Gl Universitiatsmedizin
/, Traditio et Innovatio ROStOC k

Aus dem AlbrechKossetnstitut fir Neuroregeneration
Direktor: Prof.Dr. med.Arndt Rolfs

Generierung, Charakterisierung und neurale Differenzierung
von humaneninduzierten pluripotenten Stammzelleni

ein zellulares Modellfir Morbus Niemann-Pick Typ C1

Dissertation
zur
Erlangung des akademischen Grades
Doktor der Medizinwissenschaften (doctor rerum humanarum

der Universitdtsmedizin Rostock

vorgelegt von Michaela Trilck

aus Rostock

Rostock,201407-01



Gutachter

1. Gutachter: Prof. Dr.med.Arndt Rolfs
AlbrechtKosselinstitut fiir Neuroregeneration
UniversitatsmedizidRostock

UniversitatRostock

2. Gutachter: Prof. Dr.med.Andreas Wree
Institut fir Anatomie
Universitatsmedizin Rostock

UniversitatRostock

3. Gutachter: Prof. Dr.med.Alexander Storch
Klinik und Poliklinik fir Neurologie
Medizinische Fakultat Carl Gtav Carus
Technische Universitddresden

Datum der Einreichung:  04. Juli 2014
Datum der Verteidigung: 17. Dezember 2014



Fur meine Eltern, die mir all das ermdglicht haben und mich immer unterstitzen.



GenerierungCharakterisierung und neurale Differenzierung von humanen interzigluripotenten
Stammzellen ein zellulares Modell fir Morbus Niemaditick Typ C1

INHALTSVERZEICHNIS

Inhaltsverzeichnis

1 ] ] =T (1 o S 8
1.1 Induzierte pluripotente Stammzellen (IRS)........cccoeeiiiiiiiicceececee e 3
1.1.1 Neuronale Krankheitsmodelle basierend auf.iPS.............cccvvviieemniciiivininnnee. 8
1.2 Morbus NiemanfPick TYp CL (NPCL)......uuuuioiiieiiie e eeeeeeeeieieee e eeeeeeeeeiees 10
1.2.1 Klinische Symptome und Einteilung...........ccooovviiiiiiceee e 11
1.2.2 Ursache der Erkrankung.............ooevvuuuiiiireeeeeeiiisse e emrsrsnn e e e e e e e e e 12
1.2.3 Zellulare Manifestation und BiOChemIe...........ccviiiiiiiiiiecc e 13
1.2.4 Diagnostik und Behandlungsmaoglichkeiten..............ccoovvvieee i, 14
1.2.5 Tier- und Zellmodelle zur Erforschung VOrPR ... 15
2 Zielstellung der ArDeIt.. ... 19
3 Material und Methoden.............ouuueiiiiiir e 20
TRt R V- (= £ - PRSP 20
3.2 ZElIKURIVIEIUNG. ....uttiiiiiiiiiiiiiie ettt e e 21
3.2.1 Kultivierung VON HEK293F ...ttt ieeeeiii e eee e e e 22
3.2.2 Kultivierung von FIibroblasten...........iiieeeeee 22
3.2.3 Kultivierung von Feederzellen............ooooiccc e 22
3.2.4 Kultivierung von iPS auf Feederzellen.........ccoooiiiiieeceeee, 22
3.2.5 Kultivierung von iPS auf Matrigel..........ccccoooiiiiiiicc e 23
3.2.6 Kultivierung von neuralen Progenitorzellen und neuronalen Zellen.............. 23
3.2.7 KIYOPIrASEIVALION......cceeeiiiiiiiiiie e e s ettt s e e e e e e e e e e emenree s s e e e e e e e e e e eeaeeeeesrenneas 24
3.3 Plasmidproduktion zur ViruSgENErierung...............uuuuruumummmeeeeeeeerrnnnnnnaneeenn 25
3.4 Virusgenerierug und Titerbestimmung...........ccceeeiiiiiiiieeee s 25
3.5 Reprogrammierung der Fibroblasten in iIPS..............ccccoiiiieeiicccee e, 26
3.6 KaryotypiSierung VON iPS.......ccooiiiiii et eeeeeeee e 26
37 AEmbr yoi d -BlOudgy.fi..... (. BB 26
3.8 Teratominduktion in immundefizienten MAUSEN............ooovvvviiiiccceeeeiiiiinnnnns 27
3.9 Induktion neuraler Progenitorzellen und neuronale Differenzierung............. 27
3.10 WaChHSTUMSKUINVEIL. ...ttt e 28
G TNt I R = 1 o 11 T 1= o PRSPPI 28
3.11.1AlkalischePhosphatasBarbung..........ccoooviiiiiiiiiieenn e 28
3.11.2Fixierung der Zellen fir immunzytochemische Farbungen.................ccceeee. 28
3.11.3Immunzytochemische FArbung voNn iRS.............uuiiiiiiiiieeciiiiiiiieeeeeeece e 28

4



GenerierungCharakterisierung und neurale Differenzierung von humanen interzigluripotenten
Stammzellen ein zellulares Modell fir Morbus Niemaditick Typ C1

INHALTSVERZEICHNIS

3.114l mmunzytochemi sche F2r b.un.g..v.on..AEMbryoi d

3.11.5lmmunzytochemische Farbung von NPZ und NDZ.............ccccoevvvieeeeeeee e, 29
3.11.6Nachweis von freiem Cholesterol mittels Filighdrbung.................ccoevvvvvvieen.. 29
3.11.7Hamatoxylin und EosiaFarbung von Teratompraparaten.............cccooeeevveceee. 30
3.12 DUrchfluSSZYtOMELIIE. ... et 30
3.12.1Zellernte und Fixierung fur durchflusszytometrische Analysen..................... 30
3.12.2Durchflusszytometrische Analysen neuronaler und glialer Matker............... 30
3.13 Elektrophysiologische MeSSUNGEN..........cooviiiiiiiiiiic e 31
3.14 Bestimmung von Proteirund Cholesterolgehalt................cooooviiiiccee e 31
3.14.1Zellaussaaternte UNAaufSChIUSS.......couuiiiiii e eeeme e 31
3.14.2Protein und Cholesterolbestimmug...........oooiiiiiiiimenr e 32
3.15 StatiStiSChe ANAIYSEN......ccoiii e e e e e 32
4 EFgEIDNISSE. ... 33
4.1 Charakterisierung der verwendeten Fibroblasten............ccccoooiiicccnns 33
4.2 Retrovirale Reprogrammierung deibroblasten in iPS...............ccccceeiiiiieninnns 35
4.3 Charakterisierung der generierten4BSien.........ccccoevvviiiieiiiiiieeeieie e, 36
4.3.1 Analyse des KaryogramiMS...........euuiiieeeeeeeesuniiiisaseeeeeeeeeseessannssssesaaeaeaseesens 38
4.3.2 Nachweis der Pluripoterim vitro mittels spezifischer Markerexpression......... 39
4.3.3 Nachweis der Pluripoterim vitro mittels Differenzierungsfahigkeit.................42
4.3.4 Nachweis der Pluripoteria vivo mittels Differenzierungsfahigkeit..................45
4.3.5 Darstellung des NPCRhANOtyps in IPS........cooiiiiiiiiieeeeee e a7
4.3.6 Analyse des Cholesterolgehaltes in.iPS...........cccccoiiiiiiieeeiiciciee e 49
4.4 Differenzierung der iPS in neurale Progenitorzellen............ccccoovveeeeeenn 50
4.4.1 Bestimmung der Zellwachstumsraten.............coovvvviiiiieer e 51
4.4.2 Charakterisierung der neuralen Progenitorzellen.............cccooooivcceeen 52
4.4.3 Darstellung des NPCRhANOtyps in NPZ..........oooiiiiiiiiieeen i 52
4.4.4 Analyse des Bolesterolgehaltes in NPZ..............oeeviiiiiiiceciiiiiiiiiiieeeeeeeeee 53
4.5 Differenzierung der neuralen Progenitorzellen in neuronale Zellen.............. 54
4.5.1 Untersuchung der Morphologie............ooooiiiiiimmmn e 54
4.5.2 Analyse der Zellpopulation mittels Durchflusszytometrie............ccccceeeeviemees 57
4.5.3 Analyse neuronaler und glialer Marker mittels Immunzytochemie................ 59
4.5.4 Elektrophysiologishe Untersuchungen der NDZ............cooovvviiviiimemneereeeeennnnnnd 67
4.5.5 Darstellung des NPGRhanotyps in 2 und 6 Wochen differenzierten Zellen...68



GenerierungCharakterisierung und neurale Differenzierung von humanen interzigluripotenten
Stammzellen ein zellulares Modell fir Morbus Niemaditick Typ C1

INHALTSVERZEICHNIS

4.5.6 Analyse des Cholesterolgehaltes in 2 und 6 Wochen differenzierten Zellen69

4.6 Behandlung der unterschiedlichenl&gen mit LDL....................cceevvvvveeee...... 70
4.6.1 Darstellung des NPGRhanotyps nach LDBehandlung in iPS.............cccc....... 70
4.6.2 Analyse des Cholesterolgehaltes nach EBd¢handlung in iPS...........ccccoeee.. 74
4.6.3 Darstellung des NPGRhanotyps nach LDiBehandlung in NPZ...................... 76
4.6.4 Analyse des Cholesterolgehaltes nach LDL Behandlung in.NPZ................. 7
4.6.5 Darstellung des NPCRhénotyps nach LDBehandlung in 2 und 6 Wochen
differenzierten Zellen............ e 78
4.6.6 Analyse des Cholestolsgehaltes nach LDBehandlung in 2 und 6 Wochen
differenzierten Zellen sowie vergleichsweise in Fibroblasten...................... 80
4.7 Nachweis von GM2 in NPZ unNd NDZ..........coiiiiiiiiiiiieeeeiccceeeee e eeeeeeeeeens 81
4.7.1 Nachweis VON GM2 iN NPZ........ccooiiiiiiiieieeeee e 82
4.7.2 Nachweis VON GM2 iN NDZ.........ccoooiiiiiiiiiiiieiee e 82
5 151 (0 7] o] S RPUPPRT 36
5.1 Generierung der ersten NPQatientenspezifischaRsS..............cccccciiiiiiieeennns 86
5.2 Differenzierung der iPS in NPZ und NDZ zur Generierung des erstehabi8rten
neuronalenn vitro-Modells fUr NPCL.......ccoooiiiiiiiiiiiieeee e 87
5.3 NP CLEPRNENOLYP. . .utttiiiiiiiiiieiiee ettt rmmme e aeee e 90
5.3.1 Cholesterolakkumulationen in Fibroblasten.............ccccueveiiieeciiiiiiiiiiiiiieccee, 90
5.3.2 Cholesterolakkumulationen in iRS..........ooovriiiiiiiiii e 90
5.3.3 Cholesterolakkumulationen in NPZ...........ccooiiiiiiiiiceeeiiciiiie e eeee e 90
5.3.4 Cholesterolakkumulationen in NDZ...........ccooiiiiiiiiiceeeiiiiieeee e eeeeeeeeee e 91
5.3.5 Cholesterolakkumulationen natBL-Behandlung.............cccccoiviiiiiieannnnn. 92
5.3.6 Cholesterolwerte in anderen NP®IDdellen.............ccevvevieiiiiiccciiiiieiiieeeeeeeen a3
5.3.7 GM2-AKKUMUIALION. ....cciiiiiiiiiiiee e 94
5.3.8 Zusammenfassung NP@NANOLYP..........uuuuriiiiiiiiieiececciieee e eeeeeeeeee e 95
5.4 Vergleich des generierten humanen neuronalen NRGfells mit bereits
bestehenden neuronalen NRRIDAEIEN.............ueeiiiiiiiii i) 96
5.5 AUSDICK. ... e 98
6 ZUSAMMENTASSUNG. ... ieiiiiiiie e e et e e e et e e e e e e s enmeeea e e e e e eetaa e eeeeees 101
7 RETEIENZEN ... e 103
8 N o1 (0 [ 74U ] o =T o PP 116
9 ANNAING. e e ———— e et et b —————————1— 117
D= 11T T 11 ] T RSP 128



GenerierungCharakterisierung und neurale Differenzierung von humanen interzigluripotenten
Stammzellen ein zellulares Modell fir Morbus Niemaiitick Typ C1

INHALTSVERZEICHNIS

Eidesstattliche ErKIArung.......cccooooei oo eeeeeeeeee e e 129



Generierung, Charakterisierung und neurale Differenzierung worahen induzierten pluripotenten
Stammzellen ein zellulares Modell fir Morbus Niemaiitick Typ C1

EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Induzierte pluripo tente Stammzellen(iPS)

Die Methodik der Reprogrammierung somatischer Zellen in den Zustand pluripotenter
Stammzellen (Takahasht al, 2007; Parlet al, 2008b)stellte 2007einen Meilenstein in

der Humanforschundarund wurde 2012 mit der Verleihung des Nobelpreises an Sir John
B. Gurdon md ProfessorShinya Yamanakgewdrdigt Die ethische Kontroverse der bis
dahinaus Embryonen gewonneng8tammzellen kanonmgangen werden, eil die iPS die
gleichen Charakteristikaiesdie embryonala Stammzellen aufweisen. So wachsen sie in
runden bis ovaleiolonien mit scharf begrenztem Rand, exprimieren gewebeunspezifisch
alkalische Phosphatase sowie stammzellspezifische Oberflachenmarker und Transkrip
tionsfaktoren (Parkt al, 2008 Abb. 1).

Tra-1-81 NANOG

IPS i - -

" i f; OCT4  Tra-1-60

v 3 # :
o
Feéde&e‘ﬁ 1

SSEA3 SSEA4

-
..n‘ - -

Abb. 1: iPS wachsendin Kolonien

iPS-Kolonie auf Feederzellen (links oben}eigt eine ovale
Morphologieund einen scharf begrenzten Rand (gestrichelte Linie)
iPS exprimierenim Allgemeinenalkalische Phosphatase (AP, links
unten) sowie die Transkriptionsfaktoren NANOG und OGQind die
Oberflachenmarker T¥&-81, Tral-60, SSEA3, SSEA4 Zellkerne
gefarbt mit DAPI(modifiziert aus Parlet al, 2008b).

DAPI

DAPI

DAPI

Des Weiteren kdonnen sie durch ihr platientes Potential in verschiedenste Zellen der drei
Keimblatter differenzieren, wie z. B. in Kardiomyozyten (&aal, 2009), Motorneurone
(Karumbayaramet al, 2009) und Insulirproduzierende P&neaszellen (Zhangt al,
2009). Dabei bleiben die germthen Informationen der Ursprungszellen erhalten und
fuhren zupatientenspezifischegelllinien. Die® Eigenschaften werdesor allem genutzt

um Krankheitenn vitro zu modellieren.

