazellen nahm in den Kontroll-Zelllinien zu (Abb. 3.23). Des Weiteren
wurde untersucht, ob nach der Inkubation mit UI18666A im neuronalen Zellmodell auch eine
Veridnderung des Phosphorylierungsstatus von Vimentin und GFAP beobachtet werden konnte
(Abb. 3.25). Dabei wurde gezeigt, dass die Behandlung der Kontroll-Zelllinien mit U18666A
zu einer signifikanten Reduktion der 16slichen Fraktionen von Vimentin und GFAP fiihrt.
Zusammenfassend konnte hiermit gezeigt werden, dass die Behandlung mit U18666A sowohl
zu Cholesterolakkumulationen als auch zur Gliose und zur Verringerung der 16slichen Anteile
an GFAP und Vimentin fiihrt. Dadurch kann an dieser Stelle geschlussfolgert werden, dass die
Induktion der Cholesterolakkumulation méglicherweise einen direkten Einfluss auf die Gliose
und die Veridnderung des Phosphorylierungsstatus der Intermedidrfilamente hat. Die
Akkumulation von Cholesterol konnte dabei zur Verdnderung der Phosphorylierung von
Vimentin und GFAP fiihren, was im Folgenden einen Einfluss auf das Auftreten von reaktiven
Astrozyten bzw. die Gliose haben konnte. Inwiefern diese beobachteten phinotypischen
Merkmale zusammenhingen und welche Mediatoren dafiir benotigt werden, muss Gegenstand
weiterer Untersuchungen sein.

Somit bildet das hier verwendete Zellmodell eine gute Basis fiir weitere Analysen der
Interaktion von Neuronen und Gliazellen, vor allem der Astrozyten, im Morbus Niemann-Pick

Typ C.

4.3 VERANDERUNGEN DER INTERMEDIARFILAMENTE IM NPC1-ZELLMODELL
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4.3.1 ERHOHTER VIMENTINGEHALT IN NPC1-DEFIZIENTEN ZELLLINIEN

Wie in Abschnitt 4.2 beschrieben, kommt es auf Grund der Gliose in NPC1 zur Erhohung der
GFAP-Expression und somit auch des GFAP-Proteinlevels in NPC1-Zelllinien. Aber nicht nur
das Intermediarfilament GFAP ist im NPC1-Zellmodell verindert, sondern auch Vimentin. In
dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass in dem hier verwendeten neuronalen
Zellmodell, basierend auf patientenspezifischen iPS-Zellen, eine erneute Hochregulation von
Vimentin in NPC1 vorhanden ist. Vimentin konnte sowohl in differenzierten Astrozyten (siehe
3.2.2) als auch in Neuronen (siehe 3.3) gefunden werden. In Abbildung 3.12 konnte
demonstriert werden, dass in NPC1-defizienten Zelllinien im Vergleich zu Kontroll-Zelllinien
eine signifikante Erhohung des Vimentingehaltes nachgewiesen werden konnte. Auch
Abbildung 3.11 zeigte einen signifikanten Anstieg von Vimentin in NPC1-Gliazellen im
Vergleich zu gesunden Gliazellen. Fiir Neurone konnte in Abbildung 3.24 demonstriert werden,
dass NPCl-affektierte Neurone einen signifikant hoheren Anteil an Vimentin-positiven
Neuronen haben als Kontroll-Zelllinien.

Somit kann geschlussfolgert werden, dass in NPC1, ebenso wie in anderen neurodegenerativen
Erkrankungen, ein erhohter Vimentingehalt im Vergleich zu nicht-atfektierten Zellen zu finden
ist. Fir NPC1 wurde bisher in Fibroblasten eine verdnderte Phosphorylierung von Vimentin
beschrieben, allerdings wurde in diesem Zellmodell nicht der gesamte Vimentingehalt der
Zellen iiberpriift (Tamari et al., 2013; Walter et al., 2009). Daher kann an dieser Stelle keine
Aussage iiber die Vergleichbarkeit dieser beiden Modelle getroffen werden. Vimentin wird in
der Entwicklung der Neurone und Astrozyten herunterreguliert und nach abschlieBender
Differenzierung nicht mehr oder nur in sehr geringem Maf3e exprimiert (Bignami et al., 1982;
Pixley and Vellis, 1984). In dem hier verwendeten Zellmodell stellt sich dabei die Frage, ob
Vimentin wieder exprimiert wurde oder im Laufe der Entwicklung in NPCl-defizienten
Zelllinien spéter herunterreguliert wurde.

Fiir die hier durchgefiihrten Versuche wurden 40 Tage differenzierte neuronale Zellen
verwendet. Die Neurone wiesen zu diesem Zeitpunkt elektrophysiologische Aktivitdt auf und
zeigten liber das Vorhandensein von Neurofilamenten und Synaptophysin Merkmale von reifen
post-mitotischen Neuronen (Peter et al., 2017b). Dadurch konnte gezeigt werden, dass es sich
in diesem Zellmodell um reife Neurone handelt, die kein Vimentin exprimieren (Bignami et al.,
1982; Pixley and Vellis, 1984). Fiir die Gliazellen konnte gezeigt werden, dass diese ebenfalls
S100B-postiv waren. Da S100B ein Marker fiir reife Astrozyten ist und erst nach GFAP
exprimiert wird, kann auch fiir die Gliazellen davon ausgegangen werden, dass es sich um

ausgereifte Zellen handelt, die kein Vimentin exprimieren (Raponi et al., 2007). Allerdings ist
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hierbei zu beachten, dass Vimentin in In-vitro-Zellkulturen vermehrt exprimiert wird im
Gegensatz zu In-vivo (Bignami et al., 1982; Schnitzer et al., 1981). Dennoch konnte hier gezeigt
werden, dass in den NPC1-defizienten Zelllinien mehr Vimentin vorhanden war als in Kontroll-
Zelllinien. Daher konnte geschlussfolgert werden, dass trotz eines erhohten Basis-
Vimentingehaltes vermehrt Vimentin in NPC1-defizienten Zelllinien exprimiert wurde. Diese
Hochregulation von Vimentin, wie sie in dem hier verwendeten Zellmodell beschrieben werden
konnte, ist auch in anderen neurodegenerativen Erkrankungen beschrieben worden. So konnte
von Bauer 2012 nachgewiesen werden, dass Vimentin in der Krankheit Chorea Huntington an
der Akkumulation von mutiertem Huntingtin beteiligt und ist in Neuronen auch wieder
hochreguliert. Die Hochregulation von Vimentin und die damit verbundene erhohte
Akkumulation von Huntigtin fithrte zu einer Verschlechterung der Krankheitssymptome,
sodass geschlussfolgert wurde, dass eine Herunterregulation von Vimentin von Vorteil fiir
einen milderen Krankheitsverlauf wire (Bauer and Hudec, 2012). Auch im Morbus Alzheimer
konnten erhohte Vimentinexpressionen nachgewiesen werden (Levin et al., 2009; Yamada et
al., 1992). Allerdings wird in diesen Studien die Hochregulation von Vimentin als
Mechanismus zur Schadensbegrenzung nach Verletzungen des Gehirns beschrieben, wobei
Vimentin eine essentielle Rolle in der Wiederherstellung von Synapsen und Dendriten nach
einer Schadigung im Gehirn zugesprochen wird. Vimentin wird dabei in Abhingigkeit der
Akkumulation von B-Amyloid wieder exprimiert (Levin et al., 2009). Da fiir NPC1 bisher noch
keine Hochregulation von Vimentin beschrieben ist, kann hier nur iiber den zugrunde liegenden
Mechanismus spekuliert werden. Dabei wire es aber durchaus denkbar, dass Vimentin eine Art
Rettungsmechanismus {ibernimmt. Vimentin koénnte, in Anlehnung an Morbus Alzheimer
(Levin et al., 2009), auf Grund der vermehrten Cholesterolakkumulationen wieder exprimiert
werden. Diese erhohte Expression von Vimentin konnte dazu beitragen, die
Cholesterolakkumulationen zu verringern, da Vimentin im vesikuldren Transport und dem

Transport von Cholesterol in der Zelle beteiligt ist (Evans, 1994; Ivaska et al., 2007).

