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1 Einleitung 

 

1.1 Induzierte pluripo tente Stammzellen (iPS) 

Die Methodik der Reprogrammierung somatischer Zellen in den Zustand pluripotenter 

Stammzellen (Takahashi et al., 2007; Park et al., 2008b) stellte 2007 einen Meilenstein in 

der Humanforschung dar und wurde 2012 mit der Verleihung des Nobelpreises an Sir John 

B. Gurdon und Professor Shinya Yamanaka gewürdigt. Die ethische Kontroverse der bis 

dahin aus Embryonen gewonnenen Stammzellen kann umgangen werden, weil die iPS die 

gleichen Charakteristika wie die embryonalen Stammzellen aufweisen. So wachsen sie in 

runden bis ovalen Kolonien mit scharf begrenztem Rand, exprimieren gewebeunspezifisch 

alkalische Phosphatase sowie stammzellspezifische Oberflächenmarker und Transkrip-

tionsfaktoren (Park et al., 2008b; Abb. 1). 

 

 
Abb. 1: iPS wachsend in Kolonien 

iPS-Kolonie auf Feederzellen (links oben) zeigt eine ovale 

Morphologie und einen scharf begrenzten Rand (gestrichelte Linie). 

iPS exprimieren im Allgemeinen alkalische Phosphatase (AP, links 

unten) sowie die Transkriptionsfaktoren NANOG und OCT4 und die 

Oberflächenmarker Tra-1-81, Tra-1-60, SSEA3, SSEA4 ï Zellkerne 

gefärbt mit DAPI (modifiziert aus Park et al., 2008b). 

 

Des Weiteren können sie durch ihr pluripotentes Potential in verschiedenste Zellen der drei 

Keimblätter differenzieren, wie z. B. in Kardiomyozyten (Gai et al., 2009), Motorneurone 

(Karumbayaram et al., 2009) und Insulin-produzierende Pankreaszellen (Zhang et al., 

2009). Dabei bleiben die genetischen Informationen der Ursprungszellen erhalten und 

führen zu patientenspezifischen Zelllinien. Diese Eigenschaften werden vor allem genutzt, 

um Krankheiten in vitro zu modellieren. 

 

1.1.1 Neuronale Krankheitsmodelle basierend auf iPS 

Die Pluripotenz der iPS eröffnet Zugang zu Zellen, die bisher in der Forschung nur sehr 

begrenzt oder gar nicht verfügbar waren, was insbesondere für humane neuronale Zellen 
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gilt. Die zu Grunde liegenden patientenspezifischen somatischen Zellen sind unter 

anderem kommerziell verfügbar und ermöglichen somit die Reprogrammierung in iPS. 

Park und Kollegen beschrieben bereits 2008 die ersten patientenspezifischen iPS für 

verschiedene Erkrankungen (Park et al., 2008a). Die sich anschließende Differenzierung in 

einen neuronalen Zelltyp ist auf unterschiedliche Weise möglich (Chambers et al., 2009; 

Kim et al., 2012; Mohamad et al., 2013) und führt zu humanen neuronalen Zellen mit 

krankheitsspezifischem Phänotyp. Neben dem Nachteil der langen Generierungsdauer 

überwiegen die Vorteile der Langzeitlagerung, massiven Expansionsfähigkeit sowie der 

Zugang zur biologischen Vielfalt der krankheitsbedingenden humanen Mutationen. Die 

iPS basierten in vitro-Krankheitsmodelle werden im Allgemeinen für folgende Zwecke 

genutzt: 

 

- Untersuchung der Erkrankung zugrundeliegenden pathologischen Mechanismen, 

- Genotyp-Phänotyp-Korrelationen, 

- Biomarkeridentifikation zur Prädiktion und Diagnostik, 

- Identifikation von therapeutisch adressierbaren Zielstrukturen oder Signalwegen, 

- Tests von chemischen Substanzen als mögliche Medikamente sowie ihre 

Toxizitätslevel, 

- Zuordnung bestimmter Genotypen zu Medikamentenrespondergruppen sowie 

- Studien zur autologen Zellersatztherapie. 

 

Es sind für verschiedene neuronale Erkrankungen bereits patientenspezifische iPS sowie 

deren neuronale in vitro-Modelle generiert worden. Die am häufigsten auftretende 

neurodegenerative Erkrankung ist der Morbus Alzheimer und affektiert Neurone im Kortex 

(Reitz & Mayeux, 2014). Die ersten patientenspezifischen iPS wurden 2011 generiert, 

charakterisiert und weiter in Neurone differenziert (Yagi et al., 2012). Sie präsentierten 

den Alzheimer-Phänotyp durch erhöhte Amyloid-beta 42-Sekretion, die mittels 

Gammasekretase-Inhibitoren beeinflusst werden konnte. Das generierte neuronale in vitro-

Modell erfüllte dadurch alle Anforderungen zum Substanzscreening. 2012 nutzte eine 

andere Arbeitsgruppe iPS von verschiedenen Alzheimer-Patienten zur neuronalen 

Differenzierung und stellte erhöhte Level an Phosphotau, aktivierter 

Glykogensynthasekinase-3 beta und Amyloid-beta 1 bis 40 sowie RAB5-positive frühe 

Endosomen in Abhängigkeit zu einzelnen Alzheimer-Klassifizierungen fest (Israel et al., 

2012). Des Weiteren konnten Phosphotau und aktivierte Glykogensynthasekinase-3 beta 

nach Behandlung mit Betasekretase-Inhibitoren reduziert werden. Dieses iPS-basierte 

neuronale Modell lieferte Ansatzpunkte zu Phänotypassoziationsstudien sowie Analysen 

des Pathomechanismus in Neuronen von Alzheimer-Patienten. In den letzten drei Jahren 

konnte der Pathomechanismus von Alzheimer mit Hilfe der iPS-basierten neuronalen in 

vitro-Systeme weiter untersucht werden und gab Aufschluss über eine mutationsassoziierte 

partielle Gammasekretase-Inaktivierung (Koch et al., 2012), Amyloid-beta-assoziierten 

endoplasmatischen und oxidativen Stress (Kondo et al., 2013) und ermöglichte außerdem 

die verbesserte Modellierung des Morbus Alzheimer in einer 3D-Zellkultur (Zhang et al., 

2014). 
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Für den Morbus Parkinson, die zweithäufigste neurodegenerative Erkrankung in der 

Bevölkerung, bedingt durch den Verlust dopaminerger Neurone in der Substantia Nigra 

(Surmeier & Sulzer, 2013), sind bereits 2008 die ersten patientenspezifischen iPS generiert 

worden (Park et al., 2008a). Diese wurden jedoch nur charakterisiert und erst 2011 wurde 

ein neuronales Modell, basierend auf patientenspezifischen viral reprogrammierten iPS, 

beschrieben (Nguyen et al., 2011). Die generierten dopaminergen Neurone exprimierten 

sowohl mehr alpha-Synuclein als auch mehr oxidativer Stress-assoziierte Gene. In einer 

anderen Studien wurden ebenfalls patientenspezifische iPS in dopaminerge Neurone 

differenziert und exprimierten doppelt so viel alpha-Synuclein wie die gesunden 

Vergleichszellen eines Verwandten ersten Grades (Devine et al., 2011). In beiden Studien 

wurden die generierten iPS in den gleichen neuronalen Subtyp differenziert und 

modellierten den Parkinsonphänotyp in vitro vergleichbar mit dem im menschlichen 

Gehirn. Eine andere Studie konnte unter Verwendung des iPS-basierten neuronalen 

Parkinson-Modells eine veränderte Translokation der Ligase Parkin aus dem Zytosol zu 

geschädigten Mitochondrien in Abhängigkeit zum Parkinson-Risikoprotein PINK 

nachweisen (Seibler et al., 2011). Dadurch konnten frühere Ergebnisse erstmals im 

humanen neuronalen in vitro-System bestätigt werden. Das in vitro-Modell wurde des 

Weiteren genutzt, um mögliche Pharmaka zu testen, wie z.B. Koenzym Q10, Rapamycin 

oder der LRRK2-Kinaseinhibitor GW5074, welche mitochondrial bedingte Defizite 

ausgleichen konnten (Cooper et al., 2012). 

Zusammengefasst lässt sich feststellen, dass iPS-basierte neuronale Zellmodelle vermehrt 

genutzt werden, um neurodegenerative Erkrankungen in vitro zu modellieren. Für häufig 

auftretende neurodegenerative Erkrankungen sind iPS bereits vor mehreren Jahren 

generiert und charakterisiert worden. In ihren neuronalen Derivaten wird der 

Krankheitsphänotyp nachgewiesen, bisherige Erkenntnisse auf neuronaler Ebene überprüft, 

neue Erkenntnisse der zugrunde liegenden pathologischen Zellaktivitäten gewonnen sowie 

intensive Pharmaforschung betrieben. 

Im Gegensatz dazu sind für viele seltene neuronale Erkrankungen bisher keine iPS 

generiert worden und es fehlt demnach ein humanes neuronales Modell, um die oben 

genannten Punkte untersuchen zu können. Eine dieser Erkrankungen ist der Morbus 

Niemann-Pick Typ C1. 

 

1.2 Morbus Niemann-Pick Typ C1 (NPC1) 

Niemann-Pick Typ C1 ist eine panethnische neurodegenerative autosomal rezessiv 

vererbte lysosomale Stoffwechselkrankheit und zählt mit einer Prävalenz von 1:120.000 

Lebendgeburten zu den seltenen Erkrankungen (Patterson et al., 2012). Verursacht wird 

diese lysosomale Speichererkrankung durch Mutationen im NPC1-Gen und führt häufig 

innerhalb der ersten zwei bis drei Lebensdekaden zum Tod des Patienten. Nach ihrer 

Entdeckung von Albert Niemann und Ludwig Pick in den 1920er Jahren wird sie heute 

knapp 100 Jahre später auf Grund des breiten klinischen Spektrums von vielen Ärzten 

nicht oder erst sehr spät diagnostiziert (Vanier, 2010). 
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1.2.1 Klinische Symptome und Einteilung 

Die klinischen Symptome für NPC1 lassen sich in systemische und neurologische 

unterscheiden. Zu den Systemischen zählen vor allem neonataler Ikterus, Hepatomegalie, 

Splenomegalie und damit assoziierte gastrointestinale Störungen (Patterson et al., 2013). 

Aktuell wird ebenfalls ein assoziierter Morbus Crohn diskutiert (persönliche 

Korrespondenz mit Dr. T. Schwerd, Oxford, UK). Die neurologischen Symptome sind 

mannigfaltig und umfassen folgende Manifestationen: vertikale Blickparese, Dysarthrie, 

Dysphagie, progressive Demenz, zerebellare Ataxie, Lachen-induzierte Kataplexie, 

Dystonie und Krampfanfälle (Vanier, 2010). Diese schwere neurologische Manifestation 

ist mit einer progressiven Neurodegeneration assoziiert und bedingt den schweren 

klinischen Phänotyp. 

NPC1 wird anhand des Beginns neurologischer Symptome und deren Ausprägung 

unterteilt in eine frühe infantile, späte infantile, juvenile und adulte Form. In Abb. 2 sind 

diese Formen in Kombination mit ihren systemischen und neurologischen Manifestationen  

dargestellt. 

 

 
Abb. 2: Darstellung der unterschiedlichen Formen von NPC1 basierend auf ihren 

beginnenden neurologischen Symptomen (übersetzte Version von Vanier, 2010) 

 

Die frühe infantile Form ist durch fehlende motorische Entwicklung und Hypotonie 

gekennzeichnet, wohingegen sich die späte infantile Form durch Gangstörungen, 

Tollpatschigkeit, Sprachstörungen und Kataplexie definiert. Mit dem Ausbruch von NPC1 

im juvenilen Alter zeigen Patienten schulische Probleme, Ataxie sowie meist Kataplexie 

und Krampfanfälle. Die Patienten mit der adulten Form haben psychiatrische Probleme 

und zeigen neben Ataxie und Dystonie häufig auch Demenz. In der späten infantilen, 

juvenilen und adulten Form kann die typische vertikale Blickparese beobachtet werden. 

Die nicht zwingend auftretende, aber meist vorhandene Splenomegalie ist ab Geburt 

vorhanden, scheint aber mit den späteren Manifestationsformen ein geringeres Ausmaß zu 
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zeigen. Ausgehend von der infantilen und juvenilen Form verstirbt der Patient oft vor dem 

Erreichen des Erwachsenenalters. 

 

1.2.2 Ursache der Erkrankung  

Verursacht wird Morbus Niemann-Pick Typ C in 95 % der Fälle durch Mutationen in dem 

auf Chromosom 18q11 liegenden NPC1-Gen (Carstea et al., 1997). Nur in 5 % der Fälle ist 

eine Mutation im NPC2-Gen vorhanden, welches auf Chromosom 14q24 lokalisiert ist 

(Naureckiene et al., 2000). Das NPC1-Gen besteht aus rund 57.000 Basenpaaren und 

wurde das erste Mal 2002 vollständig von unserer Arbeitsgruppe unter Berücksichtigung 

aller Exons und Spleißstellen sowie der Promotorregion sequenziert (Bauer et al., 2002). 

Es kodiert ein 1.278 Aminosäuren großes ubiquitär vorkommendes transmembranöses 

Protein mit 13 Transmembrandomänen, 7 luminalen und 6 zytoplasmatischen Schleifen 

(Davies & Ioannou, 2000; Abb. 3). Lokalisiert ist es in späten Endosomen und Lysosomen 

sowie im Transgolgi-Netzwerk (Higgins et al., 1999), wo es an Stoffwechseltransport-

prozessen beteiligt ist. 

 

 
Abb. 3: Struktur des NPC1-Proteins 

Das NPC1 Protein besteht aus 13 Transmembrandomänen, 7 luminalen und 6 zytoplasmatischen Schleifen. 