1.1.1 Neuronale Krankheitsmodelle basierend auf iPS

Die Pluripotenz der iPS @ifnet Zugang zu Zellen, die bisher in der Forschoog sehr
begrenzt oder gamicht verfigbar waren, was insbesondere fir humane neuronale Zellen
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gilt. Die zu Grunde liegenden patientenspezifischen somatischen Zellenusted
anderemkommerziell verfugar und ermoglichen somit die Reprogrammierung in iPS.
Park und Kollegen beschrieben bereits 2008 die ersten patientenspezifischen iPS fur
verschiedene Erkrankungen (Patkal, 2008a). Die sich anschlie3ende Differenzierung in
einen neuronalen Zelltyptiswf unterschiedliche Weise méglich (Chambetrsl, 2009;

Kim et al, 2012; Mohamacet al, 2013 und fuhrt zu humanen neuronalen Zellen mit
krankheitsspezifischem Phénotyp. Neben dem Nachteil der langen Generierungsdauer
Uberwiegen die Vorteile der Lgreitlagerung, massiven Expansionsfahigkeit sowie der
Zugang zur biologischen Vielfalt der krankheitsbedingenden humanen Mutationen. Die
IPS basiertenn vitro-Krankheitsmodelle werden im Allgemeinen fur folgende Zwecke
genutzt:

- Untersuchung ddgrkrankung zugrundeliegenden pathologischen Mechanismen,

- GenotypPhanotypKorrelationen,

- Biomarkeridentifikation zur Pradiktion und Diagnostik,

- ldentifikationvon therapeutisch adressierbaren Zielstrukturen oder Signalwegen

- Tests von chemischenSubstanzen als mdogliche Medikamente sowie éhr
Toxizitatsleve)

- Zuordnung bestimmter Genotypen zu Medikamentenrespondergrspyen

- Studien zuautologe Zellersatztherapie

Es sind fur verschiedene neuronale Erkrankungen bereits patientenspezifische iPS sowie
deren neuronalen vitro-Modelle generiert worden. Die am haufigsten 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 (Yapial, 2012). Sie prasentierten

den AlzheimeiPhénotyp durch erhdhte Amylelieta 42-Sekretion, die mittels
Gammaskretasdnhibitoren beeinflusst werden konnte. Das generierte neurongito-

Modell erfillte dadurch alle Anforderungen zum Substanzscreening. 2012 nutzte eine
andere Arbeitsgruppe iIPS von verschiedenen Alzhea@enten zur neuronalen
Differenziermg und  stellte erhdohte Level an  Phosphotau, aktivierter
Glykogensynthasekinas® beta und Amyloiebetal bis 40 sowie RAB®ositive friihe
Endosomen in Abhéngigkeit zu einzelnen Alzhewlissifizierungen fesflsrael et al,

2012). Des Weiteren konnteRhosphotau undaktivierte Glykogensynthasekinas® beta

nach Behandlung mit Betasekretdshkibitoren reduziert werden Dieses iPSasierte
neuronale Modell lieferte Ansatzpunkte zu Phanotypassoziationsstudien sowie Analysen
des Pathomechanismus in Neurowem AlzheimerPatientenin den letzten drei Jahren
konnte der Pathomechanismus von Alzheimer mit Hilfe derbi#&S$erten neuronalein
vitro-Systeme weiter untersucht werden und gab Aufschluss lber eine mutationsassoziierte
partielle Gammasekretasaktivierung (Kochet al, 2012), Amyloidbetaassoziierten
endoplasmatischen und oxidativen Stress (Kostdal, 2013)und ermdglichte auRerdem

die verbesserte Modellierung des Morbus Alzheimer in eineiZalkultur (Zhanget al,

2014).
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Fir den Morbus Parkson, die zweithdufigste neurodegenerative Erkrankung in der
Bevolkerung, bedingt durch den Verlust dopaminerger Neurone in der Substantia Nigra
(Surmeier & Sulzer, 2013), sind bereits 2008 die ersten patientenspezifischen iPS generiert
worden (Parlet al, 2008a). Diese wurden jedoch nur charakterisiert und erst 2011 wurde
ein neuronales Modelbasierend auf patientenspezifischen viral reprogrammierten iPS
beschrieber(Nguyenet al, 2011). Die generierten dopaminergen Neurone exprimierten
sowohl mehr agdhaSynuclein als auch mehr oxidativBtressassoziierte Gene. In einer
anderen Studien wurden ebenfalls patientenspezifische iPS in dopaminerge Neurone
differenziert und exprimierten doppelt so viel alghgnuclein wie die gesunden
Vergleichszellen einegerwandten ersten Grades (Devigteal, 2011). In beiden Studien
wurden die generierten iPS in den gleichen neuronalen Subtyp differenziert und
modellierten den Parkinsonphanotyp vitro vergleichbar mit dem im menschlichen
Gehirn. Eine andere Studie rkte unter Verwendung des HRSsierten neuronalen
ParkinsorModells eine verénderte Translokation der Ligase Parkin aus dem Zytosol zu
geschadigten Mitochondrien in Abhangigkeit zum ParkirR@ikoprotein PINK
nachweisen (Seibleet al, 2011). Dadurch énnten frihere Ergebnisse erstmals im
humanen neuronaleim vitro-System bestatigt werden. Das vitro-Modell wurde des
Weiteren genutzt, um mdogliche Pharmaka zu testen, wie z.B. Koenzym @d&migkcin

oder der LRRKZinasenhibitor GW5074 welche mitochodrial bedingte Defizite
ausgleicherkonnten (Coopeet al, 2012).

Zusammengefasst lasst sich feststellen, das$aBerte neuronale ZellmodeNermehrt
genutzt werden, um neurodegenerative Erkrankumgefitro zu modellieren. Fur haufig
auftretende eurodegenerative Erkrankungen sind iPS bereits mahreren Jahren
generiert und charakterisiert worden. In ihren neuronalen Derivaten wird der
Krankheitsphanotyp nachgewiesen, bisherige Erkenntnisse auf neuronaler Ebene tberprift,
neue Erkenntnisse derguinde liegenden pathologischenllZktivititen gewonnen sowie
intensive Pharnfarschung betrieben.

Im Gegensatz dazu sind fur viele seltemeuronaleErkrankungen bisher keine iPS
generiert worden und es fehlt demnach ein humanes neuronales Modell, winedie
genanntenPunke untersuchen zu kdnnerktine dieser Erkrankungen ist der Morbus
NiemannPick Typ C1.

1.2 Morbus Niemann-Pick Typ C1 (NPC1)

NiemannPick Typ C1 ist einepanetmische neurodegenerative autosomal rezessiv
vererbtelysosomale Stoffwechselkm&heit und zahlt mit einer Pravalenz von120.000
Lebendgeburten zu den selterierkrankungen(Pattersoret al, 2019. Verursacht wird
diese lysosomale Speichererkrankung durch Mutationen im NFEDlundfihrt héufig
innerhalb der ersten zwdiis drei Lebensdekaden zum Tod d@atienten Nach ihrer
Entdeckungvon Albert Niemannund Ludwig Pick in den 1920er Jahresird sie heute
knapp 100 Jahre spater auf Grung deeiten klinischen Spektrumen vielen Arzten
nichtoder erst sehr spat diagnostizigfanier, 2010).
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1.2.1Klinische Symptomeund Einteilung

Die klinischen Symptome fir NPC1 lassen sich in systemische und neurologische
unterscheidenZu den Systmischen zahlen vor allem neonatalkterus,Hepatomegalie,
Splenomegaliaind damit assoziierte dgasintestinale Stérunge(Pattersoret al, 2013)
Aktuell wird ebenfalls ein assoziierter Morbus Crohn diskutiert (personliche
Korrespondenamit Dr. T. Schwerd, Oxford, UK Die neurologischen Symptome sind
mannigfaltig und umfassefolgende Manifestaticen: vertikale Blickparese, Dysarthrie,
Dysphagie, progressive Demenzgrebellare Ataxie,Lacheninduzierte Kataplexie,
Dystonie und Krampfanfélle (Vanier, 201@iese schwere neurologischiglanifestation

iIst mit einer progressiven Neurodegeneration aggbzund bedingt den schweren
klinischen Phanotyp.

NPC1 wird anhand des Beginns neurologischer Symptome und deren Auspragung
unterteilt in eine frihe infantile, spate infantile, juvenile und adulte Formbb. 2 sind

diese Formen in Kombination mit ihregstemischen und neurologischen Manifestationen
dargestellt.

Systemische (viszerale) Beteiligung

(Hepato) splenomegalie

Neonatale
Cholestase +  Fehlt bei ca. 15 % der Fille
Unterschiedliches Alter bei Erstmanifestation
Fetaler = Stets‘vor n‘eurologischen ﬁ“fnzei'chen
Aszites/ Leber i) Kann sich mit dem Alter zurtickbilden
Hydrops Splenomegalie

Neonatal
letal

Alter, Jahre
Geburt 1 2 3 6 10 20

(Friih) infantile s

30 40 50 60

Verzdgerte
motorische
Entwicklung Gangstérungen
Hypotonie  Ungeschicklichkeit ~Schulische Probleme

Sprachverzégerung Ataxie
Kataplexie (Zerebrale Krampfanfille)
(Kataplexie)

Adulte Verlaufsform

Psychische Probleme
Ataxie, Dystonie
(Demenz)

4 \/ertikale supranukleédre Blickparese =

Neurologische Beteiligung

Abb. 2: Darstellung der unterschiedlichen Formen von NPC1 basierend auf ihren
beginnenden neurologischen Symptomeriibersetzie Version vonVanier, 2010)

Die frihe infantile Form ist durch fehlende motorische Entwicklung und Hypotonie
gekennzeichnet, wohingegenich die spate infantile Form durch Gangstérungen,
Tollpatschigkeit, Sprachstérungen und Kataplexie definiert.deih Ausbruch von NPC1

im juvenilen Alter zeigen Patienten schulische Probleme, Ataxie sowie meist Kataplexie
und Krampfanfélle. Die Patienten mit der adulten Form haben psychiatrische Probleme
und zeigennebenAtaxie und Dystonie haufig abh Demenz. In der spéten infantilen,
juvenilen undadulen Form kann die typische vertikale Blickpardm®bachtet werden.

Die nicht zwingend auftretendeber meist vorhanden8plenomegalie ist ab Geburt
vorhanden, scheirgbermit den spatereManifestationsbrmen ein geringeres Ausmald zu
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zeigen.Ausgelend vonder infantilen und juvenilen Forwerstirbt der Patient oft vor dem
Erreichen des Erwachsenenalters.

1.2.2Ursacheder Erkrankung

Verursachtwird Morbus Nieman#Pick Typ Cin 95 % der Fallelurch Mutationenn dem
aufChromosom 18q11 liegenden NPGEn(Carsteaet al, 1997) Nur in 5 % der Falle ist
eine Mutation im NPC&Zen vorhandenwelchesauf Chromosonl4qg24 lokalisiert ist
(Naureckieneet al, 200Q. Das NPC1iGen besteht ausund 57000 Basenpaaren und
wurde das erste M&002 vollstandig von unsrer Arbeitsgruppeinter Bertcksichtigung
aller Exonsund Spleil3stellen sowie der PromotorregsaguenziertBaueret al, 20039.
Es kodiet ein 1.278 Aminosauren grof3esbiquitdr vorkommendesransmembrandses
Proteinmit 13 Transmembramananen 7 luminaén und 6 zytoplasmatischen Schleifen
(Davies & loannou, 20QAbb. 3). Lokalisiertist esin spaten Endosomen uhgisosomen
sowie im TransgolgNetzwerk (Higginset al, 1999) wo es anStoffwechseltransport
prozesseteteiligtist.

NTD Cystein-reiche
Schleife
(
—e L _C _C ;.\— Lo —Lumen
t ‘ L { Membran
——\;'—\_! 7 \./‘_\-’ - Zytosol

SED

Abb. 3: Struktur des NPC1-Proteins

Das NPC1 Protein besteht aus 13 Transmembrandomanen, 7 luminalen und 6 zytoplasmatischen Schleifen
Die N-terminale Doméane (NTD) ist evolutionar stark konserviert. In Strolerkennende Domane

(SED) sowie in der luminalen Cysteieichen Schleife treten haufig Mutationen af#ngelehnt arloyd-

Evans & Platt, 2010)

Derzeit sind rund800 NPCX:Mutationenin der humanen Genmutationsdatenbank HGMD
(Stensonet al, 2003) gelistet wobei die Tendenz stegd ist. Es existieren keine
allgemein gultigen GenotyPhanotypKorrelationen ausgehend von homozygoten und
compound heterozygoten Mutationen per se. Die NRi@thtionensind in allen Doméanen
zu finden wobej basierend auf der Lokalisation im NP®ftoten, unterschiedliche
Formen assoziiert seinkbnnen So geht man davon aus, dassorzeitige
Stoppkodonmutationenim Allgemeinen einige Missensmutationen in der Sterol
erkennenden Domarnien Speziellensowie die Mutation A1054T in der Cysteiaeichen
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luminalen Schleife zu einer infantiilen Form von NPC1 fihr&agegen fihren
Missensmutationen in dé€ysteirreichen luminalen Schleifeu vollig unterschiedlichen
Krankheitsformen (Millatet al, 2001).Die Mutationen im NPCIGenbedingenaber alle

eine gestorte Funktionsweise des NREfoteins, wadetztendlichzu Veranderungen des
Cholesteroltransportdghrt.

1.2.3 Zellulare Manifestation und Biochemie

Wie genau deintrazellulareLipidtransport durch das NP&Rrotein vermittelt wird, ist
derzeit noch ungeklariVermutet wird ein NPClermittelter vesikularer Transport von
Cholesterol und GlykolipidenNeufeld et al, 1999 Zhanget al, 200) oder aber die
Funktionsweise von NPC1 alsatrsmembrandse EffluxpumpB®gdvieset al, 200Q. Es
wird weiterhin angenommendassessentiellelnteraktionen mit dem NPGCRrotein statt
finden (Sleatet al, 2004; Infanteet al, 2008 Deffieu & Pfeffer, 201}, welchesubiquitar
intrazellular in denLysosomenlokalisiertist (Naureckieneet al, 2000) Andere Studien
sprechen sich jedoch dagegen aus (Zhetrag, 2003 Goldman& Krise, 2010;Kennedy
et al, 2012.

