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1 Einleitung

1.1 Induzierte pluripotente Stammzellen (iPS)

Die Methodik der Reprogrammierung somatischer Zellen in den Zustand pluripotenter
Stammzellen (Takahashi et al., 2007; Park et al., 2008b) stellte 2007 einen Meilenstein in
der Humanforschung dar und wurde 2012 mit der Verleihung des Nobelpreises an Sir John
B. Gurdon und Professor Shinya Yamanaka gewiirdigt. Die ethische Kontroverse der bis
dahin aus Embryonen gewonnenen Stammzellen kann umgangen werden, weil die iPS die
gleichen Charakteristika wie die embryonalen Stammzellen aufweisen. So wachsen sie in
runden bis ovalen Kolonien mit scharf begrenztem Rand, exprimieren gewebeunspezifisch
alkalische Phosphatase sowie stammzellspezifische Oberflichenmarker und Transkrip-
tionsfaktoren (Park et al., 2008b; Abb. 1).

Tra-1-81 NANOG

1PS Kolome
f £ o
S “f;a

TR FTIS] OCT4  Tra-1-60
i i

SR ’5’#
\ ";.u-,.-r, "y vy,
G T T
Feédé&éﬁen

SSEA3 SSEA4

AP --

Abb. 1: iPS wachsend in Kolonien

iPS-Kolonie auf Feederzellen (links oben) zeigt eine ovale
Morphologie und einen scharf begrenzten Rand (gestrichelte Linie).
iPS exprimieren im Allgemeinen alkalische Phosphatase (AP, links
unten) sowie die Transkriptionsfaktoren NANOG und OCT4 und die
Oberflichenmarker Tra-1-81, Tra-1-60, SSEA3, SSEA4 — Zellkerne
gefarbt mit DAPI (modifiziert aus Park ef al., 2008b).

DAPI

DAPI

DAPI

Des Weiteren konnen sie durch ihr pluripotentes Potential in verschiedenste Zellen der drei
Keimblitter differenzieren, wie z. B. in Kardiomyozyten (Gai et al., 2009), Motorneurone
(Karumbayaram et al., 2009) und Insulin-produzierende Pankreaszellen (Zhang et al.,
2009). Dabei bleiben die genetischen Informationen der Ursprungszellen erhalten und
fiihren zu patientenspezifischen Zelllinien. Diese Eigenschaften werden vor allem genutzt,
um Krankheiten in vitro zu modellieren.

1.1.1 Neuronale Krankheitsmodelle basierend auf iPS

Die Pluripotenz der iPS erdffnet Zugang zu Zellen, die bisher in der Forschung nur sehr
begrenzt oder gar nicht verfligbar waren, was insbesondere fiir humane neuronale Zellen
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gilt. Die zu Grunde liegenden patientenspezifischen somatischen Zellen sind unter
anderem kommerziell verfligbar und ermoglichen somit die Reprogrammierung in iPS.
Park und Kollegen beschrieben bereits 2008 die ersten patientenspezifischen iPS fiir
verschiedene Erkrankungen (Park et al., 2008a). Die sich anschlieende Differenzierung in
einen neuronalen Zelltyp ist auf unterschiedliche Weise moglich (Chambers et al., 2009;
Kim et al., 2012; Mohamad et al., 2013) und fiihrt zu humanen neuronalen Zellen mit
krankheitsspezifischem Phinotyp. Neben dem Nachteil der langen Generierungsdauer
iiberwiegen die Vorteile der Langzeitlagerung, massiven Expansionsfahigkeit sowie der
Zugang zur biologischen Vielfalt der krankheitsbedingenden humanen Mutationen. Die
iPS basierten in vitro-Krankheitsmodelle werden im Allgemeinen fiir folgende Zwecke
genutzt:

- Untersuchung der Erkrankung zugrundeliegenden pathologischen Mechanismen,

- Genotyp-Phinotyp-Korrelationen,

- Biomarkeridentifikation zur Pridiktion und Diagnostik,

- Identifikation von therapeutisch adressierbaren Zielstrukturen oder Signalwegen,

- Tests von chemischen Substanzen als mogliche Medikamente sowie ihre
Toxizitétslevel,

- Zuordnung bestimmter Genotypen zu Medikamentenrespondergruppen sowie

- Studien zur autologen Zellersatztherapie.

Es sind fiir verschiedene neuronale Erkrankungen bereits patientenspezifische iPS sowie
deren neuronale in vitro-Modelle generiert worden. Die am héaufigsten auftretende
neurodegenerative Erkrankung ist der Morbus Alzheimer und affektiert Neurone im Kortex
(Reitz & Mayeux, 2014). Die ersten patientenspezifischen iPS wurden 2011 generiert,
charakterisiert und weiter in Neurone differenziert (Yagi et al., 2012). Sie présentierten
den Alzheimer-Phinotyp durch erhohte Amyloid-beta 42-Sekretion, die mittels
Gammasekretase-Inhibitoren beeinflusst werden konnte. Das generierte neuronale in vitro-
Modell erfiillte dadurch alle Anforderungen zum Substanzscreening. 2012 nutzte eine
andere Arbeitsgruppe iPS von verschiedenen Alzheimer-Patienten zur neuronalen
Differenzierung und  stellte  erhohte Level an  Phosphotau,  aktivierter
Glykogensynthasekinase-3 beta und Amyloid-beta 1 bis 40 sowie RABS-positive frithe
Endosomen in Abhingigkeit zu einzelnen Alzheimer-Klassifizierungen fest (Israel et al.,
2012). Des Weiteren konnten Phosphotau und aktivierte Glykogensynthasekinase-3 beta
nach Behandlung mit Betasekretase-Inhibitoren reduziert werden. Dieses iPS-basierte
neuronale Modell lieferte Ansatzpunkte zu Phinotypassoziationsstudien sowie Analysen
des Pathomechanismus in Neuronen von Alzheimer-Patienten. In den letzten drei Jahren
konnte der Pathomechanismus von Alzheimer mit Hilfe der iPS-basierten neuronalen in
vitro-Systeme weiter untersucht werden und gab Aufschluss iiber eine mutationsassoziierte
partielle Gammasekretase-Inaktivierung (Koch et al., 2012), Amyloid-beta-assoziierten
endoplasmatischen und oxidativen Stress (Kondo ef al., 2013) und ermdglichte auerdem
die verbesserte Modellierung des Morbus Alzheimer in einer 3D-Zellkultur (Zhang et al.,
2014).
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Fir den Morbus Parkinson, 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 (Park et al., 2008a). Diese wurden jedoch nur charakterisiert und erst 2011 wurde
ein neuronales Modell, basierend auf patientenspezifischen viral reprogrammierten iPS,
beschrieben (Nguyen et al., 2011). Die generierten dopaminergen Neurone exprimierten
sowohl mehr alpha-Synuclein als auch mehr oxidativer Stress-assoziierte Gene. In einer
anderen Studien wurden ebenfalls patientenspezifische iPS in dopaminerge Neurone
differenziert und exprimierten doppelt so viel alpha-Synuclein wie die gesunden
Vergleichszellen eines Verwandten ersten Grades (Devine et al., 2011). In beiden Studien
wurden die generierten iPS in den gleichen neuronalen Subtyp differenziert und
modellierten den Parkinsonphénotyp in vitro vergleichbar mit dem im menschlichen
Gehirn. Eine andere Studie konnte unter Verwendung des iPS-basierten neuronalen
Parkinson-Modells eine verdnderte Translokation der Ligase Parkin aus dem Zytosol zu
geschddigten Mitochondrien in Abhéngigkeit zum Parkinson-Risikoprotein PINK
nachweisen (Seibler et al, 2011). Dadurch konnten frithere Ergebnisse erstmals im
humanen neuronalen in vitro-System bestitigt werden. Das in vitro-Modell wurde des
Weiteren genutzt, um mdgliche Pharmaka zu testen, wie z.B. Koenzym Q10, Rapamycin
oder der LRRK2-Kinaseinhibitor GW5074, welche mitochondrial bedingte Defizite
ausgleichen konnten (Cooper et al., 2012).

Zusammengefasst ldsst sich feststellen, dass iPS-basierte neuronale Zellmodelle vermehrt
genutzt werden, um neurodegenerative Erkrankungen in vifro zu modellieren. Fiir haufig
auftretende neurodegenerative Erkrankungen sind iPS bereits vor mehreren Jahren
generiert und charakterisiert worden. In ihren neuronalen Derivaten wird der
Krankheitsphinotyp nachgewiesen, bisherige Erkenntnisse auf neuronaler Ebene {iberpriift,
neue Erkenntnisse der zugrunde liegenden pathologischen Zellaktivitdten gewonnen sowie
intensive Pharmaforschung betrieben.

Im Gegensatz dazu sind fiir viele seltene neuronale Erkrankungen bisher keine iPS
generiert worden und es fehlt demnach ein humanes neuronales Modell, um die oben
genannten Punkte untersuchen zu konnen. Eine dieser Erkrankungen ist der Morbus
Niemann-Pick Typ Cl1.

1.2 Morbus Niemann-Pick Typ C1 (NPC1)

Niemann-Pick Typ Cl1 ist eine panethnische neurodegenerative autosomal rezessiv
vererbte lysosomale Stoffwechselkrankheit und zdhlt mit einer Pravalenz von 1:120.000
Lebendgeburten zu den seltenen Erkrankungen (Patterson et al., 2012). Verursacht wird
diese lysosomale Speichererkrankung durch Mutationen im NPC1-Gen und fiihrt hdufig
innerhalb der ersten zwei bis drei Lebensdekaden zum Tod des Patienten. Nach ihrer
Entdeckung von Albert Niemann und Ludwig Pick in den 1920er Jahren wird sie heute
knapp 100 Jahre spiter auf Grund des breiten klinischen Spektrums von vielen Arzten
nicht oder erst sehr spit diagnostiziert (Vanier, 2010).

10



Generierung, Charakterisierung und neurale Differenzierung von humanen induzierten pluripotenten
Stammzellen — ein zelluldres Modell fiir Morbus Niemann-Pick Typ C1

EINLEITUNG

1.2.1 Klinische Symptome und Einteilung

Die klinischen Symptome fiir NPC1 lassen sich in systemische und neurologische
unterscheiden. Zu den Systemischen zéhlen vor allem neonataler Ikterus, Hepatomegalie,
Splenomegalie und damit assoziierte gastrointestinale Storungen (Patterson et al., 2013).
Aktuell wird ebenfalls ein assoziierter Morbus Crohn diskutiert (personliche
Korrespondenz mit Dr. T. Schwerd, Oxford, UK). Die neurologischen Symptome sind
mannigfaltig und umfassen folgende Manifestationen: vertikale Blickparese, Dysarthrie,
Dysphagie, progressive Demenz, zerebellare Ataxie, Lachen-induzierte Kataplexie,
Dystonie und Krampfanfille (Vanier, 2010). Diese schwere neurologische Manifestation
ist mit einer progressiven Neurodegeneration assoziiert und bedingt den schweren
klinischen Phénotyp.

NPC1 wird anhand des Beginns neurologischer Symptome und deren Ausprigung
unterteilt in eine friihe infantile, spite infantile, juvenile und adulte Form. In Abb. 2 sind
diese Formen in Kombination mit ihren systemischen und neurologischen Manifestationen
dargestellt.

Systemische (viszerale) Beteiligung
Neonatale (Hepato) splenomegalie
Cholestase «  Fehlt bei ca. 15 % der Fille
Unterschiedliches Alter bei Erstmanifestation

Fetaler - Stets vor neurologischen Anzeichen
i Leber Kann sich mit dem Alter zurtickbilden

Aszites/ (Hepato)

Hydrops Splenomegalie

Neonatal
letal

Alter, Jahre
Geburt 1 2 3 6 10 20

(Friih) infantile

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 Symptomen (iibersetzte Version von Vanier, 2010)

Die friihe infantile Form ist durch fehlende motorische Entwicklung und Hypotonie
gekennzeichnet, wohingegen sich die spéte infantile Form durch Gangstdrungen,
Tollpatschigkeit, Sprachstorungen und Kataplexie definiert. Mit dem Ausbruch von NPC1
im juvenilen Alter zeigen Patienten schulische Probleme, Ataxie sowie meist Kataplexie
und Krampfanfille. Die Patienten mit der adulten Form haben psychiatrische Probleme
und zeigen neben Ataxie und Dystonie hdufig auch Demenz. In der spiten infantilen,
juvenilen und adulten Form kann die typische vertikale Blickparese beobachtet werden.
Die nicht zwingend auftretende, aber meist vorhandene Splenomegalie ist ab Geburt
vorhanden, scheint aber mit den spiteren Manifestationsformen ein geringeres Ausmal} zu
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zeigen. Ausgehend von der infantilen und juvenilen Form verstirbt der Patient oft vor dem
Erreichen des Erwachsenenalters.

1.2.2 Ursache der Erkrankung

Verursacht wird Morbus Niemann-Pick Typ C in 95 % der Fille durch Mutationen in dem
auf Chromosom 18q11 liegenden NPC1-Gen (Carstea ef al., 1997). Nur in 5 % der Fille ist
eine Mutation im NPC2-Gen vorhanden, welches auf Chromosom 14q24 lokalisiert ist
(Naureckiene et al., 2000). Das NPC1-Gen besteht aus rund 57.000 Basenpaaren und
wurde das erste Mal 2002 vollstindig von unserer Arbeitsgruppe unter Beriicksichtigung
aller Exons und SpleiB3stellen sowie der Promotorregion sequenziert (Bauer et al., 2002).
Es kodiert ein 1.278 Aminoséuren grofes ubiquitdr vorkommendes transmembrandses
Protein mit 13 Transmembrandoménen, 7 luminalen und 6 zytoplasmatischen Schleifen
(Davies & loannou, 2000; Abb. 3). Lokalisiert ist es in spiaten Endosomen und Lysosomen
sowie im Transgolgi-Netzwerk (Higgins et al., 1999), wo es an Stoffwechseltransport-
prozessen beteiligt ist.

NTD Cystein-reiche
Schleife

\ r 3 Lumen
\ W o W W .
. _ | l] f Membran
| —
J T T R /NS k Zytosol

SED

Abb. 3: Struktur des NPC1-Proteins

Das NPCI1 Protein besteht aus 13 Transmembrandoménen, 7 luminalen und 6 zytoplasmatischen Schleifen.
Die N-terminale Domine (NTD) ist evolutiondr stark konserviert. In der Sterol-erkennenden Doméne
(SED) sowie in der luminalen Cystein-reichen Schleife treten hdufig Mutationen auf (angelehnt an Lloyd-
Evans & Platt, 2010).

Derzeit sind rund 300 NPC1-Mutationen in der humanen Genmutationsdatenbank HGMD
(Stenson et al., 2003) gelistet, wobei die Tendenz steigend ist. Es existieren keine
allgemein giiltigen Genotyp-Phanotyp-Korrelationen ausgehend von homozygoten und
compound heterozygoten Mutationen per se. Die NPC1-Mutationen sind in allen Doménen
zu finden, wobei, basierend auf der Lokalisation im NPCI-Protein, unterschiedliche
Formen assoziiert sein konnen. So geht man davon aus, dass vorzeitige
Stoppkodonmutationen im Allgemeinen, einige Missensmutationen in der Sterol-
erkennenden Domine im Speziellen sowie die Mutation A1054T in der Cystein-reichen
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luminalen Schleife zu einer infantilen Form von NPCI1 fiihren. Dagegen fiihren
Missensmutationen in der Cystein-reichen luminalen Schleife zu vollig unterschiedlichen
Krankheitsformen (Millat ef al., 2001). Die Mutationen im NPCI1-Gen bedingen aber alle
eine gestorte Funktionsweise des NPC1-Proteins, was letztendlich zu Verdanderungen des
Cholesteroltransportes fiihrt.

1.2.3 Zellulidre Manifestation und Biochemie

Wie genau der intrazelluldre Lipidtransport durch das NPC1-Protein vermittelt wird, ist
derzeit noch ungeklirt. Vermutet wird ein NPCl-vermittelter vesikulérer Transport von
Cholesterol und Glykolipiden (Neufeld et al., 1999; Zhang et al., 2001) oder aber die
Funktionsweise von NPC1 als transmembrandse Effluxpumpe (Davies et al., 2000). Es
wird weiterhin angenommen, dass essentielle Interaktionen mit dem NPC2-Protein statt
finden (Sleat et al., 2004; Infante et al., 2008; Deffieu & Pfeffer, 2011), welches ubiquitir
intrazelluldr in den Lysosomen lokalisiert ist (Naureckiene ef al., 2000). Andere Studien
sprechen sich jedoch dagegen aus (Zhang et al., 2003; Goldman & Krise, 2010; Kennedy
etal.,2012).

Unabhingig von der Funktionsweise resultieren NPCI-Mutationen vornehmlich in
Akkumulationen von freiem Cholesterol in den spiten Endosomen und Lysosomen.
Systemisch treten zusétzlich vor allem in Leber und Milz Anreicherungen von
Sphingomyelin, Glykosphingolipiden sowie Bis(monoacylglycero)phosphat auf (Vanier,
1983). Im Gehirn dagegen akkumulieren neben dem freien Cholesterol besonders
Glykosylzeramide, Laktosylzeramide sowie die Glykosphingolipide GM2 und GM3
(Vanier, 1999).

Die ubiquitidre Akkumulation von freiem, nicht verestertem Cholesterol wird genutzt, um
NPC1-Defizienzen nachzuweisen. Dazu wird mit dem fluoreszierendem Polyen-Makrolid
Filipin, isoliert aus Streptomyces filipinensis, gefarbt (Norman et al., 1972). Mit seiner
hohen Affinitit zu nicht verestertem Cholesterol resultiert eine Filipin-Farbung in NPC1-
defizienten Zellen in einem stark fluoreszierenden Muster um den Zellkern (Abb. 4).
Genutzt wird diese Methode unter anderem in der Diagnostik von NPC1.

Kontrolle variant klassisch

Abb. 4: Filipin-Firbung von Fibroblasten

Schwarz-Weil3-Bild einer Filipin-Farbung von Fibroblasten gesunder Probanden (Kontrolle) sowie
NPCl1-Patienten mit variantem (wenige Cholesterolakkumulationen) und klassischem (viele
Cholesterolakkumulationen)  biochemischem Phinotyp. Pfeile zeigen auf angefarbte
Cholesterolakkumulationen in den Zellen (modifiziert aus Téngemo et al., 2011).
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1.2.4 Diagnostik und Behandlungsmoglichkeiten

Zeigt ein Patient neuroviszerale Symptome, kann ein Punktesystem zur Priadiktion von
NPCI1 hinzugezogen werden (Wraith et al., 2014). Zur Diagnose von NPC1 werden dann
zwei kombinierte Methoden verwendet. Zum einen wird eine Hautbiopsie vorgenommen
und daraus eine Fibroblastenkultur des Patienten angelegt. Die Zellen werden mit Filipin
gefarbt und anhand ihres fluoreszierenden Farbemusters beurteilt. Es wird dabei zwischen
einem biochemisch klassischen Phédnotyp mit vielen Cholesterol-gefiillten Vesikeln und
einem  biochemisch  varianten = Phénotyp mit nur wenig nachweisbaren
Cholesterolakkumulationen unterschieden (Vanier et al, 1991; Abb. 4). Mitunter
resultieren Filipin-Farbungen aber auch in falsch negativen Ergebnissen, so dass zusétzlich
genetische Analysen durchgefiihrt werden. Zum anderen wird das NPC1-Gen des Patienten
sequenziert, wozu die DNA aus den Fibroblasten oder aber aus Lymphozyten gewonnen
wird. Die Ergebnisse beider Untersuchungen werden zusammen ausgewertet, um dann die
Diagnose stellen zu konnen.

Es ist auBerdem mdglich, in Knochenmarkbiopsien von NPCl1-Patienten Cholesterol-
gefiillte Makrophagen, die als Schaumzellen deklariert werden, nachzuweisen (Rodrigues
et al., 2006). Jedoch ist die Probengewinnung stark invasiv und die Belastung mit
Schaumzellen nicht grundsitzlich vorhanden oder tritt erst im spateren Krankheitsverlauf
auf (Patterson et al., 2012).

Um eine minimal invasive, mdglichst genaue Diagnostik zu ermoglichen, wurde nach
Biomarkern fiir NPC1 geforscht. Von einer amerikanischen Forschergruppe wurden 2010
im Plasma nachweisbare Oxysterole als Biomarker etabliert (Porter et al., 2010). Dieser
Biomarker wird seitdem auch in der Diagnostik eingesetzt und liefert zusammen mit den
genetischen Analysen eindeutige Ergebnisse. Eine andere Forschergruppe stellte kiirzlich
die Verwendung von Lysotracker als einen moglichen Biomarker fiir Verlaufskontrollen
vor (Te Vruchte et al., 2014). Mit diesem kommerziellen Fluoreszenzfarbstoff zum
Markieren von sauren Zellorganellen, wie z. B. Lysosomen, wird in B-Lymphozyten das
relative saure Kompartimentvolumen bestimmt, welches allgemein in Patientenzellen mit
lysosomalen Stoffwechselerkrankungen grof3er ist als in Zellen von gesunden Probanden.
Unsere eigene Arbeitsgruppe wird zeitnah einen anderen Biomarker basierend auf
Lysosphingomyelin vorstellen (noch unver6ffentlicht).

Die moglichst frithe Diagnose von NPC1 ist sehr wichtig, da die einmal eingetretene
Neurodegeneration irreversibel ist und sich der Krankheitsverlauf nicht stoppen, sondern
nur durch eine Behandlung verzogern ldsst. Dies wird mit der Gabe von Miglustat (N-
butyldeoxynojirimycin) erreicht, welches ein Iminozucker ist und als kompetitiver
Inhibitor des Enzyms Glycosylzeramidsynthase wirkt (Butters et al., 2000). Dadurch wird
die Akkumulation der Glykosphingolipide reduziert, der Beginn neurologischer Symptome
verzogert, die Lebensdauer verldngert und letztendlich die Progression verlangsamt
(Pineda et al., 2009). Neben der Gabe von Miglustat werden grundlegend die Symptome
des Patienten behandelt z. B. durch Antidepressiva, Antiepileptika, Physiotherapie,
Psychotherapie und unter Umstinden Lebertransplantationen. Angehdrige werden
gegebenenfalls in der Pflege der Patienten geschult und finden Unterstiitzung in
Selbsthilfegruppen.
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Die Behandlung von NPCl-Patienten mit Miglustat ist bisher die einzige durch die
European Medicines Agency zugelassene Therapieoption mit der Moglichkeit, dem
Krankheitsprogress —entgegenzuwirken. Jedoch ist die Neurodegeneration weder
aufzuhalten noch umzukehren und daher sind weitere intensive Forschungen zur
Krankheitsursache von NPC1 und mdglicher therapeutischer Ziele von grolem Interesse.
Insbesondere sind hier Cyclodextrin (Aqul ef al., 2011) und Histondeacetylase-Inhibitoren
(Pipalia et al., 2011) zu erwéhnen, die im NPC1-Mausmodell bzw. humanen Fibroblasten
mit NPCI-Mutation bereits einen positiven Effekt zeigten und momentan in
amerikanischen Phase [-Studien bzw. Phase II-Studien getestet werden (U.S. National
Institutes of Health, www.ClinicalTrials.gov, URL:
http://www.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCTO01747135?term=npc1&rank=6 bzw.
http://www.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02124083?term=npc1&rank=7 , 29.06.2014).

1.2.5 Tier- und Zellmodelle zur Erforschung von NPC1

Zur Erforschung von NPC1 werden unterschiedliche Zell- und Tiermodelle genutzt. Da die
N-terminale Sequenz im NPC1-Gen evolutionér stark konserviert ist (Karten et al., 2009),
konnen fiir verschiedene Fragestellungen einfache Modellorganismen verwendet werden,
wie z. B. der Pilz Fusarium graminearum (Breakspear et al., 2011), der Nematode
Caenorhabditis elegans (Sym et al., 2000), der Zebrafisch Danio rerio (Schwend et al.,
2011) sowie die Fliege Drosophila melanogaster (Huang et al., 2005). In allen diesen
Modellen wird die NPC1-Defizienz durch genetische Manipulation induziert. Sie sind auf
Grund ihrer einfachen Haltung und schnellen Reproduktionsrate sehr beliebt und werden
vorwiegend flir Entwicklungs- und Homologiestudien sowie genetische Heilungsversuche
und Substanzscreenings genutzt.

Neben diesen sehr einfachen Systemen existieren verschiedene Sdugetiermodelle, die die
neuroviszeralen Symptome im Menschen besser darstellen konnen. Das weitverbreitetste
Tiermodell ist das Mausmodell aus dem BALB/c-Stamm mit einer Leserastermutation im
NPC1-Gen (Pentchev et al., 1980; Morris et al., 1982), welche einen kompletten Verlust
des NPC1-Proteins bedingt. Vor kurzem wurde ein neues Mausmodell vorgestellt, das die
D1005G-Mutation tragt, welche auch im NPC1-Patienten beschrieben ist und einen spéten
Krankheitsbeginn bedingt (Maue et al., 2012). Es ist aulerdem ein Katzenmodell fiir
NPC1 verfiigbar (Lowenthal ef al, 1990). Die Saugetiermodelle modellieren die
neurologischen Gesichtspunkte der Krankheit wesentlich besser als die einfachen Systeme.
Im Menschen treten neuronale Ablagerungen von Cholesterol, GM2 und GM3, Bildung
von Meganeuriten und ektopischer Dendriten (Abb. 5), axonale Schwellungen sowie
Fragmentierungen des Golgi-Apparates in zerebellaren Purkinjezellen und zerebralen
kortikalen Neuronen und eine damit einhergehende Neurodegeneration auf (Vanier, 1999;
Zervas et al., 2001; Walkley & Suzuki, 2004).
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ektopische
Meganeurit— #~ Dendriten

Abb. 5: NPC1-Neurone mit morphologischen
Unterschieden

Neurone im NPC1-Gehirn zeigen
morphologische Anderungen hinsichtlich der
Bildung von Meganeuriten und ektopischer
Dendriten (modifiziert aus Zervas et al., 2001).

Gleiches konnte auch im felinen (Lowenthal et al., 1990; March et al., 1997; Zervas et al.,
2001) und/oder murinen System (Higashi et al., 1993; Sarna et al., 2003; Zervas et al.,
2001) beobachtet werden. Unterschiede ergeben sich dabei in der jeweilig affektierten
Hirnregion bzw. im Zelltyp. So wurde z. B. die Ablagerung von Cholesterol und GM2 vor
allem in Neuronen des humanen zerebralen Kortex, Zerebellum und Hippocampus
beobachtet (Zervas et al., 2001), wihrend in der Maus die pyramidalen Neurone,
Purkinjezellen sowie Neurone des Hirnstamms und des Thalamus betroffen sind (Walkley
& Suzuki, 2004).

Innerhalb unserer Arbeitsgruppe oder in Kooperation wurde bisher das BALB/c-
Mausmodell fiir die NPC1-Forschung genutzt. Im gesamten NPC1-Maushirn sowie im
NPC1-Mausriickenmark konnte eine Demyelinisierung nachgewiesen werden (Yan et al.,
2011). Die in der Studie ebenfalls prasentierte Analyse der Proteine Sox10, Yin Yang 1
sowie Myelin-Gen-regulierender-Faktor zeigte, dass NPC1 keinen Einfluss auf Sox10 und
Yin Yang 1 aufwies, wohl aber zu einem reduzierten Gehalt des Myelin-Gen regulierenden
Faktors in Oligodendrozyten fiihrte. Es wurde auf diesen Ergebnissen basierend spekuliert,
dass die NPCl1-bedingte Neurodegeneration wahrscheinlich doch nicht allein auf einem
zellautonomen Prozess in den Neuronen zuriickzufiihren ist. Des Weiteren wurden in einer
erst kiirzlich veroffentlichten Arbeit verschiedene Protocadherine im NPCI1-Maushirn
untersucht (Yan et al., 2014a). Die Analyse zeigte eine verdnderte Verteilung einiger
Protocadherine im zerebralen Kortex junger Miuse. In élteren NPC1-Méusen wurde im
Vergleich zu gesunden Wildtypen eine stark reduzierte Protocadherinexpression in
Oligodendrozyten des Corpus Callosum sowie in Purkinje- and Granularzellen des
Zerebellums festgestellt. Auf Grund dieser Ergebnisse wurde gemutmalt, dass die
unterschiedliche Expression der Protocadherine im Hirn NPCl-bedingt ist und in
Verbindung steht zu neurodegenerativen Effekten. In einer anderen Studie wurde das
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Riickenmark von NPCI1-Médusen ndher untersucht und festgestellt, dass die Astrozyten-
und Mikrogliaaktivitét sich ab postnatalem Tag 10 erhohte (Yan et al., 2014b). Es konnte
diesbeziiglich eine erhohte Expression von Interleukin-1 beta und Apolipoprotein E sowie
eine verstirkte Aktivitit von p36-Mitogen aktivierter Proteinkinase festgestellt werden,
was zu axonalen Schwellungen und priasynaptischen Aggregaten im Riickenmark der
NPC1-Maéuse ab postnatalem Tag 35 fiihrte. Untersuchungen des olfaktorischen Systems
zeigten ebenfalls eine erhohte Astrozyten- und Mikrogliaaktivitdt im Riechkolben und im
olfaktorischen Kortex (Hovakimyan et al., 2013b). Myelin-dhnliche Ablagerung konnten
in fast allen Zellen des zentralen und peripheren olfaktorischen Systems gefunden werden,
wobei eine erhohte Expression von Galectin-3, Cathepsin D und GFAP in den kortikalen
Schichten des Riechkolbens festgestellt wurde. Es wird vermutet, dass damit sensorische
Defizite einhergehen. Eine Arbeit zu motorischen und kognitiven Fahigkeiten von NPC1-
Maiusen nach Dreifachtherapie mit Cyclodextrin, Miglustat und Allopregnanolon zeigte,
dass durch die Behandlung die motorischen Dysfunktionen wesentlich verbessert werden
konnten (Hovakimyan ef al., 2013a). Auf zelluldrer Ebene konnte nachgewiesen werden,
dass elektronendichte Einschliisse in den zerebralen Purkinjezellen sich wdhrend der
Dreifachtherapie verminderten. Allerdings konnten die kognitiven Leistungen der NPCl1-
Mause nicht von der Therapie profitieren. Es wurde gemutmalt, dass dieses Phinomen auf
eine unterschiedliche Empfindlichkeit verschiedener Hirnregionen auf die Behandlung
zurlickzufiihren ist.

Es werden bis heute viele Erkenntnisse aus den NPC1-Tiernodellen gewonnen, jedoch
konnen auch die Wirbeltiermodelle nicht alle Krankheitsaspekte widerspiegeln. So lassen
sich zum Beispiel die im menschlichen Gehirn auftretende ektopische Bildung von
Dendriten nur teilweise in Katzen- bzw. sporadisch in Miusehirnen nachweisen (Zervas et
al., 2001). Im Gegensatz dazu zeigen NPC1-Patienten keine visuellen Symptome, wihrend
in Miusen NPCl-bedingte Verdnderungen der Cornea nachgewiesenen werden konnten
(Hovakimyan et al., 2011). AuBlerdem sind die im menschlichen Gehirn vorkommenden
neurofibrilliren Biindel (dhnlich wie bei Morbus Alzheimer; Suzuki et al., 1995) im
NPC1-Maushirn nicht nachzuweisen (German et al., 2001). Des Weiteren sind die
Zulassung, Haltung, Pflege und Reproduktion der Wirbeltiermodelle sehr zeit- und
kostenintensiv.