4.3.2 VERANDERUNGEN DES PHOSPHORYLIERUNGSSTATUS VON VIMENTIN UND GFAP IN NPC1

In vorherigen Studien konnte beschrieben werden, dass in NPC1-Fibroblasten Verdnderungen
im Phosphorylierungsstatus von Vimentin zu finden sind (Tamari et al., 2013; Walter et al.,
2009). In Anlehnung an diese Studien wurde in dieser Arbeit der Phosphorylierungsstatus von
Vimentin in neuronal differenzierten Zellen, abgeleitet aus patientenspezifischen iPS-Zellen,

bestimmt. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Morphologie der Vimentinfilamente in NPC1-
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mutierten Zelllinien verdndert ist und der Gehalt an phosphoryliertem Vimentin in NPCI-
Zellen signifikant reduziert ist (Abb. 3.13), was den voran gegangenen Studien entspricht
(Tamari et al., 2013; Walter et al., 2009). Da Vimentin in zelluliren Prozessen wie dem
vesikuldren Membrantransport und der Signaltransduktion beteiligt ist (Ivaska et al., 2007),
kann angenommen werden, dass eine verdnderte Vimentin-Phosphorylierung die normale
Zellfunktion beeintriachtigt. Vimentin und GFAP gehoren zu Klasse III der
Intermediiirfilamente. Auf Grund dieser Ahnlichkeiten zwischen den beiden IFs wurde
ebenfalls der Phosphorylierungsstatus von GFAP genauer untersucht. Dabei konnte
gleichermallen eine Verdnderung des Phosphorylierungsstatus zu Gunsten des unloslichen,
nicht-phosphoryliertem GFAP in NPC1-defizienten Zelllinien beschrieben werden (Abb. 3.13).
Neuere Arbeiten zeigen, dass IFs, neben Mikrofilamenten und Mikrotubuli, eine grofle Rolle
im zelluldren Transport spielen. Hierbei interagieren IFs und wichtige Proteine des vesikuldren
Transports wie die Rab-Proteine (Margiotta and Bucci, 2016). Auch fiir Vimentin wurde eine
direkte Interaktion mit Rab9 wihrend des Lipidtransportes aus spiten Endosomen (Walter et
al., 2009) und Rab7a, welches im vesikuldren Membrantransport involviert ist, beschrieben
(Cogli et al., 2013). Diese Interaktion ist in NPC1 verindert, wahrscheinlich auf Grund der
Lipidakkumulationen in spiten Endosomen/Lysosomen, die zur Inhibition der PKC fiihren, was
wiederrum zur Hypophosphorylierung von Vimentin und endosomaler Fehlfunktion fiihrt
(Tamari et al., 2013; Walter et al., 2009). Des Weiteren ist gezeigt worden, dass Vimentin-
Aggregate, wie sie fiir NPC1 beschreiben wurden und auch in dieser Arbeit nachgewiesen
werden konnten, den Transport von Mitochondrien zum Beispiel in der Giant Axon
Neuropathie inhibieren (Lowery et al., 2015). Dies wiederrum verstidrkt die Hypothese, dass
eine reduzierte Phosphorylierung von Intermedidrfilamenten zu einem Transportdefekt in
neurodegenerativen Erkrankungen fiihrt. Diese Verdnderungen im Zytoskelett konnten die
lysosomale Exozytose inhibieren (Walter et al., 2009), welche ein bekannter Mechanismus fiir
NPCl1-defiziente Zellen zur Freisetzung von akkumuliertem Cholesterol ist. So konnte zum
Beispiel die lysosomale Exozytose durch HPB-Cyclodextrin (Chen et al., 2010) und 6-
Tocopherol (Xu et al., 2012) erhoht werden. Eine mogliche Wirkungsweise dieser Substanzen
konnte der Calciumeinstrom in die Zellen sein, der gleichzeitig die Proteinkinase C (PKC)
aktiviert (Ivaska et al., 2005), welche wiederum Intermediirfilamente phosphoryliert. Dadurch
konnten der Transport von lysosomalen Vesikeln und die lysosomale Exozytose verbessert
werden, sodass der Cholesterolgehalt in der Zelle abnehmen wiirde.

Aktuelle Studien legen nahe, dass der PKC eine zentrale Rolle in neurodegenerativen

Erkrankungen zukommt (Etcheberrigaray et al., 2004). Die PKC ist ein stark reguliertes Enzym
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und verschiedene Molekiile, wie Calcium, sind fiir die Aktivierung der PKC notwendig (Liu
and Heckman, 1998). Aus Untersuchungen an Fibroblasten ist bekannt, dass Sphingolipide die
PKC inhibieren (Liu and Heckman, 1998; Lloyd-Evans et al., 2008; Walter et al., 2009), wobei
Sphingolipide in NPC1 (Lloyd-Evans et al., 2008; Vanier, 2014) aber auch in anderen
lysosomalen Speichererkrankungen, wie Morbus Krabbe oder Morbus Gaucher, akkumulieren
(Vanier et al., 2016). Auch unsere Arbeitsgruppe hat bestitigt, dass es in dem hier verwendeten
humanen, iPS-basierten, neuronalen Zellmodell ebenfalls zu Akkumulationen des Gangliosides
GM2 kommt (Trilck et al., 2017). Somit wire es moglich, dass Sphinolipide, wie das
akkumulierte GM2 zur Inaktivierung der PKC fiihren und somit zu einem verédnderten IF-
Phosphorylierungsstaus. Die Aktivierung der PKC im Morbus Niemann-Pick Typ C ist ein
moglicher therapeutischer Ansatz zur Behandlung dieser neurodegenerativen Erkrankung
(Tamari et al., 2013; Walter et al., 2009). Kiirzlich wurde in diesem Zusammenhang auch
Bryostain-1 als moglicher Therapieansatz zur Aktivierung der PKC in Niemann-Pick Typ C
beschrieben (Alkon, 2017), wobei der Einsatz von Bryostatin-1 auch in der Krebstherapie und
im Morbus Alzheimer untersucht wird (Russo et al., 2015). Weitere Hinweise zur Aktivierung
der PKC als moglichen Therapieansatz werden im folgenden Abschnitt (4.4) niher
beschrieben.

Wie schon unter 4.2. erwihnt, wurde in dieser Arbeit auch U18666A genutzt, um den NPC-
Phinotyp in Kontroll-Zellen herzustellen. Dabei konnte beobachtet werden, dass die Inkubation
mit 1 pug/ml U18666A fiir 24 Stunden schon zu deutlichen Cholesterolakkumulationen (Abb.
3.21) und auch zu einer Induktion der Gliose fiihrte, wie iiber einen erhGhten Anteil von
Gliazellen aber auch Vimentin-positive und proliferierende Gliazellen (Abb. 3.22) gezeigt. Des
Weiteren wurde untersucht, ob nach der Inkubation mit Ul18666A im neuronalen Zellmodell
eine Veridnderung des Phosphorylierungsstatus von Vimentin und GFAP beobachtet werden
konnte. Dabei wurde gezeigt, dass die Behandlung der Kontroll-Zelllinien mit U18666A zu
einer signifikanten Reduktion der 16slichen Fraktionen von Vimentin und GFAP fiihrt. Somit
konnte nachgewiesen werden, dass Cholesterolakkumulationen zu einer Veridnderung des
Phosphorylierungsstatus  der Intermedidrfilamente fiihren. Die Verdnderung der
Phosphorylierung von Vimentin und GFAP konnten im Folgenden einen Einfluss auf das
Auftreten von reaktiven Astrozyten bzw. die Gliose haben. Inwiefern diese beobachteten
phédnotypischen Merkmale zusammenhingen und welche Mediatoren dafiir bendtigt werden,

muss Gegenstand folgender Untersuchungen sein (siehe Abb. 4.1).
4.4 AKTIVIERUNG DER PKC ALS MOGLICHER THERAPIEANSATZ IN NPC