Unabhangig von der Funktionsweise resultieren NRiationen vornehmlich in
Akkumulationen von freiem Cholesterol in den spaten Endosomen und Lysosomen.
Systemisch tretenzusétzlich vor allem in Leber und Milz Anreicherungenvon
Sphingomyelin Glykosphingolipidensowie Bis(monoacylglycero)phosphat aManier,
1983. Im Gehirn dagegen akkurieren neben dem freien Cholesteroésonders
Glykosylzerande, Laktosyleramide sowie die Glykophingolipide GM2 und GM3
(Vanier, 1999.

Die ubiquitdreAkkumulation von freiem, nicht verestertem Cholesterol wird genutzt, um
NPCZ1Defizienzen nachzuweisen. Dazu wirdt demfluoreszierendem PolyeMakrolid
Filipin, isoliert aus Streptomyces filipinensigefarbt(Normanet al, 1972. Mit seiner
hohen Affintat zu nicht verestertem Cholesten@sultiert eine FilipifFarbungin NPCL
defizienten Zellenin einem stark fluoreszieresien Muster um den Zellkern(Abb. 4).
Genutzt wird diese Methodeter anderernm der Diagnostik von NPC1.

Kontrolle variant klassisch

Abb. 4: Filipin -Farbung von Fibroblasten
SchwarzWeil3-Bild einer FilipinFarbung von Fibroblasten gesunder Probandemntfolle) sowie
NPCZlPatienten mit variantenfwenige Cholesterolakkumulationen)nd klassischem(viele
Cholesterolakkumulationen) biochemischem Phanotyp Pfeile zeigen auf angefarbte
Cholesterolakkumulationen in den ZellgnodifiziertausTangemcet al, 2011)
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1.2.4 Diagnostik und Behandlungsmaoglichkeiten

Zeigt ein Patienneuroviserale Symptome kann einPunktesystenzur Pradiktion von
NPC1hinzugezogen werdefWraith et al, 2014) Zur Diagnosevon NPC1 werden dann
zwei kombinierteMethodenverwendet Zum einen wird eine Hautbiopsie vorgenommen
und daraus eine Fibroblastenkultur des Patienten angelegt. Die Eeltdanmit Filipin
gefarbt und anhand ihres fluoreszierenden Farbemusgenseilt. Es wirddabeizwischen
einem biochemisch klassischeRhanotyp mitvielen Cholesteregefillten Vesikeln und
einem biochemisch  varianten Phanotyp mit nur wenig nachweisbaren
Cholesterolakkumulainen unterschieden(Vanier et al, 1991 Abb. 4). Mitunter
resultiererFilipin-Farbungeraberauchin falschnegativerErgebnissen, so dass zusatzlich
genetische Analysen durchgefuhrt werdémn anderenvird das NPCiGen des Patienten
sequenziertwozu de DNA aus den Fibroblasten oder aber aus Lymphozyten gewonnen
wird. Die Ergebnisse beider Untersuchungen werden zusammen ausgewertietnn die
Diagnosestellen zu kénnen

Es ist auBerdem mdglichn Knochenmarkbiopsiervon NPCZPatientenCholesterod
gefullte Makrophagen, die alSchaumzellerdeklariert werdennachzuweisenRodrigues

et al, 200§. Jedoch ist die Probengewinnung stark invasiv und die Belastung mit
Schaumzellemicht grundsatzlich vorhandesdertritt erst im spéateren Krankhewsrlauf

auf (Pattersoret al, 2012)

Um eine minimalinvasive mdglichst genau®iagnostik zu ermoglichenwurde nach
Biomarkern fir NPC1 geforschon einer amerikanischen Forschergruppe wurden 2010
im Plasmanachweisbaréxysteroleals Biomarker etablier{Porteret al, 2010Q. Dieser
Biomarker wird seitdem auch in der Diagnostik eingesetzt und liefert zusammen mit den
genetischen Analysen eindeutige Ergebnisse. Eine andere Forschergruppe stellte kirzlich
die Verwendung von Lysotrackats einen moéglichen Bmarkerfir Verlaufskontrollen

vor (Te Vruchteet al, 2014) Mit diesem kommerziellerFluoreszenzfarbstoff zum
Markieren von sauren Zellorganellemie z. B. Lysosomenwird in B-Lymphozytendas
relative saure Kompartimentvoluméestimmt, welches allgenmein Patientenzellen mit
lysosomalen Stoffwechselerkrankungen grof3er ist als in Zellen von gesunden Probanden
Unsere eigene Arbeitsgruppe wird zeitnah einen anderen Biomarker basierend auf
Lysosphingomyelirvorgellen (noch unveréffentlicht).

Die moglickst friihe Diagnosevon NPCL1 ist sehr wichtig, ddie einmal eingetretene
Neurodegeneration irreversibist undsich der Krankheitsverlauf nicht stoppemndern

nur durch eine Behandlungerzdgernlasst Dies wird mitder Gabe von MiglustagN-
butyldeoxyngirimycin) erreicht, welches ein Iminozucker ist und als kompetitiver
Inhibitor desEnzyns Glycosylzeramidsynthase wirkBqtterset al, 200Q. Dadurch wird

die Akkumulation der Glykosphingolipide reduziert, der Beginn neurologischer Symptome
verzogert, & Lebensdauer verlangert und letztendlich die Progressestangsamt
(Pinedaet al, 2009. Neben der Gabe von Miglustaterdengrundlegenddie Symptome

des Patienten behandelt z. B. duréimtidepressiva, Antiepileptika, Physiotherapie,
Psychotherapieund unter UmstandenLebertransplantationen Angehdérige werden
gegebenenfalls in der Pflege der Patienten geschult und finden Unterstiitzung in
Selbsthilfegruppen.
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Die Behandlung von NPCRatientenmit Miglustat ist bisher die einzigeurch die
European Mettines Agencyzugelassene Therapieoptianit der Mdoglichkeit, dem
Krankheitsprogress entgegenzuwirken. Jedoch ist die Neurastagen weder
aufzuhalten noch umzukehren und daher sind weitere intensive Forschaogen
Krankheitsursache von NPC1 und molgéc therapeutischer Ziele von grol3em Interesse.
Insbesondere sind hier Cyclodextfiqul et al, 2011)und Histondeacetylasdnhibitoren
(Pipaliaet al, 201) zu erwéhnendie im NPC1:Mausmodellbzw. humanen Fibroblasten
mit NPCZXMutation bereits einen g@sitiven Effekt zeigten und momentan in
amerikanischen PhaseStudienbzw. Phase iBtudiengetestet werderfU.S. National
Institutesof Health,www.ClinicalTrials.govy URL:
http:/Avww.clinicaltrials.gov/ct2/shodCT01747135?term=npcl&rank=6 bzw.
http://www.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02124083?term=npcl&rank29.062014).

1.2.5Tier- und Zellmodelle zur Erforschung von NPC1

Zur Erforschung von NPC1 werden unterschiedliche-Zgitl Tiermodelle genutzt. Ddie
N-terminale Sequenz ilNPC1Genevoluionar sark konserviert is{Kartenet al, 2009)
kénnen fir verschiedene Fragestellungamfache Modellorganismewverwendet werden,
wie z. B. der Pilz Fusarium graminearumBreakspearet al, 201), der Nematode
Caenorhabditis elegan&Sym et al, 2000, der ZebrafisctDanio rerio (Schwendet al,
2017 sowie die FliegeDrosophila melanogastefHuanget al, 2005. In allen diesen
Modellen wird die NPCDefizienz durch genetische Manipulation induziert. Sie sinfd
Grund ihrer einfachen Haltung und schnellen Reproduktionsrate sehr belieberaeh
vorwiegend fur Entwicklungsund Homologiestudiesowie genetische Heilungsversuche
und Substangcreeninggenutzt.

Neben diesemsehr einfacherBystemen existierenevschieden&augéermodelle, die die
neuroviszeralen Symptomen Menschenbesser darstellen kdnnebas weitverbreitetste
Tiermodell ist das Mausmodealus demBALB/c-Stammmit einerLeserastermutatiomm
NPC21Gen (Pentchewet al, 1980;Morris et al, 1982, welcheeinen kompletterverlust
desNPCZXProteins bedingtvVor kurzem wurde ein neues Mausmodell vestellt, daglie
D1005GMutationtragt, welche auch illPC1-Patienterbeschrieben isind einen spaten
Krankheitsbeginn bedingtMaue et al, 2019. Es ist auRerdenein Katzenmodellfiir
NPC1 verfugbar (Lowenthal et al, 1990. Die Saugéermodelle modellieren die
neurologischen Gesichtspunkte #deankheit wesentlich ésser als die einfachen Systeme.
Im Menschentreten neuronaleAblagerungen von Cholesterol, GM2 und GM&ldung
von Meganeuritenund ektopischer Dendrite(Abb. 5), axonale Schwellungensowie
Fragmentierungn des GolgiApparatesin zerebellaren Purkinjezellen und zerebralen
kortikalen Neuronemnd eine damit einhgrehendeNeurodegeneratioauf (Vanier, 1999;
Zervaset al, 2001; Walkley & Suzuki, 2004
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ektopische
Meganeurit— #~ Dendriten

Abb. 5: NPC1-Neurone mit morphologischen
Unterschieden

Neurone im NPCXehirn zeigen
morphologische Anderungen hinsichtlich der
Bildung von Meganeuriten und ektopischer
Dendriten(modifiziert aus Zervast al, 2001)

Gleiches konnte audm felinen(Lowenthalet al, 1990; Marctet al, 1997; Zervast al,
2007 undoder murinen Systen{Higashiet al, 1993; Sarnaet al, 2003;Zervaset al,
2001 beobach#t werden Unterschiede ergeben sich dabei in der jeweilig affektierten
Hirnregion bzw. im Zelltyp. Sevurdez. B. die Ablagerung von Cholesterol und GM2 vor
allem in Neuronen defwumanenzerebralen Kortex, Zerebellum und Hippocampus
beobachtet 4ervas et al, 2001, wéhrend inder Maus die pyramidalen Neurone
Purkinjezellen sowi&leuronedes Hirnstamms und des Thalantgtroffen sindWalkley

& Suzuki, 2003.

Innerhalb unserer Arbeitsgruppeder in Kooperation wurde bisher das BALB/c-
Mausmodell fir die NPGEorschung genutztim gesamten NPCGMaushirn sowie im
NPCZXMaugtuckenmarkkonnte eine Demyelinisierungachgewiesen werdeiYdn et al,
2017). Die in der Studie ebenfalls prasentierte AnalgseProteineSox10, Yin Yag 1
sowie MyelinGenregulierendeiFaktorzeigte, dass NPC1 keinen Einfluss auf Sox10 und
Yin Yang laufwies wohl aber zu einem reduzierten Gehalt des My@km regulierenden
Faktorsin Oligodendrozytetiiihrte. Es wurde auf diesen Ergebnissen basierepédert,
dass die NPGbedingte Neurodegeneration wahrscheinlich doch nicht allein auf einem
zellautonomen Prozess in den Neuronen zurtickzufihrebddstWeiteren wurdemieiner
erst kurzlich veroffentlichten Arbeit verschiedene Protocadherine im NM@dshirn
untersucht (Yaret al, 2014a). Die Analyse zeigte eine veranderte Verigi einiger
Protocadherine imezebralen Kortex junger Mause. In altefdRClMausen wurdam
Vergleich zu gesunden Wildtyperine stark reduzierte Protocadherinexpression in
Oligodendrozytendes Corpus Callosum sowie in Purkinjeand Granularzellerdes
Zerebellums festgestellt Auf Grund dieser Ergebnisse wurde gemutmalft, dass die
unterschiedliche Expression der Protocadherine im Hirn NB&dingt ist und in
Verbindung stehtzu neurodegenerativen Effektelm einer anderen Studie wurde das
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Ruckenmark von NPCMausennaheruntersuchtund festgestellt, dass die Astrozyten
und Mikrogliaaktivitat sich ab postnatalem Tag 10 erh@kemn et al, 2014h. Es konnte
diesbezuglich einerhdhte Expession von Interleukil beta undApolipoprotein Esowie

eine verstarkte Aktivitat von p3Blitogen aktivierter Proteinkinase festgestellt werden,
was zu axonalen Schwellungen und prasynaptischeneggtgn im Rickenmark der
NPC1:Maus ab postatalem Tag 35 fuhrtdJntersuchungen des olfaktorischen Systems
zeigtenebenfalls eineerhdhte Astrozytenund Mikrogliaaktivitat im Riechkolben undm
olfaktorischenKortex (Hovakimyanet al, 2013b).Myelin-ahnliche Ablagerundionnten

in fast allen Zella des zentralen und peripheren olfaktorischen Sysgemsden werden,
wobei eine erhdhte Expression von Gale@jrCathepsin D nd GFAP inden kortikalen
Schichten des Riechkolbens festgestellt wurde. Es wird vermutet, dass damit sensorische
Defizite eirhergehenEine Arbeit zu motorischen und kognitiven Fahigkeiten von NPC1
Mausen nach Dreifachtherapie mit Cyclodextrin, Miglustat und Allopregnanolon zeigte,
dass durch die Behandlung die motorischen Dysfunktionen wesentlich verbessert werden
konnten Hovakimyan et al, 20133. Auf zellularer Ebene konnte nachgesgéa werden,

dass elektronatichte Einschliisse in den zerebralen Purkinjezellen sich wahrend der
Dreifachtherapie verminderten. Allerdings konnten die kognitiven Leistungen der-NPC1
Mause nicht vorder Therapie profitieren. Es wurde gemutmal3t, dass dieses Phdnomen auf
eine unterschiedliche Empfindlichkeit verschiedener Hirnregionen auf die Behandlung
zuruckzufuhren ist.

