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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Morbus Niemann-Pick Typ C

Morbus Niemann-Pick Typ C (NP-C) ist eine seltene, autosomal-rezessive lysosomale
Speichererkrankung (LSD, engl. lysosomal storage disease) mit einer minimalen Inzidenz von
etwa 1:90.000 Lebendgeburten (Wassif et al. 2016). Fir NP-C sind zwei
krankheitsverursachende Gene identifiziert worden: das NPCI-Gen (Carstea et al. 1997) und
das NPC2-Gen (Naureckiene et al. 2000). Dementsprechend wird zwischen Morbus Niemann-
Pick Typ C1 (NP-C1; OMIM #257220) und Morbus Niemann-Pick Typ C2 (NP-C2; OMIM
#607625) unterschieden, wobei in 95 % der Fille eine Mutation in dem NPCI-Gen vorliegt
(Millat et al. 1999). Die Gene kodieren jeweils fiir die Cholesteroltransporterproteine Niemann-
Pick Typ C1 (NPC1) bzw. Niemann-Pick Typ C2 (NPC2), die gemeinsam den Export von
freiem Cholesterol aus spiten Endosomen und Lysosomen realisieren. Die Dysfunktion eines
der beiden Proteine fiihrt zu einer abnormalen Anreicherung von Cholesterol und sekundéren

Lipiden in diesen Kompartimenten.

Klinischer Phéinotyp des Morbus Niemann-Pick Typ C1

Die klinischen Ausprigungen des NP-CI sind &uflerst heterogen und reichen von einer
schweren, rasch todlich verlaufenden Systemerkrankung mit neonatalem Beginn bis zu einer
chronischen neurodegenerativen Erkrankung im Erwachsenenalter (Abbildung 1). Die
Lebensdauer schwankt dementsprechend zwischen einigen wenigen Tagen und mehr als 60
Jahren. NP-C1 wird als neuroviszerale Krankheit definiert, wobei sich die viszeralen und
neurologischen Symptome zu verschiedenen Zeitpunkten manifestieren und einen voneinander
unabhingigen Verlauf zeigen (Vanier 2010). Abgesehen von einer kleinen Untergruppe von
Patienten, die aufgrund einer Leberinsuffizienz bei der Geburt oder in den ersten sechs
Lebensmonaten versterben, entwickeln alle Patienten eine fortschreitende, neurologische
Symptomatik. Die systemischen Symptome, wenn vorhanden, gehen den neurologischen
immer voraus, dazwischen konnen jedoch Jahre bis Jahrzehnte vergehen. Zu den systemischen
Manifestationen zdhlen unter anderem eine neonatale cholestatische Gelbsucht und eine
isolierte Spleno- oder Hepatosplenomegalie. Bei 15 % aller Patienten fehlt diese systemische
Komponente jedoch (Vanier 2010). Die neurologischen Symptome variieren abhingig vom
Alter bei Ausbruch der Krankheit. Die hdufigsten Erscheinungsformen (etwa 60-70 %) sind die

spét infantilen und juvenilen Formen (Vanier und Millat 2003). Bei diesen Patienten besteht
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die neurologische Storung hauptsidchlich in Form einer zerebelliren Ataxie (Storung der
Bewegungskoordination), Dysarthrie (Artikulationsstorungen), Dysphagie (Schluckstérungen)
sowie einer charakteristischen vertikalen supranukledren Blickparese. Weiterhin werden héufig
Krampfe, Kataplexien und Dystonien beobachtet. Im Erwachsenenalter sind haufig

psychiatrische Storungen die ersten Krankheitsanzeichen (Walterfang et al. 2006).