Deswegen sind neben in vivo-Studien natiirlich in vitro-Studien weit verbreitet. Als
einfache in vitro-Modelle werden die chinesische Hamsterovarienzelllinie CHO (Watari et
al., 1999) oder, um dem menschlichen System ndher zu kommen, die humane
Neuroblastomazelllinie SH-SYSY genutzt (Rodriguez-Pascau et al., 2012). In beiden
Zelllinien wird der NPCI-Phédnotyp entweder {iiber die Behandlung mit dem
Cholesterolsyntheseinhibitor U18666A oder genetisch durch Knockdown des NPC1-Gens
induziert, um die Auswirkungen von NPCI in der Zelle untersuchen zu koénnen. Um
jedoch den Einfluss der menschlichen NPC1-Mutationen zu untersuchen, werden fiir viele
Studien Patientenfibroblasten genutzt (Pentchev et al., 1986; Carstea et al., 1997). Ein
grofBer Nachteil ist dabei jedoch, dass sich die Hautzellen grundlegend anders verhalten als
die degenerierenden Neurone im Gehirn eines NPCI-Patienten und somit nur partielle
Riickschliisse auf die Pathogenese zulassen.
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Der Notwendigkeit eines humanen neuronalen NPC1-Modells wurde versucht gerecht zu
werden, indem humane embryonale Stammzellen neuronal differenziert wurden und dann
ein Knockdown des NPC1-Gens vorgenommen wurde (Ordonez et al., 2012). Als ein
Modell fiir schwere infantile Formen von NPC1 ist dieses Modell sehr gut geeignet, jedoch
kann es nicht den Einfluss verschiedener Mutationen widerspiegeln. 2013 stellte darauthin
eine andere Arbeitsgruppe ein neuronales Modell basierend auf multipotenten adulten
Stammzellen (MAS) aus NPC1-Patientenfibroblasten vor (Bergamin et al., 2013). Es ist
jedoch durch die Verwendung sehr frither Zellpassagen zur Generierung der MAS stark
limitiert.

Keine Arbeitsgruppe hatte bis dahin das Potential patientenspezifischer iPS fiir die
Generierung eines zelluldiren NPCI1-Modells genutzt. Daher war es das Ziel der
vorliegenden Arbeit, patientenspezifische NPC1-iPS zu generieren und weiter neuronal zu
differenziern, um ein humanes neuronales in vitro-Modell fiir NPC1 zu erschaffen.
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2 Zielstellung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein humanes neuronales in vitro-Modell fiir
Morbus Niemann-Pick Typ C1 zu generieren.

Die primére Teilaufgabe bestand darin, die ersten NPC1-iPS zu generieren. Dazu wurden
humane Fibroblasten von NPC1-Patienten und gesunden Kontrollpatienten mittels der vier
klassischen Transkriptionsfaktoren OCT4, SOX2, KLF4 und c¢-MYC retroviral
reprogrammiert, wobei ferner die Generierung der verwendeten Retroviren in die
Aufgabenstellung mit einfloss. Es schloss sich zielfiihrend eine umfassende
Charakterisierung der patientenspezifischen iPS an hinsichtlich:

- Analyse der Morphologie,

- Karyotypisierung,

- Expression von verschiedenen Pluripotenzmarkern,

- pluripotentem Differenzierungspotential in vitro via ,,Embryoid Body*-Bildung,

- pluripotentem Differenzierungspotential in vivo via Teratominduktion sowie

- Nachweis des NPC1-Phédnotyps hinsichtlich der Cholesterolakkumulation in den
Zellen.

Darauf basierend war es die Idee, die charakterisierten iPS weiter neural zu differenzieren.
Die dabei entstehenden neuralen Progenitorzellen wurden beschrieben beziiglich:

- Morphologie,

- Proliferation,

- Expression von neuralen Progenitormarkern sowie

- Nachweis von Cholesterolakkumulationen als NPC1-Phéinotyp.

SchlieBlich war es das Ziel, die neuralen Progenitorzellen zu terminalen neuronalen Zellen
zu differenzieren, um den humanen neuronalen NPC1-Phanotyp in vitro zu modellieren.
Dazu wurden die generierten Zellen unter folgenden Gesichtspunkten analysiert:

- Morphologie,

- Expression neuronaler Marker,

- neuronale Funktionalitdt sowie

- Darstellung des NPCI-Phinotyps hinsichtlich  Cholesterol- und GM2-
Akkumulationen.

Mit der Generierung aller drei Zellarten und ihrer eingehenden Charakterisierung war es
die Intention, sowohl die patientenspezifischen NPC1-iPS als auch das darauf basierende
humane neuronale in vitro-Modell fiir NPC1 im Rahmen dieser Arbeit zu entwickeln, um
es fiir weiterfiihrende Forschungen nutzen zu kénnen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

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

zusammengestellt.

Tab. 1: Zelllinien

Zellart Zelllinie Zweck Ursprung
HEK-Zellen HEK293FT Virusgenerierung Invitrogen, DE-
(Humane embryonale Darmstadt
Nierenzellen)
Humane Fibroblasten | GM05659 Reprogrammierung | Coriell Institut,
(ohne Mutation im | [im Text Fibro 1- US-Camden
NPC1-Gen) Kontrolle]

#2062 Reprogrammierung | Albrecht-

[im Text Fibro 2- Kossel-Institut,

Kontrolle] DE-Rostock
Humane Fibroblasten | A113011 Reprogrammierung | Centogene AG,
(mit Mutation im | mit homozygoter DE-Rostock
NPC1-Gen) NPC1-Mutation

(c.1180T>C)

[im Text Fibro 3-

Mutation]

GM18436 Reprogrammierung | Coriell Institut,

mit heterozygoter US-Camden

NPC1-Mutation

(Allel 1 c.1836A>C,

Allel 2 ¢.1628delC)

[im Text Fibro 4-

Mutation]
Embryonale CF-1 embryonale | Feederzellen  zur | Amsbio, UK-
Mausfibroblasten Mausfibroblasten mit | iPS Kultivierung Abingdon

Gammastrahlung

inaktiviert

Tab. 2: Medien

Name des Mediums

Zusammensetzung des Mediums

Basalmedium

DMEM

10 % Fetales Kélberserum (FKS)
1 % Penizillin/Streptomycin (Pen/Strep)
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Name des Mediums Zusammensetzung des Mediums
Differenzierungsmedium DMEM

40 % DMEM/F-12

1X B27

0,5 % Pen/Strep
EB-Medium Knockout DMEM

20 % FKS

1X MEM NEAA

1X GlutaMAX

1X 2-Mercaptoethanol

0,25 % Pen/Strep

LB-Agar 40 g LB-Agar (Luria/Miller)
1 1 Reinstwasser

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

100 pg/ml Ampicillin
mTESR1 Komplettmedium | mTESR1

0,25 % Pen/Strep
Proliferationsmedium DMEM

40 % DMEM/F-12

1X B27

0,5 % Pen/Strep

20 ng/ml FGF2

20 ng/ml EGF
Stammzellmedium Knockout DMEM

20 % Knockout Serum Replacement
1X MEM NEAA

1X GlutaMAX

2X 2-Mercaptoethanol

0,25 % Pen/Strep

12,5 ng/ml FGF2

Im Anhang A sind des Weiteren die verwendeten Grundmedien und Zusitze (ggf. mit
Konzentrationsangabe und Losungsmittel, Tab. A.1), Plasmide (Tab. A.2), Bakterien und
Tiere (Tab. A.3), Losungen zum Férben und flir Analysen (ggf. mit Konzentrationsangabe
und Losungsmittel, Tab. A.4), Antikérper (mit angewandter Verdiinnung, Tab. A.5), Kits
und Partikel (Tab. A.6), Software (Tab. A.7), Gerite (Tab. A.8) sowie
Verbrauchsmaterialien (Tab. A.9) aufgelistet.

3.2 Zellkultivierung

Die Kultivierung aller Zelllinien fand bei 37 °C, 5 % CO, sowie angefeuchteter Luft in
Inkubatoren statt.

Es wurden die in Tab. 1 aufgelisteten Zellen fiir die Generierung der iPS und ihrer neuralen
Derivate verwendet.
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3.2.1 Kultivierung von HEK293FT

Die HEK293FT-Zellen wurden in T75 Kulturflaschen mit einer Zellzahl von 35 x 10°/cm?
in Basalmedium kultiviert und bei einer Zellrasendichte von 80 % passagiert. Nach dem
Waschen mit PBS ohne Kalzium und Magnesium (PBS -/-) wurden die Zellen mit Trypsin-
EDTA (0,05 %) enzymatisch vom Flaschenboden bei 37 °C fiir 3 bis 5 min abgeldst. Die
enzymatische Reaktion ist mit Basalmedium gestoppt worden und die Zellen wurden im
Anschluss 5 min bei 420 xg zentrifugiert. Nach dem Losen des Zellpellets in Basalmedium
ohne Pen/Strep und der Zellzahlbestimmung mittels CASY-Zellzdhler wurden fiir die
Virusgenerierung 3 x 10° Zellen/10 cm-Kulturschale ausgesit. Zur Virustiterbestimmung
wurden 1 x 10° Zellen/12-well (1 well entspricht einer Kavitit in jeweiliger
Zellkulturplatte) in Basalmedium ohne Pen/Strep ausgesiit.

3.2.2 Kultivierung von Fibroblasten

Die in T25 Kulturflaschen wachsenden Fibroblasten wurden in Basalmedium mit einer
Dichte von 28 x 10° Zellen/cm® kultiviert. Nach Erreichen einer 95 %igen Dichte wurden
die Zellen passagiert. Dazu wurden die Fibroblasten mit PBS -/- gewaschen und mit
Trypsin-EDTA (0,25 %) bei 37 °C im Inkubator zwischen 5 und 10 Minuten inkubiert.
Nach dem Ablosen der Zellen ist die enzymatische Reaktion mit Basalmedium gestoppt
worden und die Zellsuspension wurde 5 min bei 420 xg zentrifugiert. Das Zellpellet wurde
in Basalmedium gelost und mittels CASY-Zellzdhler wurden Zellzahl und Vitalitét
bestimmt. Fiir die unterschiedlichen Versuche wurde wie folgt ausgesit: 1 x 10° Zellen/3,5
cm-Kulturschale zur Reprogrammierung, 3 x 10° Zellen/6-well zur Bestimmung des
Cholesterolgehaltes sowie 6 x 10* Zellen/Deckglas zur Filipin-Firbung.

3.2.3 Kultivierung von Feederzellen

Die als Feederzellen dienenden und mitotisch inaktiven embryonalen Mausfibroblasten
wurden fiir jede Stammzellpassage neu vorbereitet. Hierzu wurden die Feederzellen kurz
bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut und tropfenweise zum Basalmedium in einem 15 ml-
Zentrifugenrohrchen gegeben. Nach S-miniitiger Zentrifugation bei 300 xg wurde das
Zellpellet in Basalmedium erneut aufgenommen, die Zellzahl mit CASY bestimmt und die
Zellen in einer Dichte von 32,5 x 10°/cm” ausgesit. Fiir eine bessere Zellanhaftung wurden
die Kulturgefdalle vorher mit Gelatine (0,1 %, in Reinstwasser) fiir 30 min im Inkubator
beschichtet Die Feederzellen wurden fiir 24 h inkubiert und konnten anschlieBend
verwendet werden.

3.2.4 Kultivierung von iPS auf Feederzellen

Die iPS wachsend auf Feederzellen erhielten tédglich einen Mediumwechsel mit
Stammzellmedium und wurden alle 5 Tage passagiert. Dazu wurden die vorbereiteten
Feederzellen mindestens zwei Stunden vor dem Passagieren mit DMEM/F-12 dreimal
gewaschen, um Serumreste des Basalmediums zu entfernen. Durch den anschlieBenden
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Mediumwechsel zum Stammzellmedium waren die Feederzellen zum Zeitpunkt des
Splittes bereits an das neue serumfreie Medium adaptiert.

Direkt vor dem Splitten wurde auch das Medium der iPS erneuert und mit Y27632
(10 uM) versetzt, was die Anhaftung und das Uberleben der Zellklumpen verbesserte
(Watanabe et al., 2007; Claassen et al., 2009). Das mechanische Splitten wurde mit
gebogenen Glashaken durchgefiihrt, die zuvor aus Glaspasteurpipetten iiber einer Flamme
prapariert worden waren. Mittels dieser Glashaken wurden die Stammzellkolonien in
kleinere Stiicke gerissen und vom Plattenboden geldst. Nach dem Zerkleinern von etwa 30
Kolonien wurde von den vorbereiteten Feederzellen das Medium entfernt, das
Koloniestiicke enthaltende Stammzellmedium mit einer 1000 pl-Pipettenspitze mit extra
groBer Offnung komplett aufgenommen und auf die frischen Feederzellen iibertragen. Um
die Koloniestiicke gleichmiBig zu verteilen, wurden die Kulturgefdle im Inkubator kurz
vorwirts und seitwérts bewegt und darauthin 24 h nicht bewegt, bis die Koloniestiicke
angehaftet waren und den ersten Mediumwechsel erhielten.

3.2.5 Kultivierung von iPS auf Matrigel

Zur Feederzell-freien Kultivierung der iPS wurden diese auf Matrigel beschichteten
Kulturgefden in mTESR1 Komplettmedium ausgesidt. Nach 7-tdgiger Proliferation
wurden differenzierte Bereiche entfernt und die iPS dreimal mit DMEM/F-12 gewaschen.
Die iPS-Kolonien wurden enzymatisch mit Dispase (1 mg/ml) fiir 8 min bei 37 °C vom
Plattenboden leicht gelost und anschlieBend wiederum dreimal mit DMEM/F-12 zur
Entfernung aller Enzymreste und Einzelzellen gewaschen. Mit einem Schaber wurden die
Zellen vom Plattenboden geschabt und mittels einer 1000 pl-Pipettenspitze mit extra
groBer Offnung in ein 15 ml-Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt. Die Kolonien wurden so lange
auf- und abpipettiert bis sie homogen zerkleinert waren, aber nicht als Einzelzellsuspension
vorlagen. Nach dem Absetzen der Zellhaufen im Zentrifugenr6hrchen wurde das
iiberschiissige Medium entfernt, frisches Medium hinzugefiigt und die zerkleinerten 1PS-
Kolonien in gewiinschter Dichte in Zellkulturplatten mit 12- oder 6-wells ausgesit. Zur
optimalen Verteilung der Koloniestiicke wurden die Kulturgefile im Inkubator schnell
vorwirts und seitwérts bewegt. Nach 12 h waren die Kolonien erneut angehaftet und
konnten mit frischem Medium versorgt werden.

3.2.6 Kultivierung von neuralen Progenitorzellen und neuronalen Zellen

Zur Kultivierung der neuralen Progenitorzellen (NPZ) wurden die Kulturgefid3e doppelt
beschichtet. Zuerst erfolgte eine Beschichtung mit Poly-L-Ornithin (15 pg/ml) fiir
mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) und dreimaligem Waschen mit PBS -/-.
AnschlieBend wurde mit Laminin (10 pg/ml) iiberschichtet und ebenfalls mindestens eine
Stunde bei 37 °C inkubiert. Vor Aussaat der Zellen wurde mit warmem DMEM/F-12 noch
einmal gewaschen.

Die einschichtig wachsenden Progenitorzellen wurden bei einer Zellrasendichte von 100 %
passagiert. Dafilir wurden die Zellen mit HBSS gewaschen und mit Accutase bei 37 °C fiir
10 bis 20 min vom Flaschenboden gelost. Nach Aufnahme der Zellsuspension in

23



Generierung, Charakterisierung und neurale Differenzierung von humanen induzierten pluripotenten
Stammzellen — ein zelluldres Modell fiir Morbus Niemann-Pick Typ C1

MATERIAL UND METHODEN

Proliferationsmedium wurden die Zellen bei 300 xg fiir 5 min zentrifugiert und das Pellet
erneut in Proliferationsmedium aufgenommen. Nach Bestimmung der Zellzahl mittels
CASY-Zellzdhler wurden 100-112,5 x 10° Zellen/cm® ausgesdt und 3 bis 4 Tage
proliferiert.

Zur Differenzierung der NPZ in neuronale Zellen (NDZ) wurde nach der Zellzdhlung
erneut zentrifugiert, die Zellen im Differenzierungsmedium aufgenommen und mit einer
Dichte von 40-45 x 10° Zellen/cm? ausgesit. Die Differenzierung fand iiber einen Zeitraum
von 6 Wochen statt und ein Mediumwechsel erfolgte alle 3 bis 4 Tage mit frischem
Differenzierungsmedium.

3.2.7 Kryopriservation

Zur Langzeitlagerung der Zellen wurden diese nach der Zellzéhlung beim Passagieren
erneut zentrifugiert, im entsprechenden Gefriermedium (siche Tab. 3) aufgenommen und
in fir Kryopriservation geeignete Kulturgefie (Kryovials) tlberfiihrt. Diese wurden
darauthin 12 h bei -80 °C in einem mit Isopropanol gefiillten Gefrierbehilter zur
konstanten Temperaturabsenkung zwischengelagert und anschlieBend in fliissigem
Stickstoff zur Langzeitlagerung aufbewahrt.

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

Zell-linien HEK293FT | Fibro- iPS iPS NPZ
blasten (Feeder) (Matrigel)
Gefrier- Basalmedium + 10 % | 50 % | mFreSR Prolifera-
medium DMSO Stammzell- (Stemcell | tionsmediu
medium + Techno- m + 10 %
50 % Mix | logies) DMSO
(1:4) aus
DMSO und
FKS
Zellzahl/ 2x 10° ~70 Koloniestiickchen 2x 10°
Kryovial
Kulturgefal | T25 (unbeschichtet) 6-well 6-well 6-well
zur Wieder- (Feeder) (Matrigel) | (PLO/
aussaat Laminin)

Um die Zellen erneut in Kultur zu nehmen, wurde das Kryovial schnell bei 37 °C im
Wasserbad aufgetaut und in ein 15 ml-Zentrifugenrdhrchen {berfiihrt. Zum
Dichteausgleich des DMSO enthaltenden Gefriermediums wurde tropfenweise frisches
Zelllinien spezifisches Medium dazu gegeben und die Zellen unter den jeweiligen
Standardbedingungen fiir 5 min zentrifugiert. Nach Lodsen des Zellpellets im
entsprechendem Medium und Ermittlung der Zellzahl sowie Vitalitdt wurden die Zellen
auf den vorbereiteten Kulturgefdlen (siehe Tab. 3) ausgesdt und fiir 18 bis 24 h inkubiert.
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Nach einem anschlieBenden Mediumwechsel wurden die Zellen bei der jeweiligen
spezifischen Zelldichte passagiert und nach 2 Passagen erneut fiir Experimente verwendet.

3.3 Plasmidproduktion zur Virusgenerierung

Zur Generierung der Viren wurden folgende Plasmide bendtigt: Transkriptionsfaktoren
OCT4, SOX2, KLF4 und c-MYC sowie virale Proteine bzw. Enzyme gag/pol und
vesikuldres Stromatitisvirusglykoprotein VSV-G (siehe Tab. A.2).

Zur Herstellung einer ausreichenden Plasmidmenge wurden je 50 ul kompetenter
Escherichia coli (JM109) mit jeweils 1 pul Plasmid-DNA vermischt und zur
Retransformation 10 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde darauthin auf LB-
Agarplatten (10 cm, mit 100 pg/ml Ampicillin zur Selektion) ausgesét und iiber Nacht bei
37 °C inkubiert. Am folgenden Tag wurden Klone von jeder Platte isoliert und je 200 ml
LB-Medium (mit 100 pg/ml Ampicillin) angeimpft. Die Inkubation erfolgte fiir mindestens
14 h bei 37 °C auf einem Schiittler bei 500 U/min. Die Bakterienkulturen wurden bei
5000 xg fiir 15 min zentrifugiert und die Plasmid-DNA mit dem ,,Endofree Plasmid Maxi
Kit* laut Herstellerangaben aus dem Zellpellet isoliert. Das entstandene DNA-Pellet wurde
in 250 pl TE-Puffer (im Kit enthalten) aufgenommen und die Menge an DNA
photometrisch bestimmt. Die Plasmide wurden bei -20 °C gelagert.

3.4 Virusgenerierung und Titerbestimmung

Zur Generierung der retroviralen Partikel mit dem jeweiligen Transkriptionsfaktor (OCT4,
SOX2, KLF4 und ¢-MYC) wurden pro Virus in zehn 10 cm-Kulturschalen je 3 x 10°
HEK293FT-Zellen in Basalmedium ohne Pen/Strep ausgesét. Nach 20 bis 24 h wurden pro
10 cm-Kulturschale 20 pl Fugene9 mit 300 ul DMEM gemischt und mit 2,5 pg des
jeweiligen Transkriptionsfaktor sowie mit 0,25 ug VSV-G und 2,25 ng gag/pol versetzt.
Nach 20-miniitiger Inkubation wurde das Gemisch tropfenweise zu den HEK293FT-Zellen
gegeben und 18 h bei 37 °C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Medium
durch 7 ml frisches Basalmedium ohne Pen/Strep ersetzt und weitere 30 h inkubiert, in
denen die gebildeten Viren ins Medium abgegeben wurden. Der virale Uberstand wurde
darauthin von allen 10 cm-Kulturschalen gesammelt, filtriert (Porengrofe 0,45 pm),
aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

Nur bei einer Transduktionseffizienz von 70 bis 80 % bei OCT4, SOX2 und KLF4 sowie
40 bis 50 % bei c-MYC ist eine erfolgreiche Reprogrammierung der Zellen beschrieben
(Park et al., 2008b). Der Titer wurde deshalb fiir jeden Virus separat bestimmt mittels
Expression des im Vektor integrierten Gens fiir das griin fluoreszierende Protein (GFP).
Zur Bestimmung der Effizienz wurden 1 x 10° HEK293FT-Zellen/12-well in Basalmedium
ohne Pen/Strep ausgesit und sofort mit Protaminsulfat (5 pg/ml) sowie entsprechenden
Mengen an Virus versetzt, wobei die Negativkontrolle mit der dquivalenten Mediummenge
versetzt wurde. Nach 48 h Inkubation wurden die Zellen, wie unter 3.2.1 beschrieben,
abgelost und die einzelnen Zellpellets in Paraformaldehyd (2 %, in PBS -/-) fiir 15 min
fixiert. Durch eine anschlieBende durchflusszytometrische Messung mit dem FACS
Calibur-Durchflusszytometer und dessen Software ,,CellQuest Pro*“ wurde fiir jede

25



Generierung, Charakterisierung und neurale Differenzierung von humanen induzierten pluripotenten
Stammzellen — ein zelluldres Modell fiir Morbus Niemann-Pick Typ C1

MATERIAL UND METHODEN

eingesetzte Virusmenge die Transduktionseffizienz anhand des Anteils der GFP-positiven
Zellen an der gemessen Gesamtzellzahl bestimmt. Gegebenenfalls wurde der Versuch fiir
kleinere oder groflere Virusmengen wiederholt, bis die gewlinschte Viruseffizienz ermittelt
war.

3.5 Reprogrammierung der Fibroblasten in iPS

Zur Reprogrammierung wurden 1 x 10° Fibroblasten/3,5 cm-Kulturschale in Basalmedium
ohne Pen/Strep ausgesidt und tliber Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurde das
Basalmedium durch Virus enthaltendes Medium ersetzt und Protaminsulfat (5 pg/ml)
zugefiigt. Die Transduktionseffizienz betrug 70-80 % fiir OCT4, SOX2 und KLF4 sowie
40-50 % fiir c-MYC. Nach 48 h Inkubationszeit wurden die Zellen zweimal mit PBS mit
Kalzium und Magnesium (PBS +/+) gewaschen und mit Trypsin-EDTA (0,05 %) abgelost.
Die enzymatische Reaktion wurde mit Basalmedium gestoppt, die transduzierten
Fibroblasten unter Standardbedingungen zentrifugiert und dann auf einer mit Gelatine
(0,1 %; in Reinstwasser) beschichteten 6 cm-Kulturschale in Basalmedium ausgesidt. Am
folgenden Tag wurde das Basalmedium durch Stammzellmedium ersetzt und mit dem
Histondeacetylaseinhibitor Valproinsdaure (0,5 mM) angereichert. Der Mediumwechsel
fand tdglich fir 7 Tage statt und wurde danach ohne Verwendung von Valproinsdure
weitergefiihrt. 14 bis 35 Tage nach Virusinfektion wurden Stammzellkolonien sichtbar. Fiir
die weitere Kultivierung wurden nur GFP-negative Kolonien mit typischer Morphologie
(runde bis ovale Kolonien, scharf begrenzter Kolonierand, homogene Zellverteilung
innerhalb der Kolonie) selektiert und auf Feederzellen weiter expandiert. Aus jeder
einzelnen Kolonie wurde eine neue Stammzelllinie heran gezogen, so dass alle daraus
entstehenden iPS die gleiche genetische Information enthielten.

3.6 Karyotypisierung von iPS

Zur Erstellung der Karyogramme wurden die 1PS auf Matrigel kultiviert und, wie in 3.2.5
beschrieben, abgeldst. Durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren mit einer 1000 pl-
Pipette wurden die Kolonien zu einer Zellsuspension vereinzelt. Die weitere Aufarbeitung
der Zellen und die Erstellung der Karyogramme mittels R/C-Banding erfolgten durch die
Klinik fiir Himatologie, Onkologie und Palliativmedizin der Universitdt Rostock.

3.7 ,Embryoid Body* (EB)-Bildung

Um das pluripotente Potential der iPS in vitro nachzuweisen, wurde die EB-Bildung
genutzt. Dazu wurden die auf Feederzellen wachsenden iPS-Kolonien nicht zerteilt,
sondern im Ganzen mittels gebogenem Glashaken abgelost und in ein 15 ml-
Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt. Nach dem Absetzen der Kolonien wurde das Medium
abgesaugt und durch EB-Medium ersetzt. Die Kolonien wurden moglichst unzerkleinert in
eine Zellkulturplatte mit sehr geringem Anhaftungspotential {iberfiihrt und im Inkubator
fiir fiinf Tage kultiviert. Nach drei Tagen hatten sich die Kolonien bereits eingekugelt und
Sphiren, so genannte ,,Embryoid Bodies“, gebildet, die mit frischem Medium versorgt
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wurden. Die gebildeten EBs wurden dann auf Gelatine (0,1 %, in Reinstwasser)
beschichteten Deckgldschen in EB-Medium ausgesidt und alle drei Tage wurde das
Medium gewechselt.Nach neun weiteren Tagen Differenzierung wurden die angehafteten
und ausgebreiteten EBs fixiert (siehe 3.11.2) und gegen folgende Marker exemplarisch fiir
das jeweilige Keimblatt immunzytochemisch gefarbt (siehe 3.11.4): Nestin als Marker des
Ektoderms, Muskelaktin als Marker des Mesoderms und alpha-Fetoprotein als Marker des
Entoderms (Takahashi et al., 2007; Rodin et al., 2010).

3.8 Teratominduktion in immundefizienten Miusen

Fir den Nachweis der Pluripotenz in vivo wurden weiblichen, 8 Wochen alten
immundefizienten Maéusen Teratome induziert. Zur Teratominduktion wurden iPS-
Kolonien wachsend auf Feederzellen aus drei 6-wells geerntet (siche 3.2.4) und in ein 15
ml-Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt. Nach 2 min Zentrifugation bei 200 xg wurden die
abgesetzten 1PS-Kolonien in Trypsin-EDTA (0,25 %) resuspendiert und fiir eine Minute im
Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Die enzymatische Reaktion zur Vereinzelung der iPS
wurde mit Basalmedium gestoppt und die Zellen erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde in
DMEM/F-12 gelost und gewaschen und erneut zentrifugiert. Im Anschluss wurden die
Zellen in 140 pl kalten DMEM/F-12 gelost und auf Eis gelagert. Direkt vor der Injektion
wurde die Zellsuspension mit 60 pl Matrigel gemischt, die Suspension iiber eine 27G
Nadel in eine 1 ml Spritze aufgenommen und der immundefizienten Maus subkutan auf
den rechten Oberschenkel appliziert. Die Mduse wurden nach 12 Wochen bzw. bei Bildung
eines 1 cm groBen Tumors getdtet. Der praparierte Tumor wurde 12 h in Formafix fixiert,
paraffiniert und in einen Paraffinblock eingebettet. Mittels eines Mikrotoms wurden 4 um
dicke Schnitte des Tumors angefertigt, in einem 40 °C warmen Wasserbad gestreckt und
auf Objekttriiger gezogen. Uber Nacht trockneten die Schnitte im Wirmeschrank bei 60 °C
und wurden zur Analyse anschlieend mit Himatoxylin und Eosin gefarbt (siehe 3.11.7).
Die tierexperimentellen Arbeiten waren durch die zustindige Behorde Landesamt fiir
Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern (LALLF
M-V) genehmigt worden und wurden geméB des Tierschutzgesetzes durchgefiihrt.

3.9 Induktion neuraler Progenitorzellen und neuronale Differenzierung

Fiir die Induktion neuraler Progenitorzellen wurden iPS nach dem Passagieren auf Matrigel
in hoher Dichte ausgesdt und nicht weiter passagiert. Durch die einsetzende spontane
Differenzierung bildeten sich unter anderem auch neurale Rosetten (Elkabetz et al., 2008).
Nach 10 bis 12 Tagen Proliferation wurden die Kolonien mit DMEM/F-12 mehrfach
gewaschen und mit Accutase abgelost und vereinzelt. Die Zellsuspension wurde darauthin
mit magnetischen Partikeln, an die PSA-NCAM gekoppelt war (siche Tab. A.6), laut
Herstellerangaben sortiert, da PSA-NCAM als Marker neuraler Progenitorzellen gilt
(Pennartz et al, 2004; Kim et al, 2012) gilt. Die gewonnenen NPZ wurden in
Proliferationsmedium auf PLO/Laminin beschichteten (siche 3.2.6) 12-wells ausgesit und
taglich mit frischem Medium versorgt, bis sich ein 100 % dichter Zellrasen gebildet hatte.
Wihrend der ersten 5 Passagen wurden die Zellen expandiert und die PSA-NCAM-
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Selektion wiederholt, um den Reinheitsgrad der Kulturen zu gewdhrleisten. Fiir die
neuronale Differenzierung wurden die NPZ in Differenzierungsmedium in einer geringen
Dichte (siehe 3.2.6) kultiviert und ab da an als NDZ gekennzeichnet.

3.10 Wachstumskurven

Zur Analyse der Verdopplungszeit wurden die neuralen Progenitorzellen mit 12 x 10*
Zellen/cm® in 48-wells ausgesit. Nach 1, 2, 3, 4 und 5 Tagen wurden aus jeweils drei
unabhingigen wells die Zellen, wie in 3.2.6 beschrieben, abgelost und mittels CASY-
Zellzdhler analysiert.

3.11 Féarbungen
3.11.1 Alkalische Phosphatase-Firbung

Die iPS wurden innerhalb der ersten 10 Passagen auf die charakteristische hohe Expression
der alkalischen Phosphase (Takahashi et al., 2007) untersucht. Dazu wurden die Kolonien
nach 6 bis 7 Tagen Proliferation mit PBS -/- zweimal gewaschen und mit eiskaltem
Methanol fiir 10 min bei -20 °C fixiert. Nach einem anschlieBenden Waschschritt wurden
die Kolonien mit der Farbelosung (75 % Reinstwasser, 10 % 1 M Natriumchloridldsung,
10 % 1 M TRIS-L6sung mit pH = 9,8, 5 % 1 M Magnesiumchloridldsung, 1:50 NBT/BCIP
Stammlosung) 15 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Zum Abbrechen der kontinuierlichen
Férbereaktion wurde die Farbelosung entfernt und die Zellen mit Reinstwasser bedeckt.
Die Féarbungen wurden mit Hilfe des inversen Nikon Eclipse TS100-
Phasenkontrastmikroskops und der dazugehorigen Software ,NIS-Elements F 2.20%
dokumentiert.

3.11.2 Fixierung der Zellen fiir immunzytochemische Firbungen

Die auf Deckglédschen kultivierten Zellen wurden mit PBS -/- (Fibroblasten, iPS) oder mit
PBS +/+ (neurale Progenitorzellen und neuronale Zellen) gewaschen und bei RT fiir 15
min mit PFA (4 %, in PBS -/-) fixiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die
Zellen entweder direkt gefarbt oder mit Natriumazid (0,02 %, in PBS -/-) iberdeckt und
bei 4 °C gelagert.