Es werdenbis heute viele Erkenntnisse aus den NH@tnodellen gewonnenggot
kénnen auchdie Wirbeltiermadelle nicht alle Krankeitsaspekte wlerspiegeln. So lassen
sich zum Beispiel die immenschlichen Gehirn auftretende ektopische Bildung von
Dendriten nur teilweise in Katzebzw. sporadisch in MausehirneachweisenZervaset

al., 200). Im Gegensatz dazeigen NPC4Patienten keine visuellen Symptome, wéahrend

in Mausen NPChbedingte Verdnderungeter Cornea nachgewieseneverden konnten
(Hovakimyanet al, 201]. Aul3erdem sind die im menschlichen Gehirn vorkommenden
neurofbrillaren Bundel (ahnlich wie bei Morbus AlzheimpiSuzuki et al, 1995 im
NPCZXMaudirn nicht naclzuweisen (German et al, 2001). Des Weiterensind die
Zulassung, Haltung, Pflege und Reproduktidar Wirbeltiermodellesehr zei und
kostenintensiv

Deswegen sind nebenin vivo-Studien natdrlichin vitro-Studien weit verbreitet. Als
einfacke in vitro-Modelle werdendie chinesischéHamsterovarienzelllini€HO (Watari et

al., 1999 oder, um dem menschlichen System naher zu kommen, die humane
Neuroblastomazdihie SH-SY5Y genutzt RodriguezPascauet al, 2013. In beiden
Zelllinien wird der NPC3IPhénotyp entweder UUber die Behandlung mit dem
Cholesterolsyntheseinhibitd#18666A oder genetisch durch Knockdown des Ni&ehs
induziert, um die Ausirkungen von NPCL1 in der He untersuchen zu kénnetum
jedoch den Einfluss der menschlichen NA@ltationen zu untersuchen, werden fur viele
Studien Patientenfibroblasten genutPeltchevet al, 1986; Carsteaet al, 1997. Ein
grol3er Nachteil ist dad jedoch, dass sich die Hautzellen grundlegend aneéehalten als

die degenerierendeNeurone im Gehirn eines NP@&atientenund somit nur partielle
Ruckschlisse auf die Pathogenese zulassen.
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Der Notwendigkeit eines humanen neuronalen NR@itells wurdeversuchtgerecht zu
werden, ilem humane embryonale Stammzellen neuronal differenziert wurden und dann
ein Knockdown des NPCGens vorgenommen wurde (Ordonezal, 2012). Als ein
Modell fir schwere infantile Formen von NPC1 ist dieses Modell sehr gigrgs, jedoch

kann es nicht den Einfss verschiedener Mutationenderspiegeln2013stellte daraufhin

eine andere Arbeitsgruppe ein neuronales Modell basierend auf multipotenten adulten
Stammzellen (MAShus NPC1Patientefibroblastenvor (Bergaminet al, 2013) Es ist
jedoch durch die Verwendung sehr friiher ZellpassagerGenerierung der MAStark
limitiert.

Keine Arbeitsgruppehate bis dahin das PotentigbatientenspezifischeiPS fur die
Generierung eines zellularen NPCiModells genutzt. Dahe war es das Ziel der
vorliegenden ArbeitpatientenspezifischdPCZLiPS zu generieren und weiteeuronal zu
differenziern, unein humanes neuronalsin vitro-Modell fir NPC1 zu eschaffen
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2  Zielstellung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war esin humane neuronals in vitro-Modell fur
MorbusNiemannPick Typ C1 zu generieren.

Die primare Teilaufgabbestand darindie ersten NPGiPS zu generieren. Dazwurden
humaneFibroblastervon NPC1Patienten und gesunden Kontrollpatienteittels der vier
klassischen Transkriptionsfieen OCT4, SOX2, KF4 und eMYC retroviral
reprogrammiert wobei ferner die Generierung dewverwendetenRetroviren in die
Aufgabenstellung mit einfloss Es schloss sich zielfuhrendeine umfassende
Charakterisierung deratientenspezifischen iR hinsichtlich:

- Analyseder Morphologie,

- Karyotypisierung,

- Expression vowerschiedeneRluripotenzmarkaer,

- pluripotentem Differenzierungspotentialvitov i a A E mb r ‘Bilwing, Bo d y f

- pluripotentem Diferenzierungspotentiah vivovia Teratominduktion sowie

- Nachweis des NPCi1Phéanotyps hinsichtlich der Cholesterolakkumulation in den
Zellen.

Darauf basierend/ar es die Idedlie chaakterisierten iPS weiter nalrzu differenzieen
Die dabei entstehenden malen Progenitorzellewurden beschriebebezlglich:

- Morphologie,

- Proliferation,

- Expression von neuralen Progenitormarkern sowie

- Nachweis von Cholesterolakkumulationen als NFRD&notyp.

Schliel3lichwar es das Zieldie neuralen Progenitorzellen zu terminalen neuronalen Zellen
zu differenzierenum den hunanenneuronalelNPC21Phanotypin vitro zu modellieren
Dazuwurdendie generierten Zellen ter folgenden @sichtspunkten analysiert

- Morphologie,

- Expression neuronaler Marker,

- neuronale Funktionalitat sowie

- Darstellung des NPGRhanotyps hinsichth Cholesterol und GM2
Akkumulatioren

Mit der Generierung aller drei Zellarten und ihrer eingehenden Charakterisi@eungs
die Intention,sowohldie patientenspezifiscimeNPCLiPS als aucldasdarauf basierende
humane neuronal@ vitro-Modell fur NPC1lim Rahmen dieser Arberu entwickeln um
esflr weiterfiuhrende Forschungentzen zu kénnen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

In Tab. 1 sind die verwendeten Zelllinien aufgelistet undTab. 2 die bemutzenMedien
zusammengestellt

Tab. 1: Zelllinien

Zellart Zelllinie Zweck Ursprung
HEK-Zellen HEK293FT Virusgenerierung | Invitrogen, DE
(Humane embryonal Darmstadt
Nierenzellen)
Humane Fibroblasten GM05659 Reprogrammierung Coriell Institut,
(ohne Mutation im [im Text Fibro % US-Camden
NPC1Gen) Kontrolle]

#2062 Reprogrammierung Albrecht

[im Text Fibro 2- Kossetlnstitut,

Kontrolle] DE-Rostock
Humane Fibroblasten A113011 Reprogrammierung Centogene AG
(mit  Mutation im| mit honozygoter DE-Rostock
NPC1Gen) NPC21Mutation

(c.1180T>C)
[Im Text Fibro 3-

Mutation]

GM18436 Reprogrammierung Coriell Institut,
mit heterozygote US-Camden
NPC21Mutation

(Allel 1 ¢c.1836A>C
Allel 2 c.1628delQ
[Im Text Fibro 4-

Mutation|

Embryonale CF1 embryonale Feederzellen zu Amsbio, Uk-

Mausfibroblasten Mausfibroblastemit | iPS Kultivierung Abingdon
Gammastrahlung
inaktiviert

Tab. 2: Medien
Name des Mediums Zusammensetzung des Mediums
Basalmedium DMEM

10 % Fetales Kalberserum (FKS)
1 % Penizillin/Streptomycir{Pen/Strep)
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Name des Mediums Zusammensetzung des Mediums
Differenzierungsmedium | DMEM

40 % DMEM/F12

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 | Reinstwasser

100 pg/ml Ampicillin
LB-Medium 25 g LB-Medium (Luria/Miller)
1 | Reinstwasser

100 pg/ml Ampicillin
MTESR1 Komplettmedium| mTESR1

0,25 % Pen/Strep
Proliferationsmedium DMEM

40 % DMEM/F12

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 sinddes Weitererdie verwendeterGrundmedien und Zusatzéggf. mit
Konzentratiosangabaund Losungsmittel Tab. Al), Plasmide(Tab. A2), Bakterien und
Tiere (Tab. A3), Losungen zum Farben und fir Analygeggf. mit Konzentrationsangabe
und Losungsmittel,Tab. A4), Antikorper (mit angewandteNerdinnung,Tab. A5), Kits
und Partikel (Tab. AS6), Software (Tab. A7), Gerate (Tab. A8) sowie
Verbrauchsmaterialieréb. A9) aufgelistet

3.2 Zellkultivierung

Die Kultivierung aller Zelllinienfand bei 37 °C, 5 % CfOsowie angefeuchteter Luft in
Inkubatoren statt.

Es wurden dién Tab.1 aufgelisteten Zellen fidie Generierung der iPS undéi neuralen
Derivate verwendet.
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3.2.1Kultivierung von HEK 293FT

Die HEK293FT-Zellen wurden in T75 Kulturflaschenit einer Zellzahion 35 x 10%/cn?
in Basamedium kultiviert und bei eineiZellrasendichtevon 80 %passagiertNach dem
Waschen mit PBShne Kalzium und Magnesium (PBS) wurden die Zellen mit Trypsin
EDTA (0,05 %)enzymatisch vom Flaschenboden bei 37 °C fiir 3 bis 5 min abgbiést.
enzymatischéReaktionist mit Basamediumgestoppt worden undie Zellenwurdenim
Anschlusss min bei420 xgzentrifugiert. Nach dem Lésen des Zellpellet8asamedium
ohne PeriStrep und der Zellzahlbestimmung mittels CASXellzéhler wurden fur die
Virusgenerierung X 10° Zellen/10 cmKulturschaleausgesat. @& Virustiterbestimmung
wurden 1 x 10 Zelleni2-well (1 well entspricht einer Kavitat in jeweiliger
Zellkulturplatte)in Basamedium ohne Pé8trepausgesat

3.2.2 Kultivierung von Fibroblasten

Die in T25 Kulturflaschen wachsendefibroblastenwurden in Basamedium mit einer
Dichte von28 x 10° Zellen'cn? kultiviert. Nach Erreichen einer 95 %ig&ichte wurden
die Zellen passagigr Dazu wurden die Fibroblastemit PBS -/- gewaschen und mit
TrypsinEDTA (0,25 %)bei 37 °C im Inkubadr zwischen5 und 10 Minuten inkubiert.
Nach dem Ablosemler Zellen ist die enzymatischi®eaktion mitBasamedium gestoppt
wordenunddie ZdIsuspension wurd® min bei420 xgzentrifugiert. Das Zellpellet wurde
in Basamedium gel6st und mittels CASXellzdhler wurden Zellzahl und Vitalitat
bestimmt. Fir die unterschiedlichen Versuche wurde wie folgt ausdesat¥ Zellen3,5
cm-Kulturschale zur Reprogrammierung3 x 10 Zellen/6-well zur Bestimmung des
Cholesterolgehatssowie6 x 10 Zellen/Deckdps zur FilipinFarbung.

3.2.3Kultivierung von Feederzellen

Die als Feederzellen dienendand mitotisch inaktiverembryonalenMausfibroblasten
wurdenflr jede Stammzelpassageneu vorbereitet Hierzu wurden die Feederzellémrz

bei 37 °C im Wasserbad aufgetaund tropfenweise zuBasamedium in einem 15 ml
Zentrifugenréhrchen gegebeNach 5Sminutiger Zentrifugation bei 300 xg wurde das
Zellpellet inBasamedium erneut aufgenommen, die Zellzatil CASY bestimmt und die
Zellen in einer Dichte voB2,5 x 10°¥/cn¥ ausgesat-ir eine bessere Zellanhaftung wurden
die Kulturgefal3e vorher mit Gelatine (0,1, #0 Reinstwassgrfiur 30 min im Inkubator
beschichtetDie Feederzellen wurden fir 24 h inkubiert und konnten anschlie3end
verwendet werden.

3.2.4 Kultivierung von i PSauf Feederzellen

Die iPS wachsendauf Feederzellenerhielten taglich einen Mediumwechsel mit
Stammzellmediumund wurdenalle 5 Tagepassagiert Dazu wurden die vorbereiteten
Feederzellermindestenszwei Stundenvor dem Passagierermit DMEM/F-12 dremal
gewaschen, um Serumreste dmsamediums zu entfernerDurch denanschlie3enden
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Mediumwechsel zum Stammzellmedium waren die Feederzellen zum Zeitpunkt des
Splittes bereits an das neue serurefkéediumadaptiert.

Direkt vor dem Splitten wurde aucthas Medum der iPS erneuertund mit Y27632

(10 uM) versetzt, was die Anhaftung und das Uberleben déellklumpen verbesserte
(Watanabeet al, 2007 Claassenet al, 2009. Das mechanische Splitten wurde mit
gebogenen Glashaken durchgefuhrt, die zuvor aus Glaspasteurpipetten tUber einer Flamme
prapariert worden warerMittels dieser Glashaken wurden die Stammzellkolonien in
kleinere Stlicke gerissen und vom Plattenboden gé&lésh dem Zerkleinern von etwd0
Kolonien wurde von den vorbereiteten Feederzellen das Medium entféast,
Koloniestuicke enthaltende Stammzedilium miteiner 1000 plPipettaspitzemit extra
groRer Offnungkomplett aufgenommen und auf die frischen Feedlerzébertragen. Um

die Koloniestiicke gleichm&Rig zu verteilemurden die Kulturgefalle im Inkubator kurz
vorwarts und seitwérts bewegt und daraufhin 24 h nicht bewegtdie Koloniestiicke
angehaftet waren und den ersten Mediumwechsel erhielten.

3.2.5Kultivierung von iPS auf Matrigel

Zur Feedeell-freien Kultivierung deriPS wurden diese auf Matrigel beschichteten
KulturgefaBenin mTESR1 Komplettmediumausgesat. Nach -tagiger Proliferation
wurden differenzierte Bereiche entfernt und die d?&mal mit DMEM/F-12 gewaschen.
Die iPSKolonien wurden enzymatisch mit Dispadentg/ml) fir 8 min bei 37 °C vom
Plattenboden leicht geldsind anschlielad wiederum dreim mit DMEM/F12 zur
Entfernung aller Enzymrestend Einzelzellergewaschen. Mit einem Schabwurden die
Zellen vom Plattenboden geschabt und mittels elf@0 ptPipettaspitze mit extra
groRer Offnung in ein 15 rAentrifugenréhrchen Gberfiihrt. Die Kolonien wurden so lange
auf und alpipettiert bis sie homogen zerkleinert waren, aber nichEaizelzellsuspesion
vorlagen. Nach dem Absetzeder Zellhaufenim Zentrifugenréhrchenwurde das
uberschissige Medium entfernt, frisches Medium hinzugefigt und die zerkleiri&sten
Kolonienin gewunschter Dichten Zellkulturplatten mit 12 oder 6wells ausgesatZur
optimalen Verteilung der Koloniestiicke wurden die Kulturgefal3e im Inkubator schnell
vorwarts und seitwarts bewegt. Nach h2warendie Kolonien erneut angehaftet und
konnten mit frischem Medium versorgt werden.

3.2.6 Kultivierung von neuralen Progenitorzellenund neuronalen Zellen

Zur Kultivierung der neuralen Progenitorzell@dPZ) wurdendie Kulturgefalle doppelt
beschichtet Zuerst erfolgte eine Beschichtung mit RohOrnithin (15 pg/m) far
mindestens eine Stunde bei Raumtemper@ui) und dreimaligem Waschen nitBS-/-.
Anschliel3end wurde mit Laminirl@ pg/m) Uberschichtet und ebenfalls mindestens eine
Stunde bei 37 °C inkubietor Aussaat der Zellen wurde mit warmddMEM/F-12 noch
einmal gewaschen.