Systemische (viszerale) Beteiligung
(Hepato)-Splenomaglie

Bholestasis in ~15% der Falle nicht vorhanden
Nt Manifestationsalter variiert
fetale - stets vor neurologischen Symptomen
Aszites, |Leber kann sich im Alter zuriickbilden

neonatale

(Hepato)
Hydrops = Splenomegalie
"o SE—
Geburt 1 2 % 6 10 20 30 40 50 60

[ (frth) infantil |

| spét infantil
verzogerte |
motorische | adult

Entwicklung, Gangstorungen, _ I
Ungeschicklichkeit, schulische Probleme,

Hypotonie . o
sprachliche Ataxie, (Krampfanfalle), psychiatrische Probleme,
Verzogerungen,  (Kataplexie) Ataxie, Dystonie,
Kataplexie (Demenz)

<+ Vertikale supranukleédre Blickparese e

Neurologische Beteiligung

Abbildung 1: Schema der Verlaufsformen und der neuroviszeralen Symptome bei NP-C1. Das
klinische Bild des NP-C1 ist sehr heterogen. Abhédngig von dem Auftreten erster neurologischer
Symptome unterscheidet man die perinatale, friih/spét infantile, juvenile und adulte Form. Die Schwere
der Krankheit wird durch die neurologischen Symptome bestimmt, denen systemische Symptome, wie

eine (Hepato)-Splenomegalie, vorausgehen konnen (modifiziert nach (Vanier 2010)).

Der NPC1/NPC2-vermittelte intrazellulire Cholesteroltransport

Das NPCI-Gen ist auf dem langen Arm von Chromosom 18 lokalisiert (Genlokus 18q11.2) und
wurde 1997 identifiziert (Carstea et al. 1997). Es besteht aus 25 kodierenden Exons, die sich
iiber etwa 56 kb der menschlichen genomischen DNA erstrecken (Kandakatla et al. 2014). Das
NPCI-Gen kodiert fiir ein 1278 Aminosduren grofles, ubiquitir vorkommendes,
transmembrandses NPC1-Protein der spaten Endosomen und Lysosomen (Ioannou 2000). Es
besitzt 13 Transmembrandoménen, 3 groBe und 4 kleine luminale Schleifen, 6 kleine
zytoplasmatische Schleifen, sowie einen zytoplasmatisch gelegenen C-Terminus (Davies und

Ioannou 2000) (Abbildung 2). Im Rahmen der posttranslationalen Modifikation findet eine

2
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N-Glykosylierung von Asparaginresten des Proteins statt. Insgesamt 14 Glykosylierungsstellen
sind ausschlieBlich auf der luminalen Seite des Proteins vorhanden, um es vor der Degradation
zu schiitzen (Scott et al. 2004). Das NPC1-Protein enthdlt drei Doméinen von besonderer
Bedeutung: die N-terminale Doméne (NTD), die Sterol-sensitive Domédne (SSD) und die
Cystein-reiche Schleife (CRS) (Abbildung 2, (Cianciola et al. 2011)). Die NTD (Aminosduren
25-264) auf der luminalen Seite ist von funktioneller Bedeutung, da sie in der Lage ist
Cholesterol zu binden (Infante et al. 2008a). Die SSD (Aminosduren 615-797) ist ein hoch
konservierter Bereich, den das NPCI-Protein mit anderen Schliisselproteinen der
Cholesterolhomdostase, wie z.B. NPC1L1 (engl. Niemann-Pick C1-like Protein 1), 3-Hydroxy-
3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase, SCAP und Patched, gemein hat (Karten et al. 2009).
Die SSD ist an der Regulation der Stabilitdt des NPC1-Proteins (Ohsaki et al. 2006), sowie an
dessen Transport zum spiten Endosom beteiligt (Scott und loannou 2004). Dariiber hinaus ist
die Rolle der SSD derzeit nicht abschlieend geklirt. Obwohl gezeigt wurde, dass Mutationen
in dieser Region dazu fiihren, dass ein photoaktivierbares Cholesterolanalogon nicht mehr an
NPC1 binden kann (Ohgami et al. 2004), wurde die direkte Bindung von Cholesterol an diese
Domine noch nicht nachgewiesen. Weiterhin von Bedeutung ist die CRS (Aminosduren 855-
1098), in welcher etwa ein Drittel aller Patientenmutationen lokalisiert sind (Millat et al. 2001).