3.11.3 Immunzytochemische Farbung von iPS

Die fixierten iPS wurden zweimal mit Waschpuffer (PBS -/-, 20 mM TRIS-
Hydrochloridlosung pH = 8,5, 0,15 M Natriumchloridlosung, 0,05 % Tween 20)
gewaschen und anschlieffend fiir 45 min bei RT mit einer Losung fiir die Abdeckung
unspezifischer Bindungsstellen und zur Membranpermeabilisierung (PBS -/-, 10 %
normales Ziegenserum, 0,1 % Triton-X-100, 1 % BSA) behandelt. Nach zweimaligem
Waschen wurden die Proben mit dem ersten Antikorper verdiinnt in Erstantikdrperldsung
(PBS -/-, 0,1 % Triton-X-100, 1 % BSA) {iber Nacht bei 4 ° inkubiert. Am folgenden Tag
wurden die Proben dreimal gewaschen und mit dem Zweitantikorper verdiinnt in PBS -/-
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fiir I h bei RT im Dunkeln inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurden die Proben mit
DAPI (250 ng/ml) zur Darstellung der Zellkerne ebenfalls im Dunkeln fiir 5 min bei RT
tiberschichtet. Nach erneutem mehrfachem Waschen wurden die Deckgldschen mit
Mowioleindeckmedium (6 g Glycerol gemischt mit 2,4 g Mowiol 4-88 in 6 ml
Reinstwasser, verdiinnt in 12 ml 0,2 M Tris-Hydrochloridlosung pH = 8,5 unter Zugabe
von 25 mg/ml DABCO) auf Objekttriger iiberfiihrt. Die Praparate wurden iiber Nacht bei
RT im Dunkeln zur Aushértung gelagert und so dauerhaft konserviert. Mikroskopische
Fluoreszenzaufnahmen erfolgten mit einem Keyence Biozero 8000-Mikroskop und der
dazu gehorigen Software ,,BZ observation application®.

3.11.4 Immunzytochemische Farbung von ,,Embryoid Bodies“

Zur Analyse des Differenzierungspotentials der iPS in vitro wurden die aus den EBs
ausgewachsenen Zellen nach der Fixierung (siehe 3.11.2) mit exemplarischen Markern der
drei Keimblitter gefdrbt: Nestin = Ektoderm, Muskelaktin = Mesoderm, alpha-
Fetoprotein = Entoderm (siehe Tab. A.5). Dazu wurden die Zellen nach dreimaligem
Waschen mit Waschpuffer (siehe 3.11.3) fiir 15 min bei RT mit Triton-X-100 (0,1 %, in
PBS -/-) permeabilisiert. Nach wiederholtem Waschen wurde daraufhin fiir 30 min bei RT
mit normalem Ziegenserum (4 %, in PBS -/-) geblockt und die Zellen {iber Nacht bei 4 °C
mit dem ersten Antikorper verdiinnt in PBS -/- inkubiert. Die weiteren Schritte erfolgten
wie unter 3.11.3 beschrieben.

3.11.5 Immunzytochemische Farbung von NPZ und NDZ

Die fixierten Zellen (siehe 3.11.2) wurden mit PBS +/+ gewaschen und mit Blocklésung
(PBS +/+, 0,3 % Triton-X-100, 5 % normales Ziegenserum) fiir 30 min bei RT inkubiert.
Darauthin wurde dreimal gewaschen und der erste Antikdrper verdiinnt in
Antikorperlosung (PBS +/+, 1 % normales Ziegenserum) fiir 2 h bei RT inkubiert. Nach
erneutem mehrmaligen Waschen wurden die Proben mit dem Zweitantikdrper verdiinnt in
PBS +/+ fiir 1 h bei RT im Dunkeln gefiarbt. Ungebundener Antikorper wurde durch
erneutes Waschen entfernt und, wie unter 3.11.3 ausgefiihrt, weiter verfahren.

Alle Analysen basierend auf Fluoreszenzfiarbungen wurden mittels der Software ,,BZ
image analysis application* durchgefiihrt. Speziell fiir die Doppelfarbungen von GM2 mit
beta III-Tubulin wurden mindestens 3 verschiedene Fluoreszenzaufnahmen der Farbungen
hinsichtlich relativer Fluoreszenzintensitit des roten und griinen Kanals analysiert. Der
Koeftfizient aus beiden Werten wurde als relative Fluoreszenzeinheit dargestellt.

3.11.6 Nachweis von freiem Cholesterol mittels Filipin-Firbung

Zur Analyse des Verteilungsmusters von freiem, nicht verestertem Cholesterol in den
Zellen wurde die Filipin-Farbung genutzt (Vanier et al, 1991). Dazu wurde die
Filipinstammldsung (50 mg/ml) auf 10 mg/ml in DMSO verdiinnt und mit PBS -/- zur
gebrauchsfertigen Filipinfarbelosung (0,1 mg/ml) weiter verdiinnt.
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Die bereits fixierten Zellen (sieche 3.11.2) wurden mit PBS -/- gewaschen und anschlie3end
45 min mit der Filipinfarbelosung bei RT im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen dreimal gewaschen und mit Mowioleindeckmedium (siehe 3.11.3) eingebettet. Die
Objekttrager hérteten iiber Nacht im Dunkeln bei RT aus. Aufnahmen wurden mit einem
Keyence Biozero 8000-Mikroskop und der dazu gehorigen Software ,,BZ observation
application* gemacht.

3.11.7 Hiamatoxylin- und Eosin-Firbung von Teratompriparaten

Zur Farbung der Tumorschnitte wurden diese zweimal fiir 5 min in Xylol deparaffiniert
und je 5 min in 96, 90, 80 und 70 %igem Alkohol und anschlieBendem Reinstwasser
hydriert. Zum Fiarben der Kerne wurden die Objekttrager 30 s in Mayer’s Hédmatoxylin
Losung inkubiert und anschlieBend mit Leitungswasser gebldut. Das Spiilen mit
Leitungswasser wurde zweimal wiederholt, bevor die Schnitte zur Farbung von basischen
Strukturen in EosinY Losung fiir 1 min inkubiert wurden. Nach zweimaligem Waschen in
Reinstwasser wurde den Schnitten {liber die aufsteigende Alkoholreihe das Wasser
entzogen und sie wurden anschlieBend mit Eindeckmedium dauerhaft eingebettet.

Die gefarbten Teratomschnitte wurden unter dem Keyence Biozero 8000-Mikroskop im
Durchlicht auf Gewebestrukturen aus allen drei Keimbléttern untersucht.

3.12 Durchflusszytometrie
3.12.1 Zellernte und Fixierung fiir durchflusszytometrische Analysen

Nach 1, 2, 3, 4 und 5 Wochen Differenzierung wurden die neuronalen Zellen hinsichtlich
verschiedener Marker analysiert. Dazu wurden die Zellen mit HBSS gewaschen und 2 bis
5 min mit Trypsin/Benzonase (0,05 % Trypsin-EDTA, 25 U/ml Benzonase) abgelost.
Gestoppt wurde die Reaktion mit Trypsininhibitor/Benzonase (DMEM/F-12, 1 % HSA,
0,55 mg/ml Trypsininhibitor, 25 U/ml Benzonase) und die Zellsuspension in ein 1,5 ml-
Reaktionsgefal tiberfiihrt. Nach der Ermittlung der Zellzahl mittels CASY wurde fiir 5 min
bei 600 xg und 4 °C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in PFA (1 %) aufgenommen und
15 min bei RT und schiittelnd bei 400 U/min fixiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden
die fixierten Zellen in FACS Puffer (PBS -/-, 0,5 % BSA, 0,02 % Natriumazid)
aufgenommen und bei 4 °C bis zur Firbung gelagert.

3.12.2 Durchflusszytometrische Analysen neuronaler und glialer Marker

Die fixierten Zellen (siehe 3.12.1) wurden fiir zeitabhidngige Expressionsanalysen der
neuronalen Marker HuC/D und beta I1I-Tubulin sowie der glialen Marker S100 und GFAP
genutzt (siche Tab. A.5). Dazu wurden die Zellen bei 600 xg und 4 °C fiir 5 min
zentrifugiert und das Pellet anschlieBend mit dem jeweiligen Antikorper gelost in
Saponinpuffer (PBS -/-, 0,5 % Saponin, 0,5 % BSA, 0,02 % Natriumazid) resuspendiert.
Fiir die Negativkontrolle wurde nur Saponinpuffer verwendet. Die Zellen wurden 2 h bei
RT und schiittelnd bei 400 U/min inkubiert und anschlieBend mit Saponinpuffer
gewaschen sowie zentrifugiert. Der Zweitantikorper wurde ebenfalls in Saponinpuffer
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gelost und 1 h bei RT im Dunkeln schiittelnd inkubiert. Nach einem weiteren Wasch- und
Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in FACS Puffer aufgenommen und mit dem
FACS Calibur-Durchflusszytometer und dessen Software ,,CellQuest Pro* gemessen und
ausgewertet.

3.13 Elektrophysiologische Messungen

Die elektrophysiologischen Untersuchungen der NDZ erfolgten mittels der Patch-Clamp-
Technik in der Ganzzell-Konfiguration. Es wurden Messungen sowohl in der
Spannungsklemme als auch in der Stromklemme durchgefiihrt. In der Spannungsklemme
wurden die Zellen auf ein Haltepotential von -60 oder -80 mV eingestellt. Ausgehend von
diesen Haltepotentialen wurden Spannungssprungfamilien mit einem Inkrement von
10 mV durchgefiihrt. Zudem wurden ausgehend von einem Haltepotential von -60 mV
eventuell vorhandene spontane postsynaptische Strome registriert. In der Stromklemme
wurde ein Membranpotential von -60 mV eingestellt. Davon ausgehend erfolgte eine
schrittweise Strominjektion bis die Schwelle fiir die Aktivierung spannungsabhingiger
Natriumkanéle erreicht wurde. Dadurch wurde tiberpriift, ob die Zellen in der Lage waren,
Aktionspotentiale zu generieren. Sdmtliche Messungen entstanden unter Verwendung einer
intrazelluldren Losung (140 mM Kaliumchlorid, 10 mM HEPES, 11 mM EGTA, 1 mM
Magnesiumchloridhexahydrat, 1 mM Kalziumchloridmonohydrat, 2 mM Magnesium-
ATP, alles in Reinstwasser, pH = 7,2 mittels Kaliumhydroxidlosung), wéhrend die
standige Superfusion der Priparate mit einer separaten physiologischen extrazelluldren
Losung (125 mM Natriumchlorid, 2,5 mM Kaliumchlorid, 2 mM Kalziumchlorid-
monohydrat, 1 mM Magnesiumchloridhexahydrat, 26 mM Natriumhydrogenkarbonat, 1,25
mM Natriumdihydrogenphosphatmonohydrat, 10 mM Glukosemonohydrat, alles in
Reinstwasser, pH = 7,4 durch Begasung mit Carbogen) erfolgte. Alle Messungen wurden
mit einem Patch-Clamp-Verstirker durchgefiihrt und die Analyse der Daten erfolgte mit
der dazu gehorigen Software ,,Pulse/Pulse-Fit*. Postsynaptischen Strome wurden mit der
Software ,,MiniAnalysis* analysiert. Die Durchfiilhrung sowie die Auswertung der
gewonnenen Daten erfolgte durch M. Sc. Michael Rabenstein und Dr. Moritz Frech.

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

Der Protein- und Cholesterolgehalt wurde fiir iPS, neurale Progenitorzellen und neuronale
Zellen unter Standardkultivierung sowie 24-stiindiger ,,Low Density Lipoprotein“ (LDL)-
Behandlung vor Zellernte bestimmt. Dabei diente das LDL als externe Cholesterolquelle in
den serumfreien Medien. Fiir die ebenfalls analysierten Fibroblasten wurde auf Grund des
serumhaltigen Standardkulturmediums auf die LDL-Behandlung verzichtet. Die Zellen
wurden wie folgt kultiviert:

a) Proliferation der iPS (circa 20 Kolonien im 12-well) in mTESR1 fiir 6 Tage -/+ 10
ug/ml LDL 24 h,
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b) Proliferation NPZ (100-112,5 x 10° Zellen/cmz) in neuralem Proliferationsmedium fiir
3 bzw. 4 Tage -/+ 10 pg/ml LDL 24 h,

c) Differenzierung neuronaler Zellen (40-45 x 10> Zellen/cm?) in neuralem
Differenzierungsmedium fiir 2 Wochen -/+ 10 pg/ml LDL 24 h,

d) Differenzierung neuronaler Zellen (40-45 x 10° Zellen/cm®) in neuralem
Differenzierungsmedium fiir 6 Wochen -/+ 10 pg/ml LDL 24 h und

e) Proliferation Fibroblasten (30 x 10’ Zellen/cm?) in Basalmedium fiir 4 Tage.

Zur Zellernte wurden die iPS, neuralen Progenitorzellen bzw. differenzierten neuronalen
Zellen mit DMEM/F-12 gewaschen und mit Accutase bei 37 °C fiir 5 bis 15 Minuten
abgelost und die Zellsuspension in DMEM/F-12 aufgenommen. Die Fibroblasten wurden
mit PBS -/- gewaschen und mit Trypsin-EDTA (0,25 %) ebenfalls bei 37 °C fiir 5 bis
10 min abgeldst. Gestoppt wurde die enzymatische Reaktion mit Basalmedium. Nach der
Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalitit mittels CASY wurden die Zellen fiir 5 min bei
600 xg zentrifugiert und das Pellet nach Absaugen des Uberstandes bei -80 °C gelagert.
Zum Zellaufschluss wurden die Zellpellets mit einer SDS-Losung (0,1 %, in Reinstwasser)
resuspendiert und durch mehrfaches Frieren und Tauen und den daraus resultierenden
groBBen Scherkriften aufgeschlossen. Die Zellsuspensionen wurden dafiir 10 bis 15 s in
flissigem Stickstoff gefroren und 5 min in einem 20 °C warmen Wasserbad aufgetaut.
AnschlieBend wurden die Proben 30 s griindlich durchmischt. Diese Arbeitsschritte
wurden viermal wiederholt.

3.14.2 Protein- und Cholesterolbestimmung

Die Proteinkonzentration der Zellsuspensionen wurde mit dem Kit ,,Pierce BCA Protein
Assay* ermittelt. Mit den vorbereiteten Proben wurde laut Herstellerangaben verfahren.
Nach 1 h Inkubation im Thermoschiittler in Dunkelheit, bei 37 °C und 300 U/min wurde
die Absorption bei 560 = 10 nm im Plattenleser mit der Software ,,Magellan 6.6 gemessen
und die Werte auf die mitgefiihrte Proteinstandardkurve bezogen. Zur Bestimmung des
Gesamtcholesterolgehaltes wurde das Kit ,,Amplex Red Cholesterol Assay* genutzt. Mit
den Proben wurde laut Herstellerangaben verfahren. Nach 30 min Inkubation bei 37 °C im
Thermoschiittler wurden die Proben im Plattenleser bei einer Anregungswellenldnge von
530 + 10 nm und bei einer Emissionswellenldnge von 590 = 10 nm mittels Plattenleser
gemessen. Die Werte wurden auf die mitgefiihrte Cholesterolstandardkurve bezogen. Im
Anschluss wurde der Cholesterolgehalt auf die eingesetzte Proteinmenge bezogen, so dass
sich fiir alle Proben ein Wert fiir Gesamtcholesterol in pug pro mg Protein ergab.

3.15 Statistische Analysen

Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes angegeben. Die
Mittelwerte wurden aus mindestens drei unabhédngigen Experimenten ermittelt. Fiir
statistische Analysen wurde der ungepaarte Students t-Test verwendet. Ein statistisch
signifikanter Unterschied wurde fiir p < 0,05 angenommen, wobei folgendermaf3en
gekennzeichnet wurde: p < 0,05 =*,p <0,01 =** p < 0,001 = ***,
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4 Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war es, das erste iPS-basierte humane neuronale Modell fiir die
Erkrankung NPC1 zu generieren. Das setzte wiederum voraus, die ersten
patientenspezifischen iPS fiir NPC1 zu generieren und charakterisieren. Zur
Reprogrammierung in iPS wurden humane dermale Fibroblasten verwendet, welche nun
im Folgenden beschrieben werden.

4.1 Charakterisierung der verwendeten Fibroblasten

Zur Generierung von iPS wurden in dieser Arbeit vier unterschiedliche Fibroblastenlinien
(Tab. 1 in Material und Methoden) von minnlichen Spendern genutzt. Um spéter
linienspezifische Effekte ausschlieBen zu konnen, stammten zwei Linien von gesunden
Probanden sowie zwei von NPC1-Patienten:

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

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

(3) NPCl-Fibroblasten (Fibro 3-Mutation) mit einer homozygoten Mutation, die bisher
unbeschrieben ist,

(4) NPCI1-Fibroblasten (Fibro 4-Mutation) mit einer compound heterozygoten Mutation.

Vor der Reprogrammierung wurden diese Zelllinien hinsichtlich Morphologie und
Cholesterolakkumulation analysiert, um den Zustand der Zellen zu dokumentieren.

Alle vier Fibroblastenlinien =zeigten eine typische langgestreckte spindelférmige
Morphologie (Abb. 6 A — D). Es zeigten sich weder zwischen gesunden und NPC1-Zellen
noch zwischen den Zellen mit unterschiedlichen NPC1-Mutationen morphologische
Unterschiede. Zum Nachweis der NPCI-typischen Akkumulationen von Cholesterol,
wurde mit Filipin gefarbt (Abb. 6 E — H). Die gesunden Fibroblasten (Abb. 6 E, F) zeigten
eine gleichméfBige schwache blaue Farbung ihrer Zellkorper, wohingegen die Fibroblasten
von NPCI1-Patienten (Abb. 6 G, H) eine deutliche Cholesterolakkumulation in Form von
hellblau leuchtenden Arealen um den Zellkern aufwiesen (Pfeilspitzen). Die Fibroblasten
mit der homozygoten NPC1-Mutation zeigten dabei auch Areale mit nur wenig gefarbtem
Cholesterol (Abb. 6 G, Pfeile) im Vergleich zur compound heterozygoten Mutation (Abb.
6 H), die eine gleichméBige Cholesterolakkumulation (Pfeilspitzen) in allen Zellen zeigte.
Beide Fibroblastenlinien mit NPCI1-Mutation zeigten den klassischen Phénotyp
hinsichtlich der Cholesterolakkumulation. Die eindeutige Unterscheidung zu den
Kontrollfibroblastenlinien war mittels Filipin-Farbung gegeben.

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

Im Phasenkontrastbild (A — D) zeigten Kontroll-Fibroblasten (Fibro-Kontrolle, A, B) keine
morphologischen Unterschiede zu den Fibroblasten mit NPC1-Mutation (Fibro-Mutation, C, D).
Die Filipin-Féarbung (E — H) férbte die Kontroll-Fibroblasten (E, F) gleichméBig blau, wohingegen
die NPC1-Fibroblasten eine deutliche Cholesterolakkumulation in Form von hellen Arealen um
den Zellkern zeigten (Pfeilspitzen). In der Zelllinie Fibro 3-Mutation zeigten einige Zellen eine
schwichere Fiarbung (Pfeile) im Gegensatz zur gleichméBigen Farbung aller Zellen in der Linie
Fibro 4-Mutation. Maf3stab 50 um

Fibro 4-Mutation
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4.2 Retrovirale Reprogrammierung der Fibroblasten in iPS

Zur Generierung von iPS wurden die beschriebenen Fibroblasten (ein Beispiel in Abb. 7
A) mit selbst hergestellten Retroviren transduziert und mittels der klassischen vier
Transkriptionsfaktoren OCT4, SOX2, KLF4 und c-MYC reprogrammiert. Die retroviralen
Vektoren verfiigten neben dem jeweiligen Transkriptionsfaktor aulerdem {iber eine GFP-
Sequenz, die den Nachweis der erfolgreichen Transduktion ermdoglichte (ein Beispiel in
Abb. 7 B). Bereits eine Woche nach Transduktion verdnderten die Fibroblasten ihre
Morphologie von der oben beschriebenen langgestreckten Zellform hin zu kompakten
Zellkorpern (ein Beispiel in Abb. 7 C, Pfeile). Nach weiteren ein bis zwei Wochen bildeten
sich die ersten frilhen iPS-Kolonien in mitten der nicht- oder unvollstindig
reprogrammierten Fibroblasten (ein Beispiel in Abb. 7 D, Pfeil zeigt auf friihe iPS-
Kolonie, eingekreist). Die  wachsenden Kolonien wurden anhand ihrer
Stammzellmorphologie beurteilt, d. h. eine ovale bis runde Form der Kolonie mit einer
homogenen Zellverteilung sowie ein scharf begrenzter Kolonierand ohne differenzierte
Bereiche. Des Weiteren wurde die Unterdriickung des GFP-Signals unter dem
Fluoreszenzmikroskop analysiert, da nach vollstindiger Reprogrammierung die Expression
der viralen Gene iiber Genstilllegungsprozesse gestoppt wurde. Das Phasenkontrastbild
(ein Beispiel in Abb. 7 E) spiegelte erneut sehr gut die oben beschriebene
Stammzellkoloniemorphologie wieder und in der Fluoreszenzaufnahme (ein Beispiel in
Abb. 7 F) zeigte sich deutlich, dass nur noch von den umgebenden unvollstindig bzw.
nicht reprogrammierten Fibroblasten (Pfeilspitze) ein GFP-Signal abgegeben wurde und
die Kolonie selbst (Stern) nun ohne aktive Expression der viralen Gene vorlag. Auf
Feederzellen wurden nur die vollstdndig reprogrammierten Stammzell-typischen Kolonien
ohne GFP-Signal umgesetzt und expandiert, so dass aus jeder einzelnen Kolonie eine
eigene iPS-Linie entstand.
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Abb. 7: Ablauf der retroviralen Reprogrammierung von Fibroblasten zur Generierung von iPS
Fibroblasten mit typischer langgestreckter Morphologie (A) wurden retroviral reprogrammiert, was durch
die Expression der viralen GFP-Sequenz iiberpriift wurde (B). Nach einer Woche dnderte sich die
Morphologie der langgestreckten Fibroblasten zu kompakteren Zellen (C, Pfeile) bis sich nach 2 bis 3
Wochen frithe iPS-Kolonien bildeten (D, eingekreist, Pfeil). Vollstédndig reprogrammierte iPS wuchsen in
runden Kolonien (E, Stern) inmitten von nicht bzw. unvollstindig reprogrammierten Fibroblasten
(Pfeilspitze). Nach vollstdndiger Reprogrammierung wurde die Expression der viralen Gene in den iPS-
Kolonien gestoppt und das GFP-Signal verschwand (F, Stern) im Gegensatz zu den umgebenden
Fibroblasten (Pfeilspitze). Malistab 100 pm

4.3 Charakterisierung der generierten iPS-Linien

Es wurden circa 5 expandierbare iPS-Kolonien pro Fibroblastenlinie generiert. Fiir die
vorliegende Arbeit wurden dann jeweils 2 zufdllig gewihlte iPS-Linien pro
reprogrammierter Fibroblastenlinie analysiert. Die Nummer der iPS-Linie bezieht sich
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immer auf die zur Reprogrammierung genutzte Fibroblastenlinie und a bzw. b
kennzeichnen die beiden unabhéngigen Klone, die zu iPS-Linien expandiert wurden.

Die Kultivierung aller acht gewédhlten iPS-Linien fand zunéchst auf Feederzellen statt (ein
Beispiel in Abb. 8 A und B, Pfeil zeigt auf Feederzellen). Fiir einige Experimente war
jedoch die Feeder-freie Kultivierung auf Matrigel (ein Beispiel in Abb. 8 C und D) nétig,
um der Verfélschung der Ergebnisse durch tierische Fremdzellen vorzubeugen. In beiden
Kultivierungssystemen blieb die runde bis ovale Form der Stammzellkolonien erhalten
(Abb. 8 A und C). Auch die Homogenitit der Kolonien war gegeben auf Grund der
gleichméBigen hellen Koloniefarbe. Abb. 8 B und D stellen durch ihre Vergroferung sehr
gut die klare Koloniegrenze ohne differenzierte Areale dar. Des Weiteren sind deutlich die
groflen runden einzelnen iPS in der Kolonie zu erkennen (Abb. 8 D, vergroBert im Kasten),
deren allgemeines Charakteristikum das grofe Verhidltnis vom Zellkern zum Zytoplasma
ist. Beide Systeme ermdglichten eine stabile Kultivierung der iPS.

Die generierten iPS-Linien wurden eingehend hinsichtlich chromosomaler Stabilitit,
pluripotenter Markerexpression sowie pluripotenten Differenzierungspotentials weiter
charakterisiert.

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

iPS-Kolonien wachsend auf Feederzellschicht (A, B, Pfeil zeigt auf Feederzellen) und Matrigel (C, D)
zeigten in beiden Kultursystemen die ovale bis runde Kolonieform (A, C) sowie den scharf begrenzten
Kolonierand (B, D). Kolonie-bildende iPS waren rund mit groBem Verhiltnis vom Zellkern zum
Zytoplasma (Kasten in D). MaBstab 100 pm
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4.3.1 Analyse des Karyogramms

Die Erzeugung von iPS mittels retroviraler Reprogrammierung ist mit dem Risiko
verbunden, dass chromosomale Abnormititen auftreten konnen. Fiir die Generierung des
NPCI1-Krankheitsmodells war es jedoch Voraussetzung, dass die genetischen
Informationen nicht weiter verdndert wurden. Um zu priifen, ob die generierten iPS
unauffillig waren, wurde mit Hilfe der Klinik fiir Hadmatologie, Onkologie und
Palliativmedizin an der Universitdt Rostock der Karyotyp jeder einzelnen Linie bestimmt.
In Abb. 9 sind die Karyogramme aller acht iPS-Linien mittels R-Banding dargestellt. Die
untersuchten Linien zeigten weder numerische noch strukturelle
Chromosomenaberrationen und bestétigten den Ursprung von ménnlichen Spendern durch
das jeweilige X- und Y-Chromosom.

Mit dem Nachweis des stabilen Karyotyps jeder einzelnen iPS-Linie konnte mit den
Pluripotenzanalysen fortgefahren werden.
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Abb. 9: R-Banding der Karyogramme aller iPS-Linien

Untersuchung aller iPS-Kontrollen (A — D) und iPS-Mutationen (E — H) auf
strukturelle oder numerische Chromosomenabberationen mit dem Ergebnis
eines unauffilligem Karyotyps samt Abstammungsnachweis von méannlichen
Spendern.
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4.3.2 Nachweis der Pluripotenz in vitro mittels spezifischer Markerexpression

Ein Merkmal pluripotenter Stammzellen ist der hohe Gehalt an alkalischer Phosphatase in
der Zellmembran, wohingegen differenzierte Zellen dies nicht mehr aufweisen. Mit Hilfe
der schnellen und sensitiven alkalische Phosphatase-Farbung konnten pluripotente
Stammzellkolonien nachgewiesen werden (Abb. 10). Alle iPS-Kolonien waren purpurn
gefarbt und zeigten eine typische runde bis ovale Morphologie. Die iPS-Kultivierung fand
fir diese Farbung auf Feederzellen (Pfeile) statt, die als Negativkontrolle dienten.
Hierdurch lieBen sich purpurn geférbte pluripotente Stammzellen von ungefarbten, bereits
terminal differenzierten Feederzellen diskriminieren. Zwischen den gesunden iPS-Linien
(Abb. 10 A — D) und den iPS-Linien mit NPC1-Mutation (Abb. 10 E — H) waren keine
Unterschiede in Farbumschlag und Intensitét zu erkennen.
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Abb. 10: Nachweis alkalischer Phosphatase in iPS-Kolonien auf Feederzellschicht

Die alkalische Phosphatase-Farbung zeigte eine gleichméBige purpurne Férbung in den iPS-
Kontrolllinien 1a, 1b, 2a und 2b (A — D) sowie in den iPS-Linien 3a, 3b, 4a und 4b mit NPC1-Mutation
(E- H). Es wurden keine Unterschiede in der Farbintensitdt und Farbumschlag festgestellt. Die
Feederzellschicht (Pfeile), auf denen die iPS-Kolonien wuchsen, diente als Negativkontrolle
(ungefarbt). Maf3stab 200 pm
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Neben der alkalischen Phosphatase wurden noch andere Marker untersucht, deren
Expression den pluripotenten Status von iPS beschreiben.

In Abb. 11 wurden die immunzytochemischen Farbungen aller 8 iPS-Linien (Zeilen) gegen
6 unterschiedliche Pluripotenzmarker (Spalten) dargestellt. Es wurde die Expression der 2
Transkriptionsfaktoren Nanog (A — H) sowie Oct4 (I — P) untersucht. Beide Farbungen
wurden in rot dargestellt und lieBen in weniger kompakten Kolonien (z. B. B, E, K, O) die
auf den Zellkern beschrinkte Expression durch den Abstand zwischen den Zellen
erkennen. Einige Kolonien erschienen starker gefarbt als andere (z. B. A gegen K), was
verursacht wurde durch die unterschiedliche iPS-Anzahl, aus denen die Kolonien
bestanden.

Neben Transkriptionsfaktoren wurde auch die Expression von verschiedenen
Oberflichenmarkern analysiert. Dazu zdhlten SSEA3 (Q — X) und SSEA4 (Y — f) sowie
Tra-1-60 (g — n) und Tra-1-81 (o — v). Diese Farbungen wurden in griin dargestellt und
ergaben durch die Bindung des Antikorpers an den Oberflichenmarkern zwar eine
gleichmiBige, aber eher diffusere Farbung.

Alle iPS-Linien wiesen fiir die Farbung gegen die Transkriptionsfaktoren eine homogene
rote Farbung und zur Darstellung der Oberflichenmarker eine gleichméaBige griine Farbung
auf. Die Farbungen beschriankten sich auf die Kolonien und veranschaulichten erneut die
typische runde bis ovale Kolonieform. Auch hier waren keine Unterschiede zwischen iPS-
Kontrollen und iPS-Mutationen erkennbar. Fiir alle Zelllinien wurde somit die Pluripotenz
in vitro anhand der Expression verschiedener Stammzellmarker nachgewiesen.
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Abb. 11: Nachweis des pluripotenten Status aller iPS-Linien durch Firbung gegen die
Pluripotenzmarker Nanog, Oct4, SSEA3, SSEA4, Tra-1-60 und Tra-1-81

Farbungen gegen die Transkriptionsfaktoren Nanog (A - H) und Oct4 (I — P) zeigten eine gleichméfige
rote Farbung der Kolonien. Die griin gefiarbten Oberflichenmarker SSEA3 (Q — X), SSEA4 (Y — f), Tra-
1-60 (g — n) und Tra-1-81 (o — v) waren ebenfalls gleichmiBig in allen Kolonien nachweisbar. Alle iPS-
Kontrolllinien (iPS-Kontrolle) und iPS-Linien mit NPC1-Mutation (iPS-Mutation) waren positiv fiir die
untersuchten Marker und zeigten keinerlei Unterschiede im Férbemuster. Mafistab 100 um

4.3.3 Nachweis der Pluripotenz in vitro mittels Differenzierungsfihigkeit

Nach der Analyse der Pluripotenzmarker wurde untersucht, ob die iPS in vitro in der Lage
waren, in Zellen jedes Keimblattes zu differenzieren. Unter Verwendung der EB-Bildung
wurden die spontan differenzierten Zellen gegen Nestin als Marker des Ektoderms (Abb.
12 A — H), Muskelaktin (MA, Abb. 12 1 — P) als Marker des Mesoderms sowie alpha-
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Fetoprotein (alpha-FP, Abb. 12 Q — X) als Marker des Entoderms gefiarbt. Die Nestin-
positiven Zellen zeigten auf Grund der spontanen Differenzierung und deren erreichtes
Ausmal unterschiedliche Morphologien. So variierte diese zwischen groflen ausgebreiteten
Zellen (Abb. 12 A, F, G) und kleineren Zellen mit Auslidufern (Abb. 12 D, E, H) sowie
deren Mischformen (Abb. 12 B und C).