Die N-terminale Domäne (NTD) ist evolutionär stark konserviert. In der Sterol-erkennenden Domäne 

(SED) sowie in der luminalen Cystein-reichen Schleife treten häufig Mutationen auf (angelehnt an Lloyd-

Evans & Platt, 2010). 

 

Derzeit sind rund 300 NPC1-Mutationen in der humanen Genmutationsdatenbank HGMD 

(Stenson et al., 2003) gelistet, wobei die Tendenz steigend ist. Es existieren keine 

allgemein gültigen Genotyp-Phänotyp-Korrelationen ausgehend von homozygoten und 

compound heterozygoten Mutationen per se. Die NPC1-Mutationen sind in allen Domänen 

zu finden, wobei, basierend auf der Lokalisation im NPC1-Protein, unterschiedliche 

Formen assoziiert sein können. So geht man davon aus, dass vorzeitige 

Stoppkodonmutationen im Allgemeinen, einige Missensmutationen in der Sterol-

erkennenden Domäne im Speziellen sowie die Mutation A1054T in der Cystein-reichen 
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luminalen Schleife zu einer infantilen Form von NPC1 führen. Dagegen führen 

Missensmutationen in der Cystein-reichen luminalen Schleife zu völlig unterschiedlichen 

Krankheitsformen (Millat et al., 2001). Die Mutationen im NPC1-Gen bedingen aber alle 

eine gestörte Funktionsweise des NPC1-Proteins, was letztendlich zu Veränderungen des 

Cholesteroltransportes führt. 

 

1.2.3 Zelluläre Manifestation und Biochemie 

Wie genau der intrazelluläre Lipidtransport durch das NPC1-Protein vermittelt wird, ist 

derzeit noch ungeklärt. Vermutet wird ein NPC1-vermittelter vesikulärer Transport von 

Cholesterol und Glykolipiden (Neufeld et al., 1999; Zhang et al., 2001) oder aber die 

Funktionsweise von NPC1 als transmembranöse Effluxpumpe (Davies et al., 2000). Es 

wird weiterhin angenommen, dass essentielle Interaktionen mit dem NPC2-Protein statt 

finden (Sleat et al., 2004; Infante et al., 2008; Deffieu & Pfeffer, 2011), welches ubiquitär 

intrazellulär in den Lysosomen lokalisiert ist (Naureckiene et al., 2000). Andere Studien 

sprechen sich jedoch dagegen aus (Zhang et al., 2003; Goldman & Krise, 2010; Kennedy 

et al., 2012). 

Unabhängig von der Funktionsweise resultieren NPC1-Mutationen vornehmlich in 

Akkumulationen von freiem Cholesterol in den späten Endosomen und Lysosomen. 

Systemisch treten zusätzlich vor allem in Leber und Milz Anreicherungen von 

Sphingomyelin, Glykosphingolipiden sowie Bis(monoacylglycero)phosphat auf (Vanier, 

1983). Im Gehirn dagegen akkumulieren neben dem freien Cholesterol besonders 

Glykosylzeramide, Laktosylzeramide sowie die Glykosphingolipide GM2 und GM3 

(Vanier, 1999). 

Die ubiquitäre Akkumulation von freiem, nicht verestertem Cholesterol wird genutzt, um 

NPC1-Defizienzen nachzuweisen. Dazu wird mit dem fluoreszierendem Polyen-Makrolid 

Filipin, isoliert aus Streptomyces filipinensis, gefärbt (Norman et al., 1972). Mit seiner 

hohen Affinität zu nicht verestertem Cholesterol resultiert eine Filipin-Färbung in NPC1-

defizienten Zellen in einem stark fluoreszierenden Muster um den Zellkern (Abb. 4). 

Genutzt wird diese Methode unter anderem in der Diagnostik von NPC1. 

 

 
Abb. 4: Filipin -Färbung von Fibroblasten 

Schwarz-Weiß-Bild einer Filipin-Färbung von Fibroblasten gesunder Probanden (Kontrolle) sowie 

NPC1-Patienten mit variantem (wenige Cholesterolakkumulationen) und klassischem (viele 

Cholesterolakkumulationen) biochemischem Phänotyp. Pfeile zeigen auf angefärbte 

Cholesterolakkumulationen in den Zellen (modifiziert aus Tängemo et al., 2011). 
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1.2.4 Diagnostik und Behandlungsmöglichkeiten 

Zeigt ein Patient neuroviszerale Symptome, kann ein Punktesystem zur Prädiktion von 

NPC1 hinzugezogen werden (Wraith et al., 2014). Zur Diagnose von NPC1 werden dann 

zwei kombinierte Methoden verwendet. Zum einen wird eine Hautbiopsie vorgenommen 

und daraus eine Fibroblastenkultur des Patienten angelegt. Die Zellen werden mit Filipin 

gefärbt und anhand ihres fluoreszierenden Färbemusters beurteilt. Es wird dabei zwischen 

einem biochemisch klassischen Phänotyp mit vielen Cholesterol-gefüllten Vesikeln und 

einem biochemisch varianten Phänotyp mit nur wenig nachweisbaren 

Cholesterolakkumulationen unterschieden (Vanier et al., 1991; Abb. 4). Mitunter 

resultieren Filipin-Färbungen aber auch in falsch negativen Ergebnissen, so dass zusätzlich 

genetische Analysen durchgeführt werden. Zum anderen wird das NPC1-Gen des Patienten 

sequenziert, wozu die DNA aus den Fibroblasten oder aber aus Lymphozyten gewonnen 

wird. Die Ergebnisse beider Untersuchungen werden zusammen ausgewertet, um dann die 

Diagnose stellen zu können. 

Es ist außerdem möglich, in Knochenmarkbiopsien von NPC1-Patienten Cholesterol-

gefüllte Makrophagen, die als Schaumzellen deklariert werden, nachzuweisen (Rodrigues 

et al., 2006). Jedoch ist die Probengewinnung stark invasiv und die Belastung mit 

Schaumzellen nicht grundsätzlich vorhanden oder tritt erst im späteren Krankheitsverlauf 

auf (Patterson et al., 2012). 

Um eine minimal invasive, möglichst genaue Diagnostik zu ermöglichen, wurde nach 

Biomarkern für NPC1 geforscht. Von einer amerikanischen Forschergruppe wurden 2010 

im Plasma nachweisbare Oxysterole als Biomarker etabliert (Porter et al., 2010). Dieser 

Biomarker wird seitdem auch in der Diagnostik eingesetzt und liefert zusammen mit den 

genetischen Analysen eindeutige Ergebnisse. Eine andere Forschergruppe stellte kürzlich 

die Verwendung von Lysotracker als einen möglichen Biomarker für Verlaufskontrollen 

vor (Te Vruchte et al., 2014). Mit diesem kommerziellen Fluoreszenzfarbstoff zum 

Markieren von sauren Zellorganellen, wie z. B. Lysosomen, wird in B-Lymphozyten das 

relative saure Kompartimentvolumen bestimmt, welches allgemein in Patientenzellen mit 

lysosomalen Stoffwechselerkrankungen größer ist als in Zellen von gesunden Probanden. 

Unsere eigene Arbeitsgruppe wird zeitnah einen anderen Biomarker basierend auf 

Lysosphingomyelin vorstellen (noch unveröffentlicht). 

Die möglichst frühe Diagnose von NPC1 ist sehr wichtig, da die einmal eingetretene 

Neurodegeneration irreversibel ist und sich der Krankheitsverlauf nicht stoppen, sondern 

nur durch eine Behandlung verzögern lässt. Dies wird mit der Gabe von Miglustat (N-

butyldeoxynojirimycin) erreicht, welches ein Iminozucker ist und als kompetitiver 

Inhibitor des Enzyms Glycosylzeramidsynthase wirkt (Butters et al., 2000). Dadurch wird 

die Akkumulation der Glykosphingolipide reduziert, der Beginn neurologischer Symptome 

verzögert, die Lebensdauer verlängert und letztendlich die Progression verlangsamt 

(Pineda et al., 2009). Neben der Gabe von Miglustat werden grundlegend die Symptome 

des Patienten behandelt z. B. durch Antidepressiva, Antiepileptika, Physiotherapie, 

Psychotherapie und unter Umständen Lebertransplantationen. Angehörige werden 

gegebenenfalls in der Pflege der Patienten geschult und finden Unterstützung in 

Selbsthilfegruppen. 
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Die Behandlung von NPC1-Patienten mit Miglustat ist bisher die einzige durch die 

European Medicines Agency zugelassene Therapieoption mit der Möglichkeit, dem 

Krankheitsprogress entgegenzuwirken. Jedoch ist die Neurodegeneration weder 

aufzuhalten noch umzukehren und daher sind weitere intensive Forschungen zur 

Krankheitsursache von NPC1 und möglicher therapeutischer Ziele von großem Interesse. 

Insbesondere sind hier Cyclodextrin (Aqul et al., 2011) und Histondeacetylase-Inhibitoren 

(Pipalia et al., 2011) zu erwähnen, die im NPC1-Mausmodell bzw. humanen Fibroblasten 

mit NPC1-Mutation bereits einen positiven Effekt zeigten und momentan in 

amerikanischen Phase I-Studien bzw. Phase II-Studien getestet werden (U.S. National 

Institutes of Health, www.ClinicalTrials.gov, URL: 

http://www.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01747135?term=npc1&rank=6 bzw. 

http://www.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02124083?term=npc1&rank=7 , 29.06.2014). 

 

1.2.5 Tier- und Zellmodelle zur Erforschung von NPC1 

Zur Erforschung von NPC1 werden unterschiedliche Zell- und Tiermodelle genutzt. Da die 

N-terminale Sequenz im NPC1-Gen evolutionär stark konserviert ist (Karten et al., 2009), 

können für verschiedene Fragestellungen einfache Modellorganismen verwendet werden, 

wie z. B. der Pilz Fusarium graminearum (Breakspear et al., 2011), der Nematode 

Caenorhabditis elegans (Sym et al., 2000), der Zebrafisch Danio rerio (Schwend et al., 

2011) sowie die Fliege Drosophila melanogaster (Huang et al., 2005). In allen diesen 

Modellen wird die NPC1-Defizienz durch genetische Manipulation induziert. Sie sind auf 

Grund ihrer einfachen Haltung und schnellen Reproduktionsrate sehr beliebt und werden 

vorwiegend für Entwicklungs- und Homologiestudien sowie genetische Heilungsversuche 

und Substanzscreenings genutzt. 

Neben diesen sehr einfachen Systemen existieren verschiedene Säugetiermodelle, die die 

neuroviszeralen Symptome im Menschen besser darstellen können. Das weitverbreitetste 

Tiermodell ist das Mausmodell aus dem BALB/c-Stamm mit einer Leserastermutation im 

NPC1-Gen (Pentchev et al., 1980; Morris et al., 1982), welche einen kompletten Verlust 

des NPC1-Proteins bedingt. Vor kurzem wurde ein neues Mausmodell vorgestellt, das die 

D1005G-Mutation trägt, welche auch im NPC1-Patienten beschrieben ist und einen späten 

Krankheitsbeginn bedingt (Maue et al., 2012). Es ist außerdem ein Katzenmodell für 

NPC1 verfügbar (Lowenthal et al., 1990). Die Säugetiermodelle modellieren die 

neurologischen Gesichtspunkte der Krankheit wesentlich besser als die einfachen Systeme. 

Im Menschen treten neuronale Ablagerungen von Cholesterol, GM2 und GM3, Bildung 

von Meganeuriten und ektopischer Dendriten (Abb. 5), axonale Schwellungen sowie 

Fragmentierungen des Golgi-Apparates in zerebellaren Purkinjezellen und zerebralen 

kortikalen Neuronen und eine damit einhergehende Neurodegeneration auf (Vanier, 1999; 

Zervas et al., 2001; Walkley & Suzuki, 2004).  
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Abb. 5: NPC1-Neurone mit morphologischen 

Unterschieden 

Neurone im NPC1-Gehirn zeigen 

morphologische Änderungen hinsichtlich der 

Bildung von Meganeuriten und ektopischer 

Dendriten (modifiziert aus Zervas et al., 2001). 

 

Gleiches konnte auch im felinen (Lowenthal et al., 1990; March et al., 1997; Zervas et al., 

2001) und/oder murinen System (Higashi et al., 1993; Sarna et al., 2003; Zervas et al., 

2001) beobachtet werden. Unterschiede ergeben sich dabei in der jeweilig affektierten 

Hirnregion bzw. im Zelltyp. So wurde z. B. die Ablagerung von Cholesterol und GM2 vor 

allem in Neuronen des humanen zerebralen Kortex, Zerebellum und Hippocampus 

beobachtet (Zervas et al., 2001), während in der Maus die pyramidalen Neurone, 

Purkinjezellen sowie Neurone des Hirnstamms und des Thalamus betroffen sind (Walkley 

& Suzuki, 2004). 