4.4.1 DIREKTE AKTIVIERUNG DER PKC UBER PMA
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In dieser Arbeit konnte demonstriert werden, dass NPC1-mutierte Zelllinien einen gestorten
Intermedidrfilament-Phosphorylierungsstatus aufweisen, wobei die phosphorylierte, 16sliche
Form von GFAP und Vimentin im Vergleich zu Kontroll-Zelllinien signifikant verringert war.
Infolgedessen wurde der Effekt der PKC-Aktivierung auf die Gliose und die IFs in Gliazellen
und Neuronen in diesem Zellmodell ndher untersucht. Fiir die PKC-Aktivierung wurde PMA
genutzt, welches auf Grund seiner strukturellen Ahnlichkeit zum natiirlichen Aktivator der PKC
(Diacylglycerin) ebenfalls eine aktivierende Wirkung auf das Protein hat (Liu and Heckman,
1998). Vermutet wurde, dass es auf Grund der Behandlung mit PMA zu einer Erhohung des
phosphorylierten, l6slichen Anteils an IFs kommt, wodurch es zu einer gesteigerten
lysosomalen Exozytose kommt, die den Cholesterolgehalt in den Zellen verringert. Infolge der
reduzierten Cholesterolmenge in den Zellen wiirde es auf Grund des reduzierten zelluldren
Stresslevels zu einer reduzierten Gliose kommen. In der Tat konnte die PMA-Behandlung die
Gliose verbessern, wie durch eine reduzierte Proliferation und eine reduzierte Anzahl an
Vimentin-positiven Gliazellen gezeigt wurde (Abb. 3.14). Ebenso konnte durch diese
Behandlung der Anteil an l6slichen, phosphorylierten Intermedidrfilamenten erhoht werden
(Abb. 3.15). Erstaunlicherweise fiihrte die Aktivierung der PKC iiber PMA nicht nur zur
Verbesserung der Gliose, sondern auch zur Reduktion der Cholesterolakkumulationen in
NPC1-defizienten Zelllinien (Abb. 3.16). Neben den positiven Effekten auf Gliazellen konnte
ebenso eine Verbesserung des Phinotyps in Neuronen erreicht werden. Der Vimentingehalt in
den Neuronen nahm signifikant ab (Abb. 3.27). Dariiber hinaus konnte auch die Menge des
Glykosphingolipids GM2 in Neuronen signifikant reduziert werden (Abb. 3.28).

Diese Ergebnisse stimmen mit den bisherigen Studien zu Vimentin in NPC1 iiberein (Tamari
et al., 2013; Walter et al., 2009) und bestitigen die Hypothese, dass die Aktivierung des PKC
iiber PMA zur Erhohung des loslichen, phosphorylierten Anteils der Intermedidrfilamente
Vimentin und GFAP fiihrt. Dadurch konnte die Exozytose in den Zellen angeregt werden, wie
in Kapitel 4.2.3 diskutiert, wodurch es zur Abnahme der akkumulierten Lipide, wie GM2 und
Cholesterol, und letztendlich zur Verbesserung des NPC1-Phinotyps kommen konnte.

Zu den bekannten Funktionen der Intermediidrfilamente zdhlen unter anderem der zellulire
Transport von Signalmolekiilen wie Ionenkanilen (Ivaska et al., 2007). Kiirzlich konnte in
unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass es in neuronal differenzierten NPC1-mutierten
Zelllinien zu einem reduzierten AMPA-vermittelten Calciumeinstrom kommt. Dieser
reduzierte Calciumeinstrom kann auf ein erhohtes Level an Calcium-impermeablen GluA2-
Untereinheiten in den AMPA-Rezeptoren der NPCl-mutierten Zelllinien zuriickgefiihrt

werden. Eine mogliche Ursache fiir den Anstieg der GluA2-Untereinhiet konnten durch einen
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verdnderten Phosphorylierungsstatus der Intermedidrfilamente bedingte Transportdefekte sein
(Rabenstein et al., 2017).

Beziiglich der Interaktion von Astrozyten und Neuronen, vom Cholesterolmetabolismus in
Astrozyten (Vance et al., 2005) bis hin zum Konzept der dreiteiligen Synapse (Araque et al.,
1999; Halassa et al., 2007), konnte der gestorte Phosphorylierungsstatus der
Intermedidrfilamente einen enormen Einfluss auf die Kommunikation und die Interaktion von
Neuronen und Astrozyten haben. So konnte zum Beispiel die Ausschiittung von
Gliotransmittern, wie Glutamat oder GABA, nach neuronaler Aktivitit eingeschrinkt werden.
Aber auch die Ausschiittung von Wachstumshormonen oder &hnlichen Proteinen, die die
Aufrechterhaltung und Verdnderungen von Synapsen beeinflussen, konnte gestort werden
(Sofroniew and Vinters, 2010). Diese veridnderte Kommunikation von Neuronen und
Astrozyten konnte zur Neurodegeneration in NPC1 beitragen.

Zusammenfassend konnte hier gezeigt werden, dass iiber die Aktivierung der PKC eine
deutliche Verbesserung des NPC1-Phinotyps erzielt werden kann. Die Aktivierung der PKC
erfolgte hierbei iiber die strukturelle Ahnlichkeit von PMA zu dem natiirlichen Aktivator
Diacylglycerin. Gleichzeitig wird die Aktivitit der PKC aber auch iiber den intrazelluldren
Calciumspiegel der Zelle reguliert (Liu and Heckman, 1998). Daher wurde ebenfalls
Quinolinsdure, ein Agonist von Glutamat-Rezeptoren, verwendet und untersucht, ob

Quinolinsédure zu einer Verbesserung des NPC1-Phénotyps fiihrt.

4.4.2 INDIREKTE AKTIVIERUNG DER PKC UBER EINE ERHOHUNG DES CALCIUMEINSTROMS MITTELS
QUINOLINSAURE

Die Aktivierung der PKC iiber PMA erfolgte zum einen iiber PMA, zum anderen kann die PKC
auch iiber eine Erhohung des intrazelluldren Calciumniveaus aktiviert werden. Daher wurde in
dieser Arbeit auch der Einfluss von Quinolinsdure auf den NPC1-Phénotyp untersucht.

Quinolinsdure (QUIN) ist ein Agonist von ionotropen Glutamat-Rezeptoren und kann somit
einen Calciumeinstrom in die Zelle auslosen. QUIN ist ein natiirlich vorkommender Metabolit
im Zellstoffwechsel und entsteht beim Katabolismus von L-Tryptophan iiber den
Kynureninstoffwechsel. Produziert wird QUIN von Makrophagen oder aktivierten
Mikrogliazellen im Gehirn und wirkt dabei als Glutamat-Rezeptor-Agonist, im Besonderen als
Agonist der NMDA-Rezeptoren, exzitatorisch. Durch diese Wirkung kommt es zu einem
erhohten Calciumeinstrom in die Zelle. Im Speziellen fiihrt die Akkumulation von QUIN zu
einer erhohten Glutamatfreisetzung durch Neurone und inhibiert die Aufnahme von Glutamat

und die Glutamin-Synthese durch Astrozyten, wodurch es rdumlich begrenzt zu erhohten
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Glutamatkonzentrationen kommen kann. In Studien konnte gezeigt werden, dass es in einigen
neurodegenerativer Erkrankungen, wie in Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson, Chorea
Huntington und Multipler Sklerose, zu pathologisch hohen Konzentrationen (iiber 500 nM) von
QUIN kommt, die neurotoxisch wirken. Astrozyten wirken dabei dem neurotoxischen Effekt
von QUIN entgegen, da sie zur Verminderung der QUIN-Akkumulation im Gehirn fiihren
(Guillemin, 2012). In geringen Dosen, unter 350 nM QUIN, kommt es zu einer gesteigerten
Phosphorylierung von zelluldren Strukturproteinen, wie unter anderem Vimentin und GFAP
(Guillemin, 2012; Pierozan et al., 2014). Ebenfalls kann es in geringen Konzentration zu einer
Verbesserung der Gliose-Anzeichen, wie Senkung des Vimentin- und GFAP-Gehaltes,
kommen (Guillemin, 2012).