Die gegen Muskelaktin gefarbten Zellen waren grof3 und flachig und es waren einzelne
Aktinstringe im Zytoskelett der Zellen erkennbar (Abb. 12 I, K, O). Dabei sahen die
gefarbten Zellen weitestgehend identisch aus.

Die gegen alpha-Fetoprotein gefiarbten Zellen waren kleiner als die bisher fiir Nestin oder
Muskelaktin beschriebenen und zeigten klare Begrenzungen auf ein bestimmtes Areal, was
die spontane Differenzierung in unterschiedlichste Zelltypen veranschaulichte und die
Spezifitdt der Farbung dokumentierte.

Das pluripotente Potential in vitro war mit diesen Keimblatt-spezifischen Markern
nachgewiesen worden und es lieBen sich keine Unterschiede im Differenzierungspotential
von 1PS-Kontrollen und iPS-Mutationen feststellen.
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Abb. 12: Nachweis des pluripotenten Potentials der iPS in vitro

Nachweis der pluripotenten in vitro-Differenzierung der iPS in Zellen aus
dem Ekto-, Meso- und Entoderm mittels Farbung gegen Nestin (A — H),
Muskelaktin (MA, I - P) und alpha-Fetoprotein (alpha-FP, Q - X). iPS-
Kontrollen und iPS-Mutationen konnten gleichermaflen in Zellen aller drei
Keimblitter differenzieren. Mafistab 100 um
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4.3.4 Nachweis der Pluripotenz in vivo mittels Differenzierungsfihigkeit

Um die pluripotente Differenzierung auch in vivo nachzuweisen, wurde immundefizienten
Mausen ein Teratom induziert und die Tumorschnitte mit Himatoxylin und Eosin gefarbt
(Abb. 13). Zum Nachweis der ektodermalen Differenzierung wurden einfache (Abb. 13 A,
C, D, E, G, H) oder pigmentierte Epithelien (Abb. 13 B, F) dargestellt. Mesodermales
Gewebe wurde durch Knorpel (Abb. 13 1, J, K, L), mesenchymales Bindegewebe (Abb. 13
M) und kollagene Fasern (Abb. 13 N, O, P) veranschaulicht. Die Bildung entodermaler
Strukturen wurde durch intestinale Epithelien (Abb. 13 Q, T, V) sowie Driisen (Abb. 13 R,
S, U, W, X) belegt. Alle iPS-Linien differenzierten auch in vivo in Strukturen aller drei
Keimblitter. Es lie} sich kein Unterschied im Differenzierungspotential der Wildtyp- und
NPCl1-Linien feststellen. Mit dem Nachweis der Pluripotenz in vivo waren die
Pluripotenzanalysen der generierten iPS abgeschlossen.

45



Generierung, Charakterisierung und neurale Differenzierung von humanen induzierten pluripotenten
Stammzellen — ein zelluldres Modell fiir Morbus Niemann-Pick Typ C1

ERGEBNISSE

Ektoderm Mesoderm Entoderm

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

olle

Kontr

: "
=,
=3
(3
—
-
-
~

Mu tafi()_n

1tation

Abb. 13: Himatoxylin- und Eosin-Firbung entstandener Teratome nach
Injektion von iPS in immundefiziente Miusen

Nachweis der pluripotenten in vivo-Differenzierung der iPS in Strukturen aus
dem Ekto-, Meso- und Entoderm. iPS-Kontrollen und iPS-Mutationen konnten
gleichermallen in Strukturen aller drei Keimblitter differenzieren. Mafistab
50 pm
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4.3.5 Darstellung des NPC1-Phiinotyps in iPS

Die generierten iPS wurden im Anschluss auf die Darstellung des NPC1-Phinotyps
untersucht. Dazu wurde die fiir NPC1 beschriebene Cholesterolakkumulation als
Hauptkriterium ausgewdhlt und die Zellen mit Filipin gefarbt (Abb. 14). Die iPS-Kolonien
ohne NPCI-Mutation (Abb. 14 A — D) zeigten eine gleichméBige blaue Farbung,
wohingegen die iPS-Kolonien mit NPC1-Mutation (Abb. 14 E — H) hell leuchtende Punkte
(Pfeilspitzen) aufwiesen. Diese Punkte lokalisierten die Cholesterolakkumulation in jeder
einzelnen Stammzelle und unterschieden sich auf Grund von ZellgroBe und
Koloniebildung vom Férbemuster der Fibroblasten (siche 4.1). Zwischen den
verschiedenen iPS-Mutationen waren, wie auch schon in deren Ursprungsfibroblasten,
Unterschiede zu erkennen. So schienen die Linien mit der homozygoten NPC1-Mutation
(Abb. 14 E, F) weniger und kleinere punktuelle Farbungen zu zeigen als die Linien mit der
compound heterozygoten NPC1-Mutation (Abb. 14 G, H).

Grundsatzlich blieb der NPC1-Phénotyp in Bezug auf die Cholesterolakkumulationen auch
nach der Reprogrammierung in iPS erhalten und konnte mittels Filipin-Férbung visuell
eindeutig dargestellt werden.
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Abb. 14: Visualisierung von Cholesterol in iPS-Kolonien

Filipin-Farbung erzielte gleichmdBig blaue Farbung in iPS-Kontrollen (A — D) gegeniiber der partiell hell
gepunkteten Farbung in den NPC1-iPS (iPS-Mutation, E — H). Pfeilspitzen zeigen beispielhaft auf helle
Areale, die die Cholesterolakkumulation bedingt durch NPCI-Mutation veranschaulichen. Ma@stab
50 um
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4.3.6 Analyse des Cholesterolgehaltes in iPS

Um den Cholesterolgehalt zusétzlich zu quantifizieren, wurde die Menge an
Gesamtcholesterol pro Proteinmenge bestimmt und graphisch dargestellt (Abb. 15). Alle
Kontroll-iPS-Linien besaB3en etwa den gleichen Gehalt an Cholesterol: iPS 1a-Kontrolle =
12,32 + 0,55 pg/mg Protein, iPS 1b-Kontrolle = 12,53 £ 0,70 pg/mg Protein, iPS 2a-
Kontrolle = 12,69 + 0,60 pg/mg Protein sowie iPS 2b-Kontrolle = 12,50 + 0,52 ug/mg
Protein. Gemittelt ergab sich ein Wert von 12,50 + 0,29 pg Cholesterol/mg Protein
(dunkelblauer Balken).

Die iPS-Linien mit einer NPC1-Mutation wiesen folgende hohere Cholesterolwerte auf:
iPS 3a-Mutation = 17,02 + 0,77 pg/mg Protein, iPS 3b-Mutation = 16,61 + 0,59 pg/mg
Protein, iPS 4a-Mutation = 15,99 + 0,99 png/mg Protein und iPS 4b-Mutation = 15,33 +
0,49 pg/mg Protein. Untereinander waren auch diese Cholesterolwerte nicht signifikant
unterschiedlich. Beim Mitteln der Cholesterolgehalte der NPC1-iPS-Linien ergab sich ein
Wert von 16,23 + 0,36 ug Cholesterol/mg Protein (hellblauer Balken). Dieser Wert
unterschied sich signifikant vom gemittelten Wert aller Kontroll-iPS-Linien und
veranschaulichte den hdoheren Cholesterolwert der NPCI-iPS im Gegensatz zu den
gesunden Kontroll-iPS.
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Abb. 15: Cholesterolgehalt in verschieden iPS-Linien

Kontroll-iPS (iPS 1a, 1b, 2a, 2b) zeigten keine signifikanten Unterschiede im Cholesterolgehalt
und hatten im Mittel (dunkelblauer Balken) 12,50 + 0,286 pg Cholesterol/mg Protein. Die
NPC1-iPS-Linien (iPS 3a, 3b, 4a, 4b) zeigten hohere Cholesterolwerte als die Kontroll-iPS,
waren aber untereinander auch nicht signifikant unterschiedlich. Gemittelt ergab sich fiir die
NPC1-iPS (hellblauer Balken) ein Cholesterolwert von 16,23 + 0,357 pg Cholesterol/mg Protein,
der signifikant hoher war als der gemittelten Cholesterolwert der Kontroll-iPS.

n (iPS-Kontrolle bzw. iPS-Mutation) = 10 — 13, n (Kontroll-iPS gemittelt) = 43, n (NPC1-
iPS gemittelt) = 49
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4.4 Differenzierung der iPS in neurale Progenitorzellen

Um ein neuronales Krankheitsmodell zu generieren, wurden die iPS in die neurale
Richtung differenziert. Dabei entstanden neurale Rosetten (ein Beispiel in Abb. 16), die
sich meist mehrfach zusammen lagerten (Abb. 16 A). Die Rosettenstrukturen waren gut
erkennbar durch die radiale Ausrichtung der Zellen (Abb. 16 B, Pfeilspitzen) unter Bildung
einer Neuralrohr-dhnlichen Offnung (Abb. 16 B, Pfeil). Die neuralen Rosetten bestanden
aus neuralen Progenitorzellen, die iiber ihren Oberflaichenmarker PSA-NCAM magnetisch
aus dem Zellgemisch selektiert wurden. Die sortierten Zellen wuchsen einschichtig und
zeigten beim Erreichen einer bestimmten Zelldichte eine Pflasterstein-artige Morphologie
(Abb. 16 C). Die mitotische Aktivitit der generierten NPZ veranschaulichte die rote
Firbung gegen den Proliferationsmarker Ki67 in der Uberlagerung der mittels DAPI blau
gefarbten Zellkerne (Abb. 16 D). Dabei befanden sich die hell rot leuchtenden Zellkerne
(Pfeil) in der Interphase zwischen zwei Mitosen und die schwécher, nur punktuell rot
gefdrbten Zellkerne direkt in der Mitose (Pfeilspitze).

Abb. 16: Neurale Induktion und Generierung von NPZ

Spontane Differenzierung der iPS in neurale Rosetten (A) bestehend aus radial angeordneten Zellen (B
Pfeilspitzen) unter Bildung einer Neuralrohr-dhnlichen Offnung (B Pfeil). Die mittels magnetischer PSA-
NCAM-Sortierung generierten NPZ-Linien zeigten eine Pflasterstein-artige Morphologie (C) mit
mitotischer Aktivitdt. Diese wurde iiber eine Farbung gegen den Proliferationsmarker Ki67 mit der
Uberlagerung der DAPI-gefirbten Zellkerne (D) nachgewiesen, wobei hellrote Kerne (Pfeil) sich in der
Interphase und punktuell rot gefarbte Zellkerne (Pfeilspitze) sich in der Mitose befanden. Maf3stab 50 um
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Fiir die folgenden vergleichenden Analysen wurde willkiirlich eine iPS-Linie der
Wildtypen (iPS 2b-Kontrolle) mittels PSA-NCAM selektiert sowie je eine iPS-Linie mit
homozygoter (iPS 3a-Mutation) und compound heterozygoter NPC1-Mutation (iPS 4a-
Mutation). Zur Vereinfachung wurden die Linien fortlaufend mit NPZ-Kontrolle, NPZ-
Mutation hom. und NPZ-Mutation het. benannt.

4.4.1 Bestimmung der Zellwachstumsraten

Um die Teilungsfiahigkeit der generierten NPZ weiter zu untersuchen, wurde ihre
Verdopplungszeit  mittels ~Wachstumskurven  bestimmt. Das  Diagramm  der
Wachstumskurven (Abb. 17) zeigte auf der y-Achse die Zellzahlen mit einem Startpunkt
von 120.000 Zellen und auf der x-Achse die Anzahl der Stunden im proliferierenden
Zustand. Die Steigung aller Kurven verlief relativ flach und ergab eine Verdopplungszeit
von 59 Stunden fiir die NPZ-Kontrolle (griine Kurve), 65 Stunden fiir die NPZ-Mutation
hom. (rote Kurve) sowie 54 Stunden fiir die NPZ-Mutation het (blaue Kurve). Auffillig
war, dass die Messungen eine massiv kiirzere Verdopplungszeit fiir NPZ-Mutation het.
gegeniiber NPZ-Mutation hom. ergaben, was sich jedoch an Hand des Erreichens der
Passagierdichte wihrend der Zellkultivierung nicht nachstellen lieB3.

Wachstumskurven
neuraler Progenitorzelllinien
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Abb. 17: Wachstumskurven der NPZ-Linien

Bestimmung der Verdopplungszeiten aller NPZ-Linien iiber Erstellung einer Wachstumskurve mit einer
Startzellzahl von 120 000 Zellen. Der flache Kurvenverlauf bedingte bis zum Erreichen der 240 000
Zellen eine Verdopplungszeit von 59 Stunden fiir die NPZ-Kontrolle (griine Kurve), 65 Stunden fiir die
NPZ-Mutation hom. (rote Kurve) sowie 54 Stunden fiir die NPZ-Mutation het (blaue Kurve). n = 3 pro
Messpunkt
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4.4.2 Charakterisierung der neuralen Progenitorzellen

Die generierten NPZ-Linien wurden hinsichtlich ihrer neuralen multipotenten Identitét auf
die Expression spezifischer neuraler Progenitormarker untersucht: Nestin, Pax6 und Sox2
(Abb. 18). Die Nestin-Farbung (Abb. 18 A, B, C) war in allen Zellen nachweisbar und
farbte als Intermedidrfilament das gesamte Zellsoma grin. Die Fiarbung gegen den
Transkriptionsfaktor Pax6 (Abb. 18 D, E, F) farbte Zellkern sowie Zytosol rot und war
gleichermallen in allen Zellen sichtbar. Fast alle Zellen waren zudem Sox2-positiv (Abb.
18 G, H, I). Hinsichtlich des Farbemusters waren keine Unterschiede zwischen der NPZ-
Kontrolle und den NPZ-Mutationen erkennbar. Mit dem Nachweis dieser drei Marker
definierten sich die Zelllinien als neurale multipotente Progenitorzellen mit dem Potential
weiter neuronal oder glial zu differenzieren.
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Abb. 18: Nachweis der neuralen Marker Nestin, Pax6 und Sox2 in NPZ

Nachweis der neuralen Progenitormarker Nestin (A — C), Pax6 (D — F) und Sox2 (G - I) in NPZ-
Kontrolle, NPZ-Mutation hom. sowie NPZ-Mutation het. ohne sichtbare Unterschiede in ihrer
Expression. MafBstab 100 um

4.4.3 Darstellung des NPC1-Phinotyps in NPZ

Der NPCI1-Phénotyp sollte mittels Filipin-Farbung auch in den proliferierenden NPZ
dargestellt werden (Abb. 19). Die NPZ-Kontrolle (Abb. 19 A) zeigte eine weitgehend
homogene blaue Farbung, wobei durch dichtgelagerte Zellen auch hellere Areale sichtbar
waren (vergroBert im Kasten). Die Linie NPZ-Mutation hom. (Abb. 19 C) zeigte deutlich
hell leuchtende Punkte, die das akkumulierte Cholesterol lokalisierten (vergroflert im
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Kasten). Im Vergleich dazu zeigte NPZ-Mutation het. (Abb. 19 E) jedoch kaum die
typische Punktmusterung, sondern war vermehrt flachig heller geférbt (vergrofert im
Kasten). Eine deutliche Unterscheidung zwischen den Zelllinien gestaltete sich schwierig.
Daher wurde neben der NPC1-bedingten Cholesterolakkumulation auch die Lokalisation
der Cholesterol-gefiillten Lysosomen durch die Fiarbung gegen den Lysosomenmarker
LAMP?2 analysiert. Dabei fiel auf, dass sich das Filipin-Farbemuster in der Lokalisation
der Lysosomen wiederspiegelte. NPZ-Kontrolle (Abb. 19 B) zeigte nur kleine Bereiche in
der Zelle, in denen sich die Lysosomen befanden. In der NPZ-Mutation hom. (Abb. 19 D)
nahm die Menge der gefirbten Lysosomen drastisch zu, wobei sich diese zentral
sammelten. Im Gegensatz dazu waren die Lysosomen in NPZ-Mutation het. (Abb. 19 F) in
den Zellen groBziigig verteilt. Dabei schienen auch in dieser Linie mehr Lysosomen
vorhanden zu sein als in der NPZ-Kontrolle.

Zusammengefasst zeigte die lysosomale Féarbung ein dhnliches Muster wie die Filipin-
Farbung auf Grund der durch die NPCIl-Mutationen bedingten Akkumulation von
Cholesterol in den Lysosomen.

NPZ- NPZ- NPZ-
Kontrolle Mutation hom. Mutation het.

A C 7 DA E

Abb. 19: Visualisierung von Cholesterol sowie Analyse des Verteilungsmusters von Lysosomen in
NPZ

NPZ zeigten in der Filipin-Farbung (A, C, E) gleiches Verteilungsmuster von Cholesterol wie in der
Verteilung von LAMP2-positiven Lysosomen (B, D, F). NPZ-Kontrolle (A, B) zeigte minimale Farbungen
im Gegensatz zur massiven zentrierten Farbung in NPZ-Mutation hom. (C, D) und der mehr flachigen
Féarbung in NPZ-Mutation het. (E, F). Maf3stab 50 um

4.4.4 Analyse des Cholesterolgehaltes in NPZ

Die sich anschliefende Quantifizierung des Cholesterolgehaltes in den proliferierenden
NPZ (Abb. 20) zeigte, dass die NPZ-Kontrolle einen Wert von 14,83 + 1,60 pg
Cholesterol/mg Protein aufwiesen. Der Cholesterolgehalt der homozygoten NPC1-Linie
war mit 16,96 = 1,29 pg Cholesterol/mg Protein zwar hoher als in der Kontrolle, jedoch
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war der Unterschied nicht signifikant. Im Gegensatz dazu war die compound heterozygote
NPCl1-Linie mit 20,70 + 1,53 pg Cholesterol/mg Protein signifikant hoher im
Cholesterolgehalt im Vergleich zu den Kontrollzellen. Die beiden NPC1-Linien variierten
untereinander im Cholesterolgehalt um etwa 4 pg Cholesterol/mg Protein, was jedoch
nicht signifikant war.

Die Quantifizierung des Cholesterolgehaltes ergab keine eindeutige Unterscheidung der
Linie NPZ-Mutation hom. von den anderen beiden Linien, jedoch war eine Tendenz
erkennbar.

Cholesterolgehalt in NPZ

ng Cholesterol/mg Protein

Abb. 20: Cholesterolgehalt in NPZ-Linien nach 3 bis 4 Tagen
Proliferation

Der Cholesterolgehalt der NPZ-Kontrolle war niedriger als der
Cholesterolgehalt in beiden NPZ-Mutationen. Dabei war jedoch
nur der Cholesterolgehalt zwischen NPZ-Kontrolle und NPZ-
Mutation het. signifikant erhoht. n=11-13

4.5 Differenzierung der neuralen Progenitorzellen in neuronale Zellen

Die NPZ wurden nach ihrer Charakterisierung weiter in die neuronale Richtung
differenziert und ab da an als NDZ bezeichnet. Fiir die vorliegende Arbeit wurden die
differenzierten Zellen nach 2 und 6 Wochen analysiert hinsichtlich ihrer Morphologie,
Anteil neuronaler und glialer Zellen an der Gesamtpopulation, Expression von neuronalen
und glialen Markern sowie Darstellung und Quantifizierung der NPCl-bedingten
Cholesterolakkumulation.

4.5.1 Untersuchung der Morphologie

Die NDZ reprisentierten keine homogene Kultur, sondern ein Gemisch aus
unterschiedlichen Zelltypen. Im Phasenkontrastbild (Abb. 21 A — F) zeigten sich
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Neuronen-artige Zellen mit langen Ausldufern (Pfeile) sowie flichigere Glia-artige Zellen
(Pfeilspitzen), meist darunter liegend. Dabei gab es zwischen den genannten Zelltypen
weitere Unterschiede. So variierten die Neuronen-artige Zellen z. B. zwischen bipolaren
(Abb. 21 C) und trianguldren (Abb. 21 D) Formen.

Um ein detaillierteres Bild der Zellmorphologie zu erhalten wurde gegen das
Mikrotubuliprotein alpha-Tubulin gefarbt (Abb. 21 G — R). Die Unterschiede zwischen den
breiten flachen Zellen und den Neuronen-artigen Zellen war deutlich zu erkennen. Die
Uberlagerung mit der DAPI-Firbung der Kerne (Abb. 21 M — R) zeigte, dass sich nach
2 Wochen Differenzierung einige Zellen entlang von Auslédufern ansammelten (Abb. 21 M,
O, Q, Dreieck) und in Zellhaufen zusammen lagerten (Abb. 21 O, Q, R, Stern). Es fiel
weiterhin auf, dass die Zellkerne der flachen Zellen doppelt so grol waren wie die der
Zellen mit langen axonalen Ausldufern. Wiahrend der Differenzierung nahm die Anzahl
dieser groBkernigen Zellart aulerdem zu.
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Abb. 21: Morphologische Analysen der NDZ nach 2 und 6 Wochen

2 und 6 Wochen alte NDZ dargestellt im Phasenkontrast (A — F) und nach alpha-Tubulin-Farbung
(G — L) sowie in der Uberlagerung mit der Kernfirbung DAPI (M — R). Pfeile markieren Neuronen-
artige Zellen mit langen Ausldufern und Pfeilspitzen deuten auf flichigere Glia-artige Zellen (A — L).
Dreiecke markieren Zellkerne entlang von Axonen und Sterne verweisen auf Ansammlung von
Zellen. Maf3stab 50 pm
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Zum Nachweis neuronaler und glialer Zellen in der Kultur sowie deren anschlieende
Quantifizierung wurde die Methodik der Durchflusszytometrie genutzt.

4.5.2 Analyse der Zellpopulation mittels Durchflusszytometrie

Zur Identifikation der wéhrend der Differenzierung entstandenen unterschiedlichen
neuralen Zellarten wurden durchflusszytometrische Analysen durchgefiihrt. Dazu wurde
die Expression zweier neuronaler Marker (HuC/D und beta III-Tubulin) sowie die
Expression zweier glialer Marker (S100 und GFAP) iiber 5 Wochen in den Zellen
untersucht (Abb. 22).

Der frithe neuronalen Marker HuC/D (Abb. 22 A) wurde in der NDZ-Kontrolllinie nach
einer Woche Differenzierung von 18,48 = 0,54 % der Zellen exprimiert und erhohte sich
nach zwei Wochen Differenzierung signifikant auf 21,58 + 1,37 %. Nach 3 und 4 Wochen
nahm der Anteil HuC/D-positiver Zellen signifikant ab und nach 5 Wochen
Differenzierung wurden nur noch 2,94 = 0,37 % der Zellen positiv detektiert.

Vergleichend dazu konnten in der homozygoten NPCl-Linie nach einer Woche
Differenzierung 19,70 + 1,98 % HuC/D-positive Zellen detektiert werden, deren Anteil
sich nach zwei Wochen signifikant auf 28,12 + 1,93 % erhohte. Nach drei Wochen
Differenzierung fiel dieser Wert leicht ab bis er sich nach vier Wochen signifikant auf
13,44 £ 1,02 % verringerte und nach fiinf Wochen nur noch in 5,08 = 0,65 % Zellen
detektiert werden konnte.

Die compound heterozygote NPCI-Linie zeigte nach einer Woche Differenzierung
19,73 £ 1,60 % HuC/D-positive Zellen, die nach zwei Wochen auf einen Anteil von
25,78 + 3,80 anstiegen. Nach einer weiteren Woche Differenzierung war ein signifikanter
Abfall auf 6,26 + 2,37 % positiver Zellen zu verzeichnen, welche sich nach fiinf Wochen
auf 2,32 + 1,68 % minimierten.

Mittels des Markers beta III-Tubulin (Abb. 22 B) wurde in der Kontrolle nach einer Woche
Differenzierung 22,88 + 2,68 % der Zellen als Neurone detektiert. Der Anteil stieg nach
zwei Wochen signifikant auf 32,41 + 3,24 % an, um nach dreit Wochen Differenzierung
wiederum signifikant auf 15,69 + 1,79 % abzufallen. Dieser Wert fiel weiterhin leicht ab
bis nach fiinf Wochen noch 7,34 + 1,34 % neuronale Zellen in der Kultur vorlagen.

Die homozygote NPCIl-Linie verzeichnete nach einer Woche Differenzierung
24,95 £ 3,46 % beta I1I-Tubulin-positive Zellen und fiel nach zwei und drei Wochen leicht
auf 21,35 + 2,05 % ab. Nach vier Wochen war eine signifikante Reduzierung auf
11,62 + 1,76 % zu verzeichnen. Der Anteil beta III-Tubulin-positiver Zellen reduzierte sich
nach fiinf Wochen Differenzierung weiter signifikant auf 6,62 + 1,20 %.

In der compound heterozygoten NPC1-Linie waren nach einer Woche Differenzierung
19,92 £ 2,71 % Zellen beta III-Tubulin-positiv. Nach zwei Wochen nahm der Anteil leicht
zu bis er sich nach drei Wochen auf 31,23 + 3,66 % erhohte. Dieser Anteil wurde auch
nach vier Wochen Differenzierung ungefdhr erreicht bis nach fiinf Wochen
Differenzierung der Anteil neuronaler Zellen auf 10,25 + 2,68 % signifikant abfiel.
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Zur Analyse glialer Zellen wurde der Anteil S100-positiver Zellen in den Kulturen
analysiert (Abb. 22 C), wobei S100 speziell in friih differenzierten glialen Zellen
exprimiert wird. Die NDZ-Kontrolle wies nach einer Woche Differenzierung einen Anteil
von 74,41 £ 2,39 % S100-positiver Zellen auf, der nach einer weiteren Woche signifikant
auf 47,08 £ 2,41 % abfiel. Dieser Anteil an der Gesamtpopulation dnderte sich nur minimal
nach drei und vier Wochen und lag nach fiinf Wochen mit 49,23 + 6,77 % vor.
Vergleichend existierten in der homozygoten NPCI1-Linie schon nach einer Woche
Differenzierung 83,80 £+ 1,68 % gliale Zellen, deren Anteil sich nach zwei Wochen
Differenzierung signifikant auf 74,44 + 2,65 % reduzierte. Dieser Wert nahm {iber die
Wochen weiterhin leicht ab und nach fiinf Wochen Differenzierung konnten noch
63,70 + 4,10 % der Zellen positiv fiir S100 getestet werden.

In der NPC1-Linie mit compound heterozygoter Mutation wurden 78,16 £+ 2,65 % S100-
positive Zellen nach einer Woche detektiert. Dieser Wert fiel nach zwei Wochen
Differenzierung signifikant auf 51,11 + 2,99 % ab. Ein leichter Anstieg war jeweils nach
drei, vier und fiinf Wochen zu detektieren, wonach sich der Anteil S100-positiver Zellen
bei letztgenanntem auf 62,46 + 7,15 % belief. Diese Anderungen waren jedoch auf Grund
der groflen Varianzen nicht signifikant.

Die Analyse der GFAP-positiven Zellen (Abb. 22 D) in der Kontroll-Kultur ergab nach
einer Woche Differenzierung einen Anteil von 74,35 + 2,37 %, der sich nach zwei Wochen
signifikant auf 49,63 + 2,95 % verringerte. Nach drei und vier Wochen Differenzierung
dnderte sich der Wert nicht wesentlich bis er nach fiinf Wochen erneut signifikant auf
69,59 + 4,56 % anstieg.

Die homozygote NPCIl-Linie verzeichnete nach einer Woche Differenzierung
89,05 + 1,03 % GFAP-positive Zellen, deren Anteil sich nur leicht nach zwei Wochen
verringerte um nach drei Wochen signifikant auf 76,10 + 2,31 % abzufallen. Nach vier
Wochen Differenzierung reduzierte sich der Anteil weiter signifikant auf 58,42 + 1,66 %
und stagnierte nach fiinf Wochen Differenzierung bei diesem Anteil mit 59,72 + 2,64 %.
Die compound heterozygote NPCIl-Linie wies nach einer Woche Differenzierung
80,35 + 2,50 % GFAP-positive Zellen auf, deren Anteil sich nach zwei Wochen signifikant
auf 64,16 £ 5,41 % verringerte. Dieser Anteil schwankte nach drei und vier Wochen um
rund 6 % und stieg nach fiinf Wochen Differenzierung signifikant auf 86,43 + 3,79 % an.

Zusammengefasst zeigte der frithe neuronale Marker HuC/D in allen NDZ-Kulturen nach
zwei Wochen die hochste Expression, die sich dann nach fiinf Wochen auf ein Minimum
abschwichte. Korrespondierend dazu zeigte die NDZ-Kontrolle auch nach zwei Wochen
den hochsten Wert der beta III-Tubulin-positiven Zellen, die in NDZ-Mutation hom.
bereits nach einer Woche und in NDZ-Mutation het. erst nach drei Wochen auftrat. Nach
fiinf Wochen Differenzierung lagen zwischen 5 — 10 % Neurone in den Kulturen vor. Die
glialen Marker S100 und GFAP zeigten dhnliche Expressionsmuster mit unterschiedlicher
Ausprigung. Alle NDZ-Kulturen zeigten nach einer Woche Differenzierung ein Maximum
an glialen Zellen, dass sich nach zwei Wochen mehr oder weniger stark reduzierte, um
nach fiinf Wochen in NDZ-Kontrolle und NDZ-Mutation het. erneut stark anzusteigen.
Alle Kulturen zeigten einen deutlich hoheren Anteil glialer Zellen als neuronale Zellen.
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Abb. 22: Expressionsanalysen neuronaler und glialer Marker

Analyse der Expression der neuronalen Marker HuC/D (A) und beta III-Tubulin (B) sowie der glialen
Marker S100 (C) und GFAP (D) iiber einen Differenzierungszeitraum von 5 Wochen in NDZ-Kontrolle,
NDZ-Mutation hom. (NDZ-Mut. hom.) sowie NDZ-Mutation het. (NDZ-Mut. het.). n=3 - 11

4.5.3 Analyse neuronaler und glialer Marker mittels Imnmunzytochemie

Als Erginzung zu den FACS-Daten wurde nach 2 und 6 Wochen Differenzierung gegen
die neuronalen Marker HuC/D und beta III-Tubulin sowie gegen die glialen Marker S100
und GFAP erneut gefirbt (Abb. 23 und 24).