Die einschichtig wachsenden Progerzellen wurden bei einetellrasendichteron 100 %
passagiertDaflr wurden die Zellen mit HBSS gewaschen und mit Accutase bei 37 °C flr
10 bis 20 min vom Flaschenboden geldost. Nach Aufnahme der Zellsuspension in
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Proliferationsmediunwurden die Zellen & 300 xgfur 5 min zentriftigiert und das Pellet
erneut in Proliferationsmedium aufgenommen. Nach Bustung der Zellzahl mittels
CASY-Zellzéhler wurden 1001125 x 10° Zellen/cnf ausgesat und 3 bis 4 Tage
proliferiert.

Zur Differenzierung der NP4n neuraale Zellen (NDZ) wurde nach der Zellzahlung
erreut zentrifugiert, die Zellen inDifferenzierungsmediunaufgenommen und mit einer
Dichte von ©-45x 10° Zellen/cnf ausgesatDie Differenzierung fand tibeinenZeitraum
von 6 Wochen statt undin Mediumwechkel erfolgtealle 3 bis 4 Tage mit frischem
Differenzierungsmedium.

3.2.7 Kryopra servation

Zur Langzeitlagerung der Zellen wurden diese nach der Zellzdhlung Passagieren
erneut zetrifugiert, im entsprechenden GefriermediusieheTab. 3) aufgenommen und
in far Kryopraservation geeignete Kulturgefa@eryovials) Uberfuhrt. Diese wurden
daraufhin 12 h bei-80 °C in einem mit Isopropanol geflllteGefriebehalter zur

konstanten Temperaturabsenkurayvischengelagertund anschlieBend in flissigem
Stickstoffzur Langzeitlagerung aufbewahrt

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

Zell-linien HEK293FT | Fibro- IPS iPS NPZ
blasten (Feeder) (Matrigel)
Gefrier- Basamedium + 10 9% 50 % | mFreSR | Prolifera
medium DMSO Stammzel | (Stemcell | tionsmediu
medium + Techno m + 10 %
50 % Mix| logies DMSO
(1:4) aus
DMSO und
FKS
Zellzahl/ 2 x 10 ~70 Koloniestiickchen 2x 10
Kryo vial
Kultur gefad | T25 (unbeschichtet) 6-well 6-well 6-well
zur Wieder- (Feeder) (Matrigel) | (PLO/
aussaat Laminin)

Um die Zellen erneuin Kultur zu nehmen, wurde dasryovial schnellbei 37 °C im
Wassebad aufgetaut und in ein 15 4Jadéntrifugenrbéhrchen Gberfihrt.  Zum
Dichteausgleichdes DMSO enthaltenden Gefriermediumsrde tropfenweise frisches
Zelllinien spezifisches Medium dazgegeben und die Zellen unter den jeweiligen
Standardbedingungerfir 5 min zentrifugiert. Nach Ldsen des Zellpellets im
entsprechendem Medium und Ermitjuder Zellzahl sowie Vitalitdt wurden die Zellen
auf den vorbereiteten KulturgefaR3gieheTab. 3) ausgesat und fir 18 bis 24 h inkuhiert
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Nach einem anschlieRenden Mediumwechsel wurden die Zellen bei der jeweiligen
spezifischerZelldichtepassagiertind nacl2 Passageearneut flr Experimente verwendet.

3.3 Plasmidproduktion zur Virusgenerierung

Zur Generierungder Viren wurden folgendePlasmidebendtigt: Transkriptionsfaktoren
OCT4, 0OX2, KLF4 und e¢MYC sowie virale Proteire bzw. Emyme gag/pol und
vesikulare Stromatitisvirusglykoprotein 8V-G (sieheTab. A2).

Zur Herstellung einer ausreichenden Plasmidmenge wujde50 pl kompetenter
Escherichia coli (JM109 mit jeweils 1 pl PlasmidDNA vermischt und zur
Retansformation 10 min auf Eis inkubierDer Ansatz wurde daraufhin auf LB
Agarplatten {0 cm mit 100 pg/ml Ampicillinzur Selektioh auggeséatund uber Nacht bei
37 °C inkubiert Am folgenden Tag wurden Klone von jedelete isoliert und je 200 ml
LB-Medium(mit 100 ug/ml Ampicillin)angeimpft. Die Inkubation erfolgféir mindestens
14 hbei 37 °Cauf einem Schiittlebei 500 U/min. Die Bé&kterienkulturen wurden bei
5000xg fur 15 minzentrifugiertund die PlasmidDNA mit dem AEndofr ee
KitfAi laut Herstellerangabesus dem Zellpellasoliert. Das entstandene DNPellet wurde
in 250 pl TEPuffer (im Kit enthaltep auigenommenund die Menge an DNA
photometrisch bestimmibie Plasmide wurdebei -20 °C gelagert.

3.4 Virusgenerierung und Titerbestimmung

Zur Generierungler retroviralen Brtikel mit dem jeweiligen Transkriptionsfakt¢®©CT4,
SOX2, KL und eMYC) wurden pro Virus inzehn 10 crKulturschalen je3 x 16
HEK293FT-Zellen n Basamedum ohnePen/StrefausgesatNach 20 bis 24 wurdenpro

10 cmKulturschale20 pl Fugene9 mit 30Qul DMEM gemischt und mit 2,5 pg des
jeweiligen Transkriptionsfaktosowie mit 0,25 ugvSV-G und 2,25 upggag/ml versetzt.
Nach 26minutiger Inkubation wurddas Gemisch tropfenweise zu d¢EK293FT-Zellen
gegeben und 18 h bei 37 °C inkubiert. Nach Ablauficleubationszeitvurde das Medium
durch 7 ml frischesBasamedium ohne Pen/Strep ersetzt und weitere 30 h inkuliert
denen @ gebildeta Viren ins Medum abgegeben wurdeDer virale Uberstanavurde
daraufhin von allen 10 ciulturschalen gesammelfjltriert (PorengréRe 0,45 um)
aliquotiert und bei80 °C gelagert.

Nur bei einer Transduktionseffizienz von 7@ B0 % bei OCZ, SOX2 und KLB sowie

40 bis 50 % bei eMYC ist eine erfolgreiche Reprogrammierung der Zellen beschrieben
(Park et al, 2008l). Der Titer wurde deshalbfur jeden Virus separat bestimmiittels
Expression des im Vektor integriert&ens fur das griin fluoreszierende Pro{&@fP).

Zur Bestimmung der Effizienz wurddnx 16 HEK293FT-Zellen/12well in Basaimedium
ohne Pen/Strep ausgesat wufort mit Protaminsulfat(5 pg/ml sowie entsprechenden
Mengen arVirus versetztwobei die Negativkontrolle mit der aquivalenten Mediummenge
versetzt wurde Nach 48 h Inkubation wurden die Zellemie unter3.2.1 beschrieben
abgeldst und die einzelnen ZellpellétsParaformaldehyd2 %, in PBS-/-) flr 15 min
fixiert. Durch eine anschlieRendéurchflusszytometrische Mgsng mit dem FACS
Calibur-Durchflusszytometeru n d dessen Soft wawuele fivJexlé | Que s
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eingesetzte Virusmenge die Transduktionseffizienz anhand des Ante®-Bgrositiven
Zellen an der gemessen Gesamtzellzahl bestiiGegebenenfalls wurdder Versuch fur
kleinere oder grol3ere Virusmengen wiederho# die gewlinschte Viruseffizienz ermittelt
war.

3.5 Reprogrammierung der Fibroblasten in iPS

Zur Reprogrammierung wurdenx 1 Fibroblaster8,5 cm-Kulturschalein Basamedium
ohne Pen/Strepausgesat und Uber Nacimkubiert Am folgenden Tag wurde das
Basamedium durch Virus enthaltendes Mediuwmsetzt undProtaminsulfat(5 pg/ml)
zugefugt Die Transduktionsffizienz betrug 780 % fir OCH®B, SOX2 und KLB sowie
40-50 % fur eMYC. Nach 48 h lkubationszeit wurden die Zellaweimal mit PBS mit
Kalzium und MagnesiuniPBS +/+)gewaschemnind mit TrypsiREDTA (0,05 %)abgeldst.

Die enzymatische Reaktiomwurde mit Basamedium gestoppt die transduzierten
Fibroblasten unter Standardbedingungen Zegiert und dann auf einer mit Gelatine
(0,1%,; in Reinstwassgrbeschichteten 6 cidulturschale inBasamedium ausgesat. Am
folgenden Tag wurde daBasamedium durch Stammzellmediumarsetztund mit dem
Histondeacetylaseinhibitor Valproinsau(@,5 mM) angereichert Der Mediumwechsel
fand taglich fur 7 Tage statind wurde danach ohne Verwendung von Valproinséure
weitergefuhrt. 4 bis 35 Tage nach Virusinfektion wden Stammzellkolonien sichtb&r

die weitere Kultivierung wurden nur GHiegative Koloren mit typischer Morphologie
(runde bis ovale Kolonien, scharf begrenzter Kolonierand, homogene Zellverteilung
innerhalb der Kolonie)selektiert und auf Feederzellen weitexpandiert. Aus jeder
einzelnen Kolonie wurde eine neue Stammzelllinie heran gezogp dass alle daraus
entstehenden iPS die gleiche genetische Information enthielten.

3.6 Karyotypisierung von iPS

Zur Erstellungder Karyogrammewurden die iPS auf Matrigddultiviert und wie in 3.2.5
beschriebenabgeldst Durch wiederholtes Auf und Abpipettieren mit einer 1000 -ul
Pipettewurden dieKolonien zu einer Zellsuspensimereinzelt Die weitere Aufarbeitung
der Zellen und die Erstellung der Karyogrammitels R/C-Bandingerfolgtendurchdie
Klinik fir Hamatologie, Onkologie und Palliativmediziler Universitat Rostock

3.7 AEmbryoid Bodyfi (EB)-Bildung

Um das pluripotente Potentiaer iPS in vitro nachzuweisen, wurde die EBildung
genutzt. Dazu wurden diauf Feederzellen wachsend#&SKolonien nicht zerteilt
sondern im Ganzen mittels gebogenem Glashakeabgelost und in ein 15 ml
Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt. Nach dem Absetzen der Kolonien wurde das Medium
abgesaugt und durch B8edium ersetzt. Die Kolonien wurden maoglichsbzerkleinerin

eine Zellkulturplatte mit sehr geringem Anhaftungspotential Gberfihrt und im Inkubator
fur finf Tagekultiviert. Nach drei Tagehatten sichdie Kolonien bereits eingekugelhd
Spharen s o genannt e Aébidbtrdjeariit drisciBm dMedusdrsorgt
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wurden Die gebildeten EBs wurden dannauf Gelatine (0,1 % in Reinstwassgr

beschichteten Deckglaschen EB-Medium ausgesat und alle drei Tageirde das

Medium gewechseNach neunweiterenTagen Differenzierung wurden dangehafteten

und ausgebreiteten EBsiert (siehe3.11.2 und gegen folgende Markexkemplarisch fur

das jeweiligeKeimblattimmunzytochemisch geféarbt (sieBel1.4: Nestin a¢ Marker des

Ektoderms, Muskeldl als Markerdes Mesoderms und alpk&toprotein als Marker des
EntodermgTakahashet al, 2007;Rodinet al, 2010.

3.8 Teratominduktion in immundefizienten Mausen

Fur den Nachweis der Pluripotenn vivo wurden weiblichen, 8 Wochen alten
immundefizienta Mausan Terdome induziert Zur Teratominduktionwurden IPS
Kolonienwachsend auf Feederzellen alisi 6wells geerntet(siehe3.2.4 und in ein 15
ml-Zentrifugenréhrchen Uberfihrt. Nach 2 min Zentrifugation bei 200wxgden die
abgesetztenPS-Kolonien in TrypsiREDTA (0,25%) resuspendiert und fur eine Minute im
Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Die enzymatische Reaktion zur Vereinzelung der iPS
wurde mitBasaimedium gestoppt und die Zellen erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde in
DMEM/F-12 cel6ést und gewaschen und erneut zentrifugiert. Im Anschluss wurden die
Zellen in 140 pl kalten DMEM/HA.2 geltst und auf Eis gelagert. Direkt vor der Injektion
wurde die Zellsuspension mit 60 pl Matrigel gemischt, die Suspension Uber eine 27G
Nadel in einel ml Spritze aufgenommen und der immundefizienten Maus subkutan auf
den rechten Oberschenkel applizi®ie Mause wurdenach 12 Wochen bzw. bei Bildung
eines 1 cm groRenumorsgetoet. Der praparierte Tumor wurd® h in Formafix fixiert,
paraffiniert urd in einen Paraffinblock eingebettdlittels eines Mikrotoms wurden 4 pm
dicke Schnitte des Tumoengefertigt,in einem40 °C warmenWVasserbadjestrecktund

auf Objekttrager gezogenber Nachtrockneten die Schnitien Warmeschrank be0 °C

und wurdereur Analyse anschlieRend mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt (8idliej).

Die tierexperimentellen Arbeiten waren durch die zustédndige Behdmddesamt fur
Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenblargpommern(LALLF

M-V) genehmigtwordenundwurdengemal? des Tierschutzgesetdaschgefuhrt.

3.9 Induktion neuraler Progenitorzellen und neuronale Differenzierung

Fur dielnduktion neuraler Progenitorzellemurden iPShach dem Passagieraaf Matrigel

in hoher Dichte ausgeséaind nicht weiter passagiertDurch die einseende spontane
Differenzierung bildeten sicinter anderenauch neurale Rosett€Rklkabetzet al, 20089.
Nach 10bis 12 Tagen Proliferation wurden die Koloniemt DMEM/F-12 mehrfach
gewaschen und mit Accutase abgel6st und vereinzelt. Die Zellsuspension wurde daraufhin
mit magnetischerPartikeln, an die PSAICAM gekoppelt war(siehe Tab. A6), laut
Herstellerangaben sortierda PSANCAM als Marker neuraler Progenitorzellen gilt
(Pennartzet al, 2004 Kim et al, 20129 gilt. Die gewonnenenNPZ wurden in
Proliferationsmedium auf PLO/Laminin beschichtefsiehe3.2.6 12-wells ausgeséaund
taglich mit frischem Medium versorgbis sich ein100 %dichter Zellrasen gebildet hatte
Wahrendder ersten 5 Passagen wurden dielefelexpandiert und die PSKCAM-
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Selektion wiederhe) um den Reinheitsgrad der Kulturen zu gewahrleistair. die
neuronale Differenzierung wurden dPZ in Differenzierungsmedium in einer geringen
Dichte (siehe8.2.6 kultiviert und ab da an alNDZ gekennzeichnet

3.10 Wachstumskurven

Zur Analyse der Verdopplungszeit wurden die neuralen Progenitorzeiled2 x 1¢
Zellen/cnt in 48-wells ausgesatNach 1, 2, 3, 4 und 5 Tagen wurden aus jeweils drei
unabhangigerwells die Zellen wie in 3.2.6 beshrieben abgeléstund mittels CASY
Zellzahleranalysiert.