Auf Grund schon bekannter Veridnderungen im Calciumhaushalt in NPC1, wurde in dieser
Arbeit untersucht, ob eine Verdnderung der intrazelluliren Calciumkonzentration zur
Verbesserung des NPCI-Phédnotyps beitrdgt. Dafiir wurde die Aktivierung bestimmter
Calcium-leitender Ionenkanile iiber Agonisten, wie Glutamat und QUIN, verwendet. Die
Applikation dieser Substanzen fiihrte zu einem geringeren Calciumeinstrom als in den Kontroll-
Zelllinien (Abb. 3.17). Der verringerte Calciumeinstrom in Zelllinien mit NPCI1-Mutation
wurde in unserer Arbeitsgruppe bereits beschrieben (Rabenstein et al., 2017) und konnte hier
reproduziert werden. Verdnderungen der intrazelluldren Calciumkonzentration konnten bisher
fiir saure Kompartimente gezeigt werden, wobei der Calciumgehalt in diesen reduziert ist und
eine Blockade des Cholesteroltransportes durch U18666A zu einer Verringerung des
Calciumgehaltes in diesen Kompartimenten fiihrt. In dieser Studie konnte ebenso demonstriert
werden, dass die Verringerung des intrazelluldren Calciumspiegels iiber Chelatoren zur
Auspriagung des NPCI-Phinotyps fithrt (Lloyd-Evans et al., 2008). Auch im NPCI-
Mausmodell konnten Verdnderungen der intrazelluldren Calciumsignal-Weiterleitung
beobachtet werden. Diese wurden durch eine verdnderte Signalweiterleitung iiber Gap
Junctions und Halbkanilen zwischen Astrozyten hervorgerufen (Sdez et al., 2013). In dieser
Studie wurde der Zusammenhang von reduzierter Kommunikation von Astrozyten iiber Gap
Junctions untersucht, da diese reduzierte Aktivitdt von Gap Junctions und eine erhohte Aktivitt
von Halbkanilen die Verletzlichkeit gegeniiber Inflammation erhohen soll. Dabei konnte im
NPCI1-Mausmodell nachgewiesen werden, dass die Gap Junctions eine verringerte und
Halbkanile eine erhohte Aktivitit aufweisen und es bedingt dadurch zu verinderten
Oszillationen des Calciumsignals in Astrozyten kam (Séez et al., 2013).

Hier wurde iiber die Behandlung der neuronal differenzierten Zellen mit QUIN Einfluss auf

den intrazelluldren Calciumspiegel ausgeiibt. Die Hypothese fiir die Verwendung von QUIN
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war, dass die Anhebung des intrazelluldren Calciumspiegels, wie auch die Behandlung mit
PMA, zu einer Aktivierung der PKC fiihrt (Liu and Heckman, 1998). Dadurch sollte eine
Hyperphosphorylierung der Intermedidrfilamente GFAP und Vimentin erreicht werden
(Pierozan et al., 2014), was eine Erhohung der Exozytose in NPC1-defizienten Zellen und somit
eine Reduktion des Cholesterolgehaltes in diesen Zellen nach sich ziehen konnte (Chen et al.,
2010; Ivaska et al., 2007). AuBerdem konnte die Hyperphosphorylierung von GFAP und
Vimentin sowie die Reduktion des Cholesterolgehaltes in den Zellen zu einer Reduktion der
Gliose in NPCl1 fiihren. Die Ergebnisse dieser Versuche zeigten in der Tat, dass QUIN, ebenso
wie PMA, einen positiven Einfluss auf den NPC1-Phénotyp hat. Eine Reduktion der Anzeichen
fiir Gliose, Reduktion der proliferierenden Zellen sowie die Reduktion der Vimentin-positiven
Astrozyten konnte beobachtet werden und ist in Abbildung 3.18 dargestellt. Auch eine
Hyperphosphorylierung von Vimentin und GFAP (Abb. 3.19) sowie die Reduktion des
Cholesterolgehaltes in NPCI-mutierten Zelllinien (Abb. 3.20) konnte beschrieben werden.
Zusitzlich dazu konnte gezeigt werden, dass sich auch der Anteil an Vimentin-positiven
Neuronen und die Menge an akkumulierten GM2 nach einer Behandlung mit 100 nM QUIN
verringerte (Abb. 3.30, 3.31). Somit konnte die Hypothese mit den hier verwendeten
Experimenten bestitigt werden. Wobei allerdings nicht eindeutig gezeigt werden kann,
wodurch die Gliose reduziert werden konnte. Allerdings konnte mit Hilfe der Behandlung von
Kontroll-Zelllinien mit U18666A fiir 24 h eine Induktion der Gliose sowie eine Induktion der
Hypophosphorylierung von Vimentin und GFAP (Abb. 3.21) nachgewiesen werden. Somit
kann angenommen werden, dass die Akkumulation von Cholesterol zur Hypophosphorylierung
von Intermedidrfilamenten und einer Reduktion der intrazelluldren Calciumkonzentration fiihrt,
wodurch es zur Auspragung des Gliose kommen konnte.

Wie konkret und liber welche Mediatoren diese beobachteten phénotypischen Ausprigungen
des Morbus Niemann-Pick Typ C zusammenhédngen, kann hier nicht abschlieBend geklirt
werden. Um die exakten Zusammenhinge von Hypophosphorylierung, Calciumkonzentration
und Gliose aufzukliren, bedarf es weiterer Experimente und Untersuchungen. Dennoch konnte
in dieser Arbeit eine belegbare Hypothese iiber den moglichen Zusammenhang aufgestellt
werden, die im Folgenden weiter belegt werden sollte. Eine beeintrichtigte Signalweiterleitung
in Astrozyten, aber auch in Neuronen, bedingt durch die beeintrdchtigte PKC und davon
abhingiger Prozesse, konnte zu einem schédlichen Kreislauf fithren (Abb. 4.1), der in

progressiven Zellverlust gipfelt.
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Abbildung 4.1: Hypothetischer Zusammenhang von Cholesterolakkumulationen, gestorter IF-
Phosphorylierung und Gliose in NPCI1. Cholesterolakkumulationen konnten zu einem verringerten
Calciumeinstrom und im Folgenden zur verringerten Aktivitidt der PKC fiihren. Daraufhin konnte es zu einer
verringerten Phosphorylierung der Intermedidrfilamente GFAP und Vimentin kommen, was die Gliose fordern

konnte. Diese Mechanismen konnten zu Neurodegeneration im Morbus Niemann-Pick Typ C beitragen.

Der in Abbildung 4.1 dargestellte hypothetische Kreislauf beginnt mit steigenden
Cholesterolakkumulationen in neuronalen oder glialen NPCIl-mutierten Zellen. Diese
Akkumulationen konnten im Folgenden zu einem verringerten Calciumeinstrom in die Zellen
fithren, wodurch es zu einer verringerten PKC-Aktivitdt kommen konnte. Diese verringerte
PKC-Aktivitit wiirde wiederrum zu einer gestorten Phosphorylierung der Intermediirfilamente
GFAP und Vimentin und somit zur gestorten Aggregation dieser Filamente fithren. Diese
Verdnderungen im zelluldren Zytoskelett konnten die Aktivierung reaktiver Astrozyten und
damit die Gliose fordern. Dieser Zyklus konnte dann zur Neurodegeneration im Morbus NPC
fiihren.

Diese Hypothese ist jedoch hoch spekulativ und benétigt weiterfithrende Studien, um den
Einfluss von Gliazellen, Neuronen und der Gliose auf den pathogenen Mechanismus von NPC

zu beleuchten.
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6. ANHANG

6.1. CHEMIKALIEN

Tabelle 6.1: Zellkulturmedien und Zusiitze

Bezeichnung Hersteller Katalog-Nr.

Accutase Stemcell Technologies, K029.2
Ko6ln, DE

Ampicillin-Natriumsalz Carl Roth GmbH, K029.2

(100 mg/ml in A.dest) Karlsruhe, DE

Benzonase Merck KGaA 1.01654.0001

Darmstadt, DE

B27 serumfreies Supplement (50x) Gibco, Thermo Fisher 17504044
Scientific, Darmstadt, DE

Dimethyl Sulphoxide (DMSO) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D2650

Hybri-MAX Taufkirchen, DE

Dispase Stemcell Technologies, 07913

(1 mg/ml in DMEM-F12) Ko6ln, DE

DMEM Gibco, Thermo Fisher 31966-021

(Dulbecco’s Modified Eagle Scientific, Darmstadt, DE

Medium) + GlutaMAX

DMEM/F-12 (1:1) Gibco, Thermo Fisher 21331-020

(Dulbecco’s Modified Eagle Scientific, Darmstadt, DE

Medium F-12 Nutrient Mixture)

EGF (epidermaler Peprotech, AF-100-15

Wachstumsfaktor), human Hamburg, DE

rekombinant, (geldst in 10 mM

Essigsdure in A.dest., 0,1 % HSA)

Essigsiure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, A6283-100ML
Taufkirchen, DE

FBS Gibco, Thermo Fisher 10106-169

(fetal bovine serum) Scientific, Darmstadt, DE

FGF2 Amsbio, GSR-2001

(Fibroblastenwachstumsfaktor),
human rekombinant, (10 pg/ml,
gelost in PBS, 0,1 % HSA)

Abingdon, UK
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Gelatine
(Schweinehaut Typ A;
0,1 % gelost in A.dest)

GlutaMAX (100x)

HBSS (1x)
(Hanks’ Balanced Salt Solution)

HSA (Humanes Serum Albumin)

Knockout DMEM

Knockout Serum Replacement

Laminin [ (mouse) 1 mg/ml
(10 pg/ml in DMEM/F-12)

Matrigel

MEM NEAA (100x)
(Minimum Essential Medium Non-
Essential Amino Acids)

2-Mercaptoethanol

mFreSR

mTESR1 Komplettmedium

PBS Dulbecco (PBS -/-,
ohne Calcium und Magnesium)

Penicillin/Streptomycin
(10000 U/ml; 10000 pg/ml)

PLO
(Poly-L-Ornithin-Hydrobromid;
15 mg/ml geldst in A. dest.)