Die Farbung gegen den sehr frith exprimierten neuronalen Marker HuC/D (Abb. 23 A — F)
zeigte, dass sich die positiven Zellen nach 2 Wochen Differenzierung in Gruppen bzw.
Haufen zusammenlagerten (Pfeilspitzen). Nach 6 Wochen Differenzierung schienen
einzelne HuC/D-positive Zellen weiter zu den Zellzusammenlagerungen hin zu wandern
(Abb. 23 B, F, Pfeile). Die gegen S100-geférbten frithen glialen Zellen (Abb. 23 G — L)

59



Generierung, Charakterisierung und neurale Differenzierung von humanen induzierten pluripotenten
Stammzellen — ein zelluldres Modell fiir Morbus Niemann-Pick Typ C1

ERGEBNISSE

zeigten nach 2 Wochen Differenzierung in der NDZ-Kontrolle (Abb. 23 G) eher die
Morphologie von NPZ und erst nach 6 Wochen (Abb. 23 H) die gliale sternenformige
Zellmorphologie unter Bildung eines Netzwerkes. Im Gegensatz dazu zeigten die S100-
positiven Zellen der NDZ-Mutation hom. bereits nach 2 Wochen (Abb. 23 I) deutlich
flachige gliale Strukturen und nach 6 Wochen (Abb. 23 J) ein sehr dichtes Netzwerk mit
vielen langen Auslaufern. Die Zellen der NDZ-Mutation het. zeigten morphologisch eine
Mischform aus beiden oben beschriebenen Zelltypen. Nach 2 Wochen Differenzierung
(Abb. 23 K) waren die S100-positiven Zellen den NPZ dhnlich, aber einige Zellen bildeten
auch lange Ausldufer. Nach 6 Wochen Differenzierung (Abb. 23 L) bildeten diese Zellen
auch ein Netzwerk. In der Uberlagerung der Firbungen mit der Kernfirbung DAPI (Abb.
23 M — R) wurde deutlich, dass die S100-positiven Gliazellen als Schicht weitestgehend
unter bzw. um die HuC/D-positiven Zellen lagen.
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Abb. 23: Nachweis friiher neuronaler und glialer Marker in NDZ-Kulturen

2 und 6 Wochen alte NDZ gefarbt gegen den frithen neuronalen Marker HuC/D (A — F) und den
frithen glialen Marker S100 (G — L) sowie in der Uberlagerung mit der Zellkernfirbung DAPI (M —
R) dargestellt. Die HuC/D-positiven Zellen lagerten sich nach 2 Wochen Differenzierung zu Gruppen
und Haufen zusammen (Pfeilspitzen) und wanderten nach 6 Wochen Differenzierung teilweise
weiterhin darauf zu (Pfeile). MaB3stab 100 pm
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Im Vergleich dazu wurden die heranreifenden neuronalen und reifen glialen Zellen mittels
beta III-Tubulin- beziehungsweise GFAP-Féarbung analysiert (Abb. 24). Die Férbung
gegen beta III-Tubulin zeigte, dass alle Zelllinien nach 2 Wochen Differenzierung (Abb.
24 A, C, E) bereits ein flachiges Netzwerk aus neuronalen Zellen mit langen Ausldufern
gebildet hatten und sich dieses nach 6 Wochen (Abb. 24 B, D, F) weiter stark verdichtete.
Die nach 2 Wochen erneut beobachtbare Zusammenlagerung von Zellen (Abb. 24 A, C, E,
Pfeilspitzen) resultierte nach 6 Wochen Differenzierung in der Bildung von neuronalen
Zellklumpen (Abb. 24 B, D, F, Sterne), aus denen Axone ausstrahlten. Dabei lagerten sich
viele Axone zusammen und bildeten axonale Biindel (Pfeile). Die Darstellung reifer
Gliazellen durch die Farbung gegen GFAP (Abb. 24 G — L) zeigte in allen 2 Wochen
differenzierten Linien (Abb. 24 G, I, K) nur wenig positive Zellen. Diese unterschieden
sich dann auch morphologisch stark hinsichtlich fldchiger Zellen mit langen Ausléufern in
der NDZ-Kontrolle (Abb. 24 G), sehr langgestreckten Gliazellen in der Linie NDZ-
Mutation hom. (Abb. 24 I) sowie einer Mischform aus NPZ-Morphologie samt langen
Auslédufern in der Linie NDZ-Mutation het. (Abb. 24 K). Nach 6 Wochen Differenzierung
waren sehr viel mehr Zellen GFAP-positiv. Die gliale Zellschicht wurde dadurch sehr viel
dichter und die GFAP-positiven Zellen in der NDZ-Kontrolle verdnderten sich zu
flichigen und langgestreckten Zellen (Abb. 24 H). Wie schon aus der Farbung der frithen
neuronalen und glialen Marker hervorging, zeigte die Uberlagerung der Bilder mit der
Kernfarbung DAPI (Abb. 24 M — R), dass sich die neuronalen Zellen auf den glialen
Zellen ansiedelten.
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Abb. 24: Nachweis neuronaler und glialer Marker in NDZ-Kulturen

2 und 6 Wochen alte NDZ gefarbt gegen beta III-Tubulin (A — F) und GFAP (G — L) sowie in der
Uberlagerung mit der Zellkernfirbung DAPI (M — R) dargestellt. Beta III-Tubulin positive Zellen
lagerten sich nach 2 Wochen zu Zellgruppen zusammen (Pfeilspitzen), die sich nach 6 Wochen zu
Zellklumpen verdichteten (Sterne), aus denen axonale Biindel ausstrahlten (Pfeile). Mafistab 100 um
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Um die neuronalen Zellen noch eingehender zu untersuchen, wurde gegen MAP2 (in griin)
als Marker ausgereifter Neurone (Abb. 25 A — F) und beta III-Tubulin (in rot) als Marker
fiir reifende Neurone (Abb. 25 G — L) gefiirbt. In der Uberlagerung beider Firbungen mit
der blauen Kernfarbung DAPI (Abb. 25 M — R) zeigte sich in allen NDZ-Linien, dass von
den vielen beta III-Tubulin-positiven Zellen nach 2 Wochen Differenzierung nur wenige
auch MAP2-positiv waren. Nach 6 Wochen Differenzierung nahm der Anteil der MAP2-
positiven Neurone zwar zu, jedoch nicht so drastisch wie das dichte Netzwerk beta III-
Tubulin-positiver Zellen und deren Auslaufer. Es fiel auf, dass sich die MAP2-positiven
Neurone in den bereits beschriebenen Zellzusammenlagerungen anreicherten.

Summarisch nahm die Reifung der Neurone mit der Differenzierungsdauer zu, wobei das
Netzwerk MAP2-positiver Zellen nicht so stark ausgepridgt war wie das der III-Tubulin-
positiven Zellen.
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Abb. 25: Nachweis heranreifender und reifer Neurone in NDZ-Kulturen
2 und 6 Wochen alte NDZ gefirbt gegen MAP2 (A — F) und beta III-Tubulin (G — L) sowie in der
Uberlagerung mit der Zellkernfarbung DAPI (M — R) dargestellt. MaBstab 50 pm
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Es wurde, im Hinblick auf eine mdgliche elektrophysiologische Aktivitit der Neurone, die
Bildung prisynaptischer Vesikel in den MAP2-positiven reifen Neuronen untersucht
(Abb. 26). Dazu wurden 6 Wochen differenzierten Zellen gegen Synaptophysin (Abb. 26
A — C) und MAP2 (Abb. 26 D — F) gefarbt. Die punktuelle grine Firbung von
Synaptophysin lokalisierte prasynaptische Vesikel auf den Axonen (Pfeilspitzen) und in
den Somata (Pfeile) der Neurone. Die Anzahl der priasynaptischen Vesikel nahm in den
Zellzusammenlagerungen stark zu, was mit der bereits gezeigten Haufung reifer Neurone
in den neuronalen Zellklumpen korrelierte. Die Synaptophysin-Farbung war nicht
ausschlieBlich auf die MAP2-positiven Zellen beschrinkt, sondern hochstwahrscheinlich
auch auf dem dichteren Netzwerk beta III-Tubulin-positiver Zellen lokalisiert. Die
Intensitét der prasynaptischen Farbung war jedoch auf den MAP2-positiven Strukturen am
groBten. Der Nachweis prasynaptischer Vesikel erfiillte eine Grundvoraussetzung fiir eine
mogliche elektrophysiologische Aktivitdt der Neurone.
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Abb. 26: Nachweis prisynaptischer Vesikel in 6 Wochen alten NDZ-Kulturen

6 Wochen alte NDZ gefiirbt gegen Synaptophysin (A — C) und MAP2 (D — F) sowie in der Uberlagerung
beider Farbungen (G — I) dargestellt. Die Synaptophysin-positiven prisynaptischen Vesikel waren auf
Axonen reifer MAP2-positiver Neurone (Pfeilspitzen) und in Zellsomata (Pfeile) lokalisiert. Mafstab
25 um
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4.5.4 Elektrophysiologische Untersuchungen der NDZ

Neben einer morphologischen Charakterisierung der NDZ erfolgte eine erste funktionelle
Untersuchung dieser Zellen mittels der Patch-Clamp-Technik. Die Messungen wurden am
Albrecht-Kossel-Institut fiir Neuroregeneration von M. Sc. Michael Rabenstein und Dr.
Moritz Frech durchgefiihrt und die hier dargestellten Ergebnisse wurden von Thnen zur
Verfligung gestellt. In den 8 bis 11 Tage sowie liber 50 Tage alten NDZ wurden die fiir
Neurone typischen spannungsaktivierten Natrium- und Kaliumkanéle untersucht und
exemplarische Messungen hier dargestellt.

In Abb. 27 A saB in einem Ausschnitt der untersuchten NDZ die von rechts kommende
Messelektrode einer ovalen Zelle mit drei Ausldufern (Pfeile) auf. Das durch ecine
Spannungsfamilie ausgeloste Strommuster in Abb. 27 B ist typisch fiir neuronale Zellen
und stellt die einzelnen Strome in der Uberlagerung dar. Zu Beginn waren schnelle,
transiente, einwirtsgerichtete Natriumstrome (gekennzeichnet mit Na") zu erkennen, denen
sich lang anhaltende auswirtsgerichtete Kaliumstrome (gekennzeichnet mit K)
anschlossen. Abb. 27 C zeigt eine Messung, die in der Stromklemme durchgefiihrt wurde.
In dieser Zelle konnte durch Strominjektion ein Aktionspotential ausgelost werden,
welches als schnelle und transiente Anderung des Membranpotentials zu Beginn der
Strominjektion zu erkennen ist (gekennzeichnet mit AP). Der Ausschnitt einer Messung in
der Spannungsklemme bei einem Haltepotential von -60 mV wurde in Abb. 27 D
dargestellt. In dieser Stromspur sind drei spontan auftretende, einwértsgerichtete, transiente
Stréme zu erkennen, wobei es sich um spontane postsynaptische Strome handelte.

Die exemplarisch dargestellten Ergebnisse zeigten auf, dass die NDZ funktionelle
spannungs- und  ligandenaktivierte  lonenkanidle = exprimierten und  somit
elektrophysiologisch aktiv waren.
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Abb. 27: Exemplarische Darstellung von elektrophyswloglschen Untersuchungen an NDZ

Darstellung einer NDZ-Kultur mit von rechts kommender Messelektrode, die einer Zelle mit drei
Auslaufern aufsitzt (A, Pfeile zeigen auf Zellausldufer). Ein durch eine Spannungsfamilie ausgeldstes
Strommuster mit {iberlagerten Stromen (B) zeigt schnelle einwirtsgerichtete Natriumstrome (Na') sowie
langandauernde auswirtsgerichtete Kaliumstrome (K'). Eine Strominjektion wihrend der Stromklemme
induzierte ein Aktionspotential (AP) und wurde durch Verdnderungen des Membranpotentials dargestellt
(C). Eine in der Spannungsklemme gemessene Stromspur zeigte spontane transiente einwértsgerichtete
postsynaptische Strome (D). Messung A — C: 8 bis 11 Tage alte NDZ. Messung D: iiber 50 Tage alte NDZ.

4.5.5 Darstellung des NPC1-Phinotyps in 2 und 6 Wochen differenzierten Zellen

Nach 2 und 6 Wochen Differenzierung wurde die Cholesterolverteilung in allen NDZ-
Linien visualisiert (Abb. 28). Die NDZ-Kontrolle zeigte zu beiden Zeitpunkten (Abb. 28
A, B) eine gleichméBige blaue Firbung, die nur in wenigen Bereichen durch die
Zusammenlagerungen von Zellen heller erschien. Zu keinem Zeitpunkt war in den
Auslaufern von Neuronen Cholesterol in Form von punktuellen Firbungen nachweisbar.
(Abb. 28 A, B, Kasten). NDZ-Mutation hom. zeigte nach 2 Wochen Differenzierung (Abb.
28 C) eine deutlich gepunktete Farbung, die sich auch auf die Axone beziehungsweise
Dendriten einiger Neurone verteilte (Kasten). Nach 6 Wochen Differenzierung (Abb. 28
D) erschien die gesamte Farbung auf Grund des dichten Zellrasens noch heller und die
typische punktuelle Farbung des akkumulierten Cholesterols blieb in den neuronalen
Ausldufern erhalten. Bei der Linie NDZ-Mutation het. waren nach 2 Wochen
Differenzierung (Abb. 28 E) wenige Akkumulationen in den Zellkoérpern und minimale
punktuelle Farbungen in den neuronalen Ausldufern (Kasten) sichtbar, die nach 6 Wochen
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Differenzierung (Abb. 28 F) stark zunahmen und dann auch in den Axonen respektive
Dendriten deutlich erkennbar waren (Kasten).

Zusammengefasst lie sich der NPC1-Phénotyp mittels Filipin-Farbung mit zunehmender
Differenzierungsdauer deutlich nachweisen — insbesondere auch in neuronalen Ausliufern.

NDZ- NDZ- NDZ-
Kontrolle Mutation hom. Mutation het.
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Abb. 28: Visualisierung von Cholesterol in NDZ-Kulturen nach 2 und 6 Wochen

Filipin-Farbung in 2 (A, C, E) und 6 Wochen (B, D, F) alten NDZ zeigte eine gleichméBige blaue
Farbung der NDZ-Kontrolle (A, B) unterbrochen von helleren Arealen dichter Zellzusammenlagerungen.
Hell gepunktete Farbung des Cholesterols in NDZ-Mutation hom. (C, D) nahm iiber die Zeit zu und
konnte in Axonen respektive Dendriten von Neuronen nachgewiesen werden. Die schwach gepunktete
NDZ-Mutation het. (E, F) zeigte kaum Cholesterolakkumulationen nach 2 Wochen. Nach 6 Wochen
nahmen diese stark zu und konnten wie in NDZ-Mutation hom. auch in den Ausldufern einiger Neurone
nachgewiesen werden. Maf3stab 50 pm

4.5.6 Analyse des Cholesterolgehaltes in 2 und 6 Wochen differenzierten Zellen

Die Analyse des Cholesterolgehaltes zeigte, dass nach 2 Wochen Differenzierung (Abb. 29
A) kein signifikanter Unterschied zwischen NDZ-Kontrolle mit 19,17 + 0,80 ug
Cholesterol/mg Protein und NDZ-Mutation hom. mit einem Wert von 21,60 + 0,83 pg
Cholesterol/mg Protein vorlag, der Cholesterolgehalt der NDZ-Mutation het von 16,32 pg
Cholesterol/mg Protein jedoch signifikant niedriger war als in der Kontrolle. Auch
zwischen den Linien mit NPCI1-Mutation lieB sich ein signifikanter Unterschied
detektieren, wobei die homozygote NPC1-Linie mehr Cholesterol enthielt.

Im Vergleich zu den 6 Wochen differenzierten Zellen (Abb. 29 B) zeigte sich, dass der
Cholesterolgehalt sowohl in der homozygoten (21,69 + 1,01 ug Cholesterol/mg Protein)
als auch in der compound heterozygoten NPC1-Linie (31,24 + 0,85 pg Cholesterol/mg
Protein) signifikant hoher war als in der NDZ-Kontrolle mit 19,56 + 0,37 ug
Cholesterol/mg Protein. Jedoch war im Vergleich zur zweiwdchigen Differenzierung nun
der Cholesterolgehalt in der compound heterozygoten NPCl-Linie gegeniiber der
compound homozygoten NPC1-Linie signifikant erhoht.
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Uber die Zeit nahm der Cholesterolgehalt in den NDZ-Mutation het. zu, wihrend die
Werte in der NDZ-Kontrolle und NDZ-Mutation hom. nahezu geich blieben. Die
Quantifizierung des Cholesterolgehaltes lieB wie schon in den NPZ nicht fiir alle Linien
eine eindeutige Diskriminierung zwischen gesund und NPC1-Mutation zu.
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Abb. 29: Cholesterolgehalt in NDZ-Kulturen nach 2 (A) und 6 Wochen (B) Differenzierung

In 2 Wochen alten NDZ (A) zeigte die NDZ-Kontrolle einen geringeren Cholesterolwert gegeniiber der
NDZ-Mutation hom., aber einen signifikant héheren Cholesterolwert im Vergleich zur NDZ-Mutation
het. Der Unterschied zwischen den NPCI1-Linien war ebenfalls signifikant unterschiedlich. In 6 Wochen
alten NDZ (B) hatte NDZ-Kontrolle einen signifikant geringeren Cholesterolwert als beide NDZ-
Mutationen, wobei sich auch NDZ-Mutation hom. vom héheren Cholesterolwert in NDZ-Mutation het.
signifikant unterschied. n=6 — 12

4.6 Behandlung der unterschiedlichen Zelltypen mit LDL

Bis auf die Fibroblasten wurden alle patientenspezifischen Zelltypen in serumfreien
Medium kultiviert. Um den ausgeprigten NPC1-Phianotyp der Fibroblasten auch in den
neuronalen Zellen nachzustellen, wurde die Cholesterolakkumulation durch die 24-
stiindige Behandlung der Zellen mit 10 ug/ml LDL als externe Cholesterolquelle forciert.
AnschlieBend wurden die Zellen hinsichtlich Verdnderungen im Féarbemuster der
Cholesterolakkumulationen und im Cholesterolgehalt untersucht.

4.6.1 Darstellung des NPC1-Phiinotyps nach LDL-Behandlung in iPS

Fir die vergleichenden Analysen wurde die Filipin-Firbung der iPS unter
Standardkultivierung (Abb. 30 bzw. 31 A — D) und nach 24-stiindiger LDL-Behandlung
(Abb. 30 bzw. 31 E — H) gegeniiber gestellt.

Bei den iPS-Kontrollen (Abb. 30) waren nach der LDL-Behandlung keinerlei Anderungen
in der blaulichen Féarbung oder Intensitdt zu erkennen. Das gefarbte Cholesterol verteilte
sich gleichméBig in Zellmembranen und Plasma.
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Im Gegensatz dazu war in einigen iPS-Kolonien mit NPC1-Mutation zu erkennen (Abb.
31), dass sich nach LDL-Behandlung (Abb. 31 E — H) das Farbemuster dnderte. So
zentrierten sich die hell leuchtenden Cholesterolakkumulationen in iPS 4a-Mutation und
iPS 4b-Mutation deutlich im Zellinneren um den Zellkern im Vergleich zur verstreuten
punktuellen Farbung im gesamten Zellsoma unter Standardkulturbedingungen. In iPS 3a-
Mutation war der Effekt im Ansatz auch nachweisbar, wobei dort die Zentralisierung des
akkumulierten Cholesterols jedoch nicht so absolut war. Die Linie iPS 3b-Mutation zeigte
als einzige bereits unter Standardkultivierung eine solche Zusammenballung des
Cholesterols im Zellinneren. Nach LDL-Behandlung schien die Gesamtfirbung jedoch
etwas schwicher in ihrer Intensitét.

Um Verinderungen unabhédngig von Farbintensitidt und Verteilungsmuster nachzuweisen,
wurde der Cholesterolgehalt der LDL-behandelten Kulturen ebenfalls quantifiziert und mit
den bereits beschriebenen Werten unter Standardkulturbedingungen verglichen.
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Abb. 30: Visualisierung von Cholesterol in iPS-Kontrollen unter Standardkulturbedingungen und
nach 24-stiindiger Behandlung mit 10 pg/ml LDL

Unbehandelte (A — D) und LDL-behandelte (E — H) Kolonien der iPS-Kontrollen zeigten keinerlei
Unterschiede in Intensitdt und Muster der Filipin-Farbung. MaBstab 50 um
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Abb. 31: Visualisierung von Cholesterol in iPS-Mutationen unter Standardkulturbedingungen und
nach 24-stiindiger Behandlung mit 10 pg/ml LDL

Die Filipin-gefarbten Kolonien von iPS 3a-Mutation, iPS 4a-Mutation sowie iPS 4b-Mutation zeigten
nach LDL-Behandlung (E, G, H) eine Zentralisierung ihrer Cholesterolakkumulation im Zellinneren
gegeniiber der zellweiten punktuellen Farbung unter Standardkulturbedingungen (A, C, D). Die gefarbte
iPS 3b-Mutation wies die Konzentrierung bereits unter Standardkultivierung auf (B) und schien nach
LDL-Behandlung eher an Intensitit zu verlieren (F). Mafistab 50 um
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4.6.2 Analyse des Cholesterolgehaltes nach LDL-Behandlung in iPS

Die Analyse des Cholesterolgehaltes ergab fiir alle Kontroll-iPS (Abb. 32 A) unter
Standardkulturbedingungen und nach 24-stiindiger LDL-Behandlung folgende Werte: iPS
la-Kontrolle 12,32 + 0,55 und 12,26 + 0,74 pg Cholesterol/mg Protein, iPS 1b-Kontrolle
12,53 = 0,70 und 14,50 + 0,42 ug Cholesterol/mg Protein, iPS 2a-Kontrolle 12,69 + 0,60
und 12,82 + 1,24 ug Cholesterol/mg Protein sowie iPS 2b-Kontrolle 12,50 + 0,52 und
12,11 £ 0,58 pg Cholesterol/mg Protein. Die Cholesterolwerte aller Linien waren unter
beiden Bedingungen nicht signifikant unterschiedlich, trotz der leichten Erhohung des
Cholesterolgehaltes in der iPS 1b-Kontrolllinie nach LDL-Behandlung.

In den iPS-Linien mit NPCIl-Mutation (Abb. 32 B) wurden fiir beide
Kultivierungsbedingungen folgende Cholesterolwerte detektiert: iPS 3a-Mutation
17,02 £ 0,77 und 15,56 + 0,55 ug Cholesterol/mg Protein, iPS 3b-Mutation 16,61 + 0,59
und 15,27 + 0,81 pg Cholesterol/mg Protein, iPS 4a-Mutation 15,99 + 0,99 und
15,85 £0,73 pg Cholesterol/mg Protein sowie iPS 4b-Mutation 15,33 + 0,49 und
14,65 + 0,64 pg Cholesterol/mg Protein. In allen NPCI1-Linien waren die Cholesterolwerte
sehr dhnlich und zeigten keine signifikanten Unterschiede.

Die Behandlung der iPS mit LDL erzielte nach 24 Stunden keine Erhdhung des
Gesamtcholesterolwertes.
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Abb. 32: Cholesterolgehalt in iPS-Kontrollen (A) und iPS-
Mutationen (B) unter Standardkultivierung und nach 24-
stiindiger Behandlung mit 10 pg/ml LDL

Weder in den iPS-Kontrollen noch in den iPS-Mutationen waren
signifikante Anderungen im Cholesterolgehalt nach Behandlung mit
LDL zu detektieren. n=6 - 13

75



Generierung, Charakterisierung und neurale Differenzierung von humanen induzierten pluripotenten
Stammzellen — ein zelluldres Modell fiir Morbus Niemann-Pick Typ C1

ERGEBNISSE

4.6.3 Darstellung des NPC1-Phiinotyps nach LDL-Behandlung in NPZ

Nach den iPS sollte der Einfluss einer LDL-Behandlung auch in NPZ getestet werden.
Dabei zeigte die NPZ-Kontrolle unter Standardkulturbedingungen (Abb. 33 A) und nach
LDL-Behandlung (Abb. 33 D) keine Anderungen in der Filipin-Firbung. Die in den Zellen
verteilte punktuelle Farbung in NPZ-Mutation hom. (Abb. 33 B) nahm nach LDL-
Behandlung (Abb. 33 E) deutlich zu und sammelte sich weitestgehend in strahlend hellen
Arealen. Die NPZ-Mutation het. zeigte nach der LDL-Behandlung (Abb. 33 F) ebenfalls
eine vermehrt zentrierte Cholesterolakkumulation im Vergleich zur flachigen hellen
Cholesterolfarbung unter Standardkultivierung (Abb. 33 C).

Gemessen an der Farbintensitét der Filipinfarbung erhohte sich der Cholesterolgehalt nach
LDL-Behandlung in beiden NPZ-Mutationen vergleichend zur NPZ-Kontrolle.
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Abb. 33: Visualisierung von Cholesterol in NPZ unter Standardkulturbedingungen und nach
24-stiindiger Behandlung mit 10 pg/ml LDL

NPZ-Kontrolle zeigte unter Standardkultivierung (A) und nach LDL-Behandlung (D) keine
Anderungen im Cholesterolfirbemuster. Im Gegensatz dazu zeigten NPZ-Mutation hom. und het.
nach LDL-Behandlung (E, F) eine massive Zunahme in Farbintensitdt und Punktmuster gegeniiber
der Cholesterolfarbung nach Standardkultivierung (B, C). MaBistab 50 um
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4.6.4 Analyse des Cholesterolgehaltes nach LDL Behandlung in NPZ

Die Quantifizierung des Cholesterolgehaltes (Abb. 34) zeigte, dass die NPZ-Kontrolle
unter Standardkultivierung (14,83 + 1,60 pg/mg Protein) und nach LDL-Behandlung
(14,03 + 2,01 pg Cholesterol/mg Protein) einen sehr dhnlichen Cholesterolgehalt aufwies,
wohingegen die NPZ beider NPC1-Linien nach LDL-Behandlung einen deutlich hoheren
Cholesterolwert zeigten. Die NPZ-Mutation hom. hatte unter Standardkulturbedingungen
einen Wert von 16,96 + 1,29 ug Cholesterol/mg Protein und nach 24-stiindiger LDL-
Behandlung 20,52 = 0,10 pug Cholesterol/mg Protein. Ahnlich war der Unterschied auch in
der NPZ-Mutation het., die unter Normalbedingungen einen Cholesterolgehalt von 20,70 +
1,53 pg/mg Protein und nach LDL-Behandlung 24,42 + 1,60 pg Cholesterol/mg Protein
aufwies.

Die Erhohung der Cholesterolwerte in den NPC1-Linien nach LDL-Behandlung war zwar
deutlich, jedoch nicht signifikant.

Cholesterolgehalt in NPZ
ohne und mit LDL-Behandlung

(2]
o
1
=
7]
5
7]
=]
»

N
o
1

-
o
1

pg Cholesterol/mg Protein

o

vV <° > >
< @«s‘ RS q(\;“ &
VoK . - >
] ® ¥ z\FN
2 NS
K <«

Abb. 34: Cholesterolgehalt in NPZ nach 3 bis 4
Tagen Proliferation unter Standardkultivierung und
nach 24-stiindiger Behandlung mit 10 pg/ml LDL

In der NPZ-Kontrolle konnten keinerlei Anderungen im
Cholesterolgehalt nach LDL-Behandlung detektiert
werden. Jedoch waren in beiden NPZ-Linien mit NPC1-
Mutation nicht-signifikante Erhohungen im
Cholesterolwert zu verzeichnen. n=9 — 13

71



Generierung, Charakterisierung und neurale Differenzierung von humanen induzierten pluripotenten
Stammzellen — ein zelluldres Modell fiir Morbus Niemann-Pick Typ C1

ERGEBNISSE

4.6.5 Darstellung des NPC1-Phiinotyps nach LDL-Behandlung in 2 und 6 Wochen
differenzierten Zellen

Die 2 Wochen alte NDZ-Kontrolle (Abb. 35 A) zeigte nach LDL-Behandlung (Abb. 35 G)
keine Verdnderung hinsichtlich Filipin-Farbung oder Intensitit. Nach 6 Wochen
Differenzierung (Abb. 35 B) waren vereinzelt punktuelle Farbungen sichtbar, die aber nach
LDL-Behandlung (Abb. 35 H) nicht zunahmen. Die vereinzelten hellen Farbungen waren
auf die dichte Zusammenlagerung bzw. Uberlagerung von Zellen zuriickzufiihren.
NDZ-Mutation hom. zeigte nach 2 Wochen Differenzierung (Abb. 35 C) eine
Cholesterolakkumulation in Form von vereinzelten punktuellen Farbungen, die sich auch
in den neuronalen Ausldaufern wiederfand (vergréBert im Kasten). Diese nahm nach LDL-
Behandlung (Abb. 35 I) zu und in den glialen Zellen zentrierten sie sich vermehrt. Nach 6
Wochen (Abb. 35 D) zeigten die Somata und Ausldufer ebenfalls punktuelle
Cholesterolakkumulationen. Diese nahmen nach LDL-Behandlung nicht zu, aber lagerten
sich dichter zusammen wie auch schon nach 2 Wochen.

Es waren nur wenige Cholesterolakkumulationen in NDZ-Mutation het. nach 2 Wochen
Differenzierung (Abbildung 29 E) nachzuweisen. Diese nahmen aber nach LDL-
Behandlung (Abb. 35 K) deutlich zu. Nach 6 Wochen Differenzierung (Abb. 35 F) waren
mehr Akkumulationen erkennbar, die sich nach LDL-Behandlung (Abb. 35 L) mehr
zentrierten.

Insgesamt flihrte die LDL-Behandlung zu vermehrten Cholesterolakkumulationen in den
NDZ mit NPC1-Mutation nach zwei Wochen Differenzierung.
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Abb. 35: Visualisierung von Cholesterol in 2 und 6 Wochen
alten NDZ unter Standardkulturbedingungen und nach 24-
stilndiger Behandlung mit 10 pg/ml LDL

NDZ-Kontrolle zeigte nach 2 und 6 Wochen keine Anderungen in
der Cholesterolverteilung unter Standardkultivierung (A, B) und
nach LDL-Behandlung (G, H). 2 Wochen alte NDZ-Mutation
hom. und het. (C, E) zeigten nach LDL-Behandlung (I, K) eine
deutliche Zunahme der punktuellen Farbung. Die deutlichen
Akkumulationen in 6 Wochen alten NDZ-Mutation hom. und het.
(D, F) nahmen mit LDL-Behandlung nicht zu. Maf3stab 50 um
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4.6.6 Analyse des Cholesterolsgehaltes nach LDL-Behandlung in 2 und 6 Wochen
differenzierten Zellen sowie vergleichsweise in Fibroblasten

Der Cholesterolwert in 2 Wochen differenzierten Zellen (Abb. 36 A) betrug in der NDZ-
Kontrolle unter Standardkulturbedingungen 19,17 + 0,80 pg/mg Protein und dnderte sich
nach LDL-Behandlung nicht wesentlich (20,22 + 0,49 pg Cholesterol/mg Protein). Im
Gegensatz dazu traten in beiden NPC1-Linien vergleichbare signifikante Anderungen auf.
So erhohte sich der Cholesterolwert in NDZ-Mutation hom. um 3 pg/mg Protein (von
21,60 + 0,83 auf 24,58 £+ 0,91 pg/mg Protein) und in NDZ-Mutation het. um 2,7 ug/mg
Protein (von 16,32 £+ 0,39 auf 19,00 + 0,50 pg/mg Protein).

In den 6 Wochen differenzierten (Abb. 36 B) Kontrollzellen blieb der Cholesterolgehalt
mit 19,56 + 0,37 pg/mg Protein auch nach LDL-Behandlung mit 18,92 + 0,57 ug/mg
Protein stabil. Ahnliches war in NDZ-Mutation hom. beobachtbar, in der die
unbehandelten Zellen 21,69 + 1,01 pg Cholesterol/mg Protein und nach LDL-Behandlung
20,22 + 0,94 pg Cholesterol/mg Protein aufwiesen. Auffillig war der signifikante Abfall
des Cholesterolwertes in NDZ-Mutation het. von 31,24 + 0,85 auf 26,56 + 0,67 ug/mg
Protein.

Vergleichende  Analysen der terminal  differenzierten  patientenspezifischen
Ursprungsfibroblasten (Abb. 36 C) wiesen signifikante Unterschiede zwischen allen Linien
auf. Die Kontrolllinie Fibro 2 zeigte mit 20,66 + 0,32 pg Cholesterol/mg Protein einen
signifikant geringeren Wert als beide NPC1-Linien. Die homozygote NPC1-Linie Fibro 3-
Mutation unterschied sich signifikant mit 28,99 + 0,55 pg Cholesterol/mg Protein von der
compound heterozygoten NPCl-Linie Fibro 4-Mutation mit 34,98 + 0,61 pg
Cholesterol/mg Protein.