3.11 Farbungen
3.11.1 Alkalische Phosphatasé~arbung

Die iPS wurden innerhalb der ersten 10 Passagen auf die charakteristiseB&pression

der akalischen Phosphas@&dkahashet al, 2007 untersucht. Bzu wurden die Kolonien
nach 6 bis 7 Tagen Proliferation MBS -/- zweimal gewaschen und mit eiskaltem
Methanol fir 10 min bei20 °C fixiert. Nach einem anschlieRenden Waschschritt wurden
die Kolonien mit @ér Farbelosung (75 Reinstwasserl0 % 1 M Natiumchloridldsung,

10 % 1 M TRISL6sung mit pH=9,8, 5 % 1 M Magnesiumchloridldsung, 1:50 NBT/BCIP
Stammldsung) 15 min bei RT im Dunkehrkubiert Zum Abbreben derkontinuierlichen
Farbeeaktion wurde die Farbelbésung entfernt und die ZellenReihstwaserbedeckt.
Die Farbungen wurden mit Hilfe des inversen Nikon Eclipse TS100
Phasenkontrastikroskops und der dazugehérigen SoftwakeN IES e ment s F
dokumentiert.

3.11.2 Fixierung der Zellen fur immunzytochemische Farbungen

Die auf Deckglaschekultivierten Zellen wurden miPBS-/- (Fibroblasten, iPS) oder mit
PBS +/+(neurale Progenitorzellen und neuronale Zeligeywaschen und b&T fur 15
min mit PFA (4 %, in PBS-/-) fixiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die
Zellen entweder dirgkgefarbt oder mit NatriumazifD,02 % in PBS-/-) Uberdecktund

bei 4 °C gelagert

3.11.3 Immunzytochemische Farbung vonPS

Die fixierten iPS wurden zweinal mit Waschpuffer PBS -/-, 20 mM TRIS
Hydrochloridlosung pH= 8,5 0,15 M Natriumchloridlésung 0,05 % Tween 20
gewaschen und anschliel3end fur 45 min bei RT eméer Losung fur die Abdeckung
unspezifischer Bindungsstellen und zur Membranpermeabilisie(@Bf -/-, 10 %
normales Ziegenserum, 0,1 % Trit¥r100, 1 % BSA behandelt Nach zweimaligem
Waschenwurden dieProbenmit dem ersten Antikérper verdinnt Erstantikbrpdbsung
(PBS-/-, 0,1 % TritonX-100, 1 % BSA) Uber Nacht bei 4irfkubiert Am folgenden Tag
wurden dieProbendreimal gewaschen und mit deAweitantikbrper verdinnt irPBS -/-
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fur 1 h kei RT im Dunkeln inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurderPdenmit

DAPI (250 ng/ml)zur Darstellung der Zellkernebenfalls im Dunkeln fir 5 min bei RT
Uberschichtet Nach erneutem mehrfachem Waschen wurden Deckglaschen mit
Mowioleindeckmedium (6 g Glycerol gemischt mit 2,4 dvMowiol 4-88 in 6 ml
Reinstwasser, verdinnt in 12 ml 0,2 M THgdrochloridlésung pl = 8,5 unter Zugabe

von 25 mgil DABCO) auf Objekttrager UberfiihrDie Piéparate wurden tber Nacht bei

RT im Dunkeln zur Aushartung gelageund so dauerhaft konserviert. Mikroskopische
Fluoreszenzaufnahmen erfolgten mit einem Keyence Biozero-l8i00skop und der

dazu gehorigegof t war e ABZ obs.ervation applicationi

3.11.4 Immunzytochemische FarbungvorAEmbr yoi d Bodi e s i

Zur Analyse dedDifferenzierungspotentialgler iPSin vitro wurden die aus den EBs
ausgewachsenefellen nach der Fixierung (siel3el1l.2 mit exemplarischen Markern der
drei Keimblatter gefarbt: Nestin= Ektoderm Muskelakin = Mesoderm, alpha
Fetoprotein= Entoderm giehe Tab. A.5. Dazu wurden die Zellen nach dreimaligem
Waschen miwWaschpuffer (sieh8.11.3 fur 15 min bei RT mitTriton-X-100 (0,1 %, in
PBS-/-) permeabilisiertNach wiederholtem Waschen wurdaraufhinfir 30 min bei RT
mit normalem Ziegenserum (4 %, RBS-/-) geblockt und die Zellen tber Nacht bei 4 °C
mit dem ersten Antikdrper verdinnt RBS -/- inkubiert. Die weiteren Schritte erfolgten
wie unter3.11.3beschrieben

3.11.5 Immunzytochemische Farbung vorNPZ und NDZ

Die fixierten Zellen(siehe3.11.9 wurden mitPBS +/+gewaschen und mBlocklésung
(PBS +/+ 0,3 % Triton-X-100 5 % normals Ziegenserum) fiir 30 min bei RTikubiert.
Daraufhin  wurde dreimal gewaschen und der erste Antikérper verdinnt in
Antikorperlosung PBS +/4 1 % normales Ziegenserum) fur 2 h bei RT inkut. Nach
erneutem mehrmaligeWwaschen wurde die Proben mit der@weitantikbrper verdinnt in
PBS +/+flir 1 h bei RT im Dunkelrgefarbt. Ungebundener Antikdrper wurde durc
erneutes Waschen entfernt und, wie uBtéd.3ausgefuhrt, weiter verfahren.

Alle Analysen basierend auf Fluoreszenzfarbungen wurden mitsisSoftwareA B Z
image analysis applicatiGn d u r ¢ hSpeziéll flin diet Doppelfarbungen von GM2 mit
beta IlFTubulin wurden mindestens 3 verschiedene Fluoreszenzaufnahmen der Farbungen
hinsichtlich relativer Fluoreszenzintensitat des roten und grinen Kanalgsiert. Der
Koeffizient aus beide Werten wurde als relative Fluoreszenzeinheit dargestellt.

3.11.6 Nachweis von freiem Cholesterol mittels FilipiaRFarbung

Zur Analyse des Verteilungsmusteven freiem, nicht verestertenCholesterol in den
Zellen wurde die FilipinFarbung genutzt(Vanier et al, 199). Dazu wurde die
Filipinstammldsung(50 mg/ml) auf 10 mg/ml in DMSO verdinnt undmit PBS -/- zur
gebrauchtertigen Filipinfarbeldsungd(1 mg/m) weiter verdinnt.
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Die bereits fixierten Zelle(siehe3.11.9 wurden mitPBS-/- gewaschen und anschliel3end

45 min mit der Filipinfarbelosung bei Rim Dunkelninkubiert. Anschliel3end wurdenedi

Zellen dreinal gewaschen und milowioleindecknedium 6iehe3.11.3 eingebettet. Die
Objekttragerharteten tber Nacht im Dkeln beiRT aus.Aufnahmen wurdemit einem

Keyence Biozero 800Mi kr oskop wund der dazu geh°rigen
app!l i ganadhto n

3.11.7 Hamatoxylin- und Eosin-Férbung von Teratompraparaten

Zur Farbung der dmorschnittewurden diese zweial fur 5 min in Xylol deparaffiniert

und je 5 min in 96, 90, 80 und 70 %igem Alkohol und anschlie3erfdemstwasser

hydriert. Zum Farben der Kerne wurden die Objekttr&fersi n Mayer 6 s H2 mat
Losung inkubiert und anschlieend miteitungswasser gebldut. Das Spulen mit
Leitungswassewurde zweinal wiederholf bevor die Schnitte zur Farbung von basischen
Strukturen in EosinY Losung fur 1 min inkubiert wurden. Nach zweimaligem Waschen in
Reinstwasserwurde den Schnitte Uber die aufsteigende Alkoholreihe das Wasser
entzogen und sie wurden anschlieBemdEindeckmediundauerhaft eingebettet.

Die gefarbten Teratomschnitte wurden unter deayence Biozero 800Mikroskop im

Durchlicht auf Gewebestrukturen aus alltrei Keimblatterruntersucht.

3.12 Durchflusszytometrie
3.12.1 Zellernte und Fixierung fur durchflusszytometrische Analysen

Nach 1, 2, 3, 4 und 5 Wochen Rifenzierung wurden die neuronaléellen hinsichtlich
verschiedener Magg analysiert. Dazu wurden die =il mit HBSS gewaschen und 2 bis
5 min mit Trypsin/Benzonas€0,05 % TrypsiAREDTA, 25 U/ml Benzonase)gbgelost.
Gestoppt wurde die Reaktion mit Trypsininhibitor/Benzon@BBIEM/F-12, 1 % HSA,
0,55 mg/mITrypsininhibitor,25 U/ml Benzonaseund die Zellsusp®sion in ein 1,5 ml
Reaktionsgfald tberfuhrt. Nactler Ermittlung der Zellzahimittels CASYwurde fir 5 min
bei 600 xgund 4 °C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in PFA%) aufgenommen und
15 min bei RT und schuittelnd bei 400min fixiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden
die fixierten Zellen in FACSPuffer (PBS -/-, 0,5 % BSA, 0,02 % Natriuma3id
auigenommen und bei 4 °C bis zur Farbung gelagert.

3.12.2 Durchflusszytometrische Analysemeuronaler und glialer Marker

Die fixierten Zelen (siehe3.12.])) wurden flr zeitabhangige Expressionsanalysen der
neuronalen Marker HUO undbeta IIFTubulin sowieder glialenMarkerS100und GFAP
genutzt (siehe Tab. A.5) Dazu wurden die Zellen beb00 xgund 4 °C far 5 min
zentrifugiert und das PelletanschlielBendmit dem jeweiligen Antikorper geldst in
Saponinpuffe(PBS-/-, 0,5 % Saponin, 0,5 % BSA, 0,02 % Natriumazesuspendiert.
Fur die Negativkontrolle wurde nur Saponinpufierwendet Die Zellen wurden 2 h bei
RT und schittelnd bei 400U/min inkubiert und anschlieend mit Saponinpuffer
gewaschersowie zentrifugiert Der Zweitantikrper wurde ebenfalls in Saponinpuffer
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geldst und 1 h bei RT im Dunkesthuittelndnkubiert. Nach einem weiteren Wasand
Zentrifugatonsschritt wurden die Zellen iIRACS Pufferaufggnommen und mit dem

FACS CalibusDurchflusszytometeund dessen Softwal®Ce | | Que st Profi gen
ausgewertet.

3.13 Elektrophysiologische Messungen

Die elektrophgiologischen Untersuchungen der NBH#olgtenmittels der PatciClamp

Technik in der GanzzeKonfiguration. Es wurden Messungen sowohl in der
Spannungsklemme als auch in der Stromklemme durchgefihrt. In der Spannungsklemme
wurden die Zellen auf ein Haltepotential v&® oder-80 mV eingestellt. Ausghend von

diesen Haltepotentialen wurden Spannungssprungfamilien mit einem Inkrement von
10mV durchgefuhrt. Zudem wurden ausgehend vonnmeittaltepotential von60 mV
eventuellvorhandene spontane postsynsgite Strome registriert. In der Stromklemme
wurde ein Membranpotential vor60 mV eingestellt.Davon ausgeheneérfolgte eine
schrittweise Strominjektion bis die Schweller fdie Aktivierung spannungbhéngige
Natriumkanaleesrreicht wurdeDadurchwurde tUberpruftob die Zellerin der Lage waren,
Aktionspotentiale zu generieren. Samtliche Messungen entstanden unter Verwendung einer
intrazellularen Losung (140 mM Kaliumchlorid, 10 mM HEPES, 11 mM EGTA, 1 mM
Magnesiumchlorilexahydrat 1 mM Kalziumchlorignonohydrat 2 mM Magnesium

ATP, alles in ReinstwasserpH = 7,2 mittels Kaliumhydroxidlésung wahrend die
standige Superfusion der Praparate mit einer separaten physiologischen extrazelluléaren
Loésung (125 mM Natriumchlorid, 2,5 mM Kaliumchlorid, 2 mM Kalziumchlerid
monohydrat1l mM Magnesiumdoridhexahydrat26 mM Natriumhydrogenkarbonat, 1,25

mM Natriumdihydrogenphosphabnohydrat 10 mM Glulosanonohydrat alles in
ReinstwassempH = 7,4 durch Begasung mit Carboyenfolgte. Alle Messungen wurden

mit einem PatciClampVerstarker durchgefihund die Analyse der Daten erfolgte mit
der dazu geh©°rige#ri$adft warsd shARwlpseé/sRinlene St
Software AMi ni Anal ysi si analysiert. Di e D
gewonnenen Daten erfolgte dugh Sc.Michael Rabastein und Dr. Moritz Frech.

3.14 Bestimmung von Protein und Cholesterolgehalt
3.14.1 Zellaussaat,-ernte und -aufschluss

Der Protein und Cholesterglehalt wurde fUurPS neurale Progenitorzellen und neuronale

Zellen unter Standardkultivierurspwie24st ¢ ndiogve DeAki ty Lipoprot ¢
Behandlung vor Zellernte bestimnitabei diente dasDL als externe Cholesterolquelte

den serumfreien Medielrir die ebenfalls analysiertéibroblasten wurde auf Grund des
serumhaltigen Standardkulturmediums auf die EB#handlung verzichtetDie Zellen

wurdenwie folgt kultiviert:

a) Proliferation der iPScirca 20 Kolonien im 12well) in mTESR1fur 6 Tage-/+ 10
png/ml LDL 24 h,
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b) ProliferationNPZ (100-1125 x 1G Zellentn?) in neuralem Proliferationsmediufiir
3 bzw. 4Tage-/+ 10 pgiml LDL 24 h,

c) Differenzierung neuronaler Zellen(40-45 x 1G Zellen/cnf) in neuralem
Differenzierungsmedium fur 2 Wocheft+ 10 pgiml LDL 24 h,

d) Differenzierung neuronaler Zellen(40-45 x 1G Zellenen?) in neuralem
Differenzierungsmedium fi8 Wochen-/+ 10 pgiml LDL 24 h und

e) Proliferation Fibroblaste(B80 x 1 Zellen/cnf) in Basamedium fiir 4 Tage.