Protaminsulfat
(500 pg/ml, gelost in A. dest)

Trypsin-EDTA 0,05 % (1x)

Roche, Basel, CH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, DE

Gibco, Thermo Fisher
Scientific, Darmstadt, DE

Gibco, Thermo Fisher
Scientific, Darmstadt, DE

CSL Behring GmbH,
Marburg, DE

Gibco, Thermo Fisher
Scientific, Darmstadt, DE

Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Darmstadt, DE

Trevigen,
Gaithersburg, USA

Corning,
Wiesbaden, DE

Gibco, Thermo Fisher
Scientific, Darmstadt, DE

Gibco, Thermo Fisher
Scientific, Darmstadt, DE

Stemcell Technologies,
Ko6ln, DE

Stemcell Technologies,
Koln, DE

Biochrom,
Berlin, DE

Biochrom,
Berlin, DE

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, DE

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, DE

Gibco, Thermo Fisher
Scientific, Darmstadt, DE

06365787001

G1890-100G

35050-038

14170-088

E0044411F

10829-018

10828028

3400-010-01

354277

11140-035

21985-023

05854

05850

L1825

A2213

P3655-50MG

P4020-1G

25300-054



6. Anhang

Trypsin-EDTA 0,25 % (1x) Gibco, Thermo Fisher 25300-056
Scientific, Darmstadt, DE

Valproinsdure-Natriumsalz Sigma-Aldrich Chemie GmbH, P4543-10G

(25 pg/ml, geldst in A. dest) Taufkirchen, DE

Y27632, 2 mg Miltenyi Biotec GmbH, 130-095-563

(10 mM, geldst in PBS -/-) Bergisch-Gladbach, DE

Tabelle 6.2: Verwendete Chemikalien

Chemikalien fiir molekularbiologische Methoden

Bezeichnung Hersteller Katalog-Nr.

Ampicillin-Natriumsalz Carl Roth GmbH & Co KG, K029.2
Karlsruhe, DE

LB-Agar Carl Roth GmbH & Co KG, X969.2
Karlsruhe, DE

LB-Medium Carl Roth GmbH & Co KG, X968.2
Karlsruhe, DE

CaCl; Merck KGaA, 1.02382
Darmstadt, DE

Essigsdure (100 %) Merck KGaA, 8.18755
Darmstadt, DE

Ethanol (100 %) Zentralapotheke der Universitdtsmedizin,
Rostock, DE

Isopropanol Walter CMP GmbH & Co KG, WALI11601
Kiel, DE

KCl Merck KGaA, 1.04936
Darmstadt, DE

MgClx SERVA Electrophoresis GmbH, 28305
Heidelberg, DE

NaCl Merck KGaA, 3957.2
Darmstadt, DE

TE-Puffer QIAGEN GmbH, 1018499

Hilden, DE
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Chemikalien fiir biochemische Analysen Western Blot und Firbungen

Bezeichnung Hersteller Katalognr.

B-Mercaptoethanol SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH, M-7522
Steinheim, DE

Human Brain Total RNA Clontech/Takara, Saint-Germain-en-Laye, 636530
FR

Bromphenolblau-Natriumsalz Carl Roth GmbH & Co KG, A512.1
Karlsruhe, DE

BSA (Albumin Fraktion V) Carl Roth GmbH & Co KG, 8076.4
Karlsruhe, DE

complete mini Protease Inhibitor  Roche, 04693124001

Cocktail Tabletten Mannheim, DE

DABCO SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH, D27802-

(1,4-Diazobicyclo[2.2.2]-oktan)  Steinheim, DE 500G

DAPI Life Technologies/Thermo Fisher D1306

(4'6-Diamidin-2-Phenylindol) Scientific, Darmstadt, DE

EGTA SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH, E4378

(Ethyenglycol- Steinheim, DE

bis(aminoetyhleter)-N,N,N’,N'-

tetraessigsiure)

EDTA SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH, E-5134
Steinheim, DE

Filipin Polyscience Europe GmbH, Eppenheim, 08707

(50 mg/ml in DMSO) DE

Fluo 4-AM Life Technologies/Thermo Fisher F14201
Scientific, Darmstadt, DE

Glycerol (87 % [v/Vv]) Merck KGaA, 1.04094
Darmstadt, DE

Glycin Carl Roth GmbH & Co KG, 3908.3
Karlsruhe, DE

HC1 Merck KGaA, 1.00317
Darmstadt, DE

HEPES SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH, H3375

(2-(4-(2-Hydroxylethyl)-1- Steinheim, DE

ppperazinyl)-ethansulfonséure)

Igepal CA-630 SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH, 56741

Steinheim, DE
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Magermilchpulver

Methanol

Mowiol 4-88

NaCl

NaF

NaOH

NBT/BCIP

Natriumazid
Natrium-Deoxycholat
Normales Ziegenserum
PhosStop

(Phosphatase Inhibitor)
PFA

(Paraformaldehyd)
Salzsdure

Saponin

SDS

TRIS

Tris HCI

Triton X-100

Tween 20

SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH,
Steinheim, DE

Carl Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe, DE

SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH,
Steinheim, DE

Carl Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe, DE

Merck KGaA
Darmstadt, DE

Carl Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe, DE

Roche, Mannheim, DE,

Merck KGaA
Darmstadt, DE

SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH,
Steinheim, DE

Dako,
Hamburg, DE

Roche, Mannheim, DE

SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH,
Steinheim, DE

Carl Roth GmbH & Co KG
Karlsruhe, DE

Merck KGaA
Darmstadt, DE

Carl Roth GmbH & Co KG
Karlsruhe, DE

Carl Roth GmbH & Co KG
Karlsruhe, DE

Carl Roth GmbH & Co KG
Karlsruhe, DE

Carl Roth GmbH & Co KG
Karlsruhe, DE

SERVA Electrophoresis GmbH
Heidelberg, DE

70166

4627.2

81381-250G

3957.2

1.06449.0250

1.06469

1.06688

D6750

X00907

04906837001

16005-1KG-

R

K025.1

558255-

100GM

2326.2

4855.2

9090.3

3051.3

37470
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Waschlosung fiir MACS Milteyi Biotec, 130-091-221
Sortierung Bergisch-Gladbach, DE
6.2. KITS

Tabelle 6.3: Verwendete Kits
Bezeichnug Hersteller Katalog-Nr. Verwendung
AmplexRed Life Technologies/ Al12216 Bestimmung des
Cholesterol Assay Thermo Fisher Cholesterolgehaltes

Scientific, Darmstadt,

DE
QIAfilter Plasmid QIAGEN GmbH 12362 Aufreinigung
Maxi Kit Hilden, DE rekombinant

hergestellter Vektoren

Pierce® BCA Protein Thermo Scientific Inc. 23225 Proteinbestimmung
Assay Kit Waltham, USA
Magnetische Partikel Miltenyi Biotec GmbH, 130-092-966 Aufreinigung neuraler
Anti-PSA-NCAM* Bergisch-Gladbach, DE Progenitorzellen

6.3. GERATE

Tabelle 6.4: Gerite
Bezeichnung Hersteller
Bakterieninkubator Functionline Heraeus Instruments

Hanau, DE
Blotkammer TransBlot® SD Cell Bio Rad Laboratories GmbH
Miinchen, DE
COz-Inkubator CB.150 WTC Binder Labortechnik

COz-Inkubator Revco
COz-Inkubator T6
Durchflusszytometer FACS Calibur
Eismaschine AF80

Elektrophoresekammer Criterion™Cell

Tuttlingen, DE

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, DE
Heraeus, Hanau, DE

BD, Heidelberg, DE

Scotsman Ice Systems
Mailand, ITA

Bio Rad Laboratories GmbH
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Feinwaage AX224 M-pact