Zusammengefasst ist ein Cholesterolgehalt-steigernder Effekt der LDL-Behandlung nur in
2 Wochen alten NDZ mit NPC1-Mutation beobachtbar. Nach 6 Wochen fiihrt Cholesterol
zumindest in einer NPC1-Linie zu einem massiven Verlust an Cholesterol. Als Referenz
blieb der Cholesterolgehalt der Kontrolllinie zu beiden Zeitpunkten nach LDL-Behandlung
unverdndert und war dem Cholesterolwert der korrespondierenden Ursprungsfibroblasten
sehr dhnlich.
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Abb. 36: Cholesterolgehalt in 2 und 6 Wochen alten NDZ unter Standardkultivierung und nach 24-
stiindiger Behandlung mit 10 pg/ml LDL sowie in Fibroblasten

In 2 Wochen alten NDZ (A) verdnderte sich der Cholesterolgehalt in NDZ-Kontrolle nach LDL-
Behandlung nicht, wohingegen der Cholesterolgehalt in NDZ-Mutation hom. und het. signifikant
zunahm. Nach 6 Wochen (B) blieb nach LDL-Behandlung der Cholesterolwert in NDZ-Kontrolle und
NDZ-Mutation hom. unverdndert. Der Cholesterolgehalt in NDZ-Mutation het. verringerte sich nach
LDL-Behandlung signifikant. Die terminal differenzierten Fibroblasten (C) mit NPC1-Mutation zeigten
einen signifikant hdheren Cholesterolwert als die Kontrolle, wobei Fibro 4-Mutation auch signifikant
mehr Cholesterol besal als Fibro 3-Mutation. n=6 — 12

4.7 Nachweis von GM2 in NPZ und NDZ

Ein weiteres Merkmal von NPC1 ist die Akkumulation des Glykosphingolipids GM2 in
neuronalen Zellen. Um zu tiiberpriifen, ob die neuralen und neuronalen Zellen des in der
vorliegenden Arbeit generierten in vitro-Modells auch diesen NPC1-Phénotyp zeigten,
wurde gegen GM2 gefirbt.
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4.7.1 Nachweis von GM2 in NPZ

In den NPZ (Abbildung 37) zeigten sich nur wenige Nestin-positive Zellen (Abb. 37 A —
C) ebenfalls positiv fiir GM2 (Abb. 37 D — F). Dabei war das punktuelle Muster sehr
kompakt in NPZ-Mutation hom. (Abb. 37 E) verglichen zu NPZ-Kontrolle (Abb. 37 D)
sowie NPZ-Mutation het. (Abb. 37 F). In der Uberlagerung mit der Kernfirbung DAPI
(Abb. 37 G — 1) zeigte sich, dass das punktuelle Muster nur schlecht einzelnen Zellen
zugeordnet werden konnte.

Es konnte also GM2 in einzelnen proliferierenden neuralen Progenitorzellen nachgewiesen
werden, jedoch nur in geringen Mengen und ohne deutliche Unterschiede zwischen
Kontrollzellen und Zellen mit NPC1-Mutation.
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Abb. 37: GM2-Expression in NPZ
Einige Nestin-positive NPZ (A — C) zeigten positive GM2-Firbungen (D — F). In der Uberlagerung mit
DAPI (G — 1) war die Zuordnung der GM2-Férbung zu einzelnen Zellen nicht méglich. Mafistab 50 pm

4.7.2 Nachweis von GM2 in NDZ

In den NDZ (Abb. 38) dagegen konnte nach 2 und 6 Wochen Differenzierung deutlich
mehr GM2 (Abb. 38 G — L) nachgewiesen werden. Zur Kolokalisation wurden die in der
Kultur vorhandenen Neurone mittels Fiarbung gegen beta III-Tubulin (Abb. 38 A — F)
sichtbar gemacht. In der Uberlagerung mit der Zellkernfirbung DAPI (Abb. 38 M — R)
zeigte sich daraufhin, dass GM2 iiberwiegend auf den neuronalen Ausldufern
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nachgewiesen werden konnte. In der unmittelbaren Umgebung der groBkernigen
ungefarbten Gliazellen waren keine bzw. nur sehr vereinzelte GM2-Féarbungen erkennbar.
In den 2 Wochen alten NDZ unterschieden sich NDZ-Kontrolle und NDZ-Mutation hom.
(Abb. 38 G, I) im Nachweis von GM2 kaum voneinander im Gegensatz zur NDZ-Mutation
het. (Abb. 38 K), die viel mehr punktuelle Farbungen aufwies. Allerdings war in dieser
Linie das neuronale Netzwerk etwas dichter und bedingte gegebenenfalls diesen
Unterschied.

Nach 6 Wochen Differenzierung zeigten sich jedoch deutliche Unterschiede. NDZ-
Kontrolle (Abb. 38 H) wies eine verbreitete gepunktete GM2-Féarbung auf, allerdings
waren bei vergleichsweise identischer Dichte des neuronalen Netzwerkes (Abb. 38 B, D,
F) viel mehr punktuelle Farbungen fiir GM2 in beiden NDZ-Mutationen (Abb. 38 J, L)
sichtbar.

Um die Unterschiede zwischen 2 und 6 Wochen alten NDZ besser auszuwerten, wurden
die Farbungen anhand des Verhéltnisses ihrer Fluoreszenzintensititen quantifiziert.
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Abb. 38: GM2 in 2 und 6 Wochen alten NDZ

Beta III-Tubulin-positive (A — F) NDZ-Kulturen zeigten eine Zunahme der GM2-Expression (G —
L) in 6 Wochen alten NDZ (H, J, L) gegeniiber 2 Wochen alten NDZ (G, I, K), wobei deutlich
mehr GM2 in den NDZ-Mutationen im Vergleich zur NDZ-Kontrolle nachweisbar war. In der
Uberlagerung mit DAPI (M — R) zeigte sich eine iiberwiegende Kolokalisation von GM2 auf
beta III-Tubulin-positiven neuronalen Ausldufern. Maf3stab 50 pm
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Die Ergebnisse der quantifizierten Farbungen wurden in Abb. 39 dargestellt. Die 2
Wochen alten NDZ (A) zeigten folgende Werte: NDZ-Kontrolle 0,22 + 0,03; NDZ-
Mutation hom. 0,19 £+ 0,02 und NDZ-Mutation het. 0,37 + 0,02. Es lagen keine
Unterschiede zwischen NDZ-Kontrolle und NDZ-Mutation hom. vor, jedoch unterschieden
sich beide Linien signifikant von NDZ-Mutation het. Es waren demnach keine allgemein
giiltigen Unterschiede zwischen Kontrollzellen und Zellen mit NPC1-Mutation nach 2
Wochen Differenzierung aufzuzeigen. Damit bestitigte die Quantifizierung den aus der
Féarbung gewonnen Eindruck.

Im Gegensatz dazu zeigte die Quantifizierung der 6 Wochen alten NDZ (B) folgende
Werte: NDZ-Kontrolle 0,20 + 0,02; NDZ-Mutation hom. 0,70 + 0,05 und NDZ-Mutation
het. 0,51 + 0,07. Die NDZ-Mutationen unterschieden sich in ihrer relativen
Fluoreszenzeinheit signifikant von der NDZ-Kontrolle, wobei die NDZ-Kontrolle einen
vergleichbaren Wert wie nach 2 Wochen Differenzierung zeigte. Daraus konnte abgeleitet
werden, dass mit zunehmender Differenzierungsdauer neuronale Zellen mit NPCI-
Mutation mehr GM2 aufweisen als gesunde Kontrollzellen.

Analyse der Fluoreszenzintensititen Analyse der Fluoreszenzintensitidten
der GM2/beta I1I-Tubulin-Doppelfirbung der GM2/beta I1I-Tubulin-Doppelfirbung
von 2 Wochen differenzierten Zellen von 6 Wochen differenzierten Zellen
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Abb. 39: Analyse der relativen Fluoreszenzintensititen der GM2/beta III-Tubulin Doppelfirbung
Auswertung verschiedener Fluoreszenzaufnahmen der GM2/beta III-Tubulin-Doppelfirbung von
2 Wochen (A) und 6 Wochen (B) differenzierten Zellen. Bildung eines Koeffizienten aus relativer roter
(GM2) und relativer griiner (beta III-Tubulin) Fluoreszenzintensitit werden dargestellt als relative
Fluoreszenzeinheiten. n=3 — 6
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5 Diskussion

2007 eroffnete sich mittels der Reprogrammierung humaner somatischer Zellen in iPS
(Takahashi et al., 2007) die Chance, patientenspezifische iPS fiir viele verschiedene
Erkrankungen zu generieren. Auf dem Gebiet der humanen Neurowissenschaften sind
dabei vor allem die auf iPS basierenden humanen neuronalen in vitro-Modellsysteme flir
die zwei héufigsten neurodegenerativen Erkrankungen Morbus Alzheimer (Yagi et al.,
2012) und Morbus Parkinson (Seibler et al., 2011) hervorzuheben. Im Rahmen dieser
Arbeit sollten die ersten patientenspezifischen iPS fiir die seltene Erkrankung Morbus
Niemann-Pick Typ CI1 generiert und charakterisiert werden. Weiterfithrend war es das
Ziel, die iPS in neurale Progenitorzellen und letztendlich terminal in neuronale Zellen zu
differenzieren. Eine umfassende Charakterisierung aller drei Zelltypen sowie der Nachweis
von Cholesterolakkumulationen als Phénotyp von NPC1 waren die Voraussetzungen, um
das erste humane neuronale in vitro-Modell fiir NPC1 vorstellen zu konnen (Trilck ef al.,
2013).

5.1 Generierung der ersten NPC1-patientenspezifischen iPS

Die Generierung der NPC1- und Kontroll-iPS erfolgte durch die Reprogrammierung von
dermalen Fibroblasten mittels der klassischen 4 Transkriptionsfaktoren OCT4, SOX2,
KLF4 und ¢c-MYC (Takahashi et al., 2007; Lowry et al., 2008). Die hierzu verwendeten
retroviralen Partikel vermittelten die ektopische Expression der 4 Transkriptionsfaktoren
und wurden nach vollstdndiger Reprogrammierung in ihrer Aktivitdt unterdriickt, was fiir
die verwendeten retroviralen Partikel bereits in einer fritheren Studie nachgewiesen wurde
(Seibler et al., 2011). Die generierten iPS Kolonien zeigten eine runde bis ovale
Kolonieform mit scharf begrenztem Rand sowie ein grofes Verhéltnis von Zellkern zu
Zytoplasma und waren damit embryonalen Stammzellen morphologisch sehr &dhnlich
(Thomson, 1998). Der Karyotyp der generierten iPS blieb durch die retrovirale
Reprogrammierung unverdndert trotz des beschriebenen Risikos fiir chromosomale
Verdnderungen durch das integrierende Virusgenom (Taapken et al., 2011). Die
Charakterisierung des pluripotenten Potentials der 8 generierten iPS-Linien erfolgte direkt
iiber den immunzytochemischen Nachweis folgender Pluripotenzmarker: alkalische
Phosphatase, Nanog, Oct3, SSEA3, SSEA4, Tra-1-60 sowie Tra-1-81. Die Expression
dieser Proteine wurde ebenfalls von Park und Kollegen in ihren generierten iPS
nachgewiesen (Park et al., 2008b) und belegten damit Ahnlichkeiten zum pluripotenten
Status von embryonalen Stammzellen (Adewumi et al., 2007).

Neben der Expression von verschiedenen Markern wurde die Pluripotenz der iPS auch
indirekt iiber das Differenzierungspotential in vitro und in vivo untersucht. In vitro wurden
die iPS mittels EB-Bildung (Sheridan ef al., 2012) spontan in Zellen aller drei Keimblatter
differenziert, die durch immunzytochemische Férbungen gegen Nestin als Marker des
Ektoderms, Muskelaktin als Marker des Mesoderms und alpha-Fetoprotein als Marker des
Entoderms nachgewiesen werden konnten. In einer kiirzlich erschienen Studie (Yamasaki
et al., 2014) wurden ebenfalls Nestin, glattes Muskelzellaktin sowie alpha-Fetoprotein als

86



Generierung, Charakterisierung und neurale Differenzierung von humanen induzierten pluripotenten
Stammzellen — ein zelluldres Modell fiir Morbus Niemann-Pick Typ C1

DISKUSSION

Markerproteine genutzt und prisentierten vergleichbare Farbemuster in den mittels EBs
differenzierten Zellen. Um auch in vivo das pluripotente Potential nachzuweisen, wurde die
Teratominduktion als sogenannter Goldstandard verwendet (Lensch et al., 2007; Daley et
al., 2009), wobei es den einzigen in vivo-Nachweis fiir humane iPS darstellt. Eine
Chimérenbildung mit humanen iPS ist im Gegensatz zur Chimérenbildung aus murinen
iPS (Wernig et al., 2007) ausgeschlossen. Die iPS induzierten in immundefizienten
Maiusen gut abgekapselte Teratome, deren Hédmatoxylin- und Eosin-gefarbten Schnitte
Strukturen aus allen drei Keimblittern prasentierten. Diese Methode zum
Pluripotenznachweis wurde bereits von Takahashi (Takahashi et al., 2007) und Park (Park
et al., 2008b) genutzt und ist bis heute eine Standardmethode fiir neu generierte iPS-Linien
(Luo et al., 2014).

Fiir alle 8 in dieser Arbeit generierten iPS-Linien konnte zweifelsfrei die Pluripotenz direkt
iiber die Pluripotenzmarkerexpression sowie indirekt {iiber das pluripotente
Differenzierungsverhalten in vitro und in vivo nachgewiesen werden. Dabei waren
keinerlei Unterschiede zwischen NPCI1-iPS und Kontroll-iPS festzustellen. Auch in
anderen Studien wurde gezeigt, dass zwischen gesunden iPS und iPS mit Erkrankung im
Genotyp keine Unterschiede in der Pluripotenz nachzuweisen sind (Park et al., 2008a;
Seibler et al., 2011).

Zusammengefasst ist die Reprogrammierung von dermalen Fibroblasten in iPS unabhéngig
vom Genotyp moglich und wurde hier erfolgreich fiir Patientenfibroblasten ohne und mit
NPC1-Mutation umgesetzt.

5.2 Differenzierung der iPS in NPZ und NDZ zur Generierung des ersten iPS-
basierten neuronalen in vitro-Modells fiir NPC1

Zur Generierung eines neuronalen NPCI1-Modells wurden aus den iPS neurale
Progenitorzellen gebildet. Dazu wurden die iPS in neurale Rosetten differenziert und iiber
den neuralen Progenitormarker PSA-NCAM (Nguyen ef al., 2003) magnetisch sortiert. Die
gleiche Selektionsmethode wurde fiir murine embryonale Stammzellen (Barral ef al., 2013)
sowie fiir humane embryonale und induzierte pluripotente Stammzellen (Kim et al., 2012;
Zhao et al., 2012) bereits verwendet. Die selektierten Zellen werden in dieser Arbeit als
neurale Progenitorzellen klassifiziert, wobei andere Studien fiir ihre aus neuralen Rosetten
gewonnenen, aber unsortierten Zellen den Begriff neurale Stammzellen verwenden (Koch
et al., 2009; Yuan et al., 2011; Falk et al., 2012). Die in der vorliegenden Arbeit
generierten NPZ zeigten an Hand des Proliferationsmarkers Ki67 eine starke mitotische
Aktivitit, die auch Kim und Kollegen in ihren PSA-NCAM-positiven Zellen nachwiesen
(Kim et al., 2012). Beim anschlieBenden Erstellen einer Wachstumskurve lie3 sich eine
tatsdchliche Verdopplungszeit zwischen 54 und 65 Stunden fiir die drei verschiedenen
NPZ-Linien feststellen. Im Vergleich dazu zeigten neurale Stammzellen aus iPS eine
Verdopplungszeit von 24 bis 30 Stunden (Falk et al., 2012) beziehungsweise von 38
Stunden abstammend von ES (Koch et al., 2009). Dabei konnte die in beiden Studien
beschriebene kiirzere Verdopplungsdauer an der Datengenerierung liegen. In der
vorliegenden Arbeit wurde eine Wachstumskurve mittels Zellzéhlung alle 24 Stunden
erstellt, wohingegen die vergleichenden Studien eine bildbasierte Auswertung
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zellbewachsener Fliche heranzogen und keine Zellzahlen in ihre Analysen einflieBen
lieBen. Als weiterer Unterschied wurde in den vergleichenden Studien Passagierraten von
1:3 angewandt, wohingegen die in der vorliegenden Arbeit verwendeten
12 x 10* Zellen/cm® als Startdichte zur Erstellung der Wachstumskurve immer gleich
waren. Eventuell war die gewéhlte Startdichte zu gering und die Messungen konnten mit
15 x 10* Zellen/cm® wiederholt werden. Es kann basierend auf den gegeniibergestellten
Studien spekuliert werden, dass neurale Progenitorzellen eine dichteabhingige
Verdopplungszeit zwischen 1 und 3 Tagen zeigen. Eine vergleichbare Verdopplungszeit
von 2 bis 3 Tagen zeigten dagegen fetale neurale Vorliuferzellen aus dem Kortex (Sun et
al., 2008), was zusitzlich auf eventuelle Wachstumsunterschiede basierend auf der
Zellidentitdt schlieBen ldsst. Die NPZ in der vorliegenden Arbeit wurden auf die
Expression neuraler Progenitormarker untersucht und exprimierten Nestin, Pax6 und Sox2.
Die in anderen Studien auch iiber PSA-NCAM-sortierten Zelllinien (Kim et al., 2012;
Zhao et al., 2012) zeigten sich ebenfalls positiv fiir Nestin und Sox2, wobei auch dort nicht
100 % der Zellen Sox2-positiv waren. Die Ursache dafiir blieb jedoch unkommentiert. In
anderen Studien wurde gezeigt, dass nur hoch proliferative NPZ Sox2-positiv sind (Kim ef
al., 2011) bzw. die kombinierte Expression von Nestin und Sox2 als Nachweis neuraler
Stammzellen gilt (Elkabetz ef al., 2008). Es kann daher vermutet werden, dass die wenigen
Sox2-negativen Zellen in den NPZ-Kulturen der vorliegenden Arbeit mit der
unterschiedlichen Reife bzw. dem Differenzierungszustand der aus den neuralen Rosetten
gewonnenen Zellen in Zusammenhang stehen. Ferner ist es mdglich, dass bei der
Aufreinigung PSA-NCAM-negative Zellen an den PSA-NCAM-positiven Zellen hafteten
und ebenfalls sortiert wurden, so dass eine minimale Verunreinigung der Kultur entstand.
Durch die erneute Aufreinigung der Kulturen wiéhrend der friihen Passagen sollte der
prozentuale Anteil dieser Zellen jedoch gegen Null streben. In einer Studie von Yuan und
Kollegen zeigten sich die neuralen Stammzellen vergleichbar positiv fiir alle drei
Progenitormarker (Yuan et al, 2011). Die nachgewiesenen Marker klassifizierten die
generierten PSA-NCAM-selektierten Zellen in der vorliegenden Arbeit als NPZ. Dabei
lieBen sich wie schon bei den iPS keinerlei Unterschiede zwischen NPZ-Linien ohne und
mit NPC1-Mutation feststellen.

Die sich anschlieBende Differenzierung der NPZ in NDZ fiihrte zu HuC/D-, beta III-
Tubulin- und MAP2-positiven Neuronen, die mit zunehmender Reifung auch
Synaptophysin exprimierten. Es konnten keine Expressionsunterschiede beziiglich des
priasynaptischen Markers zwischen den NDZ ohne und mit NPC1-Mutation festgestellt
werden, was mit Daten aus dem Mausmodell konform ist (Xu ef al., 2011). Des Weiteren
wurden in der vorliegenden Arbeit S100- und GFAP-positive Gliazellen nachgewiesen. In
anderen Studien wurde ebenfalls die Differenzierung der PSA-NCAM-positiven NPZ in
TuJ1-positive Neurone und GFAP-positive Gliazellen nach 10 Tagen (Zhao et al., 2012)
und 3 Wochen (Kim et al., 2012) nachgewiesen. Die Differenzierung der NPZ in die
neuronale als auch in die gliale Richtung bestitigte ihr neurogenes multipotentes Potential,
welches durch den NPC1-Genotyp in der vorliegenden Arbeit nicht eingeschriankt wurde.
Gleiches wurde fiir das neuronale 1PS-basierte Modell fiir Morbus Parkinson beschrieben
(Seibler et al., 2011). Die in der vorliegenden Arbeit zusétzlich gezeigten zeitabhéngigen
Expressionsanalysen von neuronalen und glialen Markern sind nach aktuellem
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Kenntnisstand die einzigen vergleichbaren Analysen fir PSA-NCAM-sortierte und
neuronal differenziere Zellen generiert aus patientenspezifischen iPS. Die nach 5 Wochen
Differenzierung beschriebenen hohen Anteile der glialen Population an der
Gesamtpopulation erkldrten sich nach der immunzytochemischen Firbung als eine Art
unterstiitzende Grundschicht fiir die sich entwickelnden Neurone. Eine Studie von 2012
zeigte vergleichbare Kokultivierungen von iPS-abstammenden Neuronen auf einer fetalen
kortikalen Rattenprimérkultur, die der Bildung eines intakten neuronalen Netzwerkes
binnen zweier Tagen diente, wobei aber nach 7 Tagen alle humanen Neurone abstarben
(Braun et al., 2012). Die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Bildung von Gliazellen
wihrend der Neurogenese scheint demnach unterstiitzend zu wirken und sichert damit das
Langzeitiiberleben der Neurone in vitro. Hinsichtlich des massiv erhohten GFAP-Anteils
der NDZ-Linie mit homozygoter NPC1-Mutation sowie des leicht erhohten GFAP-Anteils
der compound heterozygoten NPC1-Linie gegeniiber der Kontrolle kann nur spekuliert
werden, ob es an einer NPCl-bedingten erhohten Gliose liegt, wie sie bereits im
Mausmodell beschrieben wurde (German et al., 2002; Pressey, Sarah N R et al., 2012),
oder ob es auf dem beschriebenen unterschiedlichen Differenzierungspotential einzelner
iPS-Linien basiert (Hu et al., 2010). Die Aufklarung dieser Beobachtung bedarf weiterer
Analysen.

Die NDZ wurden beziiglich ihrer Funktionalitit auch elektrophysiologisch untersucht und
zeigten unabhingig von ihrem Genotyp strominduzierte Aktionspotentiale sowie
spannungsabhingige Natrium- und Kaliumstrome bereits nach ein bis zwei Wochen
Differenzierung. Diese Strome wurden sehr wahrscheinlich durch spannungsgesteuerte
Natrium- und Kaliumkanile vermittelt und sind, neben der Féhigkeit Aktionspotentiale zu
bilden, typische Charakteristika von Neuronen. Gleiche Ergebnisse konnten auch in einer
Studie fiir iPS-abstammende humane Neurone nach 2-monatiger Differenzierung auf
Mausastrozyten préisentiert werden (Falk et al, 2012). Dort wurde der Nachweis
spannungsaktivierter Natriumkanidle bzw. Kaliumkanile durch die selektive Kanalblockade
mittels Tetrodotoxin bzw. 4-Aminopyridin erbracht. Auch Aktionspotentiale konnten nach
Strominjektion gemessen werden und unterstiitzten damit die elektrophysiologische
Funktionalitdt der generierten Neurone. Des Weiteren konnten auch in kommerziell
verfligbaren iPS-abstammenden humanen Neuronen mit unreifem Vorderhirnphidnotyp
spannungssensitive Natriumkanéle nach rund einer Woche Zellkultivierung nachgewiesen
werden (Dage et al., 2014). In einer anderen Studie zeigten humane hippocampale
Neurone, die aus iPS generierten worden waren, in Kokultivierung mit kommerziellen
humanen hippocampalen Astrozyten ebenfalls Natrium- und Kaliumstrome sowie
strominjizierte Aktionspotentiale nach 4 Wochen Differenzierung (Yu ef al., 2014). Die in
der vorliegenden Arbeit generierten NDZ zeigten aullerdem nach einer
Differenzierungsdauer von iiber 50 Tagen spontane postsynaptische Strome. Diese konnten
in den vergleichenden Studien bereits nach 4 (Yu et al., 2014) und 8 Wochen (Falk et al.,
2012) gezeigt werden. Zusammengefasst lassen die in der vorliegenden Arbeit
elektrophysiologischen Untersuchungen auf funktionale neuronale Zellen schlieBen und
unterstiitzen damit die Eignung der generierten NDZ als neuronales in vitro-Modell.
Umfassende elektrophysiologische Analysen beziiglich exprimierter spannungsabhéngiger
Ionenkanédle wie Natrium-, Kalzium- und Kaliumkanéle oder ligandenaktivierter GABA-
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oder Glutamatkanile stehen noch aus. Auch der Neuronentyp muss noch definiert werden
hinsichtlich GABAerger, glutamaterger bzw. cholinerger Identitit. Von besonderem
Interesse sind Untersuchungen in Bezug auf beschriebene NPC1-bedingte Unterschiede in
der synaptischen Vesikelfreisetzung (Xu et al., 2010) und Kalziumhomoostase (Lloyd-
Evans et al., 2008).

5.3 NPCI-Phinotyp

Das Hauptcharakteristikum von NPC1 ist die Akkumulation von freiem nicht verestertem
Cholesterol in den Zellen, was mittels Filipin-Farbung visualisiert werden kann. Dabei
ergibt sich fiir NPCI1-Fibroblasten mit klassischer Biochemie ein stark fluoreszierendes
Féarbemuster um den Zellkern (Vanier et al., 1991).

5.3.1 Cholesterolakkumulationen in Fibroblasten

In der vorliegenden Arbeit konnte der NPCI1-Phinotyp in den verwendeten
Patientenfibroblasten eindeutig nachgewiesen werden. Dabei zeigten die Fibroblasten mit
der noch unbeschriebenen homozygoten NPCI1-Mutation einen klassischen Phénotyp in
den meisten Zellen, wohingegen die Fibroblasten mit bereits beschriebener compound
heterozygoter NPC1-Mutation diesen gleichermaf3en in allen Zellen aufwies.

5.3.2 Cholesterolakkumulationen in iPS

Nach Generierung der patientenspezifischen iPS wurde in ihnen der NPCI-Phénotyp
tiberpriift und ermoglichte die zweifelsfreie Unterscheidung zwischen gesunden und
NPC1-iPS. Dabei unterschied sich das Farbemuster in den iPS grundlegend von dem in
Fibroblasten auf Grund der Zellgro8e. Wiahrend in Fibroblasten flidchige fluoreszierende
Areale um den Zellkern deutlich zu erkennen waren, findet man in iPS nur fluoreszierende
Punkte stellvertretend fiir das in den spiten Endosomen/Lysosomen eingeschlossene
Cholesterol. Die Quantifizierung des Cholesterolgehaltes ergab fiir die gesunden iPS einen
Wert zwischen 12 und 13 pg/mg Protein und fiir die iPS mit NPCI1-Mutation einen Wert
von rund 16 pg Cholesterol/mg Protein. Dieser signifikante Unterschied war unabhéngig
von der vorliegenden homozygoten oder compound heterozygoten Mutation. Der Phianotyp
blieb also mit der Reprogrammierung erhalten und wurde nach derzeitigem Kenntnisstand
das erste Mal iiberhaupt in Stammzellen mit NPC1-Defizienz nachgewiesen.

5.3.3 Cholesterolakkumulationen in NPZ

Die generierten NPZ wurden ebenfalls mit Filipin gefarbt und zeigten in den NPC1-Linien
zum einen ein gepunktetes und zum anderen ein flidchig helles Farbemuster. Dadurch war
die Unterscheidung der Linien nicht eindeutig gegeben und wurde nachfolgend mit einer
Lysosomenfarbung besser veranschaulicht, die die Haufung saurer Kompartimente verteilt
in den NPC1-NPZ zeigte. Die anschlieBende Quantifizierung des Gesamtcholesterols ergab
fiir die Zellen ohne NPC1-Mutation rund 15 pg Cholesterol/mg Protein und fiir die Linien
mit NPC1-Mutation Werte von rund 17 und 21 pg Cholesterol/mg Protein. Ein
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Unterschied zu den Kontrollzellen war vorhanden, wenn auch in unterschiedlicher
Auspriagung. Die Werte waren insgesamt hoher als in den zuvor untersuchten iPS, was
eventuell mit der hoheren Entwicklungsstufe der NPZ in Zusammenhang stehen kann. Des
Weiteren proliferierten die iPS langsamer und wurden nur einmal pro Woche passagiert,
wohingegen die NPZ schneller proliferierten und dadurch eventuell auf mehr Cholesterol
entwicklungsbedingt angewiesen waren. Auch die Visualisierung sowie Quantifizierung
von Cholesterol in humanen NPZ ist nach derzeitigem Kenntnisstand das erste Mal
vorgenommen worden, da sich nichts Vergleichbares in der Literatur finden lasst.

5.3.4 Cholesterolakkumulationen in NDZ

Im Gegensatz zu den NPZ zeigten die NDZ mit NPCIl-Mutation einheitlich eine
Cholesterolakkumulation in Form von fluoreszierenden Punkten nach Filipin-Farbung, die
mit zunehmender Differenzierungsdauer an Deutlichkeit gewann. Auch andere
Arbeitsgruppen wiesen Cholesterol in NPCl-defizienten humanen Neuronen nach
(Bergamin et al., 2013; Ordonez et al., 2012). Daneben wurden auch in tierischen
Zellmodellen Cholesterolakkumulationen in Neuronen als NPC1-Phénotyp belegt. So
zeigten sowohl primére Rattenneurone aus dem Hippocampus (Tashiro et al., 2004) als
auch primire murine Zervikalganglien (Karten et al., 2002) nach Induktion des NPCI1-
Phinotyps mit der Substanz U18666A intrazelluldre Filipin-Férbungen. Gleiches wurde in
priméren Neuronen aus dem Zerebellum von NPC1-Maiusen (Peake & Vance, 2012) sowie
in priméiren neonatalen Neuronen aus dem Kortex von NPC1-Miusen (Meske et al., 2014)
nachgewiesen. Hirnschnitte eines NPCI1-Mausmodells zeigten eindeutig Cholesterol-
akkumulationen (Reid et al., 2004), insbesondere im Hippocampus (Lopez et al., 2011)
sowie in Purkinjezellen (Liao et al., 2007). Reid und Kollegen konnten dabei im gesamten
Hirn mit steigender Entwicklungsdauer eine Zunahme von Filipin-positiven
Cholsterolakkumulationen feststellen (Reid et al., 2004) genau so wie in der hier
vorliegenden Arbeit. Karten und Kollegen untersuchten in ihrer 2002 erschienen Studie
basierend auf dem NPC1-Mausmodell obere Zervikalganglien (Karten ef al., 2002). Dabei
konnten sie Filipin-gefarbte Vesikel in den Nervenzellen unabhingig von einer heterozygot
oder homozygot vorliegenden Mutation detektieren, genau so wie in den hier dargestellten
Ergebnissen. Des Weiteren waren fiir Karten und Kollegen keine offensichtlichen
morphologischen Unterschiede der gesunden und NPC1-Neurone beim Mikroskopieren zu
erkennen, was mit Beobachtungen der in dieser Arbeit generierten NDZ iibereinstimmt.
Wihrend jedoch in der vorliegenden Arbeit eindeutig Cholesterolakkumulationen in
einigen neuronalen Ausldufern der NDZ gezeigt werden konnten, sprechen sich Karten und
Kollegen fiir eine Akkumulation des Cholesterols in den Zellkérpern und einer
Cholsterolverarmung in den Axonen aus. Gegebenenfalls mag dieser Unterschied auf dem
Vergleich von murinen und humanen Zellen bzw. auf unterschiedlichen Zellidentititen
basieren. Fakt ist jedoch, dass bisher keine Cholesterolakkumulationen in neuronalen
Auslédufern beschrieben worden sind. Es sollte daher in Betracht gezogen werden, dass
solche Akkumulationen in humanen Neuronen zur Beeintrdchtigungen von
Transportprozessen vom Perikaryon hin zu distalen Axonen flihren konnen. Diese neu
beschriebene ,,Verstopfung einiger Axone respektive Dendriten konnte mit dem bisher
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unaufgekliartem Neuronensterben im menschlichen Hirn in Verbindung stehen und bedarf
weiterer Untersuchungen.