Cystein-reiche Schleife (CRS)
V1023Sfs*15_

N-terminale Doméne (NTD)
11061T

P543Rfs*20

NH E612D

2

Y394H

G992R

i 0 | [ [ L)
Sterol-sensitive Doméne (SSD) COOH

Abbildung 2: Struktur des transmembrandsen NPC1-Proteins. Das NPCI-Protein besitzt 13
Transmembrandoménen, 7 luminale Schleifen und 6 zytosolische Schleifen. Rot hervorgehoben sind
drei bedeutende Dominen. Die NTD ist die cholesterolbindende Domine, die freies Cholesterol von
dem 16slichen NPC2-Protein iibernimmt. Die SSD ist ein hoch konservierter Bereich, der auch in
anderen Schliisselproteinen der Cholesterolhomoostase zu finden ist. In der CRS sind etwa ein Drittel
aller Patientenmutationen lokalisiert. Weiterhin sind die Positionen der Mutationen der in dieser Arbeit
verwendeten Zelllinien (Mut 1: 11061T/11061T; Mut 2: Y394H/Y394H; Mut 3: E612D/P543Rfs*20;
Mut 4: G992R/V1023Sfs*15; vgl. Tabelle 3.1) eingezeichnet (modifiziert nach (Cianciola et al. 2011)).
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Das NPC2-Gen ist auf Chromosom 14q24.3 lokalisiert (Naureckiene et al. 2000) und enthélt 5
Exons, die fiir das 132 Aminoséduren grole NPC2-Protein kodieren. Das NPC2-Protein ist im
Gegensatz zum NPC1-Protein ein 16sliches Glykoprotein, das in den spdten Endosomen und

Lysosomen lokalisiert ist (Vanier und Millat 2004).

Da bei NP-Cl-und NP-C2-Patienten dhnliche Phinotypen beobachtet werden, wurde friih
geschlussfolgert, dass die Proteine den intrazelluliren Cholesteroltransport gemeinsam
realisieren. Die Kenntnis der Struktur und der Lokalisation der beiden Proteine lassen einen
sequentiellen Wirkmechanismus vermuten, der derzeit wie folgt beschrieben wird (Abbildung
3): Nachdem verestertes Cholesterol in Form von Lipoproteinen niedriger Dichte (LDL, engl.
low density lipoprotein) liber eine rezeptorvermittelte Endozytose in die Zelle und schlieB3lich
in die spiten Endosomen/Lysosomen der Zelle aufgenommen wurde, wird es durch die
lysosomale saure Lipase zu freiem, unveresterten Cholesterol hydrolysiert. Das freie
Cholesterol bindet mit hoher Affinitdt an das 16sliche NPC2-Protein (Xu et al. 2007). Bei der
Bindung ist die Isooctyl-Seitenkette des Cholesterols in Richtung der hydrophoben
Seitentasche des NPC2-Proteins gerichtet, wahrend die 38-Hydroxylgruppe offen liegt (Xu et
al. 2007; Kwon et al. 2009). Anschlieend erfolgt der Transfer des Cholesterols vom NPC2-
Protein zu der N-terminalen Domine des NPCI-Proteins, welches Cholesterol in
entgegengerichteter Position, mit der 3p3-Hydroxylgruppe voraus, bindet. Dabei findet eine
direkte Bindung zwischen NPC2 und der mittleren luminalen Doméne (MLD) von NPC1 statt.
Diese Protein-Protein-Interaktion tritt nur bei einem sauren pH-Wert auf, der dem von spéten
Endosomen und Lysosomen &hnlich ist, und erfordert, dass Cholesterol an NPC2 gebunden ist
(Deffieu und Pfeffer 2011). Die Interaktion zwischen NPC1 und NPC2 ermoglicht den Transfer
des wasserunldslichen Cholesterols zwischen den beiden Proteinen zu der lysosomalen
Membran ohne die wissrige Phase im Lumen zu durchqueren. Durch diesen hydrophobic
handoff-Mechanismus wird die Kristallisation des Cholesterols verhindert (Vance und Peake
2011; Wang et al. 2010). Es ist bisher nicht abschlieBend geklért, wie der Transfer des
Cholesterols von dem NPC1-Protein {iber die lysosomale Membran zum endoplasmatischen
Retikulum (ER) bzw. zur Plasmamembran erfolgt. Kiirzlich wurde aber gezeigt, dass es einen
zentralen Tunnel gibt, der die NTD und die SSD miteinander verbindet (Qian et al. 2020). Bei
niedrigem pH-Wert findet eine Konformationsdnderung statt, bei der ein Polyprolin-Linker, der
die NTD und die erste Transmembrandomédne miteinander verbindet, die NTD in Richtung
Eingang des zentralen Tunnels ausrichtet. Es wird angenommen, dass das freie Cholesterol so