Innerhalb unserer Arbeitsgruppe oder in Kooperation wurde bisher das BALB/c-

Mausmodell für die NPC1-Forschung genutzt. Im gesamten NPC1-Maushirn sowie im 

NPC1-Mausrückenmark konnte eine Demyelinisierung nachgewiesen werden (Yan et al., 

2011). Die in der Studie ebenfalls präsentierte Analyse der Proteine Sox10, Yin Yang 1 

sowie Myelin-Gen-regulierender-Faktor zeigte, dass NPC1 keinen Einfluss auf Sox10 und 

Yin Yang 1 aufwies, wohl aber zu einem reduzierten Gehalt des Myelin-Gen regulierenden 

Faktors in Oligodendrozyten führte. Es wurde auf diesen Ergebnissen basierend spekuliert, 

dass die NPC1-bedingte Neurodegeneration wahrscheinlich doch nicht allein auf einem 

zellautonomen Prozess in den Neuronen zurückzuführen ist. Des Weiteren wurden in einer 

erst kürzlich veröffentlichten Arbeit verschiedene Protocadherine im NPC1-Maushirn 

untersucht (Yan et al., 2014a). Die Analyse zeigte eine veränderte Verteilung einiger 

Protocadherine im zerebralen Kortex junger Mäuse. In älteren NPC1-Mäusen wurde im 

Vergleich zu gesunden Wildtypen eine stark reduzierte Protocadherinexpression in 

Oligodendrozyten des Corpus Callosum sowie in Purkinje- and Granularzellen des 

Zerebellums festgestellt. Auf Grund dieser Ergebnisse wurde gemutmaßt, dass die 

unterschiedliche Expression der Protocadherine im Hirn NPC1-bedingt ist und in 

Verbindung steht zu neurodegenerativen Effekten. In einer anderen Studie wurde das 
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Rückenmark von NPC1-Mäusen näher untersucht und festgestellt, dass die Astrozyten- 

und Mikrogliaaktivität sich ab postnatalem Tag 10 erhöhte (Yan et al., 2014b). Es konnte 

diesbezüglich eine erhöhte Expression von Interleukin-1 beta und Apolipoprotein E sowie 

eine verstärkte Aktivität von p36-Mitogen aktivierter Proteinkinase festgestellt werden, 

was zu axonalen Schwellungen und präsynaptischen Aggregaten im Rückenmark der 

NPC1-Mäuse ab postnatalem Tag 35 führte. Untersuchungen des olfaktorischen Systems 

zeigten ebenfalls eine erhöhte Astrozyten- und Mikrogliaaktivität im Riechkolben und im 

olfaktorischen Kortex (Hovakimyan et al., 2013b). Myelin-ähnliche Ablagerung konnten 

in fast allen Zellen des zentralen und peripheren olfaktorischen Systems gefunden werden, 

wobei eine erhöhte Expression von Galectin-3, Cathepsin D und GFAP in den kortikalen 

Schichten des Riechkolbens festgestellt wurde. Es wird vermutet, dass damit sensorische 

Defizite einhergehen. Eine Arbeit zu motorischen und kognitiven Fähigkeiten von NPC1-

Mäusen nach Dreifachtherapie mit Cyclodextrin, Miglustat und Allopregnanolon zeigte, 

dass durch die Behandlung die motorischen Dysfunktionen wesentlich verbessert werden 

konnten (Hovakimyan et al., 2013a). Auf zellulärer Ebene konnte nachgewiesen werden, 

dass elektronendichte Einschlüsse in den zerebralen Purkinjezellen sich während der 

Dreifachtherapie verminderten. Allerdings konnten die kognitiven Leistungen der NPC1-

Mäuse nicht von der Therapie profitieren. Es wurde gemutmaßt, dass dieses Phänomen auf 

eine unterschiedliche Empfindlichkeit verschiedener Hirnregionen auf die Behandlung 

zurückzuführen ist. 

Es werden bis heute viele Erkenntnisse aus den NPC1-Tiernodellen gewonnen, jedoch 

können auch die Wirbeltiermodelle nicht alle Krankheitsaspekte widerspiegeln. So lassen 

sich zum Beispiel die im menschlichen Gehirn auftretende ektopische Bildung von 

Dendriten nur teilweise in Katzen- bzw. sporadisch in Mäusehirnen nachweisen (Zervas et 

al., 2001). Im Gegensatz dazu zeigen NPC1-Patienten keine visuellen Symptome, während 

in Mäusen NPC1-bedingte Veränderungen der Cornea nachgewiesenen werden konnten 

(Hovakimyan et al., 2011). Außerdem sind die im menschlichen Gehirn vorkommenden 

neurofibrillären Bündel (ähnlich wie bei Morbus Alzheimer; Suzuki et al., 1995) im 

NPC1-Maushirn nicht nachzuweisen (German et al., 2001). Des Weiteren sind die 

Zulassung, Haltung, Pflege und Reproduktion der Wirbeltiermodelle sehr zeit- und 

kostenintensiv. 

Deswegen sind neben in vivo-Studien natürlich in vitro-Studien weit verbreitet. Als 

einfache in vitro-Modelle werden die chinesische Hamsterovarienzelllinie CHO (Watari et 

al., 1999) oder, um dem menschlichen System näher zu kommen, die humane 

Neuroblastomazelllinie SH-SY5Y genutzt (Rodríguez-Pascau et al., 2012). In beiden 

Zelllinien wird der NPC1-Phänotyp entweder über die Behandlung mit dem 

Cholesterolsyntheseinhibitor U18666A oder genetisch durch Knockdown des NPC1-Gens 

induziert, um die Auswirkungen von NPC1 in der Zelle untersuchen zu können. Um 

jedoch den Einfluss der menschlichen NPC1-Mutationen zu untersuchen, werden für viele 

Studien Patientenfibroblasten genutzt (Pentchev et al., 1986; Carstea et al., 1997). Ein 

großer Nachteil ist dabei jedoch, dass sich die Hautzellen grundlegend anders verhalten als 

die degenerierenden Neurone im Gehirn eines NPC1-Patienten und somit nur partielle 

Rückschlüsse auf die Pathogenese zulassen. 
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Der Notwendigkeit eines humanen neuronalen NPC1-Modells wurde versucht gerecht zu 

werden, indem humane embryonale Stammzellen neuronal differenziert wurden und dann 

ein Knockdown des NPC1-Gens vorgenommen wurde (Ordonez et al., 2012). Als ein 

Modell für schwere infantile Formen von NPC1 ist dieses Modell sehr gut geeignet, jedoch 

kann es nicht den Einfluss verschiedener Mutationen widerspiegeln. 2013 stellte daraufhin 

eine andere Arbeitsgruppe ein neuronales Modell basierend auf multipotenten adulten 

Stammzellen (MAS) aus NPC1-Patientenfibroblasten vor (Bergamin et al., 2013). Es ist 

jedoch durch die Verwendung sehr früher Zellpassagen zur Generierung der MAS stark 

limitiert. 

Keine Arbeitsgruppe hatte bis dahin das Potential patientenspezifischer iPS für die 

Generierung eines zellulären NPC1-Modells genutzt. Daher war es das Ziel der 

vorliegenden Arbeit, patientenspezifische NPC1-iPS zu generieren und weiter neuronal zu 

differenziern, um ein humanes neuronales in vitro-Modell für NPC1 zu erschaffen. 
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2 Zielstellung der Arbeit 

 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein humanes neuronales in vitro-Modell für 

Morbus Niemann-Pick Typ C1 zu generieren. 

Die primäre Teilaufgabe bestand darin, die ersten NPC1-iPS zu generieren. Dazu wurden 

humane Fibroblasten von NPC1-Patienten und gesunden Kontrollpatienten mittels der vier 

klassischen Transkriptionsfaktoren OCT4, SOX2, KLF4 und c-MYC retroviral 

reprogrammiert, wobei ferner die Generierung der verwendeten Retroviren in die 

Aufgabenstellung mit einfloss. Es schloss sich zielführend eine umfassende 

Charakterisierung der patientenspezifischen iPS an hinsichtlich: 

 

- Analyse der Morphologie, 

- Karyotypisierung, 

- Expression von verschiedenen Pluripotenzmarkern, 

- pluripotentem Differenzierungspotential in vitro via ĂEmbryoid Bodyñ-Bildung, 

- pluripotentem Differenzierungspotential in vivo via Teratominduktion sowie 

- Nachweis des NPC1-Phänotyps hinsichtlich der Cholesterolakkumulation in den 

Zellen. 

 

Darauf basierend war es die Idee, die charakterisierten iPS weiter neural zu differenzieren. 

Die dabei entstehenden neuralen Progenitorzellen wurden beschrieben bezüglich: 

 

- Morphologie, 

- Proliferation, 

- Expression von neuralen Progenitormarkern sowie  

- Nachweis von Cholesterolakkumulationen als NPC1-Phänotyp. 

 

Schließlich war es das Ziel, die neuralen Progenitorzellen zu terminalen neuronalen Zellen 

zu differenzieren, um den humanen neuronalen NPC1-Phänotyp in vitro zu modellieren. 

Dazu wurden die generierten Zellen unter folgenden Gesichtspunkten analysiert: 

 

- Morphologie, 

- Expression neuronaler Marker, 

- neuronale Funktionalität sowie 

- Darstellung des NPC1-Phänotyps hinsichtlich Cholesterol- und GM2-

Akkumulationen. 

 

Mit der Generierung aller drei Zellarten und ihrer eingehenden Charakterisierung war es 

die Intention, sowohl die patientenspezifischen NPC1-iPS als auch das darauf basierende 

humane neuronale in vitro-Modell für NPC1 im Rahmen dieser Arbeit zu entwickeln, um 

es für weiterführende Forschungen nutzen zu können. 
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3 Material und Methoden 

 

3.1 Material  

In Tab. 1 sind die verwendeten Zelllinien aufgelistet und in Tab. 2 die benutzen Medien 

zusammengestellt. 

 

Tab. 1: Zelllinien  

Zellart  Zelllinie  Zweck Ursprung 

HEK-Zellen 

(Humane embryonale 

Nierenzellen) 

HEK293FT Virusgenerierung Invitrogen, DE-

Darmstadt 

Humane Fibroblasten 

(ohne Mutation im 

NPC1-Gen) 

GM05659 

[im Text Fibro 1-

Kontrolle] 

Reprogrammierung Coriell Institut, 

US-Camden 

#2062 

[im Text Fibro 2-

Kontrolle] 

Reprogrammierung Albrecht-

Kossel-Institut, 

DE-Rostock 

Humane Fibroblasten 

(mit Mutation im 

NPC1-Gen) 

A113011 

mit homozygoter 

NPC1-Mutation 

(c.1180T>C) 

[im Text Fibro 3-

Mutation] 

Reprogrammierung Centogene AG, 

DE-Rostock 

GM18436 

mit heterozygoter 

NPC1-Mutation 

(Allel 1 c.1836A>C, 

Allel 2 c.1628delC) 

[im Text Fibro 4- 

Mutation] 

Reprogrammierung Coriell Institut, 

US-Camden 

Embryonale 

Mausfibroblasten 

CF-1 embryonale 

Mausfibroblasten mit 

Gammastrahlung 

inaktiviert 

Feederzellen zur 

iPS Kultivierung 

Amsbio, UK-

Abingdon 

 

Tab. 2: Medien 

Name des Mediums Zusammensetzung des Mediums 

Basalmedium DMEM 

10 % Fetales Kälberserum (FKS) 

1 % Penizillin/Streptomycin (Pen/Strep) 
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Name des Mediums Zusammensetzung des Mediums 

Differenzierungsmedium DMEM 

40 % DMEM/F-12 

1X B27 

0,5 % Pen/Strep 

EB-Medium Knockout DMEM 

20 % FKS 

1X MEM NEAA 

1X GlutaMAX 

1X 2-Mercaptoethanol 

0,25 % Pen/Strep 

LB-Agar 40 g LB-Agar (Luria/Miller) 

1 l Reinstwasser 

100 µg/ml Ampicillin 

LB-Medium 25 g LB-Medium (Luria/Miller) 

1 l Reinstwasser 

100 µg/ml Ampicillin 

mTESR1 Komplettmedium mTESR1 

0,25 % Pen/Strep 

Proliferationsmedium DMEM 

40 % DMEM/F-12 

1X B27 

0,5 % Pen/Strep 

20 ng/ml FGF2 

20 ng/ml EGF 

Stammzellmedium Knockout DMEM 

20 % Knockout Serum Replacement 

1X MEM NEAA 

1X GlutaMAX 

2X 2-Mercaptoethanol 

0,25 % Pen/Strep 

12,5 ng/ml FGF2 

 

Im Anhang A sind des Weiteren die verwendeten Grundmedien und Zusätze (ggf. mit 

Konzentrationsangabe und Lösungsmittel, Tab. A.1), Plasmide (Tab. A.2), Bakterien und 

Tiere (Tab. A.3), Lösungen zum Färben und für Analysen (ggf. mit Konzentrationsangabe 

und Lösungsmittel, Tab. A.4), Antikörper (mit angewandter Verdünnung, Tab. A.5), Kits 

und Partikel (Tab. A.6), Software (Tab. A.7), Geräte (Tab. A.8) sowie 

Verbrauchsmaterialien (Tab. A.9) aufgelistet. 

 

3.2 Zellkult ivierung 

Die Kultivierung aller Zelllinien fand bei 37 °C, 5 % CO2 sowie angefeuchteter Luft in 

Inkubatoren statt. 

Es wurden die in Tab. 1 aufgelisteten Zellen für die Generierung der iPS und ihrer neuralen 

Derivate verwendet. 
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3.2.1 Kultivierung von HEK 293FT 

Die HEK293FT-Zellen wurden in T75 Kulturflaschen mit einer Zellzahl von 35 x 10
3
/cm

2
 

in Basalmedium kultiviert und bei einer Zellrasendichte von 80 % passagiert. Nach dem 

Waschen mit PBS ohne Kalzium und Magnesium (PBS -/-) wurden die Zellen mit Trypsin-

EDTA (0,05 %) enzymatisch vom Flaschenboden bei 37 °C für 3 bis 5 min abgelöst. Die 

enzymatische Reaktion ist mit Basalmedium gestoppt worden und die Zellen wurden im 

Anschluss 5 min bei 420 xg zentrifugiert. Nach dem Lösen des Zellpellets in Basalmedium 

ohne Pen/Strep und der Zellzahlbestimmung mittels CASY-Zellzähler wurden für die 

Virusgenerierung 3 x 10
6
 Zellen/10 cm-Kulturschale ausgesät. Zur Virustiterbestimmung 

wurden 1 x 10
5
 Zellen/12-well (1 well entspricht einer Kavität in jeweiliger 

Zellkulturplatte) in Basalmedium ohne Pen/Strep ausgesät. 