Die Quantifizierung ergab fiir die gesunden NDZ, NDZ mit homozygoter NPC1-Mutation
sowie NDZ mit compound heterozygoter NPC1-Mutation nach zwei Wochen etwa 19, 22
und 16 pg Cholesterol/mg Protein und nach 6 Wochen 20, 22 und 31 pg Cholesterol/mg.
Im Vergleich zu den NPZ fiel auf, dass sich der Cholesterolgehalt der gesunden Zelllinie
mit zunehmender Entwicklungsstufe weiter erhdhte, aber iiber die Differenzierungszeit
nahezu unverdndert blieb. Der Cholesterolgehalt blieb in den NDZ mit homozygoter
NPC1-Mutation iiberraschenderweise unverdndert verglichen mit ihren NPZ und erh6hte
sich auch nicht mit steigender Differenzierungsdauer. Der Cholesterolwert der compound
heterozygoten NPCI1-Linie dagegen nahm in den NDZ verglichen mit ihren NPZ ab, um
dann aber mit zunehmender Differenzierungsdauer stark anzusteigen. Ob diese nach 2
Wochen Differenzierung gemessenen Werte tatsdchlich auf einem biologischen Effekt
beruhen, ist fraglich und sollte durch weitere Messungen validiert werden.

Um einen Vergleich zu ebenfalls ausdifferenzierten Zellen zu ziehen, wurde der
Cholesterolgehalt auch in den Ursprungsfibroblasten untersucht. In oben genannter
Reihenfolge wurden in etwa folgende Cholesterolwerte ermittelt: 21, 29 und 35 pg/mg
Protein. Daraus ergab sich, dass die Werte der Kontroll-NDZ und NDZ mit compound
heterozygoter NPC1-Mutation dhnlich zu ihren korrespondierenden Ursprungsfibroblasten
waren. Einzig die Linie mit der neu beschriebenen homozygoten NPC1-Mutation zeigte in
6 Wochen differenzierten NDZ einen weit geringeren Wert im Vergleich zu ihrer
Ursprungsfibroblastenlinie.

5.3.5 Cholesterolakkumulationen nach LDL-Behandlung

Es wurde gemutmalit, dass dieser unterschiedliche Cholesterolgehalt in NDZ und
Fibroblasten auf die Kultivierungsmethoden zuriickzufiihren sein konnte. Im Unterschied
zu den humanen NPCl-Fibroblasten wurden die iPS und humanen neuralen Zellen in
serumfreien Medium kultiviert. Da Serum jedoch eine externe Cholesterolquelle darstellt,
wurden zur Vergleichbarkeit die Cholesterolfarbung und -quantifizierung in iPS, NPZ und
NDZ nach 24-stiindiger Zugabe von 10 pg/ml LDL wiederholt. LDL gilt dabei als externer
Baustein fiir Cholesterol (Brown & Goldstein, 1986). Fiir die iPS ergaben sich nach
Cholesterolbehandlung zwar keine Anderungen der bereits zuvor gemessenen Werte,
jedoch zentralisierte sich das Filipin-Farbemuster vermehrt in den NPC1-iPS. Es konnte
sein, dass die externe Cholesterolquelle innerhalb der 24 Stunden keine groe Wirkung auf
die iPS erzielte, auf Grund der, wie bereits oben beschrieben, langsamen Proliferation und
dem damit wahrscheinlich verbundenen langsamen Zellstoffwechsel.

Fiir die untersuchten NPZ mit NPC1-Mutation konnte ebenfalls eine verstirkte punktuelle
Filipin-Farbung festgestellt werden, deren Quantifizierung zwar keine signifikanten
Unterschiede zu den unbehandelten NPZ ergab, jedoch mit 4 ug Cholesterol/mg Protein
deutlich erhoht waren. Im Vergleich dazu blieb der Wert der gesunden NPZ-Linie nach
LDL-Behandlung unverindert.

Ein unverdnderter Cholesterolwert wurde ebenfalls in den gesunden NDZ festgestellt
unabhéngig von Differenzierungsdauer und LDL-Behandlung. Die zwei Wochen alten
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NDZ mit NPC1-Mutation zeigten nach LDL-Behandlung eine signifikante Erh6hung des
Cholesterolwertes um rund 3 pg/mg Protein. Nach 6 Wochen Differenzierung hatte die
LDL-Behandlung keinen Einfluss auf den Cholesterolgehalt der NDZ mit homozygoter
NPC1-Mutation, wohingegen der Cholesterolwert der NDZ mit compound heterozygoter
NPC1-Mutation signifikant abnahm. Hier kann man nur spekulieren, ob eventuell schon
myelinisierende Vorginge in der Kultur statt gefunden hatten und durch die Zugabe von
LDL ein massiver Neuronenverlust induziert wurde, der verbunden mit dem Verlust des
cholesterolreichen Myelins zu einer Abnahme des Gesamtcholesterolgehaltes fiihrte. Yu
und Lieberman zeigten erst kiirzlich in der Maus, dass NPC1-defiziente Oligodendrozyten
mit einem massiven Myelinzerfall korrelieren (Yu & Lieberman, 2013). Ob dieses
Phianomen tatsichlich die Ursache fiir den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen
massiven Cholesterolverlust nach LDL-Behandlung in der compound heterozygoten
NPC1-Linie darstellt, oder ob es sich eventuell um gar keinen biologischen Effekt handelt,
muss mit weiteren Experimenten untersucht werden.

5.3.6 Cholesterolwerte in anderen NPC1-Modellen

Die ermittelten Cholesterolwerte kdnnen mit denen aus anderen Studien verglichen werden
und zeigen Ubereinstimmungen. So ergaben Analysen von SH-SY S5-Neuroblastomazellen
(Rodriguez-Pascau et al., 2012) einen Wert von 16,2 pg Cholesterol/mg Protein, was in
etwa dem in der hier vorliegenden Arbeit gemessenen Wert in den Kontroll-NPZ
entspricht. Nach anschlieBendem NPC1-Knockdown in den SH-SYSS5-Zellen wurde ein
Wert von 35,3 pug Cholesterol/mg Protein festgestellt. Dieser Wert ist noch hoher als der in
der vorliegenden Arbeit detektierte Wert fiir die NDZ-Linie mit compound heterozygoter
NPC1-Mutation nach 6 Wochen Differenzierung. Das konnte abgesehen von den
unterschiedlichen Zellmodellen auf dem Knockdown von NPCI1 in den SH-SYS5-Zellen
basieren.

In den oberen Zervikalganglien von NPCl-defizienten Méusen wurden fiir Wildtyp-,
heterozygote NPC1- und homozygote NPC1-Zellen Werte von rund 21, 23 und 26 pg
Cholesterol/mg Protein gemessen (Karten et al., 2002). Diese sind vergleichbar mit den in
der vorliegenden Arbeit gemessenen Werten fiir die NDZ nach 6 Wochen Differenzierung,
wobei jedoch hier die Werte der homozygoten NPCI1-Linie nicht die hochsten waren.
Zuriickzufiihren ist das auf die vielféltigen pathologischen humanen Mutationen im
Gegensatz zur verfligbaren pathologischen homozygoten NPC1-Mutation im hier
angewandten Mausmodell. Des Weiteren postulierten Karten und Kollegen, dass die
Cholesterolakkumulationen durch endogene Cholesterolsynthese bedingt sind und nicht
durch Lipoproteine im Medium. Durch die Experimente in der vorlegenden Arbeit kann
bestdtigt werden, dass die Cholesterolakkumulationen in den Neuronen unabhdngig von
einer externen Cholesterolquelle vorhanden sind. Die Zugabe einer externen
Cholesterolquelle in Form von LDL hat zwar einen Effekt auf die Zellen, jedoch nur in
einem geringen MaBe und fiihrt zu keiner massiven Anderungen der Cholesterolwerte nach
24 Stunden. Ob jedoch die Akkumulationen primér durch endogene Cholesterolsynthese in
den Neuronen bedingt sind, wie Karten und Kollegen mutmalen, ist fraglich. Es wurde in
Mausstudien gezeigt, dass postmitotische Neurone nur in sehr geringem Mal
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Cholesterolsynthese betreiben konnen und auf die Unterstiitzung von Gliazellen und deren
synthetisierten Lipoproteine angewiesen sind (Quan et al., 2003; Pfrieger & Ungerer,
2011). Es deutet also eher auf ein Zusammenspiel von intern synthetisiertem und extern
neu aufgenommenem Cholesterol hin, das letztendlich akkumuliert.

Die separate Analyse von NPCl-defizienten murinen Gliazellen unter serumfreien
Kulturbedingungen (Karten et al., 2005) ergab Cholesterolwerte fiir Wildtyp-,
heterozygote NPC1- und homozygote NPC1-Zellen von 23, 24 und 29 pg/mg Protein.
Diese Werte sind mit denen in der vorliegenden Arbeit von 6 Wochen alten NDZ
vergleichbar und zeigen sich nur leicht erhoht gegeniiber den von der gleichen Gruppe
geschilderten Cholesterolwerten der bereits beschriebenen Zervikalganglien. Erklart
werden konnen diese leicht hoheren Werte sicherlich damit, dass Gliazellen im Gegensatz
zu postmitotischen Neuronen eine aktive Cholesterolsynthese betreiben.

Analysen in humanen NPCI-Fibroblasten ergaben sehr unterschiedliche Werte. In
Fibroblasten von gesunden Patienten wurden Werte zwischen 37 und 54 pg
Cholesterol/mg Protein detektiert und in Fibroblasten von NPC1-Patienten schwankten die
Werte zwischen 67,5 und 199 ng Cholesterol/mg Protein (Harzer & Kustermann-Kuhn,
2001). In diesem Bereich lagen auch die von Xu und Kollegen gemessenen Werte mit rund
38 ung Gesamtcholesterol/mg Protein in gesunden Fibroblasten gegeniiber 85 pug
Cholesterol/mg Protein in NPC1-Fibroblasten (Xu ef al., 2012). Yu und Kollegen hingegen
wiesen rund 22 pg Cholesterol/mg Protein in gesunden Fibroblasten gegeniiber rund 30 pg
Cholesterol/mg Protein in NPC1-Fibroblasten nach (Yu et al., 2012). Diese Werte sind
nahezu identisch mit den gemessenen Werten aus der Gruppe um Daniel S. Ory (Frolov ef
al., 2003) und sind vergleichbar mit den in der vorliegenden Arbeit ermittelten Werte.
Cholesterolanalysen in chinesischen Hamsterovarienzellen (Kosicek et al., 2010) zeigten
neben einer positiven Filipin-Fiarbung ebenfalls einen erhohten Cholesterolgehalt in
Knockout-Zellen gegeniiber den Wildtyp-Zellen. Allerdings wurde nur ein
Cholesterolgehalt von rund 2 pg/mg Cholesterol in der Mutante gemessen gegeniiber 1 ug
Cholesterol/mg Protein in den Wildtyp-Zellen. Der NPC1-Phéinotyp lie8 sich also in
diesem Modellsystem zwar nachstellen, jedoch ist er nicht vergleichbar mit dem in der
vorliegenden Arbeit und bietet auch auf Grund des Zelltyps kein geeignetes Modell zur
Analyse neuronaler Pathomechanismen von NPC1.

Insgesamt sind die analysierten Cholesterolwerte in den humanen neuralen Zellen dhnlich
zu denen aus anderen Studien. Ob jedoch die breiten Schwankungen in den
Cholesterolwerten der Fibroblasten in anderen Studien messbedingt sind, oder tatsichlich
auf der spezifischen Mutation beruhen, bleibt offen. Es wire dabei interessant zu
analysieren, ob auch der Cholesterolgehalt in den daraus generierten NPZ bzw. NDZ
ebenfalls so stark erhoht ist.

5.3.7 GM2-Akkumulation

Die Anhdufung des Sphingolipids GM2 ist ein weiterer Phanotyp von NPC1 (Vanier,
1999). In der vorliegenden Arbeit wurde GM2 in einem sehr geringen Malle in
proliferierenden NPZ unabhingig ihres Genotyps nachgewiesen. In NDZ nahmen die
GM2-Firbungen tiber die Zeit zu und unterschieden sich in 6 Wochen alten NDZ mit
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NPC1-Mutation signifikant von den Kontroll-NDZ in einer stirkeren punktuellen Farbung.
GM2 wurde ebenfalls von Bergamin und Kollegen in ihren aus MAS gewonnenen
neuronalen Zellen analysiert (Bergamin et al., 2013). Sie konnten ebenso kaum GM2 in
proliferierenden Zellen detektieren, wohingegen rund 20 % der differenzierten Zellen eine
GM2-positive Farbung dhnlich zu den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit zeigten.
Allerdings lokalisierte sich die GM2-Fiarbung in den MAS-abstammenden Neuronen
ausschlieBlich in den Perikarya, wohingegen die GM2-Féarbung in der hier vorliegenden
Arbeit auf dem gesamten neuronalen Netzwerk lokalisiert war. In dhnlicher Form wurde
das auch in humanen Hirnschnitten gezeigt (Zervas et al., 2001) und unterstiitzte damit das
in der vorliegenden Arbeit generierte Modell hinsichtlich der Ndhe zum in vivo-System. In
der vorliegenden Arbeit unterschied sich das GM2-Féarbemuster stark vom Filipin-
Féarbemuster. Demnach ist eine Kolokalisation unwahrscheinlich. In Mausstudien wurde
bereits gezeigt, dass keine signifikante Kolokalisation von Cholesterol und GM2
nachzuweisen ist (Zhou et al., 2011), bzw. dass Cholesterol und GM2 nur partiell in den
spiaten Endoyomen/Lysosomen kolokalisieren (Zervas et al., 2001). Als Bestandteil von
Membranmikrodomainen (Simons & Vaz, Winchil L C, 2004) kdnnte GM2 diese durch
ihre gepunktete Féarbung lokalisieren. Es wurden aber fir NPCI1-Neurone auch die
vermehrte ektopische Dendritenbildung beschrieben (Zervas et al., 2001) und gemutmalt,
dass sie zur Ausscheidung von tiberschiissigem GM2 dienen (Walkley & Suzuki, 2004),
wobei das noch mit Experimenten zu belegen ist. Eine Mausstudie von 2003 beschreibt ein
fiir NPC1 und GM2/GD2-Synthase doppelt defizientes Tiermodell und beobachtet neben
der nicht vorhandenen GM2-Akkumulation in den Neuronen, bedingt durch den
Knockdown des Syntheseenzyms, eine nicht vorhandene Cholesterolakkumulation
(Gondré-Lewis et al., 2003). Diese Studie fiihrt zu der Annahme, dass
Cholesterolakkumulationen nur als Folge von GM2-Akkumulationen auftreten. Die in der
vorliegenden Arbeit generierten NPZ widerlegen jedoch diese Annahme. Es kann nur
spekuliert werden, ob sich eventuell mit zunehmendem Reifegrad der Neurone die GM2-
und Cholesterolakkumulationen gegenseitig bedingen.

Zusammengefasst ist die in der vorliegenden Arbeit gezeigte GM2-Féarbung ein weiteres
NPCl1-typisches Charakteristikum, wodurch das vorgestellte humane neuronale in vitro-
Modell noch vergleichbarer mit dem humanen in vivo-System wird.

5.3.8 Zusammenfassung NPC1-Phianotyp

Es ergeben sich aus den Analysen des NPCI1-Phénotyps in iPS, NPZ und NDZ folgende
Schlussfolgerungen:

(1) Pluripotente Stammzellen mit NPC1-Mutation zeigen einen héheren Cholesterolwert
als Kontroll-iPS, wobei sich dieser nicht zwischen einzelnen Mutationen und Klonen
unterscheidet.

(2) iPS konnen kurzzeitige Cholesterolexpositionen, wahrscheinlich auf Gund ihrer
langsamen Stoffwechselaktivitit, ohne Anderungen ihres Cholesterolgehaltes
tiberstehen.
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(3) Mit zunehmender Differenzierung steigt der Cholesterolgehalt in den neuralen
Progenitorzellen an. Klare Unterschiede im Cholesterolgehalt zwischen Zellen mit
und ohne NPC1-Mutation scheinen mutationsabhéngig zu sein.

(4) Neurale Progenitorzellen mit NPCI1-Mutation antworten auf eine kurzzeitige
Cholesterolexposition mit einer tendenziellen Erh6hung ihres Cholesterolgehaltes.

(5) Neuronal differenzierte Zellen mit NPCI1-Mutation zeigen erst nach 6 Wochen
Differenzierung einen signifikant hoheren Cholesterolgehalt als die Kontrollzellen,
was auf eine zeitabhdngige Cholesterolakkumulation hinweist. Aulerdem
unterscheiden sich die Linien mit verschiedenen NPCI-Mutationen ebenfalls
signifikant von einander, was eventuell auf eine Genotyp-Phénotyp-Korrelation
schlieBen lésst.

(6) Kurzzeitige Cholesterolexpositionen fithren nur in zwei Wochen differenzierten
neuronalen Zellen mit NPC1-Mutation zu einer Erhhung des Cholesterolgehaltes,
wohingegen nach 6 Wochen mutationsabhéngig eine mehr oder weniger starke
Erniedrigung des Cholesterolgehaltes auftritt.

(7) Vermehrte GM2-positive Farbungen sind ausschlielich in terminal differenzierten
neuronalen NPCl-Zellen nachweisbar. Nach 6 Wochen Differenzierung
unterscheiden sich die neuronalen Zellen mit NPC1-Mutation signifikant von den
Kontrollzellen und ebenfalls untereinander, was erneut auf eine Genotyp-Phinotyp-
Korrelation schlieBen lasst.

(8) Wiéhrend die 6 Wochen differenzierten neuronalen Zellen mit compound
heterozygoter NPC1-Mutation den hoheren Cholesterolgehalt zeigen und dafiir den
niedrigeren Wert nach der GM2-Farbung, verhalten sich die neuronalen Zellen mit
homozygoter NPC1-Mutation genau reziprok. Neben einer eventuellen Genotyp-
Phénotyp-Korrelation konnte das auf eine mogliche Abhingigkeit von Cholesterol-
akkumulation und GM2-Expression in humanen neuronalen NPC1-Zellen hinweisen.

5.4 Vergleich des generierten humanen neuronalen NPC1-Modells mit bereits
bestehenden neuronalen NPC1-Modellen

Das wihrend dieser Arbeit entstandene iPS-basierte humane neuronale Modell fiir eine
noch unbeschriebene homozygote und eine heterozygote NPCI1-Mutation (Trilck et al.,
2013) ist das erste seiner Art und zeigt zwei grofle Vorteile auf: (1) die Generierung NPC1-
patientenspezifischer iPS erdffnet den Zugang zu einem breiten Spektrum an Zellen mit
unterschiedlichen NPC1-Genotypen und deren nicht korrelierenden Phanotypen und (2)
die terminale Differenzierung der patientenspezifischen iPS in NDZ macht die Forschung
an humanen neuronalen Zellen mit typischem NPC1-Phénotyp mdglich, was 2012 noch ein
unerschlossenes Forschungsgebiet war (Swaroop et al., 2012).

Im Vergleich dazu wurde in einer ebenfalls 2013 erschienenen Studie ein humanes
neuronales NPCI1-Modell aus patientenspezifischen multipotenten adulten Stammzellen
vorgestellt (Bergamin et al., 2013). Gewonnen wurden die MAS aus primdren oder
kommerziellen Fibroblastenkulturen mit einem klassischen Phénotyp fiir NPC1 &hnlich
wie in der hier vorliegenden Studie, jedoch wurden keine integrierenden Faktoren und nur
Fibroblasten bis zur dritten Passage verwendet. Die gewonnenen MAS zeigten keinerlei
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Unterschiede zwischen NPCI- und Kontroll-Zellen hinsichtlich Morphologie und
Expression ausgewéhlter Stammzellmarker. Das Gleiche konnte auch fiir die in der
vorliegenden Arbeit generierten iPS beobachtet werden, allerdings waren diese
morphologisch vollig unterschiedlich zu den MAS. Die aus MAS generierten neuronalen
Zellen zeigten nach 7 Tagen Differenzierung kaum neuronale Ausldufer, aber priasentierten
einen neuronalen Phanotyp hinsichtlich Expression von NeuN und MAP2. Dabei wiesen
NPCl1-Zellen eine geringere Expression von NeuN auf im Gegensatz zu den
Kontrollzellen. Vergleichend wurde in der vorliegenden Arbeit der neuronale Phénotyp in
den iPS-abstammenden Neuronen (mit langen Auslédufern und dichter Netzwerkbildung)
tiber beta III-Tubulin und MAP2 nachgewiesen und es waren keine Ungleichheiten
zwischen NPC1- und Kontrollneuronen erkennbar. Die Unterschiede in den beiden
Arbeiten mogen neben den zugrunde liegenden unterschiedlichen Stammzellarten
eventuell auch auf der spezifisch entwickelten Neuronenart im jeweiligen System basieren.
Wihrend in der vorliegenden Arbeit die Neurone nicht klassifiziert wurden, sprechen sich
Bergamin und Kollegen fiir einen cholinergen Neuronentyp aus, der mit NPC1-Genotyp
langere Neuriten sowie vermehrte Neuritenausldufer und -knotenpunkte zeigt. Das wurde
in der vorliegenden Arbeit in den von iPS abstammenden Neuronen nicht weiter untersucht
und bietet einen Ansatzpunkt flir weiter filhrende Analysen. Ein anderer Unterschied
zwischen beiden Systemen ergab sich in der Entstehung glialer Zellen. Es konnte in den
von Bergamin und Kollegen generierten MAS keine Differenzierung in Gliazellen
nachgewiesen = werden, was entweder am  sehr effektiven  neuronalen
Differenzierungsprotokoll liegen kann oder aber an mangelnder Potenz der Zellen. Die mit
NPCI einhergehende Akkumulation von nicht verestertem Cholesterol und GM2 konnte in
beiden neuronalen Modellen detektiert werden, wenn auch mit unterschiedlicher
Ausprigung. Zusammengefasst ist das MAS-basierte neuronale Modell eine Chance, um
viele unterschiedliche patientenspezifische NPCI1-Mutationen und deren neuronale
Auswirkungen zu untersuchen. Jedoch bringt es neben den Vorteilen der schnellen
transgenfreien Generierung und Nutzung bestehender Zelllinien auch Nachteile
hinsichtlich frither Passagenverwendung, untypischer Neuronenmorphologie sowie
mangelnder Nachweise multipotenter neuraler Differenzierungsfahigkeit mit sich.
Dahingegen scheint das in der vorliegenden Arbeit beschriebene neuronale Modell
basierend auf patientenspezifischen iPS vielversprechender, wenn auch noch ausbaufdhig
hinsichtlich Kldrung der Neuronenidentitdt und Separation der Neurone von den glialen
Zellen.

Ein anderes humanes neuronales NPC1-Modell wurde 2012 vorgestellt und basiert auf
humanen ES (Ordonez et al., 2012). In den ES wurde das NPC1-Gen mittels shRNA
ausgeschaltet und stellte damit einen Knockdown dar. Es ist demnach nur ein in vitro-
Modell fiir die NPC1-Mutationen mit schwerem infantilem Verlauf, da ein komplett
unfunktionales NPC1-Protein in den meisten Patienten nicht vorhanden ist. Das stellt
neben der kontroversen Verwendung von humanen embryonalen Stammzellen insofern
einen Nachteil in der Erforschung von NPC1 dar, als dass der in den Zellen herbeigefiihrte
schwere Phinotyp bei Substanzscreenings mdgliche Treffer maskieren konnte. Ahnlich zu
den in der vorliegenden Arbeit generierten NPCI1-iPS zeigten die ES mit NPCI-
Knockdown keinerlei Unterschiede zu den Kontrollzellen hinsichtlich Morphologie,
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Pluripotenzmarkerexpression sowie pluripotentem Differenzierungsverhalten in vitro.
Jedoch konnten Ordonez und Kollegen keine neuralen Stammzellen nach dem Protokoll
von Yuan und Kollegen (Yuan et al, 2011) aus der NPCIl-Knockdown-ES-Linie
generieren im Kontrast zur Ursprungs-ES-Linie. Umgangen wurde dieses Problem mit
dem NPCIl-Knockdown der generierten neuralen Stammzellen aus der Ursprungs-ES-
Linie. Die generierten NPCI1-Zellen zeigten sich unauffillig in Proliferation, neuraler
Markerexpression und Differenzierung sowie untersuchter Uberlebensdauer, was sich mit
den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit deckt. Allerdings wurden von Ordonez und
Kollegen keine charakterisierenden Farbungen der differenzierten Neurone gezeigt und
keine Aussagen iiber gliale Subpopulationen getroffen, was die Beurteilung und den
Vergleich der neuralen Differenzierung unmoglich macht. Jedoch fanden die Forscher eine
erhohte Autophagie in den NPC1-Neuronen, was eventuell den Pathomechanismus der
Neurodegeneration im menschlichen Hirn erkldren konnte. Summarisch ist das von
Ordonez und Kollegen vorgestellte humane neuronale Modell gut, um grundlegend
verdanderte Mechanismen in NPC1-Neuronen mittels des induzierten schweren Genotyps
zu detektieren. Jedoch konnen die Ergebnisse nicht an NPC1-Mutationen mit milderem
Phinotyp tiiberpriift werden, was nur das iPS-basierte patientenspezifische neuronale
NPC1-Modell der vorliegenden Arbeit moglich macht.

Ein weiteres humanes neuronales Modell basierte auf einem stabilen NPC1-Knockdown in
der humanen Neuroblastomazelllinie SH-SY5Y (Rodriguez-Pascau et al., 2012). Mittels
shRNA wurde dhnlich wie bei Ordonez und Kollegen das NPC1-Gen zu 90 % inhibiert.
Erhohte Cholesterol- und GM2-Werte konnten als typische NPCI-Phénotypen in den
Knockout-Zellen festgestellt werden.

Ein transienter NPC1-Knockdown in der gleichen Zelllinie aber vermittelt durch siRNA
wurde bereits 2009 beschrieben (Zampieri et al., 2009). Auch dort zeigten die Zellen einen
NPCI1-Phénotyp in Form von massiven Cholesterolakkumulationen sowie erhohte reaktive
Sauerstoffspezies. Da in keiner von beiden Studien die Neuroblastomazellinie weiter
neuronal differenziert wurde und die Krebszelllinie mit hoher mitotischer Aktivitat
vorliegt, ist die Bezeichnung eines humanen neuronalen NPC1-Modells nur im weitesten
Sinne zutreffend. Es stellt ausschlieBlich eine Mdglichkeit dar, prinzipielle Hypothesen
zum NPCIl-Pathomechanismus zu iberpriifen und Parallelen zu den meist genutzten
NPCI1-Fibroblasten zu ziehen. Der NPC1-Knockdown in SH-SYSY ist jedoch nur sehr
eingeschrdnkt zur Erforschung des neuronalen NPCI-Phdnotyps hinsichtlich
Neurodegeneration geeignet.

5.5 Ausblick

Zusammengefasst ist das generierte NPC1-Modell der vorliegenden Arbeit das derzeit am
besten beschriebene humane neuronale in vitro-Modell fiir NPC1, das den Phénotyp von
angereichertem Cholesterol und GM2 sowie entwicklungsbedingte Verdnderungen
elektrophysiologischer Neuroneneigenschaften présentiert. Die Charakterisierung des
Modellsystems wurde in der vorliegenden Arbeit der Aufgabenstellung entsprechend sehr
umfangreich gestaltet, wobei natiirlich aber nicht alle Aspekte der NPCI-Pathologie
beleuchtet werden konnten. So sind beispielsweise in Hirnen von NPCI-Patienten
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neurofibrilldre Biindel gefunden worden (Suzuki ef al., 1995). Der Nachweis ihrer Existenz
in dem hier generierten in vitro-Zellmodell wiirde dem in vivo-Zustand eines NPCI-
Patienten noch ndher kommen und dadurch die NPCI-Pathologie noch detaillierter
simulieren. Ein weiterer Gesichtspunkt, der noch analysiert werden muss, ist die Auflosung
des NPCI1-Phédnotyps durch die Behandlung mit Cyclodextrin. Die Cholesterol-
reduzierende Wirkung von Cyclodextrin wurde bereits im Mausmodell (Davidson et al.,
2009) sowie in NPCl-induzierten humanen Neuronen beschrieben (Swaroop et al., 2012)
und fiihrt derzeit zur Erprobung des Medikaments in einer klinischen Studie Phase I
(Ottinger et al., 2014). Es ist zwar sehr wahrscheinlich, dass auch im vorliegenden
Zellmodell durch Cyclodextrinbehandlung eine Auflosung der Cholesterol- und GM2-
Anhdufungen beobachtbar ist, jedoch muss der Nachweis noch erbracht werden.

Elegant wire weiterhin die Generierung eines stabilen NPC1-Knockdowns aus den in der
vorliegenden Arbeit beschriebenen Kontroll-NPZ, die dann als Positivkontrolle in weiteren
Experimenten mitgefiihrt werden konnte. Des Weiteren ist der Neuronentyp noch
uncharakterisiert hinsichtlich glutamaterg, GABAerg oder cholinerg im Gegensatz zu den
als cholinerg charakterisierten Neuronen von Bergamin und Kollegen (Bergamin ef al.,
2013).

Trotz der noch offenen Fragestellungen, zeigt das hier beschriebene humane neuronale
Modell grofles Potential fiir die Erforschung NPCl-bedingter neurodegenerativer
Pathomechanismen. Dahingehend wére interessant, ob der in NPCl-defizienten Zellen
beschriebene reduzierte Kalziumgehalt im sauren Kompartiment und die damit verbundene
gestorte Kalziumhomoostase (Lloyd-Evans et al., 2008) ebenfalls im vorliegenden NPC1-
Modell nachzuweisen sind und ob die Authebung dieses Phédnotyps zu einer verminderten
Cholesterol- bzw. GM2-Akkumulation fiihrt.

Mit dem vorhandenen Zellsystem konnten ebenfalls die Ergebnisse von Ordonez und
Kollegen zur Autophagie iiberpriift werden. Sie postulierten 2012, dass Autophagie
vermehrt in den Zellen mit NPC1-Knockdown aktiviert ist, aber der abtransportierende
autophagische Flux gestort ist (Ordonez et al., 2012). Sie haben weiterhin beschrieben,
dass damit eine mitochondriale Fragmentierung verbundenen ist, die zur Akkumulation
von degradierten Mitochondrien in der Zelle fiihrt und speziell in Neuronen einen
schweren Phdnotyp hervorruft. Dieser konnte mit der NPCIl-bedingten neuronalen
Degeneration in Verbindung stehen, wobei sich jedoch in ihrem zelluldren Modell
keinerlei Verdnderungen in der Zellvitalitit zeigten. Im Gegensatz zu den auf humanen
Neuronen basierenden Ergebnissen von Ordonez und Kollegen verdffentlichten kiirzlich
deutsche Forscher kontroverse Ergebnisse im NPCI1-Mausmodell. Meske und Kollegen
sprechen sich darin gegen eine Induktion der Autophagie aus und verweisen auf eine
ledigliche Akkumulation von autophagischen Vesikeln im sauren Kompartiment (Meske e?
al., 2014). Es bleibt also zu {iberpriifen, ob die Mausdaten auf humane Zellen im
Allgemeinen iibertragbar sind, oder ob dort im Speziellen andere Stoffwechselvorginge
ablaufen.

Des Weiteren wurden NPC1-bedingte Verdnderungen des Intermediérfilaments Vimentin
gezeigt. Dessen Hypophosphorylierung fiihrt zur Aggregation in NPCl-defizienten
Fibroblasten und bewirkt Stérungen in Lipidtransport bzw. Lipidfreisetzung aus
Endosomen (Walter et al., 2009). Diese Storungen konnen durch die erneute
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Phosphorylierung des Vimentins mittels Proteinkinase C aufgehoben werden, wobei sich
die Aktivierung der Epsilon-Isoform der Proteinkinase C am effektivsten zeigte (Tamari et
al., 2013). Sollten diese Ergebnisse tatsdchlich in den in der vorliegenden Arbeit
generierten humanen NPCI1-Neuronen reproduzierbar sein, so stellt die medikamentose
selektive Aktivierung der Proteinkinase C ein mogliches therapeutisches Ziel dar.