durch den Tunnel und iiber die SSD in das Zytosol transferiert wird (Qian et al. 2020).
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Zytosol

Abbildung 3: Mechanismus fiir den Cholesterolexport aus spiten Endosomen/Lysosomen. (1) Im
Lumen von spiten Endosomen/Lysosomen bindet das NPC2-Protein Cholesterol mit hoher Affinitét.
Dabei ist die unpolare Isooctylgruppe in Richtung der cholesterolbindenden Tasche gerichtet. (2) Das
NPC2-Protein interagiert direkt mit dem NPCI1-Protein, indem es an die MLD des NPC1-Proteins
bindet. Das Cholesterol wird an die NTD des NPC1-Proteins iibergeben, wobei es in entgegengesetzter
Position, mit der 3B-Hydroxylgruppe in Richtung der Bindungstasche, bindet. (3-5) Eine pH-abhéngige
Konformationsdnderung ermoglicht die Ausrichtung der NTD in Richtung eines zentralen Tunnels (rote
gestrichelte Linie), der die NTD mit der SSD verbindet. Uber einen bisher nicht vollstindig geklirten
Mechanismus wird das Cholesterol iiber die Membran der spaten Endosomen/Lysosomen transferiert
und zum ER bzw. der Plasmamembran transportiert (modifiziert nach (Long et al. 2020)). NPC2 =
NPC2-Protein; NTD = N-terminale Doméine; MLD = mittlere luminale Domine; CRS = Cystein-reiche

Schleife; SSD = Sterol-sensitive Doméine; TM1 = Transmembrandoméne 1.

Diagnostik des Morbus Niemann-Pick Typ C

Die Diagnose des NP-C ist aufgrund der vielfdltigen und zunidchst oft unspezifischen
Symptome sowie des geringen klinischen Bewusstseins, aufgrund des seltenen Charakters der
Krankheit, oftmals schwierig. Haufig kommt es zu Verzdgerungen im diagnostischen Prozess
oder sogar zu Fehldiagnosen (Lo et al. 2010). Sobald der klinische Verdacht auf NP-C besteht,
kann die Diagnose durch die Kombination von biochemischen und molekulargenetischen
Untersuchungen bestétigt werden. Lange galt der Filipintest, der an kultivierten Fibroblasten
aus Hautbiopsien von Patienten durchgefiihrt wird, als Goldstandard im Diagnoseprozess fiir
NP-C (Pentchev et al. 1985). Filipin ist ein fluoreszierendes, polyenes Makrolid-Antibiotikum,
welches von Streptomyces filipinensis synthetisiert wird und spezifisch an 33-Hydroxysterole,
wie Cholesterol, bindet (Muller et al. 1984). Es ist somit geeignet freies Cholesterol in Zellen
nachzuweisen und wird standardméBig fir in vifro Untersuchungen verwendet. Unter
Verwendung der Fluoreszenzmikroskopie kann die Anhdufung von unverestertem Cholesterol
in spaten Endosomen und Lysosomen sichtbar gemacht werden. Dabei konnen unterschiedliche
biochemische Phénotypen (klassisch, intermedidr und variant) beobachtet werden, die sich

durch einen variablen Grad an Cholesterolakkumulationen auszeichnen (Vanier und Latour