Feinwaage BL610

Gefrierbehilter Mr.Frosty
Gefrierschrank (-20°C)

Gefrierschrank (-80 °C)
Geschirrspiiler G7883
Hitzesterilisator T6

Inkubationshaube IH50

IVF Workstation 1.224
Kiihlschrank Comfort

Magnetrithrer Mini MR Standard

Magnetrithrer MSH-20A

Magnetriihrer Stuart Stir CB161

Magnetstiabchen-Sortiment

Microplate Reader GENios

Mikroskop Nikon Eclipse TS100

Mikroskop Biozero 800
Mikroskop LSM 780

Minizentrifuge Sprout®

Multipette plus®

pH-Meter S20-SevenEasy™

Pipettierhilfe Accurpette

Miinchen, DE

Sartorius AG
Gottingen, DE

Sartorius AG
Gottingen, DE

Thermo Fisher Scientific, Darmstad, DE

Liebherr International Deutschland GmbH
Biberach an der Riss, DE

National Lab, M6lln, DE
Miele Professionak, Giitersloh, DE
Heraeus, Hanau, DE

Noctua GmbH
Mossingen, DE

K Systems, Birkenrod, DK

Liebherr International Deutschland GmbH
Biberach an der Riss, DE

IKA-Werke GmbH & Co KG
Staufen, DE

Witek Labortechnik GmbH
Wertheim, DE

Dunn Labortechnik
Asbach, DE

Carl Roth GmbH & Co KG
Karlsruhe, DE

Tecan Group Ltd.
Mainnedorf, CH

Nikon Instruments Inc.
Melville USA

Keyence, Osaka, JP
Carl Zeiss AG, Oberkochen, DE

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, DE

Eppendorf-GmbH
Wesseling-Berzdorf, DE

Mettler-Toledo GmbH
Giellen, DE

VWR International GmbH
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Pipettierhilfe Pipetus®

Plattenleser GENios

Power Pac Universal/ Power Pac 200
Reinstwassersystem Typ HPS UF

Scanner Odyssey Infrared Imaging System
Schiittler KH2/500

Schiittler KM-2AKKU

Schiittler WS5

Spektrophotometer Ultrospec 3100 pro
Sterilwerkbank Antares 48

Sterilwerkbank amin Air® HB2448

Stickstofftank RS Series 1575

Thermomixer compact
Thermoshaker PST-60HL-4

Trockenschrank ED115

Trans-Blot Turbo Transfer System
Vakuumpumpe PM20405-86
VARIOKLAV® Dampfsterilisator Typ300

Vortex Genie 1 Touch Mixer
Vortex MS1 Minishaker

Wasserbad WB10

Darmstadt, DE

Hirschmann Laborgerite
Eberstadt, DE

Tecan, Miannedorf, CH

Bio Rad Laboratories GmbH
Miinchen, DE

TKA Wasseraufbereitungssysteme GmbH
Niedererlberg, DE

LI-COR Biosciences
Lincoln, USA

Noctua GmbH
Mossingen, DE

Edmund Biihler GmbH
Hechingen, DE

Edmund Biithler GmbH
Hechingen, DE

GE Healthcare Europe GmbH
Freiburg im Breisgau, DE

Heraeus instruments
Berlin, DE

Heraeus instruments
Berlin, DE

Taylor Wharton, Wien, AT

Eppendorf-GmbH
Wesseling-Berzdorf, DE

Lab4you GmbH
Berlin DE

Binder, Tuttlingen, DE
Bio-Rad, Miinchen, DE
VWR, Darmstadt, DE

HP Medizintechnik GmbH
OberschleiSheim, DE

Scientific Industries
New York, USA

IKA-Werke GmbH & Co KG
Staufen, DE

Memmert GmbH & Co KG
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Wasserbad WNB 14 mit Schiittler SV 1422

Zellzihler CASY® Model TT
Zentrifuge 3K10

Zentrifuge Avanti J-25

Zentrifuge Microfuge 16

Zentrifuge Z333 MK-2

Zentrifuge Z383K

6.4. VERBRAUCHSMATERIALIEN

Tabelle 6.5: Verbrauchsmaterialien

Schwabach, DE

Memmert GmbH & Co KG

Schwabach, DE
Roche, Mannheim, DE

SIGMA Laborzentrifugen GmbH

Osterode am Harz, DE

Beckman Coulter™
Krefeld, DE

Beckman Coulter™
Krefeld, DE

Hermle Labortechnik GmbH

Wehingen, DE

Hermle Labortechnik GmbH

Wehingen, DE

Produkt Hersteller Katalog-Nr.

CASY® Cups Roche, Mannheim, DE 05651794001

CELLSTAR® Filter Top Greiner bio-one GmbH, 690175

Zellkulturflasche T25 (25¢cm?) Frickenhausen, DE

CELLSTARP®Filter Top Greiner bio-one GmbH, 658175

Zellkulturflasche T75 (75cm?) Frickenhausen, DE

CELLSTAR® Suspensionskultur- Greiner bio-one GmbH, 655185

Mikroplatte, 96 Vertiefungen Frickenhausen, DE

Criterion™ Precast Gel Bio-Rad Laboratories GmbH, 345-0027

(4-15% TRIS-HCI) Miinchen, DE

Deckgliser Krupmbholz, Delters, DE 1173003

Gel Blotting Papier Carl Roth GmbH & Co KG, 0048.1
Karlsruhe, DE

Hybond™-ECL™ Nitrocellulose- GE Healthcare, RPN303D

Membran

Freiburg im Breisgau, DE
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Kryovials SARSTEDT AG & Co, 72.380.007
Niimbrecht, DE

Parafilm® Carl Roth GmbH & Co KG, H951.1
Karlsruhe, DE

Pasteurpipetten Fisher Scientific GmbH, FB50253
Schwerte, DE

Petrischalen mit Nocken (94x16 mm) Greiner bio-one GmbH 633161
JFrickenhausen, DE

Pipettenspitzen 10 pl SARSTEDT AG & Co, 70.1130
Niimbrecht, DE

Pipettenspitzen 100 ul SARSTEDT AG & Co, 70.760
Niimbrecht, DE

Pipettenspitzen 200 pul SARSTEDT AG & Co, 70.760.002
Niimbrecht, DE

Pipettenspitzen 1000 pl SARSTEDT AG & Co, 70.762
Niimbrecht, DE

Pipettenspitzen 1000 pl Mettler Toledo, HR-1000WS

mit extra groBer Offnung GieBlen, DE

Reagiergefal} “Safesael (2ml) SARSTEDT AG & Co, 72.695.004
Niimbrecht, DE

Reagiergefill “SafeSeal” (1,5 ml) SARSTEDT AG & Co, 72.706
Niimbrecht, DE

Rotilabo® Einmal-Wiegeschalen Carl Roth GmbH & Co KG, 2159.1
Karlsruhe, DE

Rundbodenrshrchen Polystyrol (14ml)  Becton-Dickinson, 352051
Franklin Lakes, USA

Serologische Pipetten 10 ml Greiner bio-one GmbH, 607180
Frickenhausen, DE

Serologische Pipetten 25 ml Greiner bio-one GmbH, 760180
Frickenhausen, DE

Serologische Pipetten 5 ml Greiner bio-one GmbH, 606180
Frickenhausen, DE

Spatel (L-Form) VWR, Darmstadt, DE 612-1561
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Trans-Blot Turbo Nitrocellulose

Transfer Packs
Zellkulturplatten 4-well

Zellkulturplatten 6-well
Zellkuturplatte 6-well

(Advanced TC)

Zellkulturplatten 6-well
(low attachement)
Zellkulturplatten 12-well
Zellkulturplatten 24-well