 

3.2.2 Kultivierung von Fibroblasten 

Die in T25 Kulturflaschen wachsenden Fibroblasten wurden in Basalmedium mit einer 

Dichte von 28 x 10
3
 Zellen/cm

2
 kultiviert. Nach Erreichen einer 95 %igen Dichte wurden 

die Zellen passagiert. Dazu wurden die Fibroblasten mit PBS -/- gewaschen und mit 

Trypsin-EDTA (0,25 %) bei 37 °C im Inkubator zwischen 5 und 10 Minuten inkubiert. 

Nach dem Ablösen der Zellen ist die enzymatische Reaktion mit Basalmedium gestoppt 

worden und die Zellsuspension wurde 5 min bei 420 xg zentrifugiert. Das Zellpellet wurde 

in Basalmedium gelöst und mittels CASY-Zellzähler wurden Zellzahl und Vitalität 

bestimmt. Für die unterschiedlichen Versuche wurde wie folgt ausgesät: 1 x 10
5
 Zellen/3,5 

cm-Kulturschale zur Reprogrammierung, 3 x 10
5
 Zellen/6-well zur Bestimmung des 

Cholesterolgehaltes sowie 6 x 10
4
 Zellen/Deckglas zur Filipin-Färbung. 

 

3.2.3 Kultivierung von Feederzellen 

Die als Feederzellen dienenden und mitotisch inaktiven embryonalen Mausfibroblasten 

wurden für jede Stammzellpassage neu vorbereitet. Hierzu wurden die Feederzellen kurz 

bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut und tropfenweise zum Basalmedium in einem 15 ml-

Zentrifugenröhrchen gegeben. Nach 5-minütiger Zentrifugation bei 300 xg wurde das 

Zellpellet in Basalmedium erneut aufgenommen, die Zellzahl mit CASY bestimmt und die 

Zellen in einer Dichte von 32,5 x 10
3
/cm

2
 ausgesät. Für eine bessere Zellanhaftung wurden 

die Kulturgefäße vorher mit Gelatine (0,1 %, in Reinstwasser) für 30 min im Inkubator 

beschichtet Die Feederzellen wurden für 24 h inkubiert und konnten anschließend 

verwendet werden. 

 

3.2.4 Kultivierung von i PS auf Feederzellen 

Die iPS wachsend auf Feederzellen erhielten täglich einen Mediumwechsel mit 

Stammzellmedium und wurden alle 5 Tage passagiert. Dazu wurden die vorbereiteten 

Feederzellen mindestens zwei Stunden vor dem Passagieren mit DMEM/F-12 dreimal 

gewaschen, um Serumreste des Basalmediums zu entfernen. Durch den anschließenden 
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Mediumwechsel zum Stammzellmedium waren die Feederzellen zum Zeitpunkt des 

Splittes bereits an das neue serumfreie Medium adaptiert. 

Direkt vor dem Splitten wurde auch das Medium der iPS erneuert und mit Y27632 

(10 µM) versetzt, was die Anhaftung und das Überleben der Zellklumpen verbesserte 

(Watanabe et al., 2007; Claassen et al., 2009). Das mechanische Splitten wurde mit 

gebogenen Glashaken durchgeführt, die zuvor aus Glaspasteurpipetten über einer Flamme 

präpariert worden waren. Mittels dieser Glashaken wurden die Stammzellkolonien in 

kleinere Stücke gerissen und vom Plattenboden gelöst. Nach dem Zerkleinern von etwa 30 

Kolonien wurde von den vorbereiteten Feederzellen das Medium entfernt, das 

Koloniestücke enthaltende Stammzellmedium mit einer 1000 µl-Pipettenspitze mit extra 

großer Öffnung komplett aufgenommen und auf die frischen Feederzellen übertragen. Um 

die Koloniestücke gleichmäßig zu verteilen, wurden die Kulturgefäße im Inkubator kurz 

vorwärts und seitwärts bewegt und daraufhin 24 h nicht bewegt, bis die Koloniestücke 

angehaftet waren und den ersten Mediumwechsel erhielten. 

 

3.2.5 Kultivierung von iPS auf Matrigel  

Zur Feederzell-freien Kultivierung der iPS wurden diese auf Matrigel beschichteten 

Kulturgefäßen in mTESR1 Komplettmedium ausgesät. Nach 7-tägiger Proliferation 

wurden differenzierte Bereiche entfernt und die iPS dreimal mit DMEM/F-12 gewaschen. 

Die iPS-Kolonien wurden enzymatisch mit Dispase (1 mg/ml) für 8 min bei 37 °C vom 

Plattenboden leicht gelöst und anschließend wiederum dreimal mit DMEM/F-12 zur 

Entfernung aller Enzymreste und Einzelzellen gewaschen. Mit einem Schaber wurden die 

Zellen vom Plattenboden geschabt und mittels einer 1000 µl-Pipettenspitze mit extra 

großer Öffnung in ein 15 ml-Zentrifugenröhrchen überführt. Die Kolonien wurden so lange 

auf- und abpipettiert bis sie homogen zerkleinert waren, aber nicht als Einzelzellsuspension 

vorlagen. Nach dem Absetzen der Zellhaufen im Zentrifugenröhrchen wurde das 

überschüssige Medium entfernt, frisches Medium hinzugefügt und die zerkleinerten iPS-

Kolonien in gewünschter Dichte in Zellkulturplatten mit 12- oder 6-wells ausgesät. Zur 

optimalen Verteilung der Koloniestücke wurden die Kulturgefäße im Inkubator schnell 

vorwärts und seitwärts bewegt. Nach 12 h waren die Kolonien erneut angehaftet und 

konnten mit frischem Medium versorgt werden. 

 

3.2.6 Kultivierung von neuralen Progenitorzellen und neuronalen Zellen 

Zur Kultivierung der neuralen Progenitorzellen (NPZ) wurden die Kulturgefäße doppelt 

beschichtet. Zuerst erfolgte eine Beschichtung mit Poly-L-Ornithin (15 µg/ml) für 

mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) und dreimaligem Waschen mit PBS -/-. 

Anschließend wurde mit Laminin (10 µg/ml) überschichtet und ebenfalls mindestens eine 

Stunde bei 37 °C inkubiert. Vor Aussaat der Zellen wurde mit warmem DMEM/F-12 noch 

einmal gewaschen. 

Die einschichtig wachsenden Progenitorzellen wurden bei einer Zellrasendichte von 100 % 

passagiert. Dafür wurden die Zellen mit HBSS gewaschen und mit Accutase bei 37 °C für 

10 bis 20 min vom Flaschenboden gelöst. Nach Aufnahme der Zellsuspension in 



Generierung, Charakterisierung und neurale Differenzierung von humanen induzierten pluripotenten 

Stammzellen ï ein zelluläres Modell für Morbus Niemann-Pick Typ C1 

MATERIAL UND METHODEN 

24 

Proliferationsmedium wurden die Zellen bei 300 xg für 5 min zentrifugiert und das Pellet 

erneut in Proliferationsmedium aufgenommen. Nach Bestimmung der Zellzahl mittels 

CASY-Zellzähler wurden 100-112,5 x 10
3
 Zellen/cm

2
 ausgesät und 3 bis 4 Tage 

proliferiert. 

Zur Differenzierung der NPZ in neuronale Zellen (NDZ) wurde nach der Zellzählung 

erneut zentrifugiert, die Zellen im Differenzierungsmedium aufgenommen und mit einer 

Dichte von 40-45 x 10
3
 Zellen/cm

2
 ausgesät. Die Differenzierung fand über einen Zeitraum 

von 6 Wochen statt und ein Mediumwechsel erfolgte alle 3 bis 4 Tage mit frischem 

Differenzierungsmedium. 

 

3.2.7 Kryoprä servation 

Zur Langzeitlagerung der Zellen wurden diese nach der Zellzählung beim Passagieren 

erneut zentrifugiert, im entsprechenden Gefriermedium (siehe Tab. 3) aufgenommen und 

in für Kryopräservation geeignete Kulturgefäße (Kryovials) überführt. Diese wurden 

daraufhin 12 h bei -80 °C in einem mit Isopropanol gefüllten Gefrierbehälter zur 

konstanten Temperaturabsenkung zwischengelagert und anschließend in flüssigem 

Stickstoff zur Langzeitlagerung aufbewahrt. 

 

Tab. 3: Zelllinien -spezifische Gefriermedien und Zellzahlen pro Kryovial 

Zell-linien HEK293FT Fibro-

blasten 

iPS 

(Feeder) 

iPS 

(Matrigel) 

NPZ 

Gefrier -

medium 

Basalmedium + 10 % 

DMSO 

50 % 

Stammzell-

medium + 

50 % Mix 

(1:4) aus 

DMSO und 

FKS 

mFreSR 

(Stemcell 

Techno-

logies) 

Prolifera-

tionsmediu

m + 10 % 

DMSO 

Zellzahl/ 

Kryo vial 

2 x 10
6
 ~70 Koloniestückchen 2 x 10

6
 

Kultur gefäß 

zur Wieder-

aussaat 

T25 (unbeschichtet) 6-well 

(Feeder) 

6-well 

(Matrigel) 

6-well 

(PLO/ 

Laminin) 

 

Um die Zellen erneut in Kultur zu nehmen, wurde das Kryovial schnell bei 37 °C im 

Wasserbad aufgetaut und in ein 15 ml-Zentrifugenröhrchen überführt. Zum 

Dichteausgleich des DMSO enthaltenden Gefriermediums wurde tropfenweise frisches 

Zelllinien spezifisches Medium dazu gegeben und die Zellen unter den jeweiligen 

Standardbedingungen für 5 min zentrifugiert. Nach Lösen des Zellpellets im 

entsprechendem Medium und Ermittlung der Zellzahl sowie Vitalität wurden die Zellen 

auf den vorbereiteten Kulturgefäßen (siehe Tab. 3) ausgesät und für 18 bis 24 h inkubiert. 
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Nach einem anschließenden Mediumwechsel wurden die Zellen bei der jeweiligen 

spezifischen Zelldichte passagiert und nach 2 Passagen erneut für Experimente verwendet. 

 

3.3 Plasmidproduktion zur Virusgenerierung  

Zur Generierung der Viren wurden folgende Plasmide benötigt: Transkriptionsfaktoren 

OCT4, SOX2, KLF4 und c-MYC sowie virale Proteine bzw. Enzyme gag/pol und 

vesikuläres Stromatitisvirusglykoprotein VSV-G (siehe Tab. A.2). 

Zur Herstellung einer ausreichenden Plasmidmenge wurden je 50 µl kompetenter 

Escherichia coli (JM109) mit jeweils 1 µl Plasmid-DNA vermischt und zur 

Retransformation 10 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde daraufhin auf LB-

Agarplatten (10 cm, mit 100 µg/ml Ampicillin zur Selektion) ausgesät und über Nacht bei 

37 °C inkubiert. Am folgenden Tag wurden Klone von jeder Platte isoliert und je 200 ml 

LB-Medium (mit 100 µg/ml Ampicillin) angeimpft. Die Inkubation erfolgte für mindestens 

14 h bei 37 °C auf einem Schüttler bei 500 U/min. Die Bakterienkulturen wurden bei 

5000 xg für 15 min zentrifugiert und die Plasmid-DNA mit dem ĂEndofree Plasmid Maxi 

Kitñ laut Herstellerangaben aus dem Zellpellet isoliert. Das entstandene DNA-Pellet wurde 

in 250 µl TE-Puffer (im Kit enthalten) aufgenommen und die Menge an DNA 

photometrisch bestimmt. Die Plasmide wurden bei -20 °C gelagert. 

 

3.4 Virusgenerierung und Titerbestimmung 

Zur Generierung der retroviralen Partikel mit dem jeweiligen Transkriptionsfaktor (OCT4, 

SOX2, KLF4 und c-MYC) wurden pro Virus in zehn 10 cm-Kulturschalen je 3 x 10
6
 

HEK293FT-Zellen in Basalmedium ohne Pen/Strep ausgesät. Nach 20 bis 24 h wurden pro 

10 cm-Kulturschale 20 µl Fugene9 mit 300 µl DMEM gemischt und mit 2,5 µg des 

jeweiligen Transkriptionsfaktor sowie mit 0,25 µg VSV-G und 2,25 µg gag/pol versetzt. 

Nach 20-minütiger Inkubation wurde das Gemisch tropfenweise zu den HEK293FT-Zellen 

gegeben und 18 h bei 37 °C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Medium 

durch 7 ml frisches Basalmedium ohne Pen/Strep ersetzt und weitere 30 h inkubiert, in 

denen die gebildeten Viren ins Medium abgegeben wurden. Der virale Überstand wurde 

daraufhin von allen 10 cm-Kulturschalen gesammelt, filtriert (Porengröße 0,45 µm), 

aliquotiert und bei -80 °C gelagert. 

Nur bei einer Transduktionseffizienz von 70 bis 80 % bei OCT4, SOX2 und KLF4 sowie 

40 bis 50 % bei c-MYC ist eine erfolgreiche Reprogrammierung der Zellen beschrieben 

(Park et al., 2008b). Der Titer wurde deshalb für jeden Virus separat bestimmt mittels 

Expression des im Vektor integrierten Gens für das grün fluoreszierende Protein (GFP). 