EINLEITUNG

2015). Eine Illustration der Variationsbreite, die beim Filipin-Test in Fibroblasten von NP-C1
Patienten zu beobachten ist, zeigt die Abbildung 4. Etwa 85 % aller NP-C1 Patienten weisen
einen klassischen Phénotyp auf, der sich durch eine starke Cholesterolakkumulation in Form
von fluoreszierenden Vesikeln in nahezu allen Zellen auszeichnet. Bei Zelllinien mit einem
varianten biochemischen Phénotyp ist die Gesamtfluoreszenzintensitit niedrig und dhnelt der
von Kontrollzelllinien. Wéhrend ein Grofteil der Zellen ein normales Erscheinungsbild
aufweist, zeigen nur einige wenige Zellen (10-50 %) ein schwaches Fluoreszenzmuster (Vanier
und Latour 2015). In seltenen Fillen wird ein intermedidrer Phénotyp beobachtet, bei dem die
Gesamtfluoreszenzintensitit zwischen klassischem und variantem Phénotyp liegt und nur etwa
60-90 % der Zellen positiv sind. Fiir diagnostische Zwecke ist eine solche Unterscheidung
jedoch von geringer Bedeutung, da der Filipin-Test bei diesem Phénotyp ebenso wie bei dem

klassischen Phédnotyp eindeutig positiv ausfallt.

Kontrolle klassisch variant

Abbildung 4: Illustration der Variationsbreite des biochemischen NP-C1 Phiinotyps. Die zwei
biochemischen Phanotypen nach Filipinfarbung — klassisch und variant — unterscheiden sich durch einen
unterschiedlichen Grad an Cholesterolakkumulationen (Pfeile). Kontroll-Fibroblasten zeigen insgesamt
eine sehr geringe Fluoreszenz ohne fluoreszierende Vesikel. Die Fibroblasten einer klassischen NP-C1
Zelllinie weisen eine groBe Anzahl von intensiv fluoreszierenden perinukledren Vesikeln auf, was der
lysosomalen Cholesterolakkumulation entspricht. Bei Zelllinien mit einem varianten biochemischen
Phénotyp sind nur einige wenige Zellen mit schwach fluoreszierenden, kleinen Vesikeln zu sehen.
Malstab 100 pm.

Da der Filipin-Test invasiv, sowie technisch anspruchsvoll und zeitintensiv ist, gilt inzwischen
die Untersuchung von Biomarkern als Mittel erster Wahl im diagnostischen Prozess von NP-C,
gefolgt von einer molekulargenetischen Analyse (Geberhiwot et al. 2018). Zu den Biomarkern
zahlen Oxysterole, wie Cholestane-3f3,5a,6B-triol und 7-ketocholesterol (Porter et al. 2010),
und Lysosphingolipide, wie Lyso-Sphingomyelin (Lyso-SM) und Lyso-Sphingomyelin-509
(Lyso-SM-509) (Giese et al. 2015). Diese konnen allein oder in Kombination genutzt werden,
um die Sensitivitdt und Spezifitdt zu erhohen. So zeigt Lyso-SM-509 eine Sensitivitdt von