Zur Zellerntewurden de iPS neuralen Progenitorzellen bzw. differenzierten neuronalen
Zellen mit DMEM/F-12 gewaschen und mit Accutase bei 37 °C Sibis 15 Minuten
abgelodstund die Zellsuspension IDMEM/F-12 aufgenommenDie Fibroblasten wurden
mit PBS -/- gewaschen und mit TrypsieDTA (0,25 % ebenfallsbei 37 °C fur5 bis

10 min abgeldstGestoppt wurde die enzymatische Reaktion Baisamedium.Nach der
Bestimmung deZellzahlund Zellvitalitat mittels CASYwurden dieZellen fur 5 min bei
600 xgzentrifugiert und das Pellet nach Absaugen des Uberstande80b®C gelagert.
Zum Zellaufschlgswurden dieZellpellets mit einer SD&6sung(0,1 % in Reinstwasségr
resuspendierund durch mehrfaches Frieren und Tauen ded daraus resultierenden
groRenScherkréafta aufgeschlossen. Die Zellsuspensionen wurden dafibid@5 s in
flussigem Stick®ff gefroren und 5 min in einem 20 °C warmen Wasserbad aufgetaut.
AnschlieRend wurden die Proben 30 gsindlich durchmischt. Dise Arbeitsschritte
wurden viernal wiederholt.

3.14.2 Protein- und Cholesterobestimmung

Die Proteinkonzentration der Zellsuspensiomarrde mit demK i Pierd® BCA Protein
Assayi ermittelt Mit den vorbereiteten Proben wurde laut Herstellerangaben verfahren.
Nach 1 h Inkubatiomm Thermoschuttlem Dunkelheit,bei 37 °C und 30Q/min wurde

die Absorption bei 560 + 10 nm im Plattesermit der SoftwaredMagellan 6.6 gemessen

und die Werteauf die mitgefihrte Proteitendardkurve bezogeZur Bestimmung des
Gesamtcholesterolgehaltegirde dask i tAmplex Red Cholesterol Assagenutzt. Mit

den Proben wurde lautdsstellerangaben verfadm. Nach 30 mn Inkubation bei 37 °C im
Thermoschittler wurden die Proben im Plattenlésériner Anregungwellenlangevon
530 + 10 nmund bei einer Emissiaswellenlangevon 590+ 10 nm mittels Plattenleser
gemessen. Die Werte wurden auf die mitgefulitelesterolstandardkurve bezogém
Anschlusswurde der Cholesterolgehalt auf die eingesetzte Proteinmenge bezogen, so dass
sich fur alle Proberin Wertfir Gesamtholesteroin pg pro mg Protein ergab.

3.15 Statistische Analysen

Alle Daten sind als Mittelwe £ Standardfehler des Mittelwertes angegeben. Die
Mittelwerte wurden aus mindestens drei unabhdngigen Experimenten erniitielt.
statistische Analysen wurde dengepaarteStucents t-Test verwendetEin statistisch
signifikanter Unterschied wurde fir @ 0, 05 angen dolgendermallenw o b e i
gekennzeichnewurde p O =0%,p@®B,01 = ** p 00,001 = ***,
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4 Ergebnisse

Das Ziel dieselArbeit war es,das erstaPS-basiertehumane neuronale Modéfiir die
Erkrankung NPC1 zu generieren Das setzte wiederum voraus, die ersten
patientenspezifischen iPS fir NPC1l zu generieren und charakterisieren. Zur
Reprogrammierung in iP®&urdenhumanedermale Fibroblastemerwendet welchenun

im Folgenderbeschrieben werden.

4.1 Charakterisierung der verwendetenFibroblasten

Zur Generierung von iPS wurden in dieser Arbedrvinterschiedliche Fibroblastamen
(Tab. 1 in Material und Methodenvon mannlichen Spendergenutz. Um spéater
linienspezifischeEffekte ausschliel3en zu kdnnen, stamnzemei Linien vongesunden
Probandersowie zweivon NPCLPatienten

(1) Fibroblasten ohne Mutatiam NPCXGen (Fibro 1Kontrolle),

(2) Fibroblasten ohne Mutation im NP&@3en(Fibro 2Kontrolle),

(3) NPCZXFibroblasten(Fibro 3Mutation) mit einer homozygoten Mutation, die bisher
unbeschrieben ist

(4) NPCZXFibroblastenibro 4-Mutation) mit einercompound heterozygotévutation

Vor der Reprogrammierungvurden diese Zelllinien hinsichtlich Morphologiend
Cholesterolakkumulation analysiert, um darstand der Zellen zu dokumentieren.

Alle vier Fibroblastenlinien zeigten eine typische langgestreckte spindelférmige
Morphologie (Abb. 6 Ai D). Eszeigtensichweder zwischen gesunden und NPZElen
noch zwischen derZellen mit unterschiedlichenNPCX:Mutationen morphologisck
Unterschiede.Zum Nachweis demMPCZtypischen Akkumulatioren von Cholesterol,
wurde mit Filipin gefarb{Abb. 6 E T H). Die gesunden Fibroblast¢Abb. 6 E, F)zeigen
eine gleichmaRigschwachelaueFarbung ihrer Zellkdrpemwohingegen die Fibroblasten
von NPCZPatienten(Abb. 6 G, H) eine deutliche CholesterolakkumulationForm von
hellblauleuchtenden Arealenm denZellkern aufwiesen (Pfeilspitzen). Die Fibroblasten
mit derhomozygoterNPC1-Mutation zeigten dabei alcAreale mit nur wenig gefarbtem
Cholesterol Abb. 6 G, Pfeile) im Vergleich zurcompound heterozygen Mutation (Abb.

6 H), die eine gleichméaRige CholesterolakkumulatiBfeilspitzen)in allen Zellenzeigte
Beide Fibroblastenlinien mit NPGMutation zeigten den Kklassischen Phanotyp
hinsichtlich der CholesterolakkumulatiorDie eindeutige Unterscheidungu den
Kontrollfibroblastenlinien wamittels FilipinlFarbung gegeben.

Die analysierten Fibroblastevurdenim Anschluss zur Generierung vo?S verwendet.
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Filipin-Farbung

Fibro 1-Kontrolle
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Abb. 6: Fibroblastenmorphologie im Phasenkontrastbildund Filipin -Farbung

Im Phasenkontrasiid (A i D) zeigten KontrolFibroblasten Eibro-Kontrolle, A, B) keine
morphologishen Unterschiede zu den Fibroblasten mit NREZdation Fibro-Mutation, C, D).

Die Filipin-Farbung (B H) farbte die KontroHFibroblasten (E, F) gleichmafig blau, wohingegen

die NPCZ1Fibroblasten eine deutliche Cholesterolakkumulation in Form von héllealen um

den Zellkern zeigten (Pfeilspitzerip der Zelllinie Fibro 3:Mutation zeigte einige Zellen eine
schwachere Farbung (Pfeile) im Gegensatz zur gleichméaRigen Farbung aller Zellen in der Linie
Fibro 4Mutation.MaRstalb0 um

Fibro 4-Mutation

aar
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4.2 Retrovirale Reprogrammierung der Fibroblasten in iPS

Zur Generierungvon iPS wurdendie beschriebenefibroblasten(ein Beispiel inAbb. 7

A) mit selbst hergestelltenRetroviren transduziert und mittels der klassischen vier
Transkriptionsfaktoren OCT4, SOX2, KLr#hd cMYC reprogrammiertDie retroviralen
Vektoren verfugtemeben dem jeweiligen Transkriptionsfakeuf3erdem tber eine GFP
Sequenz, die den Nachweis der erfolgreichen Transduktion ermégleht&eispiel in
Abb. 7 B). Bereits eine Woche nach Transduktieerénderten die Fibroblasten ihre
Morphologie von der oben beschriebendanggestreckie Zellform hin zu kompakten
Zellkdrpern(ein Beispiel inAbb. 7 C, Pfeile). Nach weitererein bis zwei Wochen bildeten
sich die ersten frihen iP$olonien in mitten der nicht oder unvollstandig
reprogrammierten Fibroblastef@in Beispiel inAbb. 7 D, Pfeil zeigt auf frihe iPS
Kolonie, eingekreist Die wachsenden Kolonien wurden anhand ihrer
Stammzellmorphologie beurteilt, d. h. eine ovale bis runde Form der Kolonieimait
homogenenZellverteilung sowie ein scharf begrenzter Kolonierand otiifierenzierte
Bereiche Des Weiteren wurde die Unterdrickung des &idghals unter dem
Fluoreszenzmikroskognalysiertda nach vollstandiger Reprogrammierung Eigression
der \ralen Genelber Genstilllegungsprozesgestoppt wurde. DaBPhasenkontrasiid
(ein Beispiel in Abb. 7 E) spiegek erneut sehr gut die oben beschriebene
Stammzellkoloniemorphologie wieder und in dduoreszenzaufnahmgin Beispiel in
Abb. 7 F) zeigtesich deutlich, dass nur noch von den umgebenden unvollstdomhg
nicht reprogrammierten FibroblastéPfeilspitze)ein GFRSignal abgegeben wurde und
die Kolonie selbst(Stern) nun ohne aktiveExpression der viralen Generlag. Auf
Feederzellen wurderundie vollstandig reprogramiarten Stammzelitypischen Kolonien
ohne GFPSignal umgesetzt und expandigo dass aus jeder einzelnen Kolonie eine
eigene iP.inie entstand.
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Abb. 7: Ablauf der retroviralen Reprogrammieru ng von Fibroblasten zur Generierung von iPS
Fibroblastemmit typischer langgestreckter Morpholod#) wurden retrovirareprogrammiertwas durch
die Expression dewiralen GFRSequenziuberprift wurde (B). Nach einer Woche &anderte sich die
Morphologie der langgtreckten Fibroblasten zu kompakteren Zellen (C, Pfeile) bisrsich 2 bis 3
Wochen friihe iPEolonien bildeten (D, eingekreist, Pfeil). Vollstdndig reprogrammierg&wRichsen in
runden Kolonien (E,Stern) inmitten von nichtozw. unvollstédndig reprogramierten Fibroblasten
(Pfeilspitze).Nachvollstadndiger Reprogrammierurvgurde die Expression der viralen Gere den iPS

Kolonien gestoppt und das Gf#gnal verschwand (F, Stern) im Gegensatz zu den umgebenden
Fibroblasten (PfeilspitzeMaf3stabl00 pm

4.3 Charakterisierung der generierteniPS-Linien

Es wurden circa5 expandierbare iRRolonien pro Fibroblastenlinie generieRir die
vorliegende Arbeit wurdendann jeweils 2 zufadllig gewéhlte iPSLinien pro
reprogrammiedr Fibroblastenlinie analysiert. Die Nummer der iBiSie bezieht sich
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immer auf die zur Reprogrammierung genutzte Fibroblastenlinie und a bzw.
kennzeichnen die beiden unabhangigen Klone, die zLi#&n expandiert wurden.

Die Kultivierung alleracht gevéhlteniPS-Linien fand zunéchst auf Feederzellen seitt (
Beispiel inAbb. 8 A und B, Pfeil zegt auf Feederzellgn Fur einige Experimente war
jedoch die Feeddreie Kultivierung auf Matrigel€in Beispiel inAbb. 8 C und D)nétig,

um der Verfalschunger Ergebnisséurch tierische Fremdzellerorzubeugen. In beiden
Kultivierungssystemen bliebie runde bis ovale Form der Stammzellkolonarhalten
(Abb. 8 A und Q. Auch die Homogenitat der Koloniewar gegebenauf Grund der
gleichmafigen hellen Kolorf@rbe.Abb. 8 B und D stellen durch ihre Vergro3erung sehr
gut die klare Koloniegrenze ohne differenzierte Areae Bes Weiteresind deutlich die
grof3en runden einzeln@Sin der Koloniezu erkenner(Abb. 8 D, vergrol3ert imKaster),
derenallgemeineCharakteristikundas grof3e Verhéaltnis vom Zellkern zum Zytoplasma
ist. Beide Systeme ermdglichten eine stabile Kultivierung der iPS.

Die generierten iP&inien wurden eingehendhinsichtlich chromosomaler Stabilitat,
pluripotenter Markerexpression sowieuppotenten Differenzierungspotentialseiter
charakterisiert

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

iPS-Kolonien wachsend auf Feederzellschicht (A, B, Pfeil zeigt auf Feederzellen) atnidyeV (C, D)
zeigtenin beiden Kultursystemedie ovale bis runde Kolonieform (A, Gpwie d& scharf begrenzte
Kolonierand (B, D) Kolonie-bildende iPS waren rund mit groRem Verhéltnism Zellkern zum
Zytoplasma Kastenin D). MaRRstab 100 pm
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4.3.1 Analyse des Karyogramms

Die Erzeugungvon iPS mittelsretrovirale Reprogrammierung ist mit dem Risiko
verbunden dasschromosomale Abnormitaten auftreten konnéir die Generierung des
NPCZXKrankheitsmodells war es jedoch Voraussetzung, dass die genetischen
Informationen nicht weiter verandert wurderm zu prifen, obdie generierteniPS
unauffallig waren, wurde mit Hilfeder Klinik fir Hamatologie, Onkologie und
Palliativmedizin an der Univsitat Rostockder Karyotyp jeder einzelnelinie bestimmit.
In Abb. 9sind die Karyogrammaller acht iPSLinien mittels RBandingdargestellt. Die
untersuchten Linien Zeign weder numerische noch strukturelle
Chromosomenadrationen und bestatign den Wsprung von mannlichen Spendeturch
das jeweilige Xund Y-Chromosom.

Mit dem Nachweis des stabilen Karyotyps jed@nzelnen iPS.inie konnte mit den
Pluripotenzanalysefortgefahrenverden

Kontrolle NPC1-Mutation
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Abb. 9: R-Banding der Karyogramme aller iPSLinien

Untersuchungller iPS-Kontrollen (A1 D) und iPSMutationen (Ei H) auf
strukturelle oder numerische Chromosomenabberatiangéndem Ergebnis
eines unauffalligenKaryotyps samt Abstammungsnachweis von mannlichen
Spenden.
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4.3.2 Nachweis der Pluripotenzin vitro mittels spezifischer Markerexpression

Ein Merkmal pluripotenter Stamzellen istder hoheGehaltan dkalischer Phosphatase

der Zellmembranwohingegen differenziertgellen dies nicht mehr aufweiseMit Hilf e

der schnellen und sensitiveralkalische Phosphatasérbung konnten pluripotente
Stammzellkoloniemachgewiesen werdefbb. 10). Alle iPS-Kolonien waren purpurn
gefarbt undzeigten einaypischerunde bis ovalélorphologie.Die iPS-Kultivierung fand
fur diese Farbung auf Feederzell¢Rfeile) statt die als Negativkontrolle dienten

HierdurchlieBen sichpurpurn gefarbteluripotente Stammzellevon urgefarbte, bereits
terminal differenzieren Feederzellerdiskriminieren Zwischen den gesundeRS-Linien

(Abb. 10 A 7 D) und den iPS.inien mit NPCXMutation (Abb. 10 E 1 H) waren keine
Unterschiede in Farbumschlag und Intensitat zu erkennen.
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Abb. 10: Nachweis alkalischer Phosphatase i?S-Kolonien auf Feederzellschicht

Die alkalische PhosphataBérbung zeigte eine gleichméafRige purpurne Farbung in @&
Kontrolllinien 1a, 1b, 2a und 2fA i D) sowiein deniPS-Linien 3a, 3b, 4a und 4mit NPC1Mutation
(E- H). Es wurden keine Unterschiede in der Farbintensitéitd Farbumschlagestgestellt Die
Feederzellschicht (Pfeile), auf denen die -l&8onien wuchsen, diente als Negativkontrolle
(ungefarbt) MalRstab 200 pm
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Neben der alkalischen Phosphatasarden noch andere Markewuntersucht deren
Expression depluripotenten Status von iPS beschreiben.