Zur Bestimmung der Effizienz wurden 1 x 10
5
 HEK293FT-Zellen/12-well in Basalmedium 

ohne Pen/Strep ausgesät und sofort mit Protaminsulfat (5 µg/ml) sowie entsprechenden 

Mengen an Virus versetzt, wobei die Negativkontrolle mit der äquivalenten Mediummenge 

versetzt wurde. Nach 48 h Inkubation wurden die Zellen, wie unter 3.2.1 beschrieben, 

abgelöst und die einzelnen Zellpellets in Paraformaldehyd (2 %, in PBS -/-) für 15 min 

fixiert. Durch eine anschließende durchflusszytometrische Messung mit dem FACS 

Calibur-Durchflusszytometer und dessen Software ĂCellQuest Proñ wurde für jede 



Generierung, Charakterisierung und neurale Differenzierung von humanen induzierten pluripotenten 

Stammzellen ï ein zelluläres Modell für Morbus Niemann-Pick Typ C1 

MATERIAL UND METHODEN 

26 

eingesetzte Virusmenge die Transduktionseffizienz anhand des Anteils der GFP-positiven 

Zellen an der gemessen Gesamtzellzahl bestimmt. Gegebenenfalls wurde der Versuch für 

kleinere oder größere Virusmengen wiederholt, bis die gewünschte Viruseffizienz ermittelt 

war. 

 

3.5 Reprogrammierung der Fibroblasten in iPS 

Zur Reprogrammierung wurden 1 x 10
5
 Fibroblasten/3,5 cm-Kulturschale in Basalmedium 

ohne Pen/Strep ausgesät und über Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurde das 

Basalmedium durch Virus enthaltendes Medium ersetzt und Protaminsulfat (5 µg/ml) 

zugefügt. Die Transduktionseffizienz betrug 70-80 % für OCT4, SOX2 und KLF4 sowie 

40-50 % für c-MYC. Nach 48 h Inkubationszeit wurden die Zellen zweimal mit PBS mit 

Kalzium und Magnesium (PBS +/+) gewaschen und mit Trypsin-EDTA (0,05 %) abgelöst. 

Die enzymatische Reaktion wurde mit Basalmedium gestoppt, die transduzierten 

Fibroblasten unter Standardbedingungen zentrifugiert und dann auf einer mit Gelatine 

(0,1 %; in Reinstwasser) beschichteten 6 cm-Kulturschale in Basalmedium ausgesät. Am 

folgenden Tag wurde das Basalmedium durch Stammzellmedium ersetzt und mit dem 

Histondeacetylaseinhibitor Valproinsäure (0,5 mM) angereichert. Der Mediumwechsel 

fand täglich für 7 Tage statt und wurde danach ohne Verwendung von Valproinsäure 

weitergeführt. 14 bis 35 Tage nach Virusinfektion wurden Stammzellkolonien sichtbar. Für 

die weitere Kultivierung wurden nur GFP-negative Kolonien mit typischer Morphologie 

(runde bis ovale Kolonien, scharf begrenzter Kolonierand, homogene Zellverteilung 

innerhalb der Kolonie) selektiert und auf Feederzellen weiter expandiert. Aus jeder 

einzelnen Kolonie wurde eine neue Stammzelllinie heran gezogen, so dass alle daraus 

entstehenden iPS die gleiche genetische Information enthielten. 

 

3.6 Karyotypisierung von iPS 

Zur Erstellung der Karyogramme wurden die iPS auf Matrigel kultiviert und, wie in 3.2.5 

beschrieben, abgelöst. Durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren mit einer 1000 µl-

Pipette wurden die Kolonien zu einer Zellsuspension vereinzelt. Die weitere Aufarbeitung 

der Zellen und die Erstellung der Karyogramme mittels R/C-Banding erfolgten durch die 

Klinik für Hämatologie, Onkologie und Palliativmedizin der Universität Rostock. 

 

3.7 ĂEmbryoid Bodyñ (EB)-Bildung 

Um das pluripotente Potential der iPS in vitro nachzuweisen, wurde die EB-Bildung 

genutzt. Dazu wurden die auf Feederzellen wachsenden iPS-Kolonien nicht zerteilt, 

sondern im Ganzen mittels gebogenem Glashaken abgelöst und in ein 15 ml-

Zentrifugenröhrchen überführt. Nach dem Absetzen der Kolonien wurde das Medium 

abgesaugt und durch EB-Medium ersetzt. Die Kolonien wurden möglichst unzerkleinert in 

eine Zellkulturplatte mit sehr geringem Anhaftungspotential überführt und im Inkubator 

für fünf Tage kultiviert. Nach drei Tagen hatten sich die Kolonien bereits eingekugelt und 

Sphären, so genannte ĂEmbryoid Bodiesñ, gebildet, die mit frischem Medium versorgt 



Generierung, Charakterisierung und neurale Differenzierung von humanen induzierten pluripotenten 

Stammzellen ï ein zelluläres Modell für Morbus Niemann-Pick Typ C1 

MATERIAL UND METHODEN 

27 

wurden. Die gebildeten EBs wurden dann auf Gelatine (0,1 %, in Reinstwasser) 

beschichteten Deckgläschen in EB-Medium ausgesät und alle drei Tage wurde das 

Medium gewechselt.Nach neun weiteren Tagen Differenzierung wurden die angehafteten 

und ausgebreiteten EBs fixiert (siehe 3.11.2) und gegen folgende Marker exemplarisch für 

das jeweilige Keimblatt immunzytochemisch gefärbt (siehe 3.11.4): Nestin als Marker des 

Ektoderms, Muskelaktin als Marker des Mesoderms und alpha-Fetoprotein als Marker des 

Entoderms (Takahashi et al., 2007; Rodin et al., 2010). 

 

3.8 Teratominduktion in immundefizienten Mäusen 

Für den Nachweis der Pluripotenz in vivo wurden weiblichen, 8 Wochen alten 

immundefizienten Mäusen Teratome induziert. Zur Teratominduktion wurden iPS-

Kolonien wachsend auf Feederzellen aus drei 6-wells geerntet (siehe 3.2.4) und in ein 15 

ml-Zentrifugenröhrchen überführt. Nach 2 min Zentrifugation bei 200 xg wurden die 

abgesetzten iPS-Kolonien in Trypsin-EDTA (0,25 %) resuspendiert und für eine Minute im 

Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Die enzymatische Reaktion zur Vereinzelung der iPS 

wurde mit Basalmedium gestoppt und die Zellen erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde in 

DMEM/F-12 gelöst und gewaschen und erneut zentrifugiert. Im Anschluss wurden die 

Zellen in 140 µl kalten DMEM/F-12 gelöst und auf Eis gelagert. Direkt vor der Injektion 

wurde die Zellsuspension mit 60 µl Matrigel gemischt, die Suspension über eine 27G 

Nadel in eine 1 ml Spritze aufgenommen und der immundefizienten Maus subkutan auf 

den rechten Oberschenkel appliziert. Die Mäuse wurden nach 12 Wochen bzw. bei Bildung 

eines 1 cm großen Tumors getötet. Der präparierte Tumor wurde 12 h in Formafix fixiert, 

paraffiniert und in einen Paraffinblock eingebettet. Mittels eines Mikrotoms wurden 4 µm 

dicke Schnitte des Tumors angefertigt, in einem 40 °C warmen Wasserbad gestreckt und 

auf Objektträger gezogen. Über Nacht trockneten die Schnitte im Wärmeschrank bei 60 °C 

und wurden zur Analyse anschließend mit Hämatoxylin und Eosin gefärbt (siehe 3.11.7). 

Die tierexperimentellen Arbeiten waren durch die zuständige Behörde Landesamt für 

Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern (LALLF 

M-V) genehmigt worden und wurden gemäß des Tierschutzgesetzes durchgeführt. 

 

3.9 Induktion neuraler Progenitorzellen und neuronale Differenzierung 

Für die Induktion neuraler Progenitorzellen wurden iPS nach dem Passagieren auf Matrigel 

in hoher Dichte ausgesät und nicht weiter passagiert. Durch die einsetzende spontane 

Differenzierung bildeten sich unter anderem auch neurale Rosetten (Elkabetz et al., 2008). 

Nach 10 bis 12 Tagen Proliferation wurden die Kolonien mit DMEM/F-12 mehrfach 

gewaschen und mit Accutase abgelöst und vereinzelt. Die Zellsuspension wurde daraufhin 

mit magnetischen Partikeln, an die PSA-NCAM gekoppelt war (siehe Tab. A.6), laut 

Herstellerangaben sortiert, da PSA-NCAM als Marker neuraler Progenitorzellen gilt 

(Pennartz et al., 2004; Kim et al., 2012) gilt. Die gewonnenen NPZ wurden in 

Proliferationsmedium auf PLO/Laminin beschichteten (siehe 3.2.6) 12-wells ausgesät und 

täglich mit frischem Medium versorgt, bis sich ein 100 % dichter Zellrasen gebildet hatte. 

Während der ersten 5 Passagen wurden die Zellen expandiert und die PSA-NCAM-
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Selektion wiederholt, um den Reinheitsgrad der Kulturen zu gewährleisten. Für die 

neuronale Differenzierung wurden die NPZ in Differenzierungsmedium in einer geringen 

Dichte (siehe 3.2.6) kultiviert und ab da an als NDZ gekennzeichnet. 

 

3.10 Wachstumskurven 

Zur Analyse der Verdopplungszeit wurden die neuralen Progenitorzellen mit 12 x 10
4
 

Zellen/cm
2
 in 48-wells ausgesät. Nach 1, 2, 3, 4 und 5 Tagen wurden aus jeweils drei 

unabhängigen wells die Zellen, wie in 3.2.6 beschrieben, abgelöst und mittels CASY-

Zellzähler analysiert.  

 

3.11 Färbungen 

3.11.1 Alkalische Phosphatase-Färbung 

Die iPS wurden innerhalb der ersten 10 Passagen auf die charakteristische hohe Expression 

der alkalischen Phosphase (Takahashi et al., 2007) untersucht. Dazu wurden die Kolonien 

nach 6 bis 7 Tagen Proliferation mit PBS -/- zweimal gewaschen und mit eiskaltem 

Methanol für 10 min bei -20 °C fixiert. Nach einem anschließenden Waschschritt wurden 

die Kolonien mit der Färbelösung (75 % Reinstwasser, 10 % 1 M Natriumchloridlösung, 

10 % 1 M TRIS-Lösung mit pH = 9,8, 5 % 1 M Magnesiumchloridlösung, 1:50 NBT/BCIP 

Stammlösung) 15 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Zum Abbrechen der kontinuierlichen 

Färbereaktion wurde die Färbelösung entfernt und die Zellen mit Reinstwasser bedeckt. 

Die Färbungen wurden mit Hilfe des inversen Nikon Eclipse TS100-

Phasenkontrastmikroskops und der dazugehörigen Software ĂNIS-Elements F 2.20ñ 

dokumentiert. 

 

3.11.2 Fixierung der Zellen für immunzytochemische Färbungen 

Die auf Deckgläschen kultivierten Zellen wurden mit PBS -/- (Fibroblasten, iPS) oder mit 

PBS +/+ (neurale Progenitorzellen und neuronale Zellen) gewaschen und bei RT für 15 

min mit PFA (4 %, in PBS -/-) fixiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die 

Zellen entweder direkt gefärbt oder mit Natriumazid (0,02 %, in PBS -/-) überdeckt und 

bei 4 °C gelagert. 

 

3.11.3 Immunzytochemische Färbung von iPS 

Die fixierten iPS wurden zweimal mit Waschpuffer (PBS -/-, 20 mM TRIS-

Hydrochloridlösung pH = 8,5, 0,15 M Natriumchloridlösung, 0,05 % Tween 20) 

gewaschen und anschließend für 45 min bei RT mit einer Lösung für die Abdeckung 

unspezifischer Bindungsstellen und zur Membranpermeabilisierung (PBS -/-, 10 % 

normales Ziegenserum, 0,1 % Triton-X-100, 1 % BSA) behandelt. Nach zweimaligem 

Waschen wurden die Proben mit dem ersten Antikörper verdünnt in Erstantikörperlösung 

(PBS -/-, 0,1 % Triton-X-100, 1 % BSA) über Nacht bei 4 ° inkubiert. Am folgenden Tag 

wurden die Proben dreimal gewaschen und mit dem Zweitantikörper verdünnt in PBS -/- 
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für 1 h bei RT im Dunkeln inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurden die Proben mit 

DAPI (250 ng/ml) zur Darstellung der Zellkerne ebenfalls im Dunkeln für 5 min bei RT 

überschichtet. Nach erneutem mehrfachem Waschen wurden die Deckgläschen mit 

Mowioleindeckmedium (6 g Glycerol gemischt mit 2,4 g Mowiol 4-88 in 6 ml 

Reinstwasser, verdünnt in 12 ml 0,2 M Tris-Hydrochloridlösung pH = 8,5 unter Zugabe 

von 25 mg/ml DABCO) auf Objektträger überführt. Die Präparate wurden über Nacht bei 

RT im Dunkeln zur Aushärtung gelagert und so dauerhaft konserviert. Mikroskopische 

Fluoreszenzaufnahmen erfolgten mit einem Keyence Biozero 8000-Mikroskop und der 

dazu gehörigen Software ĂBZ observation applicationñ. 

 

3.11.4 Immunzytochemische Färbung von ĂEmbryoid Bodiesñ 

Zur Analyse des Differenzierungspotentials der iPS in vitro wurden die aus den EBs 

ausgewachsenen Zellen nach der Fixierung (siehe 3.11.2) mit exemplarischen Markern der 

drei Keimblätter gefärbt: Nestin = Ektoderm, Muskelaktin = Mesoderm, alpha-

Fetoprotein = Entoderm (siehe Tab. A.5). Dazu wurden die Zellen nach dreimaligem 

Waschen mit Waschpuffer (siehe 3.11.3) für 15 min bei RT mit Triton-X-100 (0,1 %, in 

PBS -/-) permeabilisiert. Nach wiederholtem Waschen wurde daraufhin für 30 min bei RT 

mit normalem Ziegenserum (4 %, in PBS -/-) geblockt und die Zellen über Nacht bei 4 °C 

mit dem ersten Antikörper verdünnt in PBS -/- inkubiert. Die weiteren Schritte erfolgten 

wie unter 3.11.3 beschrieben. 