Zellkukturplatte 48-well

Zellkuturschale 6 cm

Zellkuturschale 10 cm

Zellschaber

Zentrifugenrohrchen 15 ml

Zentrifugenrohrchen 50 ml

Bio-Rad, Miinchen, DE

Nunc, Schwerte, DE

SARSTEDT AG & Co,
Niimbrecht, DE

Greiner bio-one GmbH,
Frickenhausen, DE

Stemcell Technologies,
Grenoble, FR

Greiner bio-one GmbH,
Frickenhausen, DE

SARSTEDT AG & Co,
Niimbrecht, DE

Greiner bio-one GmbH,
Frickenhausen, DE

Biochrom, Berlin, DE

SARSTEDT AG & Co,
Niimbrecht, DE

Biochrom, Berlin, DE

SARSTEDT AG & Co,
Niimbrecht, DE

SARSTEDT AG & Co,
Niimbrecht, DE

1704159

176740

83.1839

657960

27145

665180

83.1836

677180

P96600

83.3902

P99003

62.554.502

62.547.254
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6.5. SOFTWARE

Tabelle 6.6: Software

Programm

Hersteller

BZ image analysis application
BZ observation application
CellQuest Pro

Corel Draw 11.633

Magellan 6

NIS-Elemets F2.20

Odyssey® Infrared Imaging System-
Application Software Version 1.2.15

GraphPad Prism 6.01

Microsoft Office

Mendeley Desktop, Version 1.17.9

6.6. ANTIKORPER

Keyence, Osaka, JP

Keyence, Osaka, JP

BD, Heidelberg, DE

Corel, Ottawa, CA

Tecan Group Ltd., Ménnedorf, CH
Nikon Instruments inc., New York, USA

LI-COR Biosciences, Lincoln, USA

GraphPad Software, San Diego, USA
Microsoft Corporation, Redmond, USA

Mendeley Ltd., New York, USA

Fiir die Immundetektion im Western Blot und fiir Inmunzytochemische Farbungen wurden die

folgenden priméren (Tab. 6.7) und sekundiren (Tab. 6.8) Antikorper verwendet.

Tabelle 6.7: Primére Antikorper

Antigen Wirt- Isotyp Hersteller Katalog-Nr.
Spezies

alpha-Fetoprotein Maus IgG SIGMA-ALDRICH Chemie A8452
monoclonal GmbH Steinheim, DE

beta-Aktin AC-  Maus IgG SIGMA-ALDRICH Chemie A5441

15 monoclonal GmbH Steinheim, DE

beta-III Tubulin  Maus IgG Santa Cruz Biotechnology, sc51670
monoclonal Heidelberg, DE
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beta-III Tubulin

beta-111 Tubulin

GAPDH

GFAP

GFAP

GFAP

GFAP pSer38

GM2

Ki67

LAMP2

Pax6

MAP2

MAP2

Nanog

Nestin

Nestin

Oct4

Sox-2

Maus

Kaninchen

Maus

Maus

Kaninchen

Ratte

Kaninchen

Maus

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Maus

Kaninchen

Maus

Kaninchen

Maus

Kaninchen

IgG
monoclonal
IgG
polyclonal
IgG
monoklonal
IegG
monoclonal

IgG
polyclonal
IgG
monoclonal
IgG
polyclonal
IgM
polyclonal
IegG
polyclonal
IgG
polyclonal
IgG
polyclonal
IgG
polyclonal
IgG
monoclonal
IgG
polyclonal
IgG
monoclonal
IgG
polyclonal
IgG
polyclonal
IegG
polyclonal

SIGMA-ALDRICH Chemie
GmbH Steinheim, DE

Abcam
Cambridge, UK

Abcam
Cambridge, UK

Cell Signalling
Technologies, Danvers,
USA

Dako,
Hamburg, DE

Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt, DE

GeneTex,
Irvine, USA

Geschenk
Dr. C. Dobrenis

Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg, DE

GeneTex,
Irvine, USA

Abcam
Cambridge, UK

Merck Millipore, Darmstadt,
DE

Merck Millipore, Darmstadt,
DE

Stemgent,
Cambridge, USA

R&D Systems,
Abingdon, UK
Abcam
Cambridge, UK

Stemgent,
Cambridge, USA

Abcam
Cambridge, UK

T8660

ab8207

ab8245

3670S

70334

13-0300

GTX55065-

100

sc15402

GTX103214

Ab5790

AB5622

MAB378

09-0020

MAB1259

ab92391

09-0023

Ab92494
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S100 Kaninchen IgG Dako, 70311
polyclonal Hamburg, DE
SSEA-3 Ratte IgM Stemgent, 09-0014
monoclonal Cambridge, USA
SSEA-4 Kaninchen IgG Stemgent, 09-0006
polyclonal ~ Cambridge, USA
Synaptophysin ~ Maus IegG SIGMA-ALDRICH Chemie S5768
monolclonal GmbH Steinheim, DE
TRA-1-60 Maus IgM Stemgent, 09-0010
monoclonal Cambridge, USA
TRA-1-81 Maus IgM Stemgent, 09-0011
monoclonal Cambridge, USA
Rab7a Kaninchen IgG GeneTex, GTX63882
monoclonal Irvine, USA
Vimentin Maus IgG Invitrogen/Thermo Fisher 180052
monoclonal Scientific, Darmstadt, DE
Vimentin Kaninchen IgG GeneTex, GTX100619
polyclonal  Irvine, USA
Vimentin p38Ser Ratte IgG MBL D094-3S
monoclonal Nagoya, JP
Tabelle 6.8: Sekundire Antikdrper
Bezeichnung Wirt-Spezies  Reaktivitiit Hersteller Katalog
-Nr.
AlexaFluor 488  Ziege Maus Invitrogen/Thermo Fisher A11029
polyklonal IgG Scientific, Darmstadt, DE
AlexaFluor 488  Ziege Kaninchen  Invitrogen/Thermo Fisher A11034
polyklonal IgG Scientific, Darmstadt, DE
AlexaFluor 488  Ziege Maus Invitrogen/Thermo Fisher A21042
polyklonal IgM Scientific, Darmstadt, DE
AlexaFluor 488  Ziege Ratte Invitrogen/Thermo Fisher A21212
polyklonal IgM Scientific, Darmstadt, DE
AlexaFluor 568  Ziege Maus Invitrogen/Thermo Fisher A11031
polyklonal IgG Scientific, Darmstadt, DE
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AlexaFluor 568  Ziege Kaninchen Invitrogen/Thermo Fisher A11036
IgG Scientific, Darmstadt, DE

polyklonal

AlexaFluor 568  Ziege Maus Invitrogen/Thermo Fisher A21043
polyklonal IgM Scientific, Darmstadt, DE

AlexaFluor 647  Ziege Kaninchen Invitrogen/Thermo Fisher A21245
polyklonal IgG Scientific, Darmstadt, DE

Brilliant Violet  Ziege Ratte BioLegend, 405414

421 polyklonal IgG Fell, DE

Alexa Fluor 680 Ziege Kaninchen Invitrogen/Thermo Fisher A21076
polyklonal IgG Scientific, Darmstadt, DE

Alexa Fluor 680 Ziege Ratte Invitrogen/Thermo Fisher A21096
polyklonal IgG Scientific, Darmstadt, DE

IRDye® 680LT  Ziege Kaninchen = LI-COR, Lincoln, USA 926-
polyklonal IgG 68021

IRDye800® Ziege Maus Rockland Immunochemicals Inc.  610-132-
polyklonal IgG Gilbertsville, USA 121

6.7. PUFFER UND LOSUNGEN

Zum Ansetzen der verwendeten Puffer und Losungen (Tab. A.9) wurde Reinstwasser

verwendet, wenn nicht anders angegeben.

Tabelle 6.9: Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Losungen fiir molekular-

biologische und zytochemische Anwendungen

FACS Waschpuffer

FACS Saponinpuffer

0,5 %
0,02 %

0,5 %
0,5 %
0,02 %

PBS
BSA

Natrium-Azid

PBS
BSA
Saponin

Natrium-Azid
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HEPES-Puffer

Immunfluoreszenz

Waschpuffer

MACS Puffer

Mowiolmedium

Paraformaldehyd 4%
(PFA)

PBs+/+

151 mM
1,25 mM
10 mM
2,5 mM
10 mM
2 mM
1 mM

20 mM
0,15 M
0,05 %

0,5 %
2 mM

24 ¢
6 ml
12 ml

2,5 %

4 %

0,5 mM
0,9 mM

NaCl

NaH;PO4 x H20
Hepes

KCl

Glucose x H20
CaCl2 x 2 H20
MgCl; x 6 H,O
pH 7.5 einstellen

PBS
Tris-HCL (pH 8,5)
NaCl

Tween

PBS

BSA

EDTA
Glycerol
Mowiol 4-88
A.dest

0,2 M Tris-HCI
DABCO

PBS
PFA

PBS
CaCl;
MgCl»
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Phospho-Puffer

Triton-Puffer

150 mM NaCl
20 mM NaF
20 mM Hepes

1 % Igepal
10 %  Glycerol

1 % SDS
0,1 %  Triton X-100

Tabelle 6.10: Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Losungen fiir Western Blot

RIPA-Puffer

5x Laemmli-Puffer

10x SDS-Elektrophorese-
Puffer

20 mM TRIS

137 mM NaCl

12 mM Natrium-Deoxycholat
2 mM EDTA

0,1 % SDS
1 %  Triton X-100

10 %  Glycerol

— 1 complete mini Protease Inhibitor-Tablette (Roche)
in 10 ml RIPA-Puffer 16sen

125 mM TRIS
20 %  Glycerol
2 % SDS

5 % PB-Mercaptoethanol
10 %  Bromphenolblau

250 mM TRIS

2 M Glycin
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0,1 % SDS

1x SDS-Elektrophorese-Puffer 1 : 9 10x SDS-Elektorphorese-Puffer : Aqua dest.