Ebenfalls in Patientenfibroblasten wurde die vermehrte Freisetzung cholesterolgefiillter
Exosomen gezeigt im Vergleich zu gesunden Kontrollfibroblasten (Strauss et al., 2010).
Das konnte auf einen moglichen zellautonomen Rettungsversuch zum Ausschleusen von
iiberschiissigem Cholesterol hinweisen. Bisher ist es unbekannt, ob humane NPCI-
Neurone ebenfalls iiber diesen Mechanismus verfiigen und basierend darauf eventuell
Unterschiede im Krankheitsprogress entstehen. Vor kurzem wurde in einer anderen Studie
gezeigt, dass Neurone die Exosomenfreisetzung aus Oligodendrozyten auslosen und die
von den Neuronen aufgenommen Exosomen ihre Vitalitdt unterstiitzen (Friithbeis et al.,
2013). Es ist daher fraglich, ob die Neurodegeneration in NPC1-Patienten tatsichlich allein
auf autonomen Zellprozessen beruhen oder doch in Verbindung stehen mit einer
Kommunikation zwischen Neuronen und Gliazellen. Um diese Glia-Neuron-
Kommunikation im NPCI1-Kontext mit dem in der vorliegenden Arbeit generierten
Zellmodell nachzustellen, miisste die Mischkultur selektiert werden bzw. die NPZ
zusitzlich speziell in Oligodendrozyten differenziert werden, um eine Kokultivierung zu
ermoglichen. Auch fiir andere Experimente wire das wahrscheinlich von Vorteil und sollte
als zukiinftige Maflnahme in Betracht gezogen werden.

Zusammengefasst ergeben sich mit dem hier generierten humanen neuronalen NPC1-
Modell viele wichtige Fragestellungen, die es in der Zukunft zu untersuchen gilt.
Erweiterte Kenntnisse der NPCIl-Pathologie und damit verbundener mdglicher
therapeutischer Ziele konnen den NPC1-Patienten weltweit helfen und stellten die grofite
Motivation zur Generierung dieses Modells dar.
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6 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war es, induzierte pluripotente Stammzellen (iPS) von Patienten mit
Morbus Niemann-Pick Typ C1 (NPC1) zu generieren und neuronal zu differenzieren, um
ein humanes neuronales in vitro-Modell fiir NPC1 zu entwickeln.

Morbus Niemann-Pick Typ C1 ist eine seltene, rezessive, lysosomale Stoffwechsel-
erkrankung und wird durch Mutationen im NPC1-Gen verursacht. Diese resultieren in
einem gestorten Lipidtransport, wodurch in den somatischen Zellen von NPC1-Patienten
Cholesterol akkumuliert. Neben diesem typischen diagnostizierbaren zelluliren NPCI1-
Phianotyp gilt als weitere phéinotypische Ausprigung die Anreicherungen der
Glykosphingolipide GM2 und GM3 in neuronalen Zellen. Die Patienten zeigen vielfdltige
viszerale und neurologische Symptome, wobei die auftretende massive Neurodegeneration
bisher nicht erkldrt werden kann. Zur Aufklidrung des zu Grunde liegenden Patho-
mechanismus wiére ein humanes neuronales in vitro-Modell, wie es schon fiir andere
neurodegenerative Erkrankungen existiert, daher von Vorteil. Gegenwiértig bieten iPS, die
auf Grund ihrer Pluripotenz in theoretisch alle Zellen der drei Keimblitter differenzieren
konnen, die Moglichkeit, an humane neuronale Zellen zu gelangen, die bisher nicht
zuginglich waren.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Generierung der patientenspezifischen iPS durch
retrovirale Reprogrammierung dermaler Fibroblasten mit zwei unterschiedlichen NPC1-
Mutationen, wobei die vier klassischen Transkriptionsfaktoren OCT4, SOX2, KLF4 und c-
MYC verwendet wurden. Der pluripotente Status der iPS konnte anhand von
Morphologiestudien, Expression spezifischer Stammzellmarker sowie ihres pluripotenten
Differenzierungspotentials in vitro und in vivo belegt werden. Sie prisentierten auerdem
die NPCl-typischen Cholesterolakkumulationen, wobei der Gesamtcholesterolgehalt
signifikant hoher war als jener der Kontroll-iPS von gesunden Individuen. Es waren jedoch
keine Unterschiede der Cholesterolwerte zwischen unterschiedlichen NPC1-iPS-Linien
detektierbar, was eventuell auf das friihe Entwicklungsstadium der Zellen zuriickzufiihren
ist.

Die neurale Differenzierung der iPS und die anschlielende Sortierung der Zellen iiber den
Oberflachenmarker PSA-NCAM fiihrten zur Generierung neuraler Progenitorzellen. Sie
wurden als multipotente neurale Zellen iiber die Expression von Nestin, Pax6 und Sox2
definiert und zeigten ebenfalls die typischen Cholesterolakkumulationen. Die Analyse des
Gesamtcholesterolgehaltes ergab zwar keine eindeutigen Unterschiede zwischen den
Linien, jedoch war eine Tendenz beziiglich hoherer Werte in den Linien mit NPCI-
Mutation per se sowie zwischen den NPC1-Linien ersichtlich.

SchlieBlich wurden die neuralen Progenitorzellen terminal neuronal differenziert und
zeigten sich positiv fiir die neuronalen Marker HuC/D, beta III-Tubulin und MAP2 sowie
fiir die glialen Marker S100 und GFAP. Dabei konnte festgestellt werden, dass die
Zelllinien mit NPC1-Mutation einen hoheren Anteil GFAP-positiver Zellen zeigten als die
Kontrollzelllinien, was moglicherweise auf eine im Mausmodell bereits beschriebene
NPCl1-bedingte Gliose schlielen lassen konnte. Mit dem Nachweis der Expression des
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prasynaptischen Markers Synaptophysin und den sich darauthin anschlieBenden
elektrophysiologischen Untersuchungen konnte auch die Funktionalitdt der neuronalen
Zellen belegt werden. Die Visualisierung von Cholesterol in den Zellen zeigte nicht nur
Cholesterolakkumulationen im Soma, sondern auch deutlich in den Ausldufern der
Neurone, was im Kontrast zu existierenden Daten aus dem NPC1-Mausmodell steht und
daher eventuell ein Anhaltspunkt zur Aufklirung der degenerativen Prozesse sein konnte.
Die Analyse des Cholesterolgehaltes zeigte in 6 Wochen differenzierten neuronalen Zellen
sowohl einen signifikanten Unterschied zwischen Kontrollzellen und Zellen mit NPCl1-
Mutation als auch zwischen den untersuchten NPC1-Linien, was auf spezifische Genotyp-
Phinotyp-Korrelationen hinweist. Des Weiteren konnte in 6 Wochen differenzierten
neuronalen Zellen mit NPC1-Mutation deutlich mehr GM2 nachgewiesen werden als im
Vergleich zur Kontrolle. Dabei war auffillig, dass NPC1-Zellen mit hohem Cholesterol-
gehalt einen geringeren GM2-Wert und reziprok dazu die NPC1-Zellen mit geringerem
Cholsterolgehalt einen hoheren Wert fiir GM2 présentierten. Das weist zum einen erneut
auf eine Genotyp-Phinotyp-Korrelation hin und zum anderen liegt die Vermutung nahe,
dass eine Abhdngigkeit zwischen Cholesterol- und GM2-Akkumulationen besteht.

Der 24-stiindige Einfluss einer externen Cholesterolquelle in Form von Low Density
Lipoprotein (LDL) wurde ebenfalls in den drei Zelltypen untersucht und fiihrte zu einer
verstirkten Cholesterolfarbung in den Zellen mit teilweiser Zentrierung des Farbemusters
in iPS und neuralen Progenitorzellen. Die Analyse der Gesamtcholesterolmenge zeigte
jedoch keine Anderungen in den iPS und eine tendenzielle Erhéhung in den neuralen
Progenitorzellen. In den neuronalen Zellen hatte die LDL-Behandlung einen signifikanten
Anstieg des Gesamtcholesterols in den 2 Wochen differenzierten Zellen zur Folge, wobei
sich dieser Effekt in 6 Wochen differenzierten Zellen umkehrte.

Zusammengefasst wurden in der vorliegenden Arbeit nicht nur patientenspezifische NPC1-
iPS, sondern auch das darauf basierende erste humane neuronale in vitro-Modell fiir NPC1
generiert. Es présentiert den NPCI1-Phédnotyp hinsichtlich Cholesterol- und GM2-
Akkumulationen und bietet dadurch viele Moglichkeiten fiir weiterfithrende Forschungen,
wie z. B. Analyse des Pathomechanismus, Identifikation therapeutisch adressierbarer Ziel-
strukturen und Substanzscreenings.
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ABKURZUNGEN
8 Abkiirzungen
kA [k statistisch signifikanter Unterschied p < 0,05/0,01/0,001
°C Grad Celsius
M Mikro (10
A Ampere
Abb. Abbildung
bzw. beziehungsweise
c Zenti (107)
CO, Kohlenstoffdioxid
EB (englisch) Embryoid Body
et al. (lateinisch (et alii)) und andere
FKS fetales Kélberserum
h Stunde
iPS induzierte pluripotente Stammzell/e/n
K" Kalium
1 Liter
LDL (englisch) Low Density Lipoprotein
min Minute
m Meter
m Milli (10)
MAS multipotente adulte Stammzell/e/n
n Gruppengrofle
n Nano (10)
Na" Natrium
NDZ neuronal differenzierte Zell/e/n
NPCl1 Niemann-Pick Typ C1
NPZ neurale Progenitorzell/e/n
P Piko (107'%)
p Signifikanzwert
PBS +/+ PBS mit Kalzium und Magnesium
PBS -/- PBS ohne Kalzium und Magnesium
Pen/Strep Penizillin/Streptomycin
pH (lateinisch (potentia Hydrogenii)) negativer dekadischer
Logarithmus der Hydroniumionenkonzentration
RT Raumtemperatur
S Sekunde/n
shRNA (englisch) small hairpin RNA
Tab. Tabelle
U/min Umdrehungen pro Minute
v Volt
Xg Zentrifugalkraft
z. B. zum Beispiel
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ANHANG
9 Anhang
Tab. A.1: Zellkulturmedien und Zusiitze
Medien und Zusitze Bestell- Firma Firmensitz
nummer
Accutase 07920 Stemcell FR-Grenoble
Technologies
Ampicillin-Natriumsalz K029.2 Roth DE-Karlsruhe
[100 mg/ml, gelost in Reinstwasser]
Benzonase 1.01654.0001 | Merck DE-Darmstadt
B-27 serumfreies Supplement (50x) | 17504-044 Gibco DE-Darmstadt
Dimethyl  Sulphoxide = (DMSO) | D2650 Sigma DE-Seelze
Hybri-MAX
Dispase Smg/ml (in Hanks” Balanced | 07913 Stemcell FR-Grenoble
Salt Solution) Technologies
[1 mg/ml, in DMEM/F-12]
DMEM (1X) + GlutaMAX-I 31966-021 Gibco DE-Darmstadt
(Dulbecco’s Modified Eagle
Medium)
DMEM/F-12 (1:1) (1X) 21331-020 Gibco DE-Darmstadt
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium
F-12 Nutrient Mixture (HAM))
EGF  (epidermaler = Wachstums- | AF-100-15 Peprotech DE-Hamburg
faktor), human rekombinant
[gelost in 10 mM Essigsdure in
Reinstwasser, 0,1 % HSA]
Essigsdure A6283- Sigma DE-Seelze
100ML

fetales Kélberserum 10106-169 Gibco DE-Darmstadt
FGF2 (Fibroblastenwachstums- | GSR-2001 Amsbio UK-Abingdon
faktor), human rekombinant
[10 pg/ml, gelost in PBS -/-, 0,1 %
HSA]
Fugene9 06365787001 | Roche DE-Mannheim
Gelatine aus der Schweinehaut Typ | G1890-100G | Sigma DE-Seelze
A
[0,1 %, gelost in Reinstwasser]|
GlutaMAX (100X) 35050-038 Gibco DE-Darmstadt
HBSS (1X) 14170-088 Gibco DE-Darmstadt

(Hanks” Balanced Salt Solution)
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Medien und Zusitze Bestell- Firma Firmensitz
nummer
HSA (Humanes Albumin ,,Behring*) | E0044411F CSL Behring | DE-Marburg
20 % GmbH
Isopropanol (2-Propanol) WAL11609 | Walter CMP | DE-Kiel
1000 GmbH
Knockout DMEM 10829-018 Gibco DE-Darmstadt
Knockout Serum Replacement 10828028 Invitrogen DE-Darmstadt
Laminin I (mouse) 1 mg/ml 3400-010-01 | Trevigen US-
[10 pug/ml, in eiskaltem DMEM/F- Gaithersburg
12]
LB-Agar (Luria/Miller) X969.3 Roth DE-Karlsruhe
LB-Medium (Luria/Miller) X968.3 Roth DE-Karlsruhe
LDL (Low Density Lipoprotein) aus | L 7914 Sigma DE-Seelze
humanem Plasma
Matrigel 354277 Corning NL-
Amsterdam
MEM NEAA (100X) 11140-035 Gibco DE-Darmstadt
(Minimum Essential Medium Non-
Essential Amino Acids)
2-Mercaptoethanol 21985-023 Gibco DE-Darmstadt
mFreSR 05854 Stemcell FR-Grenoble
Technologies
mTESR1 Komplettmedium 05850 Stemcell FR-Grenoble
Technologies

PBS Dulbecco ohne Kalzium und | L 1825 Biochrom DE-Berlin
Magnesium (PBS -/-)
PBS Dulbecco mit Kalzium und | L 1815 Biochrom DE-Berlin
Magnesium (PBS +/+)
Penizillin/Streptomycin 10000U/ml / | A2213 Biochrom DE-Berlin
10000 pg/ml
PLO (Poly-L-Ornithin- | P3655-50MG | Sigma DE-Seelze
Hydrobromid)
[15 mg/ml, geldst in Reinstwasser]
Protaminsulfatsalz P4020-1G Sigma DE-Seelze
[500 pg/ml, gelost in Reinstwasser]
0,05 % Trypsin-EDTA (1X) 25300-054 Gibco DE-Darmstadt
0,25 % Trypsin-EDTA (1X) 25200-056 Gibco DE-Darmstadt
Trypsininhibitor T6522-25MG | Sigma DE-Seelze

[0,55 mg/ml, gelost in DMEM/F-12]
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Medien und Zusitze Bestell- Firma Firmensitz
nummer
Valproinsdure-Natriumsalz P4543-10G Sigma DE-Seelze
[25 ng/ml, gelost in Reinstwasser]
Y27632,2 mg 130-095-563 | Miltenyi DE-Bergisch
[10 mM, gelbst in PBS -/-] Biotec Gladbach
Tab. A.2: verwendete Plasmide
Plasmid Insert Backbone Bestellnummer | Firma Firmensitz
c-MYC 1858 MSCV Plasmid 18119 | Addgene US-
IRES GFP Cambridge
gag/pol unbekannt | MSCV Plasmid 14887
KLF4 1413 pMIG Plasmid 17227
OCT4 1083 pMIG Plasmid 17225
SOX2 954 pMIG Plasmid 17226
VSV-G 6363 pCMV Plasmid 8454
Tab. A.3: Bakterien und Tiere
Bakterien und | Stamm Bestellnummer | Firma Firmensitz
Tiere
Escherichia coli | IM109 T3005 Zymo US-Irvine
Research
Immundefiziente | SHO 474 Charles River | DE-KoIn
Maiuse, weiblich,
8 Wochen alt
Tab. A.4: Pulver und Losungen zum Férben und fiir Analysen
Losungen zum Farben und fiir Bestell- Firma Firmensitz
Analysen nummer
BSA (Albumin Fraktion V) 8076.4 Roth DE-Karlsruhe
[10 %, geldst in PBS -/-]
Carbogen - Airliquid DE-Diisseldorf
DABCO (1,4-Diazabicyclo[2.2.2]- | D27802- Sigma DE-Seelze
oktan) 500G
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Losungen zum Férben und fiir Bestell- Firma Firmensitz
Analysen nummer
DAPI  (4',6-Diamidino-2-Phenyl- | D1306 Life DE-Darmstadt
indole) Technologies
[250 ng/ml, gelost in PBS -/-]
EGTA (Ethylenglycol-bis(amino- | E4378 Sigma DE-Seelze
ethylether)-N,N,N',N'-tetraessig-
sdure)
Eindeckmedium CV-Mount 14046430011 | Leica DE-Nussloch
Eosin-Y 3800 J. T. Baker NL-Deventer
Ethanol - Zentral- DE-Rostock
apotheke

Formafix 4 % F10010G Walter CMP DE-Kiel
Filipin 08707 Polyscience DE-Eppelheim
[50 mg/ml, gelost in DMSO] Europe GmbH
Glukose-Monohydrat 1.08342.1000 | Merck DE-Darmstadt
Glycerol 1.04094.2500 | Merck DE-Darmstadt
Hamatoxylin MAYER 41-5131-00 Medite DE-Burgdorf
HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1- | H3375 Sigma DE-Seelze
piperazinyl)-ethansulfonsiure)
Kaliumchlorid 1.04936.1000 | Merck DE-Darmstadt
Kaliumhydroxidlosung 1.09918 Merck DE-Darmstadt
Kalziumchlorid-Dihydrat 1.02392.0500 | Merck DE-Darmstadt
Magnesium-ATP A9187 Sigma DE-Seelze
Magnesiumchlorid-Hexahydrat 63068-250G | Fluka DE-Seelze
Methanol 4627.2 Roth DE-Karlsruhe
Mowiol 4-88 81381-250G | Sigma DE-Seelze
Natriumazid 1.06688.0100 | VWR DE-Hannover
[2 %, gelost in PBS -/-]
Natriumchlorid 3957.2 Roth DE-Karlsruhe
Natriumdihydrogenphosphat- 1.06346.1000 | Merck DE-Darmstadt
Monohydrat
Natriumhydrogenkarbonat 1.06329.1000 | Merck DE-Darmstadt
NBT/BCIP 11681451001 | Roche DE-Mannheim
Normales Ziegenserum X0907 Dako DE-Hamburg
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Losungen zum Férben und fiir Bestell- Firma Firmensitz
Analysen nummer
PFA (Paraformaldehyd) 16005-1KG- | Sigma DE-Seelze
[4 %, geldst in PBS -/-] R
Salzsdure K025.1 Roth DE-Karlsruhe
Saponin 558255- Merck DE-Darmstadt
[0,5 %, gelost in PBS -/-] 100GM
SDS, ultra pure 2326.1 Roth DE-Karlsruhe
[20 %, gelost in Reinstwasser]
TRIS 4855.2 Roth DE-Karlsruhe
TRIS-hydrochlorid 9090.3 Roth DE-Karlsruhe
Triton-X-100 37240.01 Serva DE-Heidelberg
Tween 20 37470.01 Serva DE-Heidelberg
Waschlosung  fiir PSA-NCAM- | 130-091-221 | Miltenyi DE-Bergisch
Sortierung Biotec Gladbach
Xylol 9713.3 Roth DE-Karlsruhe
Tab. A.5: Antikorper und die eingesetzte Verdiinnung
Antikorper Bestell- | Firma Firmensitz Verdiinnung
num-
mer

Alexa Fluor 488 A11029 | Molecular | DE-Darmstadt | 1:500 bzw.
(Ziege gegen Maus IgG) Probes 1:1000 (FACS)
Alexa Fluor 488 A21042 | Molecular | DE-Darmstadt | 1:500
(Ziege gegen Maus IgM) Probes
Alexa Fluor 488 A21212 | Molecular | DE-Darmstadt | 1:500
(Ziege gegen Ratten IgM) Probes
Alexa Fluor 568 A11036 | Molecular | DE-Darmstadt | 1:500
(Ziege gegen Kaninchen Probes
IgG)
Alexa Fluor 568 A21043 | Molecular | DE-Darmstadt | 1:500
(Ziege gegen Maus IgM) Probes
Alexa Fluor 647 A21245 | Molecular | DE-Darmstadt | 1:1000 (FACS)
(Ziege gegen Kaninchen Probes
IgG)
alpha-Fetoprotein A8452 | Sigma DE-Hamburg | 1:500
(Maus IgG, monoklonal)
alpha-Tubulin T5168- | Sigma DE-Hamburg | 1:2000
(Maus IgG, monoklonal) 2ML
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Antikorper Bestell- | Firma Firmensitz Verdiinnung
num-
mer
beta I1I-Tubulin ab1820 | Abcam UK- 1:100
(Kaninchen IgG, 7 Cambridge
polyklonal)
beta-III-Tubulin sc- Santa Cruz | DE- 1:100
(Maus IgG, monoklonal) 51670 Heidelberg
GFAP (Gliales Fibrilldres | Z0334 | Dako DE-Hamburg | 1:500
Saures Protein,
Kaninchen Ig, polyklonal)
GM2 Ge- Dr. K. | US-New York | 1:10
schenk | Dobrenis
HuC/D A21271 | Invitrogen | DE-Darmstadt | 1:100
(Maus IgG, monoklonal)
Ki67 sc1540 | Santa Cruz | DE- 1:100
(Kaninchen IgG, 2 Heidelberg
polyklonal)
LAMP2 ab2563 | Abcam UK- 1:100
(Maus IgG, monoklonal) 1 Cambridge
MAP2ab (Mikrotubuli | MAB3 | Millipore | DE-Darmstadt | 1:100
assoziiertes Protein 2a und | 78
b, Maus IgG, monoklonal)
MAP2 (Mikrotubuli | AB562 | Millipore | DE-Darmstadt | 1:500
assoziiertes Protein 2, 2
Kaninchen IgG, polyklonal)
Muskelaktin MO0635 | Dako DE-Hamburg | 1:50
(Maus IgG, monoklonal)
Nanog 09- Stemgent | US-Cambridge | 1:100
(Kaninchen IgG, 0020
polyklonal)
Nestin MABI1 | R&D US- 1:50
(Maus IgG, monoklonal) 259 Minneapolis
Oct4 09- Stemgent | US-Cambridge | 1:100
(Kaninchen IgG, 0023
polyklonal)
Pax6 ab5790 | Abcam UK- 1:200
(Kaninchen IgG, Cambridge
polyklonal)
S100 70311 | Dako DE-Hamburg | 1:500
(Kaninchen IgG,
polyklonal)
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Antikorper Bestell- | Firma Firmensitz Verdiinnung
num-
mer
Sox2 ab9249 | Abcam UK- 1:100
(Kaninchen IgG, 4 Cambridge
monoklonal)
SSEA3 09- Stemgent | US-Cambridge | 1:100
(Ratte IgM, monoklonal) 0014
SSEA4 09- Stemgent | US-Cambridge | 1:100
(Maus IgG, monoklonal) 0006
Synaptophysin S5768 | Sigma DE-Hamburg | 1:100
(Maus IgG, monoklonal)
Tra-1-60 09- Stemgent | US-Cambridge | 1:100
(Maus IgM, monoklonal) 0010
Tra-1-81 09- Stemgent | US-Cambridge | 1:100
(Maus IgM, monoklonal) 0011
Tab. A.6: Kits und Partikel
Kits und Partikel | Anwendung Bestell- | Firma Firmensitz
nummer
Amplex Red | Bestimmung  der | A12216 | Life DE-Darmstadt
Cholesterol Assay | Cholesterol-menge Technologies
Endofree Plasmid | DNA-Isolierung 12362 Qiagen DE-Hilden
Maxi Kit aus Bakterien
Pierce BCA Protein | Bestimmung  der | 23225 Pierce US-Rockford
Assay Proteinmenge
Blockingreagenz Vorbereitung  auf | 130-059- | Miltenyi DE-Bergisch
fiir Mikropartikel Selektion neuraler | 901 Biotec Gladbach
Zellen
Anti-PSA-NCAM | Selektion neuraler | 130-092- | Miltenyi DE-Bergisch
magnetische Zellen 966 Biotec Gladbach
Partikel
Tab. A.7: Software
Software Zweck Firma Firmensitz
BZ image analysis application | Bildanalysen am | Keyence JP-Osaka
Keyenzemikroskop
BZ observation application Bildaufnahmen  am | Keyence JP-Osaka
Keyenzemikroskop
CellQuest Pro FACS Messung und | BD DE-Heidelberg
Auswertung
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Software Zweck Firma Firmensitz
Corel Draw 11.633 Erstellung von | Corel CA-Ottawa
Abbildungen
Magellan 6.6 Messungen mit | Tecan CH-Minnedorf
Plattenleser und
Auswertung
MiniAnalysis 6.07 Auswertung Synapto- | US-Decatur
elektrophysiologischer | soft
Messungen
NIS-Elements F 2.20 Bildaufnahmen  am | Nikon JP-Tokio
Nikonmikroskop
Prism 5.04 Erstellen von | Graph Pad | US-La Jolla
Diagrammen  sowie
statistische Analysen
Pulse/Pulse-Fit v.8.80 Auswertung HEKA DE-Lambrecht
elektrophysiologischer
Messungen
Tab. A.8: Geriite
Geritbezeichnung Typ Hersteller Firmensitz
CASY (System zur | TT 150 pm Innovatis CH-Rotkreuz
Zellzéhlung)
Dampfsterilisator 300 Varioklav DE-
OberschleiBheim
Display SM-1, SM-5 Luigs und Neumann | DE-Ratingen
Feinmechanik &
Elektrotechnik
GmbH
Durchflusszytometer FACS Calibur | BD DE-Heidelberg
Elektrodenhalter EPC10 HEKA DE-Lambrecht
Flockeneisbereiter AF-80 Scotsman IT-Mailand
Gefrierbehalter Mr. Frosty Thermo Scientific DE-Schwerte
Gefrierschrank -20 °C Comfort Liebherr DE-Ochsenhausen
Gefrierschrank -80 °C Profiline National Lab DE-Molin
Geschirrspiiler G7883 Miele Professional | DE-Giitersloh
Gewebeprozessierer TP1020 Leica DE-Wetzlar
Hitzesterilisator T6 Heraeus DE-Hanau
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Geritbezeichnung Typ Hersteller Firmensitz
Inkubator CB.150 Binder DE-Tuttlingen
Inkubator Revco Thermo Fisher | DE-Schwerte
Scientific
Inkubator RMI 3000S-9- | Thermo Fisher | DE-Schwerte
\Y Scientific
Inkubator T6 Heraeus DE-Hanau
IVF Workstation L224 K Systems DK-Birkered
Kontroller SM-1, SM-5 Luigs und Neumann | DE-Ratingen
Feinmechanik &
Elektrotechnik
GmbH
Kiihlplatte EG1150C Leica DE-Wetzlar
Kiihlschrank Comfort Siemens DE-Miinchen
Magnetriihrer mit | MSH-20A iDL DE-Nidderau
integrierter Heizplatte
Minigasbrenner GB-2001 Blazer US-Farmingdale
Mikroskop Axioskop2 FS | Carl Zeiss AG DE-Géttingen
mot
Mikroskop Biozero 8000 Keyence JP-Osaka
Mikroskop Eclipse TS100 | Nikon JP-Tokio
Mikrotom RM2265 Leica DE-Wetzlar
Minishaker MS2 IKA DE-Staufen
Paraffineinbettmodul EGI1150H Leica DE-Wetzlar
Paraffinstreckbad 25900 Medax DE-Neumiinster
Patch-Clamp-Verstarker | EPC10 HEKA DE-Lambrecht
Patchelektrodenabzieher | DMZ-Puller Zeitz  Instruments | DE-Martinsried
GmbH
pH Meter Seven Easy Mettler Toledo DE-Gieflen
Photometer Ultrospec 3100 | Amersham DE-Freiburg
PRO Biosciences
Pipettierhilfe Pipetus Hirschmann DE-Eberstadt
Laborgerite
Plattenleser GENios Tecan CH-Miénnedorf
Pumpe PM20405-86 VWR DE-Darmstadt
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Geritbezeichnung Typ Hersteller Firmensitz
Reinstwasser- 81.103 TKA DE-Niederelbert
aufbereitungsanlage
Schiittler KH2/500 Noctua AT-Wien
Schiittler Titramax 100 Heidolph DE-Schwabach
Stickstofftank RS Series 1575 | Taylor Wharton DE-Mildstedt
Thermoshaker PST-60HL-4 Lab4you GmbH AT-Wien
Trockenschrank EDI15 Binder DE-Tuttlingen
Waage AX224 Sartorius DE-Géttingen
Wasserbad AL12 Lauda DE-Lauda-
Konigshofen
Wairmehaube IH-50 Noctua AT-Wien
Wiérmeschrank Ecocell MMM DE-Planegg
Zentrifuge 7233 MK2 Hermle DE-Wehingen
Labortechnik
Zentrifuge 7Z383K Hermle DE-Wehingen
Labortechnik
Zentrifuge Avanti J-25 Beckman Coulter DE-Krefeld
Tab. A.9: Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterialien | Bestell- Firma Firmensitz
nummer
Deckgléser 1173003 Krumpholz DE-Selters
Filter 0,2 um 1902520 Nunc DE-Schwerte
Filter 0,45 pm 16555 K Sartorius DE-Géttingen
Glaskapillaren GB 150 F-10 | Science Products DE-Hofheim
Glaspasteurpipetten FB50253 Fisher Scientific DE-Schwerte
Injektionsnadel 27G 4657705 Braun DE-Melsungen
Kryovials 72.380.007 Sarstedt DE-Niimbrecht
Kulturflaschen T25 690175 Greiner Bio-One DE-Frickenhausen
Kulturflaschen T75 690175 Greiner Bio-One DE-Frickenhausen
Kulturplatten 4-well 176740 Nunc DE-Schwerte
Kulturplatten 6-well 83.1839 Sarstedt DE-Niimbrecht
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Verbrauchsmaterialien | Bestell- Firma Firmensitz

nummer
Kulturplatten 6-well mit | 27145 Stemcell FR-Grenoble
sehr geringem Technologies
Anhaftungspotential
Kulturplatten 12-well 665180 Greiner DE-Frickenhausen
Kulturplatten 24-well 83.1836 Sarstedt DE-Niimbrecht
Kulturplatten 48-well 677180 Greiner Bio-One DE-Frickenhausen
Kulturplatten 96-well 655185 Greiner Bio-One DE-Frickenhausen
Kulturschale 3,5 cm 83.1800 Sarstedt DE-Niimbrecht
Kulturschale 6 cm P93600 Biochrom DE-Berlin
Kulturschale 10 cm P93100 Biochrom DE-Berlin
Objekttrager 631-0367 VWR DE-Hannover
Pipetten 5 ml 606180 Greiner Bio-One DE-Frickenhausen
Pipetten 10 ml 607180 Greiner Bio-One DE-Frickenhausen
Pipetten 25 ml 760180 Greiner Bio-One DE-Frickenhausen
Pipettenspitzen 10 pl 70.1130 Sarstedt DE-Niimbrecht
Pipettenspitzen 200 pl 70.760.002 Sarstedt DE-Niimbrecht
Pipettenspitzen 1000 pl | 70.762 Sarstedt DE-Niimbrecht
Pipettenspitzen 1000 pl | HR-1000WS | Mettler Toledo DE-Giefen
mit extra grofler
Offnung
Reagiergefd3 1,5 ml 72.706 Sarstedt DE-Niimbrecht
Reagiergefil3 2,0 ml 72.695.004 Sarstedt DE-Niimbrecht
Spritze 1 ml 9166017V Braun DE-Melsungen
Zellschaber P99003 Biochrom DE-Berlin
Zentrifugenréhrchen 62.554.502 Sarstedt DE-Niimbrecht
15 ml
Zentrifugenr6hrchen 62.547.254 Sarstedt DE-Niimbrecht
50 ml
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