 

3.11.5 Immunzytochemische Färbung von NPZ und NDZ 

Die fixierten Zellen (siehe 3.11.2) wurden mit PBS +/+ gewaschen und mit Blocklösung 

(PBS +/+, 0,3 % Triton-X-100, 5 % normales Ziegenserum) für 30 min bei RT inkubiert. 

Daraufhin wurde dreimal gewaschen und der erste Antikörper verdünnt in 

Antikörperlösung (PBS +/+, 1 % normales Ziegenserum) für 2 h bei RT inkubiert. Nach 

erneutem mehrmaligen Waschen wurden die Proben mit dem Zweitantikörper verdünnt in 

PBS +/+ für 1 h bei RT im Dunkeln gefärbt. Ungebundener Antikörper wurde durch 

erneutes Waschen entfernt und, wie unter 3.11.3 ausgeführt, weiter verfahren. 

Alle Analysen basierend auf Fluoreszenzfärbungen wurden mittels der Software ĂBZ 

image analysis applicationñ durchgef¿hrt. Speziell für die Doppelfärbungen von GM2 mit 

beta III-Tubulin wurden mindestens 3 verschiedene Fluoreszenzaufnahmen der Färbungen 

hinsichtlich relativer Fluoreszenzintensität des roten und grünen Kanals analysiert. Der 

Koeffizient aus beiden Werten wurde als relative Fluoreszenzeinheit dargestellt. 

 

3.11.6 Nachweis von freiem Cholesterol mittels Filipin-Färbung 

Zur Analyse des Verteilungsmusters von freiem, nicht verestertem Cholesterol in den 

Zellen wurde die Filipin-Färbung genutzt (Vanier et al., 1991). Dazu wurde die 

Filipinstammlösung (50 mg/ml) auf 10 mg/ml in DMSO verdünnt und mit PBS -/- zur 

gebrauchsfertigen Filipinfärbelösung (0,1 mg/ml) weiter verdünnt. 
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Die bereits fixierten Zellen (siehe 3.11.2) wurden mit PBS -/- gewaschen und anschließend 

45 min mit der Filipinfärbelösung bei RT im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurden die 

Zellen dreimal gewaschen und mit Mowioleindeckmedium (siehe 3.11.3) eingebettet. Die 

Objektträger härteten über Nacht im Dunkeln bei RT aus. Aufnahmen wurden mit einem 

Keyence Biozero 8000-Mikroskop und der dazu gehºrigen Software ĂBZ observation 

applicationñ gemacht. 

 

3.11.7 Hämatoxylin- und Eosin-Färbung von Teratompräparaten 

Zur Färbung der Tumorschnitte wurden diese zweimal für 5 min in Xylol deparaffiniert 

und je 5 min in 96, 90, 80 und 70 %igem Alkohol und anschließendem Reinstwasser 

hydriert. Zum Färben der Kerne wurden die Objektträger 30 s in Mayerôs Hªmatoxylin 

Lösung inkubiert und anschließend mit Leitungswasser gebläut. Das Spülen mit 

Leitungswasser wurde zweimal wiederholt, bevor die Schnitte zur Färbung von basischen 

Strukturen in EosinY Lösung für 1 min inkubiert wurden. Nach zweimaligem Waschen in 

Reinstwasser wurde den Schnitten über die aufsteigende Alkoholreihe das Wasser 

entzogen und sie wurden anschließend mit Eindeckmedium dauerhaft eingebettet. 

Die gefärbten Teratomschnitte wurden unter dem Keyence Biozero 8000-Mikroskop im 

Durchlicht auf Gewebestrukturen aus allen drei Keimblättern untersucht. 

 

3.12 Durchflusszytometrie 

3.12.1 Zellernte und Fixierung für durchflusszytometrische Analysen 

Nach 1, 2, 3, 4 und 5 Wochen Differenzierung wurden die neuronalen Zellen hinsichtlich 

verschiedener Marker analysiert. Dazu wurden die Zellen mit HBSS gewaschen und 2 bis 

5 min mit Trypsin/Benzonase (0,05 % Trypsin-EDTA, 25 U/ml Benzonase) abgelöst. 

Gestoppt wurde die Reaktion mit Trypsininhibitor/Benzonase (DMEM/F-12, 1 % HSA, 

0,55 mg/ml Trypsininhibitor, 25 U/ml Benzonase) und die Zellsuspension in ein 1,5 ml-

Reaktionsgefäß überführt. Nach der Ermittlung der Zellzahl mittels CASY wurde für 5 min 

bei 600 xg und 4 °C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in PFA (1 %) aufgenommen und 

15 min bei RT und schüttelnd bei 400 U/min fixiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden 

die fixierten Zellen in FACS Puffer (PBS -/-, 0,5 % BSA, 0,02 % Natriumazid) 

aufgenommen und bei 4 °C bis zur Färbung gelagert. 

 

3.12.2 Durchflusszytometrische Analysen neuronaler und glialer Marker  

Die fixierten Zellen (siehe 3.12.1) wurden für zeitabhängige Expressionsanalysen der 

neuronalen Marker HuC/D und beta III-Tubulin sowie der glialen Marker S100 und GFAP 

genutzt (siehe Tab. A.5). Dazu wurden die Zellen bei 600 xg und 4 °C für 5 min 

zentrifugiert und das Pellet anschließend mit dem jeweiligen Antikörper gelöst in 

Saponinpuffer (PBS -/-, 0,5 % Saponin, 0,5 % BSA, 0,02 % Natriumazid) resuspendiert. 

Für die Negativkontrolle wurde nur Saponinpuffer verwendet. Die Zellen wurden 2 h bei 

RT und schüttelnd bei 400 U/min inkubiert und anschließend mit Saponinpuffer 

gewaschen sowie zentrifugiert. Der Zweitantikörper wurde ebenfalls in Saponinpuffer 
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gelöst und 1 h bei RT im Dunkeln schüttelnd inkubiert. Nach einem weiteren Wasch- und 

Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in FACS Puffer aufgenommen und mit dem 

FACS Calibur-Durchflusszytometer und dessen Software ĂCellQuest Proñ gemessen und 

ausgewertet. 

 

3.13 Elektrophysiologische Messungen 

Die elektrophysiologischen Untersuchungen der NDZ erfolgten mittels der Patch-Clamp-

Technik in der Ganzzell-Konfiguration. Es wurden Messungen sowohl in der 

Spannungsklemme als auch in der Stromklemme durchgeführt. In der Spannungsklemme 

wurden die Zellen auf ein Haltepotential von -60 oder -80 mV eingestellt. Ausgehend von 

diesen Haltepotentialen wurden Spannungssprungfamilien mit einem Inkrement von 

10 mV durchgeführt. Zudem wurden ausgehend von einem Haltepotential von -60 mV 

eventuell vorhandene spontane postsynaptische Ströme registriert. In der Stromklemme 

wurde ein Membranpotential von -60 mV eingestellt. Davon ausgehend erfolgte eine 

schrittweise Strominjektion bis die Schwelle für die Aktivierung spannungsabhängiger 

Natriumkanäle erreicht wurde. Dadurch wurde überprüft, ob die Zellen in der Lage waren, 

Aktionspotentiale zu generieren. Sämtliche Messungen entstanden unter Verwendung einer 

intrazellulären Lösung (140 mM Kaliumchlorid, 10 mM HEPES, 11 mM EGTA, 1 mM 

Magnesiumchloridhexahydrat, 1 mM Kalziumchloridmonohydrat, 2 mM Magnesium-

ATP, alles in Reinstwasser, pH = 7,2 mittels Kaliumhydroxidlösung), während die 

ständige Superfusion der Präparate mit einer separaten physiologischen extrazellulären 

Lösung (125 mM Natriumchlorid, 2,5 mM Kaliumchlorid, 2 mM Kalziumchlorid-

monohydrat, 1 mM Magnesiumchloridhexahydrat, 26 mM Natriumhydrogenkarbonat, 1,25 

mM Natriumdihydrogenphosphatmonohydrat, 10 mM Glukosemonohydrat, alles in 

Reinstwasser, pH = 7,4 durch Begasung mit Carbogen) erfolgte. Alle Messungen wurden 

mit einem Patch-Clamp-Verstärker durchgeführt und die Analyse der Daten erfolgte mit 

der dazu gehºrigen Software ĂPulse/Pulse-Fitñ. Postsynaptischen Strºme wurden mit der 

Software ĂMiniAnalysisñ analysiert. Die Durchf¿hrung sowie die Auswertung der 

gewonnenen Daten erfolgte durch M. Sc. Michael Rabenstein und Dr. Moritz Frech. 

 

3.14 Bestimmung von Protein- und Cholesterolgehalt 

3.14.1 Zellaussaat, -ernte und -aufschluss 

Der Protein- und Cholesterolgehalt wurde für iPS, neurale Progenitorzellen und neuronale 

Zellen unter Standardkultivierung sowie 24-st¿ndiger ĂLow Density Lipoproteinñ (LDL)-

Behandlung vor Zellernte bestimmt. Dabei diente das LDL als externe Cholesterolquelle in 

den serumfreien Medien. Für die ebenfalls analysierten Fibroblasten wurde auf Grund des 

serumhaltigen Standardkulturmediums auf die LDL-Behandlung verzichtet. Die Zellen 

wurden wie folgt kultiviert: 

 

a) Proliferation der iPS (circa 20 Kolonien im 12-well) in mTESR1 für 6 Tage -/+ 10 

µg/ml LDL 24 h, 
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b) Proliferation NPZ (100-112,5 x 10
3
 Zellen/cm

2
) in neuralem Proliferationsmedium für 

3 bzw. 4 Tage -/+ 10 µg/ml LDL 24 h, 

c) Differenzierung neuronaler Zellen (40-45 x 10
3
 Zellen/cm

2
) in neuralem 

Differenzierungsmedium für 2 Wochen -/+ 10 µg/ml LDL 24 h, 

d) Differenzierung neuronaler Zellen (40-45 x 10
3
 Zellen/cm

2
) in neuralem 

Differenzierungsmedium für 6 Wochen -/+ 10 µg/ml LDL 24 h und 

e) Proliferation Fibroblasten (30 x 10
3
 Zellen/cm

2
) in Basalmedium für 4 Tage. 

 

Zur Zellernte wurden die iPS, neuralen Progenitorzellen bzw. differenzierten neuronalen 

Zellen mit DMEM/F-12 gewaschen und mit Accutase bei 37 °C für 5 bis 15 Minuten 

abgelöst und die Zellsuspension in DMEM/F-12 aufgenommen. Die Fibroblasten wurden 

mit PBS -/- gewaschen und mit Trypsin-EDTA (0,25 %) ebenfalls bei 37 °C für 5 bis 

10 min abgelöst. Gestoppt wurde die enzymatische Reaktion mit Basalmedium. Nach der 

Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalität mittels CASY wurden die Zellen für 5 min bei 

600 xg zentrifugiert und das Pellet nach Absaugen des Überstandes bei -80 °C gelagert. 

Zum Zellaufschluss wurden die Zellpellets mit einer SDS-Lösung (0,1 %, in Reinstwasser) 

resuspendiert und durch mehrfaches Frieren und Tauen und den daraus resultierenden 

großen Scherkräften aufgeschlossen. Die Zellsuspensionen wurden dafür 10 bis 15 s in 

flüssigem Stickstoff gefroren und 5 min in einem 20 °C warmen Wasserbad aufgetaut. 

Anschließend wurden die Proben 30 s gründlich durchmischt. Diese Arbeitsschritte 

wurden viermal wiederholt. 

 

3.14.2 Protein- und Cholesterolbestimmung 

Die Proteinkonzentration der Zellsuspensionen wurde mit dem Kit ĂPierce BCA Protein 

Assayñ ermittelt. Mit den vorbereiteten Proben wurde laut Herstellerangaben verfahren. 

Nach 1 h Inkubation im Thermoschüttler in Dunkelheit, bei 37 °C und 300 U/min wurde 

die Absorption bei 560 ± 10 nm im Plattenleser mit der Software ĂMagellan 6.6ñ gemessen 

und die Werte auf die mitgeführte Proteinstandardkurve bezogen. Zur Bestimmung des 

Gesamtcholesterolgehaltes wurde das Kit ĂAmplex Red Cholesterol Assayñ genutzt. Mit 

den Proben wurde laut Herstellerangaben verfahren. Nach 30 min Inkubation bei 37 °C im 

Thermoschüttler wurden die Proben im Plattenleser bei einer Anregungswellenlänge von 

530 ± 10 nm und bei einer Emissionswellenlänge von 590 ± 10 nm mittels Plattenleser 

gemessen. Die Werte wurden auf die mitgeführte Cholesterolstandardkurve bezogen. Im 

Anschluss wurde der Cholesterolgehalt auf die eingesetzte Proteinmenge bezogen, so dass 

sich für alle Proben ein Wert für Gesamtcholesterol in µg pro mg Protein ergab. 

 

3.15 Statistische Analysen 

All e Daten sind als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes angegeben. Die 

Mittelwerte wurden aus mindestens drei unabhängigen Experimenten ermittelt. Für 

statistische Analysen wurde der ungepaarte Students t-Test verwendet. Ein statistisch 

signifikanter Unterschied wurde für p Ò 0,05 angenommen, wobei folgendermaßen 

gekennzeichnet wurde: p Ò 0,05 = *, p Ò 0,01 = **, p Ò 0,001 = ***.  
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4 Ergebnisse 

 

Das Ziel dieser Arbeit war es, das erste iPS-basierte humane neuronale Modell für die 

Erkrankung NPC1 zu generieren. Das setzte wiederum voraus, die ersten 

patientenspezifischen iPS für NPC1 zu generieren und charakterisieren. Zur 

Reprogrammierung in iPS wurden humane dermale Fibroblasten verwendet, welche nun 

im Folgenden beschrieben werden. 