10x SDS-Transferpuffer 480 mM TRIS

390 mM Glycin

3,75 % SDS
1x SDS-Transferpuffer 1:2:7 10x SDS-Transferpuffer : Methanol : Aqua dest.
10x TBS 200 mM TRIS

1,37 M NaCl

— pH 7.5 einstellen

1x TBS 1:9 10x TBS : Aqua dest.

1x TBST 1:9 10x TBS : Aqua dest.
0,1 % Tween 20

6.8. PRIMER

Tabelle 6.11: Primerliste gPCR

Primer  Ausrich- Sequenz GroBe Produkt
tung [bp]
G6PD fw GCAAACAGAGTGAGCCCTTC 500
rev GGGCAAAGAAGTCCTCCAG
GFAP fw CGATCAACTCACCGCCAACA 158
rev GTGGCTTCATCTGCTTCCTGTC
Nestin fw GGCGCACCTCAAGATGTCC 124
rev CTTGGGGTCCTGAAAGCTG

Vimentin Qiagen, Hilden, DE 94
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6.9. PLASMIDE

Tabelle 6.12: verwendete Plasmide

Plasmid Insert Backbone Bestellnummer Firma

c-MYC 1858 MSCV IRES Plasmid 18119 Addgene
GFP Cambridge, USA

gag/pol unbekannt MSCV Plasmid 14887 Addgene
Cambridge, USA

KLF4 1413 pMIG Plasmid 17227 Addgene
Cambridge, USA

SOX2 954 pMIG Plasmid 17226 Addgene
Cambridge, USA

VSV-G 6363 pCMV Plasmid 8454 Addgene

Cambridge, USA



Abkiirzungsverzeichnis

A20

Abb.
ad
Amp
AMPA

BCA
bp
BSA

c.
CamKII
CD
cDNA
cMyc
Da
dest.
DMSO
DNA
E. coli
EB
EGF
ER
ERAD
FBS
FGF2

GAPDH
gDNA
GFAP
GFP
GM2/3

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

mikro

aqua

Abbildung

auffiillen auf

Ampicillin

engl. a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid
(Aminomethylphosphonséure)

Bicinchoninsédure

Basenpaar

bovines Serumalbumin

cDNA-Position

Calcium-Calmodulin-abhéngige Kinase II

Cyclodextrin (2-Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin)

engl. complementary DNA (komplementire DNA)

engl. vian myelocytomatosis virus oncogene cellular homolog
Dalton

destilliert

Dimethylsulfoxid

engl. Desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure)
Escherichia coli

engl. embryoid body (embryonale Korperchen)

engl. Epidermal growth factor

endoplasmatisches Retikulum

ER-assoziierte Degradation

engl. Fetal Bovine Serum (fetales Kalberserum)

engl. Fibroblast growth factor 2

engl. gravity force (Gravitationskraft)
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

genomische DNA

engl. Glial fibrillary acidic protein (saures Gliafaserprotein)
engl. green fluorescent protein (Griin-fluoreszierendes Protein)

Gangliosid Monosialinséure 2/3



Abkiirzungsverzeichnis

A21

HDACi
HEK
IF

iPS
Klf4
LB
LDL

MACS
MEF
min
mRNA
MW

NDZ
NPC
NPCl1
NPC2
NPZ
NTD
Oct3/4

PAGE
Pax6
PBS
PCR
Pen
PFA
pGFAP
PKA
PKC
PMA
PP2A

Stunde(n)

Histon Deacetylase Inhibitoren

engl. human embryonic kidney (humane embryonale Nierenzellen)
Intermediirfilament

induzierte pluripotente Stammzellen

engl. Krueppel-like factor 4

engl. lysogeny broth

engl. Low density lipoprotein

molar

engl. magnetic activated cell sorting

engl. Mouse embryonic feeder

Minute(n)

engl. messenger RNA

Mittelwert

Anzahl

neuronal differenzierte Zellen

Morbus Niemann-Pick Typ C
Niemann-Pick Typ C1

Niemann-Pick Typ C2

neurale Progeniorzellen
N-terminale-Doméne

Oktamer-bindender Transkriptionsfaktor 3%
Position der Aminosdure auf Proteinebene
Polyacrylamidgelelektrophorese

engl. paired box 6

engl. phosphat buffered saline (phosphat-gepufferte Salzlosung)
engl. polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
Penicillin

Paraformaldehyd

phosphoryliertes GFAP

Proteinkinase A

Proteinkinase C
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat

Protein Phosphatase 2A



Abkiirzungsverzeichnis

A22

PSA-NCAM
pVim
p-Werte
QUIN
RFU
RIPA
RNA
ROCK
SDS
SEM
Sox2

SSD
SSEA3/4
Strep
Tab.
TBS
TBST

Tryp
UE

ULF

uv

Vim

WB

WT
x-Well-Platte

engl. Polysialylated-neural cell adhesion molecule
phosphoryliertes Vimentin

engl. probability-value (Wahrscheinlichkeitswert)

Quinolinsdure

engl. Realtive Fluorescence Units (relative Fluoreszenzeinheiten)
engl. radioimmunoprecipitation assay buffer

engl. ribonucleic acid (Ribonukleinséure)

engl. Rho-associated protein kinase

engl. sodium dodecyl sulfate (Sodiumdodecylsulfat)

engl. standard error of the mean (Standardfehler des Mittelwertes)
engl. sex determining region Y- box 2 (geschlechtsbestimmende Region
Y- Box 2)

Sterol-sensitve-Doméne

engl. stage specific embryonic antigen 3/4

Streptomycin

Tabelle

engl. tris buffered saline (Tris-gepufferte Salzlosung)

engl. tris buffered saline tween 20 (Tris-gepufferte Salzlosung mit
Tween 20

Trypsin

Untereinheit

engl. Unit length filament (Einheitslingen-Filament)

ultraviolett

Vimentin

Western Blot

Wildtyp

Zellkulturplatte mit x Vertiefungen
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3.19:
3.20:

ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Schematische Einteilung des Morbus Niemann-Pick Typ C

Struktur des NPC1- und NPC2-Proteins

Moglicher  Mechanismus  zum  Export  von  Cholesterol  aus
Endosomen/Lysosomen

Aufbau und Assemblierung von Intermedidrfilamenten

Auf- und Abbau von Vimentin

Reprogrammierung von Fibroblasten zur Herstellung induzierter pluripotenter
Stammzellen

Karyogramm der etablierten iPS-Zelllinien.

Nachweis der Pluripotenzmarker in den etablierten iPS-Zelllinien.

Nachweis der 3 Keimblitter in ,,Embryoid bodies* der generierten iPS-Zelllinien
Herstellung von neuralen Progenitorzellen {iber Neurale Induktion

Nachweis von Progenitorzell-Markern in neuralen Progenitorzellen
Morphologische Charakterisierung der neuronal differenzierten Zellen.
Durchflusszytometrische Analyse von Neuronen und Gliazellen.
Filipin-Farbung der neuronal differenzierten Zellen.

Immunzytochemische Fiarbung der Gliazellen (GFAP) in Kontroll- und NPC1-
defizienten Zelllinien

Quantifizierung der Gliosemarker in neuronal differenzierten Zellen

Analyse der Vimentinexpression in Kontroll- und NPC1-defizienten Gliazellen
Analyse des Gesamt-Vimentingehaltes in neuronal differenzierten Zellen
Analyse der Vimentinexpression in neuronal differenzierten Zellen

Analyse der Gliose in PMA-behandelten Zellen

Phosphorylierung von Vimentin und GFAP in PMA-behandelten Zellen
Cholesterolanalyse in PMA behandelten neuronal differenzierten Zellen
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