In Abb. 11wurdendie immunztochemischen Farbungaiier 8 iPS-Linien (Zeilen) gegen

6 urterschiedliche Pluripotenzmarker (Spalten) dardieskess wurde die Expression d2r
TranskriptionsfaktorerNanog (A1 H) sowie Ot4 (I 7 P) untersucht. Beide Farbungen
wurdenin rot dargestellt unddfen in weniger kompakten Kolonien (z. B. B, E, K, O) die
auf den Zellkern beschranktExpressiondurch den Abstand zwischen den Zellen
erkennen Einige Kolonien erschigen starker geféit als andere (z. B. A gegen K), was
verursachtwurde durch die unterschiedliche iPShzahl, aus denen die Kolonien
besanden

Neben Transkriptionsfaktoren wurde auch die Expression veerschiedenen
Oberflachenmarkern analysiert. Dazu @hISSEA3(Q i X) und SSEA4(Y i f) sowie
Tra1-60 (g7 n) und Tra1-81 (0 i v). Diese Farbungen wurden in grin dargestellt und
ergaben durch die Bindung des Antikdrpers an den Oberflachenmarkern zwar eine
gleichmafRigeaber eher diffusere Farbung.

Alle iPS-Linien wiesenflr die Farbung gegen die Transkriptionsfaktoren éiomogene
rote Farbung und zur Darstellung der Oberflachenmarkemgénehmaliggrine Farbung
auf. Die Farbungen beschrankten sich auf die Kolonien und veranschaulichten erneut die
typische runde bisvale KolonieformAuch hierwarenkeine Unterschiede zwisch&@S
Kontrollen und iPSVutationen ekennbar. Fir alle Zellliniemwurdesomit die Pluripotenz

in vitro anhand der Expressioerschiedenestammzellmarker nachgewiesen
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Abb. 11. Nachweis des pluripotenten Status aller iP&inien durch Féarbung gegen die
Pluripotenzmarker Nanog, Oct4, SSEA3, SSEA4, Trd-60 und Tra-1-81

Farbungen gegen die Transkriptionsfaktoren Nanog B und Oct4 (Ii P) zeigte eine gleichnélige
rote Farbung der Koloniemie griin gefarbten Oberflachenmarker SSEAJ (R), SSEA4 (YT f), Tra-
1-60 (g7 n) und Tral-81 (oi v) waren ebenfalls gleichmaRig in allen Kolonien nachweisbar. Alle iPS
Kontrolllinien (iPSKontrolle) und iPSLinien mit NPCiMutation (iPSMutation) waren positiv fir die
untersuchten Marker und zeigten keinerlei Unterschiede im Farbenidafestab 100 pm

4.3.3Nachweis der Pluripotenzin vitro mittels Differenzierungsfahigkeit

Nach der Analyse der Pluripotenzmarker wautothtersucht, ob die iA8 vitro in der Lage
waren in Zellen jede Keimblattes zu differenzieretunter Verwendung ddeB-Bildung
wurden die spontan differenzierten Zellen gegen Nestin als Marker des Ektoderms (Abb
12 A 7 H), Muskelaktin(MA, Abb. 121 i P) als Marker des Mesoderms sowie alpha
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Fetoprotein (alph&P, Abb. 12Q i X) als Marker des Entoderms gefarbt. Die Nestin
positiven Zellen zeign auf Grund der spontanen Differenzierung und deren erreichtes
Ausmalunterschiedliche Morphologie®o varerte diese zwischegrol3en ausgebreiteten
Zellen (Abb. 12 A, F, G) und kleineren Zellen mit Auslaufern (Abl2 D, E, H) sowie
deren Mischformen (Ahkl2B undC).

Die gegenMuskelaktin gefarbten Zellerwarengrol3 undflachig und es waren einzelne
Aktinstrdnge im Zytoskelett der Zellen erkennl{@bb. 12 1, K, O). Dabei sahen die
gefarbterzZellenweitestgehend identisch aus.

Die gegen alph#&etoproteingefarbten Zellerwarenkleiner ds die bisher fir Nestin oder
Muskelaktinbeschriebenennd zeigten klardBegrenzungeauf ein bestimmtes Arealas

die spontane Differenzierung in unterschiedlichste Zelltypen veranscheulinbt die
Spezifitat der Farbung dokumentierte

Das pluripotente Potentiain vitro war mit diesen Keimblatt-spezifischen Marker
nachgewiesen wordaimd es liel3en sich keine Unterschiede im Differenzierungspotential
voniPS-Kontrollen und iPSMutationenfeststellen.

43



Generierung, Charakterisierung und neuBiféerenzierung von humanen induzierten pluripotenten
Stammzellen ein zellulares Modell fir Morbus Niemaditick Typ C1

ERGEBNISSE

Nestin MA alpha-FP
(Ektoderm) (Mesoderm) (Entoderm)

A Tl | Q

Kontrolle

o~

Kontrolle

-

Kontrolle

L
—]
=
=
N
=
=
o

Mu_tatiﬂn Mutation Mutation

Mutation

Abb. 12: Nachweis des pluripotenten Potentials der iP& vitro

Nachweis der pluripotenteim vitro-Differenzierung der iPS itzellen aus
dem Ekte, Mese und Entoderm mittels Farbgngegen Nestin (A H),
Muskelaktin (MA, | - P) und alph&etoprotein (alph&P, Q- X). iPS
Kontrollen und iPSMutationen konnten gleichermalRen in Zellen aller drei
Keimblatter differenziererMaf3stab 100 um
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4.3.4Nachweis der Pluripotenzin vivo mittels Differenzierungsfahigkeit

Um die pluripotente Differenzierung aughvivo nachzuweisen, wurde immundefizienten
Mausen ein €ratominduziertund dieTumorschnitte mit Hamatoxylin und Eosin gdjt
(Abb. 13. Zum Nachweisder ektodermalen Differenzierungurden einfach (Abb. 13 A,

C, D, E, G H) oder pigmentiert&pithelien (Abb 13 B, F) dargestellt. Mesodermales
Gewebe wurde durcknorpel (Abh 131, J, K, L), mesenchymales Bindegewef#bb. 13
M) und kollagene Fasern (AbA3 N, O, P)veranschaulicht. Die Bildung entodermaler
Strukturen wurde durcimtestinaleEpithelien (Abb 13Q, T, V) sowie Driisen (Abbl3R,

S, U, W, X) belegt.Alle iPS-Linien differenzierten aucim vivo in Strukturen aller drei
Keimblatter.Esliel3 sich keinUnterschied im Differenzierungspotential der Wildtymd
NPCZXLinien feststellen. Mit dem Nachweis dePluripotenz in vivo waren die
Pluripotenzanalysened generierten iPS abgeschlossen.
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Abb. 13: Hamatoxylin- und Eosin-Farbung entstandener Teratome nach
Injektion von iPS in immundefiziente M&usen

Nachweis der pluripotentein vivo-Differenzierung der iPS irstrukturenaus
dem Ekte, Mese und EntodermiPS-Kontrollen und iPSMutationen konnten
gleichermal3en inStrukturen aller drei Keimblatter differenzierenMaRstab
50um
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4.3.5Darstellung des NPC1Phanotyps in iPS

Die generierten iPS wurden im Anschluss auf Barstellungdes NPCZIPhanotyps
untersucht. Dazu wurde die fir NPC1 beschriebene Cholesterolakkumulation als
Hauptkriterium ausgewahlt und die Zellen mit Filipin gefgAdtb. 14). Die iPSKolonien

ohne NPCiMutation (Abb. 14 A T D) zeigten eine gleichmafige blaue Fardpun
wohingegen die iPEKolonien mit NPC1iMutation (Abh 14E 7T H) hell leuchtende Punkte
(Pfeilspitzen aufwiesen. Diese Punkte lokaligem die Cholesterolakkumulatiom jeder
einzelnen Stammzelle und untersalea sich auf Grund vonZellgrol3e und
Koloniebildung vom Farbemuster der Fibroblasten (sielel). Zwischen den
verschiedenenPSMutationen waren, wie auch schon in deren Ursprungsfibroblasten,
Unterschiede zu erkennen. So schienen die Linien mit der homozygBEtMutation

(Abb. 14E, F) weniger und kleinere punktuelle Farbungen zu zeigen als die Linien mit der
compound heterozygotéMiPCl-Mutation (Abh 14G, H).

Grundsatzlich blieb der NPERhéanotypn Bezug auf di€Cholesterolakkumulationen auch
nach der Reprogrammierung in iPS erhalten und konnte mittels HHislvung visuell
eindeutig dargestellt werden.
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Abb. 14: Visualisierung von Cholesterolin iPS-Kolonien

Filipin-Farbung erzieltgleichmaRiglaueFarbungn iPSKontrollen (A i D) gegentber der partiell hell
gepunkteten Farbung in den NRPS [(PSMutation, E i H). Pfeilspitzen zeigen beispielhaft auf helle
Areale, die die Cholesterolakkumulation bedingt durch NRMIation veranshaulichen. Mal3stab

50 um
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4.3.6 Analyse des Cholesterolgehaltes in iPS

Um den Cholesterolgehalt g&kzlich zu quantifizieren, wurde die Menge an
Gesamtcholesterol pro Proteinmenge bestimmt und graphisch dargédiblitl5). Alle
Kontroll-iPS-Linien besalRen etwa den gleichéehaltan Cholesterol: iP3aKontrolle =
1232 + 0,% pg/mg Protein iPS 1b-Kontrolle = 1253 + 0,70 pug/mg Protein iPS 2a
Kontrolle = 12,69 + 0,60ug/mg Protein sowiePS 2b-Kontrolle = 12,50 + 0,52ug/mg
Protein Gemittelt ergh sich ein Wert von 130 + 0,2 pg Cholesterol/mg Protein
(dunkelblauer Balken).

Die iPSLinien mit einer NPCAMutation wiesen folgendédhereCholesterolerte auf:
IPS 3aMutation = 17,02 + 0,774ug/mg Protein, iPSb-Mutation = 16,61 + 0,59.9/mg
Protein iPS 4aMutation = 15,99 + 0,99 ug/mg Protein und iP8b-Mutation = 1533 +
0,49 pg/mg Protein.Untereinander waren auch diese Cholesterolweitht signifikant
unterschiedlich. Beim Mitteln der Cholesterolgehalte der NFR&Linien ergab sich ein
Wert von 16,23 £+ 0,36 ug Cholesterol/mg Protein (hellblauer Balkemieser Wert
unterschied sich signifikant vom gemitteltewert aller KontroliPS-Linien und
veranschaulichte den hoheren Cholesterolwert der NPS1lim Gegensatz zu den
gesunden KontroliPS.

Cholesterolgehalt in iPS
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Abb. 15: Cholesterolgehalt in verschieden iP.inien

Kontroll-iPS (iPS1a, 1b, 2a, 2bgeigten keine signifikanten Unterschiede im Cholesterolgehalt
und hattenim Mittel (dunkelblauer Balken}12,50 + 0,286 pgCholesteroihg Prdein. Die
NPCZiPSLinien (iPS3a, 3b, 4a, 4bzeigten hohere Cholesterolwerte als die Kontife8,

waren aber untereinander auch nicht signifikant unterschiedlich. Gemittelt ergab sich fur die
NPCZLiPS (hellblauer Balken) ein Cholesterolwert \vid$123 +0,357 pg Cholesterol/mg Protein,

der signifikant héher war als der gemittelten Cholesterolwert der Koif®l

n (iPS-Kontrolle bzw.iPS-Mutation) = 101 13, n (Kontroll-iPS gemittelt = 43, n (NPCZ-
iPSgemittel) = 49
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4.4 Differenzierung der iPS in neuraleProgenitorzellen

Um ein neuroales Krankheitsmdell zu generierenwurden die iPSin die neurale
Richtung differenziertDabei entstanden neurale Rosett@&in(Beispiel inAbb. 16), die
sich meist metiach zusammen lagerten (Abb6 A). Die Rosettenstrukturewaren gut
erkennbadurch die radiale AusrichturderZellen (Abh 16 B, Pfeilspitzen) unter Bildung
einer Neuralrohéhnlichen Offnung (Abb16 B, Pfeil). Die neuralen Rosetten bestanden
aus neuralen Progenitorzellen, die Uber ihrenrflimhenmarker PSANCAM magnetisch
aus dem Zellgemisch selektiert wurd@ie sortierten Zellen wuchsen einschichtig und
zeigten beinErreichen einer bestimmten Zelldicleae Pflastersterartige Morphologie
(Abb. 16 C). Die mitotische Aktivitdt der genmgerten NPZ veranschaulichte die rote
Farbung gegeden Proliferationsmarkefi67 in der Uberlagerung der mittels DAPI blau
gefarbten Zellkern€Abb. 16 D). Dabei befnden sich die hell rot leuchtend@ellkerne
(Pfeil) in der Interphasewischen zwei Mitesen und die schwécher, nur punktuell rot
gefarbten 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 Neuralre@innlichen Offnung (B Pfeil)Die mittels magnetischer PSA
NCAM-Sortierung generierta NPZ-Linien zeigten eine Pflastersteirartige Morphologie (C) mit
mitotischer Aktivitdét Diese wurdelber eine Brbung gegerden ProliferationsmarkeKi67 mit der
Uberlagerung der DAPgefarbtenZellkerne (D nachgewiesen, wobei hellrote Kerne (Pfeil) sich in der
Interphase und mktuell rot geféarbte Zellkerne (Pfeilspitze) sich in der Mitose befaridafistab B um
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