 

4.1 Charakterisierung der verwendeten Fibroblasten 

Zur Generierung von iPS wurden in dieser Arbeit vier unterschiedliche Fibroblastenlinien 

(Tab. 1 in Material und Methoden) von männlichen Spendern genutzt. Um später 

linienspezifische Effekte ausschließen zu können, stammten zwei Linien von gesunden 

Probanden sowie zwei von NPC1-Patienten: 

 

(1) Fibroblasten ohne Mutation im NPC1-Gen (Fibro 1-Kontrolle), 

(2) Fibroblasten ohne Mutation im NPC1-Gen (Fibro 2-Kontrolle), 

(3) NPC1-Fibroblasten (Fibro 3-Mutation) mit einer homozygoten Mutation, die bisher 

unbeschrieben ist, 

(4) NPC1-Fibroblasten (Fibro 4-Mutation) mit einer compound heterozygoten Mutation. 

 

Vor der Reprogrammierung wurden diese Zelllinien hinsichtlich Morphologie und 

Cholesterolakkumulation analysiert, um den Zustand der Zellen zu dokumentieren. 

Alle vier Fibroblastenlinien zeigten eine typische langgestreckte spindelförmige 

Morphologie (Abb. 6 A ï D). Es zeigten sich weder zwischen gesunden und NPC1-Zellen 

noch zwischen den Zellen mit unterschiedlichen NPC1-Mutationen morphologische 

Unterschiede. Zum Nachweis der NPC1-typischen Akkumulationen von Cholesterol, 

wurde mit Filipin gefärbt (Abb. 6 E ï H). Die gesunden Fibroblasten (Abb. 6 E, F) zeigten 

eine gleichmäßige schwache blaue Färbung ihrer Zellkörper, wohingegen die Fibroblasten 

von NPC1-Patienten (Abb. 6 G, H) eine deutliche Cholesterolakkumulation in Form von 

hellblau leuchtenden Arealen um den Zellkern aufwiesen (Pfeilspitzen). Die Fibroblasten 

mit der homozygoten NPC1-Mutation zeigten dabei auch Areale mit nur wenig gefärbtem 

Cholesterol (Abb. 6 G, Pfeile) im Vergleich zur compound heterozygoten Mutation (Abb. 

6 H), die eine gleichmäßige Cholesterolakkumulation (Pfeilspitzen) in allen Zellen zeigte. 

Beide Fibroblastenlinien mit NPC1-Mutation zeigten den klassischen Phänotyp 

hinsichtlich der Cholesterolakkumulation. Die eindeutige Unterscheidung zu den 

Kontrollfibroblastenlinien war mittels Filipin-Färbung gegeben. 

Die analysierten Fibroblasten wurden im Anschluss zur Generierung von iPS verwendet. 
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Abb. 6: Fibroblastenmorphologie im Phasenkontrastbild und Filipin -Färbung 

Im Phasenkontrastbild (A ï D) zeigten Kontroll-Fibroblasten (Fibro-Kontrolle, A, B) keine 

morphologischen Unterschiede zu den Fibroblasten mit NPC1-Mutation (Fibro-Mutation, C, D). 

Die Filipin-Färbung (E ï H) färbte die Kontroll-Fibroblasten (E, F) gleichmäßig blau, wohingegen 

die NPC1-Fibroblasten eine deutliche Cholesterolakkumulation in Form von hellen Arealen um 

den Zellkern zeigten (Pfeilspitzen). In der Zelllinie Fibro 3-Mutation zeigten einige Zellen eine 

schwächere Färbung (Pfeile) im Gegensatz zur gleichmäßigen Färbung aller Zellen in der Linie 

Fibro 4-Mutation. Maßstab 50 µm 
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4.2 Retrovirale Reprogrammierung der Fibroblasten in iPS 

Zur Generierung von iPS wurden die beschriebenen Fibroblasten (ein Beispiel in Abb. 7 

A) mit selbst hergestellten Retroviren transduziert und mittels der klassischen vier 

Transkriptionsfaktoren OCT4, SOX2, KLF4 und c-MYC reprogrammiert. Die retroviralen 

Vektoren verfügten neben dem jeweiligen Transkriptionsfaktor außerdem über eine GFP-

Sequenz, die den Nachweis der erfolgreichen Transduktion ermöglichte (ein Beispiel in 

Abb. 7 B). Bereits eine Woche nach Transduktion veränderten die Fibroblasten ihre 

Morphologie von der oben beschriebenen langgestreckten Zellform hin zu kompakten 

Zellkörpern (ein Beispiel in Abb. 7 C, Pfeile). Nach weiteren ein bis zwei Wochen bildeten 

sich die ersten frühen iPS-Kolonien in mitten der nicht- oder unvollständig 

reprogrammierten Fibroblasten (ein Beispiel in Abb. 7 D, Pfeil zeigt auf frühe iPS-

Kolonie, eingekreist). Die wachsenden Kolonien wurden anhand ihrer 

Stammzellmorphologie beurteilt, d. h. eine ovale bis runde Form der Kolonie mit einer 

homogenen Zellverteilung sowie ein scharf begrenzter Kolonierand ohne differenzierte 

Bereiche. Des Weiteren wurde die Unterdrückung des GFP-Signals unter dem 

Fluoreszenzmikroskop analysiert, da nach vollständiger Reprogrammierung die Expression 

der viralen Gene über Genstilllegungsprozesse gestoppt wurde. Das Phasenkontrastbild 

(ein Beispiel in Abb. 7 E) spiegelte erneut sehr gut die oben beschriebene 

Stammzellkoloniemorphologie wieder und in der Fluoreszenzaufnahme (ein Beispiel in 

Abb. 7 F) zeigte sich deutlich, dass nur noch von den umgebenden unvollständig bzw. 

nicht reprogrammierten Fibroblasten (Pfeilspitze) ein GFP-Signal abgegeben wurde und 

die Kolonie selbst (Stern) nun ohne aktive Expression der viralen Gene vorlag. Auf 

Feederzellen wurden nur die vollständig reprogrammierten Stammzell-typischen Kolonien 

ohne GFP-Signal umgesetzt und expandiert, so dass aus jeder einzelnen Kolonie eine 

eigene iPS-Linie entstand. 
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Abb. 7: Ablauf der retroviralen Reprogrammieru ng von Fibroblasten zur Generierung von iPS 

Fibroblasten mit typischer langgestreckter Morphologie (A) wurden retroviral reprogrammiert, was durch 

die Expression der viralen GFP-Sequenz überprüft wurde (B). Nach einer Woche änderte sich die 

Morphologie der langgestreckten Fibroblasten zu kompakteren Zellen (C, Pfeile) bis sich nach 2 bis 3 

Wochen frühe iPS-Kolonien bildeten (D, eingekreist, Pfeil). Vollständig reprogrammierte iPS wuchsen in 

runden Kolonien (E, Stern) inmitten von nicht bzw. unvollständig reprogrammierten Fibroblasten 

(Pfeilspitze). Nach vollständiger Reprogrammierung wurde die Expression der viralen Gene in den iPS-

Kolonien gestoppt und das GFP-Signal verschwand (F, Stern) im Gegensatz zu den umgebenden 

Fibroblasten (Pfeilspitze). Maßstab 100 µm 

 

4.3 Charakterisierung der generierten iPS-Linien 

Es wurden circa 5 expandierbare iPS-Kolonien pro Fibroblastenlinie generiert. Für die 

vorliegende Arbeit wurden dann jeweils 2 zufällig gewählte iPS-Linien pro 

reprogrammierter Fibroblastenlinie analysiert. Die Nummer der iPS-Linie bezieht sich 
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immer auf die zur Reprogrammierung genutzte Fibroblastenlinie und a bzw. b 

kennzeichnen die beiden unabhängigen Klone, die zu iPS-Linien expandiert wurden. 

Die Kultivierung aller acht gewählten iPS-Linien fand zunächst auf Feederzellen statt (ein 

Beispiel in Abb. 8 A und B, Pfeil zeigt auf Feederzellen). Für einige Experimente war 

jedoch die Feeder-freie Kultivierung auf Matrigel (ein Beispiel in Abb. 8 C und D) nötig, 

um der Verfälschung der Ergebnisse durch tierische Fremdzellen vorzubeugen. In beiden 

Kultivierungssystemen blieb die runde bis ovale Form der Stammzellkolonien erhalten 

(Abb. 8 A und C). Auch die Homogenität der Kolonien war gegeben auf Grund der 

gleichmäßigen hellen Koloniefarbe. Abb. 8 B und D stellen durch ihre Vergrößerung sehr 

gut die klare Koloniegrenze ohne differenzierte Areale dar. Des Weiteren sind deutlich die 

großen runden einzelnen iPS in der Kolonie zu erkennen (Abb. 8 D, vergrößert im Kasten), 

deren allgemeines Charakteristikum das große Verhältnis vom Zellkern zum Zytoplasma 

ist. Beide Systeme ermöglichten eine stabile Kultivierung der iPS. 

Die generierten iPS-Linien wurden eingehend hinsichtlich chromosomaler Stabilität, 

pluripotenter Markerexpression sowie pluripotenten Differenzierungspotentials weiter 

charakterisiert. 

 

 
Abb. 8: iPS wachsend in Kolonien in zwei unterschiedlichen Kultivierungssystemen 

iPS-Kolonien wachsend auf Feederzellschicht (A, B, Pfeil zeigt auf Feederzellen) und Matrigel (C, D) 

zeigten in beiden Kultursystemen die ovale bis runde Kolonieform (A, C) sowie den scharf begrenzten 

Kolonierand (B, D). Kolonie-bildende iPS waren rund mit großem Verhältnis vom Zellkern zum 

Zytoplasma (Kasten in D). Maßstab 100 µm 
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4.3.1 Analyse des Karyogramms 

Die Erzeugung von iPS mittels retroviraler Reprogrammierung ist mit dem Risiko 

verbunden, dass chromosomale Abnormitäten auftreten können. Für die Generierung des 

NPC1-Krankheitsmodells war es jedoch Voraussetzung, dass die genetischen 

Informationen nicht weiter verändert wurden. Um zu prüfen, ob die generierten iPS 

unauffällig waren, wurde mit Hilfe der Klinik für Hämatologie, Onkologie und 

Palliativmedizin an der Universität Rostock der Karyotyp jeder einzelnen Linie bestimmt. 

In Abb. 9 sind die Karyogramme aller acht iPS-Linien mittels R-Banding dargestellt. Die 

untersuchten Linien zeigten weder numerische noch strukturelle 

Chromosomenaberrationen und bestätigten den Ursprung von männlichen Spendern durch 

das jeweilige X- und Y-Chromosom. 

Mit dem Nachweis des stabilen Karyotyps jeder einzelnen iPS-Linie konnte mit den 

Pluripotenzanalysen fortgefahren werden. 

 

 
Abb. 9: R-Banding der Karyogramme aller iPS-Linien  

Untersuchung aller iPS-Kontrollen (A ï D) und iPS-Mutationen (E ï H) auf 

strukturelle oder numerische Chromosomenabberationen mit dem Ergebnis 

eines unauffälligem Karyotyps samt Abstammungsnachweis von männlichen 

Spendern. 
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4.3.2 Nachweis der Pluripotenz in vitro mittels spezifischer Markerexpression 

Ein Merkmal pluripotenter Stammzellen ist der hohe Gehalt an alkalischer Phosphatase in 

der Zellmembran, wohingegen differenzierte Zellen dies nicht mehr aufweisen. Mit Hilf e 

der schnellen und sensitiven alkalische Phosphatase-Färbung konnten pluripotente 

Stammzellkolonien nachgewiesen werden (Abb. 10). Alle iPS-Kolonien waren purpurn 

gefärbt und zeigten eine typische runde bis ovale Morphologie. Die iPS-Kultivierung fand 

für diese Färbung auf Feederzellen (Pfeile) statt, die als Negativkontrolle dienten. 

Hierdurch ließen sich purpurn gefärbte pluripotente Stammzellen von ungefärbten, bereits 

terminal differenzierten Feederzellen diskriminieren. Zwischen den gesunden iPS-Linien 

(Abb. 10 A ï D) und den iPS-Linien mit NPC1-Mutation (Abb. 10 E ï H) waren keine 

Unterschiede in Farbumschlag und Intensität zu erkennen. 
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Abb. 10: Nachweis alkalischer Phosphatase in iPS-Kolonien auf Feederzellschicht 

Die alkalische Phosphatase-Färbung zeigte eine gleichmäßige purpurne Färbung in den iPS-

Kontrolllinien 1a, 1b, 2a und 2b (A ï D) sowie in den iPS-Linien 3a, 3b, 4a und 4b mit NPC1-Mutation 

(E- H). Es wurden keine Unterschiede in der Farbintensität und Farbumschlag festgestellt. Die 

Feederzellschicht (Pfeile), auf denen die iPS-Kolonien wuchsen, diente als Negativkontrolle 

(ungefärbt). Maßstab 200 µm 
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Neben der alkalischen Phosphatase wurden noch andere Marker untersucht, deren 

Expression den pluripotenten Status von iPS beschreiben.  

In Abb. 11 wurden die immunzytochemischen Färbungen aller 8 iPS-Linien (Zeilen) gegen 

6 unterschiedliche Pluripotenzmarker (Spalten) dargestellt. Es wurde die Expression der 2 

Transkriptionsfaktoren Nanog (A ï H) sowie Oct4 (I ï P) untersucht. Beide Färbungen 

wurden in rot dargestellt und ließen in weniger kompakten Kolonien (z. B. B, E, K, O) die 

auf den Zellkern beschränkte Expression durch den Abstand zwischen den Zellen 

erkennen. Einige Kolonien erschienen stärker gefärbt als andere (z. B. A gegen K), was 

verursacht wurde durch die unterschiedliche iPS-Anzahl, aus denen die Kolonien 

bestanden. 

Neben Transkriptionsfaktoren wurde auch die Expression von verschiedenen 

Oberflächenmarkern analysiert. Dazu zählten SSEA3 (Q ï X) und SSEA4 (Y ï f) sowie 

Tra-1-60 (g ï n) und Tra-1-81 (o ï v). Diese Färbungen wurden in grün dargestellt und 

ergaben durch die Bindung des Antikörpers an den Oberflächenmarkern zwar eine 

gleichmäßige, aber eher diffusere Färbung. 

Alle iPS-Linien wiesen für die Färbung gegen die Transkriptionsfaktoren eine homogene 

rote Färbung und zur Darstellung der Oberflächenmarker eine gleichmäßige grüne Färbung 

auf. Die Färbungen beschränkten sich auf die Kolonien und veranschaulichten erneut die 

typische runde bis ovale Kolonieform. Auch hier waren keine Unterschiede zwischen iPS-

Kontrollen und iPS-Mutationen erkennbar. Für alle Zelllinien wurde somit die Pluripotenz 

in vitro anhand der Expression verschiedener Stammzellmarker nachgewiesen. 
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Abb. 11: Nachweis des pluripotenten Status aller iPS-Linien durch Färbung gegen die 

Pluripotenzmarker Nanog, Oct4, SSEA3, SSEA4, Tra-1-60 und Tra-1-81 

Färbungen gegen die Transkriptionsfaktoren Nanog (A - H) und Oct4 (I ï P) zeigten eine gleichmäßige 

rote Färbung der Kolonien. Die grün gefärbten Oberflächenmarker SSEA3 (Q ï X), SSEA4 (Y ï f), Tra-

1-60 (g ï n) und Tra-1-81 (o ï v) waren ebenfalls gleichmäßig in allen Kolonien nachweisbar. Alle iPS-

Kontrolllinien (iPS-Kontrolle) und iPS-Linien mit NPC1-Mutation (iPS-Mutation) waren positiv für die 

untersuchten Marker und zeigten keinerlei Unterschiede im Färbemuster. Maßstab 100 µm 

 

4.3.3 Nachweis der Pluripotenz in vitro mittels Differenzierungsfähigkeit 

Nach der Analyse der Pluripotenzmarker wurde untersucht, ob die iPS in vitro in der Lage 

waren, in Zellen jedes Keimblattes zu differenzieren. Unter Verwendung der EB-Bildung 

wurden die spontan differenzierten Zellen gegen Nestin als Marker des Ektoderms (Abb. 

12 A ï H), Muskelaktin (MA, Abb. 12 I ï P) als Marker des Mesoderms sowie alpha-
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Fetoprotein (alpha-FP, Abb. 12 Q ï X) als Marker des Entoderms gefärbt. Die Nestin-

positiven Zellen zeigten auf Grund der spontanen Differenzierung und deren erreichtes 

Ausmaß unterschiedliche Morphologien. So variierte diese zwischen großen ausgebreiteten 

Zellen (Abb. 12 A, F, G) und kleineren Zellen mit Ausläufern (Abb. 12 D, E, H) sowie 

deren Mischformen (Abb. 12 B und C). 

Die gegen Muskelaktin gefärbten Zellen waren groß und flächig und es waren einzelne 

Aktinstränge im Zytoskelett der Zellen erkennbar (Abb. 12 I, K, O). Dabei sahen die 

gefärbten Zellen weitestgehend identisch aus. 

Die gegen alpha-Fetoprotein gefärbten Zellen waren kleiner als die bisher für Nestin oder 

Muskelaktin beschriebenen und zeigten klare Begrenzungen auf ein bestimmtes Areal, was 

die spontane Differenzierung in unterschiedlichste Zelltypen veranschaulichte und die 

Spezifität der Färbung dokumentierte. 

Das pluripotente Potential in vitro war mit diesen Keimblatt-spezifischen Markern 

nachgewiesen worden und es ließen sich keine Unterschiede im Differenzierungspotential 

von iPS-Kontrollen und iPS-Mutationen feststellen. 
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Abb. 12: Nachweis des pluripotenten Potentials der iPS in vitro 

Nachweis der pluripotenten in vitro-Differenzierung der iPS in Zellen aus 

dem Ekto-, Meso- und Entoderm mittels Färbung gegen Nestin (A ï H), 

Muskelaktin (MA, I - P) und alpha-Fetoprotein (alpha-FP, Q - X). iPS-

Kontrollen und iPS-Mutationen konnten gleichermaßen in Zellen aller drei 

Keimblätter differenzieren. Maßstab 100 µm 
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4.3.4 Nachweis der Pluripotenz in vivo mittels Differenzierungsfähigkeit 

Um die pluripotente Differenzierung auch in vivo nachzuweisen, wurde immundefizienten 

Mäusen ein Teratom induziert und die Tumorschnitte mit Hämatoxylin und Eosin gefärbt 

(Abb. 13). Zum Nachweis der ektodermalen Differenzierung wurden einfache (Abb. 13 A, 

C, D, E, G, H) oder pigmentierte Epithelien (Abb. 13 B, F) dargestellt. Mesodermales 

Gewebe wurde durch Knorpel (Abb. 13 I, J, K, L), mesenchymales Bindegewebe (Abb. 13 

M) und kollagene Fasern (Abb. 13 N, O, P) veranschaulicht. Die Bildung entodermaler 

Strukturen wurde durch intestinale Epithelien (Abb. 13 Q, T, V) sowie Drüsen (Abb. 13 R, 

S, U, W, X) belegt. Alle iPS-Linien differenzierten auch in vivo in Strukturen aller drei 

Keimblätter. Es ließ sich kein Unterschied im Differenzierungspotential der Wildtyp- und 

NPC1-Linien feststellen. Mit dem Nachweis der Pluripotenz in vivo waren die 

Pluripotenzanalysen der generierten iPS abgeschlossen. 
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Abb. 13: Hämatoxylin- und Eosin-Färbung entstandener Teratome nach 

Injektion von iPS in immundefiziente Mäusen 

Nachweis der pluripotenten in vivo-Differenzierung der iPS in Strukturen aus 

dem Ekto-, Meso- und Entoderm. iPS-Kontrollen und iPS-Mutationen konnten 

gleichermaßen in Strukturen aller drei Keimblätter differenzieren. Maßstab 

50 µm 
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4.3.5 Darstellung des NPC1-Phänotyps in iPS 

Die generierten iPS wurden im Anschluss auf die Darstellung des NPC1-Phänotyps 

untersucht. Dazu wurde die für NPC1 beschriebene Cholesterolakkumulation als 

Hauptkriterium ausgewählt und die Zellen mit Filipin gefärbt (Abb. 14). Die iPS-Kolonien 

ohne NPC1-Mutation (Abb. 14 A ï D) zeigten eine gleichmäßige blaue Färbung, 

wohingegen die iPS-Kolonien mit NPC1-Mutation (Abb. 14 E ï H) hell leuchtende Punkte 

(Pfeilspitzen) aufwiesen. Diese Punkte lokalisierten die Cholesterolakkumulation in jeder 

einzelnen Stammzelle und unterschieden sich auf Grund von Zellgröße und 

Koloniebildung vom Färbemuster der Fibroblasten (siehe 4.1). Zwischen den 

verschiedenen iPS-Mutationen waren, wie auch schon in deren Ursprungsfibroblasten, 

Unterschiede zu erkennen. So schienen die Linien mit der homozygoten NPC1-Mutation 

(Abb. 14 E, F) weniger und kleinere punktuelle Färbungen zu zeigen als die Linien mit der 

compound heterozygoten NPC1-Mutation (Abb. 14 G, H).  

Grundsätzlich blieb der NPC1-Phänotyp in Bezug auf die Cholesterolakkumulationen auch 

nach der Reprogrammierung in iPS erhalten und konnte mittels Filipin-Färbung visuell 

eindeutig dargestellt werden. 
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Abb. 14: Visualisierung von Cholesterol in iPS-Kolonien 

Filipin-Färbung erzielte gleichmäßig blaue Färbung in iPS-Kontrollen (A ï D) gegenüber der partiell hell 

gepunkteten Färbung in den NPC1-iPS (iPS-Mutation, E ï H). Pfeilspitzen zeigen beispielhaft auf helle 

Areale, die die Cholesterolakkumulation bedingt durch NPC1-Mutation veranschaulichen. Maßstab 

50 µm 
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4.3.6 Analyse des Cholesterolgehaltes in iPS 

Um den Cholesterolgehalt zusätzlich zu quantifizieren, wurde die Menge an 

Gesamtcholesterol pro Proteinmenge bestimmt und graphisch dargestellt (Abb. 15). Alle 

Kontroll-iPS-Linien besaßen etwa den gleichen Gehalt an Cholesterol: iPS 1a-Kontrolle = 

12,32 ± 0,55 µg/mg Protein, iPS 1b-Kontrolle = 12,53 ± 0,70 µg/mg Protein, iPS 2a-

Kontrolle = 12,69 ± 0,60 µg/mg Protein sowie iPS 2b-Kontrolle = 12,50 ± 0,52 µg/mg 

Protein. Gemittelt ergab sich ein Wert von 12,50 ± 0,29 µg Cholesterol/mg Protein 

(dunkelblauer Balken). 

Die iPS-Linien mit einer NPC1-Mutation wiesen folgende höhere Cholesterolwerte auf: 

iPS 3a-Mutation = 17,02 ± 0,77 µg/mg Protein, iPS 3b-Mutation = 16,61 ± 0,59 µg/mg 

Protein, iPS 4a-Mutation = 15,99 ± 0,99 µg/mg Protein und iPS 4b-Mutation = 15,33 ± 

0,49 µg/mg Protein. Untereinander waren auch diese Cholesterolwerte nicht signifikant 

unterschiedlich. Beim Mitteln der Cholesterolgehalte der NPC1-iPS-Linien ergab sich ein 

Wert von 16,23 ± 0,36 µg Cholesterol/mg Protein (hellblauer Balken). Dieser Wert 

unterschied sich signifikant vom gemittelten Wert aller Kontroll-iPS-Linien und 

veranschaulichte den höheren Cholesterolwert der NPC1-iPS im Gegensatz zu den 

gesunden Kontroll-iPS. 

 

   
Abb. 15: Cholesterolgehalt in verschieden iPS-Linien  

Kontroll-iPS (iPS 1a, 1b, 2a, 2b) zeigten keine signifikanten Unterschiede im Cholesterolgehalt 

und hatten im Mittel (dunkelblauer Balken) 12,50 ± 0,286 µg Cholesterol/mg Protein. Die 

NPC1-iPS-Linien (iPS 3a, 3b, 4a, 4b) zeigten höhere Cholesterolwerte als die Kontroll-iPS, 

waren aber untereinander auch nicht signifikant unterschiedlich. Gemittelt ergab sich für die 

NPC1-iPS (hellblauer Balken) ein Cholesterolwert von 16,23 ± 0,357 µg Cholesterol/mg Protein, 

der signifikant höher war als der gemittelten Cholesterolwert der Kontroll-iPS. 

n (iPS-Kontrolle bzw. iPS-Mutation) = 10 ï 13, n (Kontroll-iPS gemittelt) = 43, n (NPC1-

iPS gemittelt) = 49 
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4.4 Differenzierung der iPS in neurale Progenitorzellen 

Um ein neuronales Krankheitsmodell zu generieren, wurden die iPS in die neurale 

Richtung differenziert. Dabei entstanden neurale Rosetten (ein Beispiel in Abb. 16), die 

sich meist mehrfach zusammen lagerten (Abb. 16 A). Die Rosettenstrukturen waren gut 

erkennbar durch die radiale Ausrichtung der Zellen (Abb. 16 B, Pfeilspitzen) unter Bildung 

einer Neuralrohr-ähnlichen Öffnung (Abb. 16 B, Pfeil). Die neuralen Rosetten bestanden 

aus neuralen Progenitorzellen, die über ihren Oberflächenmarker PSA-NCAM magnetisch 

aus dem Zellgemisch selektiert wurden. Die sortierten Zellen wuchsen einschichtig und 

zeigten beim Erreichen einer bestimmten Zelldichte eine Pflasterstein-artige Morphologie 

(Abb. 16 C). Die mitotische Aktivität der generierten NPZ veranschaulichte die rote 

Färbung gegen den Proliferationsmarker Ki67 in der Überlagerung der mittels DAPI blau 

gefärbten Zellkerne (Abb. 16 D). Dabei befanden sich die hell rot leuchtenden Zellkerne 

(Pfeil) in der Interphase zwischen zwei Mitosen und die schwächer, nur punktuell rot 

gefärbten Zellkerne direkt in der Mitose (Pfeilspitze). 

 

 
Abb. 16: Neurale Induktion und Generierung von NPZ 

Spontane Differenzierung der iPS in neurale Rosetten (A) bestehend aus radial angeordneten Zellen (B 

Pfeilspitzen) unter Bildung einer Neuralrohr-ähnlichen Öffnung (B Pfeil). Die mittels magnetischer PSA-

NCAM-Sortierung generierten NPZ-Linien zeigten eine Pflasterstein-artige Morphologie (C) mit 

mitotischer Aktivität. Diese wurde über eine Färbung gegen den Proliferationsmarker Ki67 mit der 

Überlagerung der DAPI-gefärbten Zellkerne (D) nachgewiesen, wobei hellrote Kerne (Pfeil) sich in der 

Interphase und punktuell rot gefärbte Zellkerne (Pfeilspitze) sich in der Mitose befanden. Maßstab 50 µm 