100 %, ist aber weniger spezifisch (91 %), da es auch bei anderen Krankheiten wie der Sauren
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Sphingomyelinase-Defizienz erhoht ist. Lyso-SM ist dagegen nur bei der Sauren
Sphingomyelinase-Defizienz erhoht, daher ist ein hoher Lyso-SM-509/Lyso-SM-Quotient
spezifisch fiir NP-C (Giese et al. 2015). Im Anschluss an die Analyse der Biomarker sollte
immer eine Mutationsanalyse zum Nachweis von NP-C erfolgen (McKay Bounford und Gissen
2014). Die Identifizierung von zwei Allelen mit bekannten krankheitsverursachenden

Mutationen im NPCI-Gen bzw. im NPC2-Gen bestitigt die NP-C Diagnose.

Zellulire Pathophysiologie des Morbus Niemann-Pick Typ C1

Bisher wurden mehr als 500 NPCI-Genvarianten beschrieben (The Human Gene Mutation
Database). Darunter befinden sich sowohl missense- und nonsense-Mutationen als auch
Deletionen/Insertionen und Spleildefekte, wobei mit etwa 60 % die Mehrzahl aller Mutationen
missense-Mutationen darstellen (The Human Gene Mutation Database). Dazu zéhlt die
Mutation [1061T, die hdufig in Patienten aus Westeuropa auftritt und mit der juvenilen Form
von NP-C1 assoziiert wird (Millat et al. 1999; Park et al. 2003). Diese Punktmutation ist in der
CRS des NPC1-Proteins lokalisiert (vgl. Abbildung 2) und fiihrt zu einem loss-of-function-
Phinotyp. Durch die fehlerhafte Base an Position 3182 des DNA-Strangs (Cytosin statt
Tyrosin) kommt es zu einem Austausch der Aminosdure an Stelle 1061 der Aminosdurenkette
(Threonin statt Isoleucin). Solche missense-Mutationen resultieren auf Grund der veridnderten
Aminosduren haufig in einer Beeintrichtigung der strukturellen Faltung des Proteins (sieche
Abbildung 5). Normalerweise werden sekretorische Proteine, wie NPC1, an ER-gebundenen
Ribosomen synthetisiert und kotranslational in das ER-Lumen transportiert, wo die Anbindung
von N-Glykanen an das Polypeptid erfolgt. Der Zuckerrest wird von molekularen Chaperonen
erkannt, die durch direkte Interaktion mit dem Glykoprotein dessen Faltung unterstiitzen. Nach
korrekter Faltung wird das Protein fiir den Austritt aus dem ER freigegeben und zum Golgi-
Apparat transportiert, wo die N-Glykosylierung fortgesetzt wird. SchlieBlich wird das native
Glykoprotein zum Lysosom transportiert, wo es seine Funktion ausiiben kann (Parenti et al.
2015). Eine missense-Mutation resultiert dagegen in einer Fehlfaltung des NPC1-Proteins und
fiihrt zu einer beeintrachtigten Prozessierung im ER. Fiir die Mutation 11061T konnte dieser
Pathomechanismus im Detail beschrieben werden (Gelsthorpe et al. 2008). Das fehlgefaltete
Protein wird von der Qualitdtskontrolle des ER erkannt und im Rahmen der ER-assoziierten
Degradation (ERAD) dem Abbau durch das Proteasom zugefiihrt (Zampieri et al. 2012).
Obwohl die Funktionalitit des Proteins trotz der missense-Mutationen hiufig noch gegeben ist,
kann es aufgrund der Fehlfaltung und dem daraus resultierenden friihzeitigen Abbau, seine

Funktion als Cholesteroltransporter in der lysosomalen Membran nicht erfiillen (Abbildung 5).
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Fir die Mutation [1061T wurde dieser  Zusammenhang anhand  von
Uberexpressionsexperimenten aufgezeigt (Gelsthorpe et al. 2008). Die Uberexpression des
mutierten NPC 111%!T_Proteins in NPC1-defizienten Zellen fiihrt zu einer erhdhten Lokalisation
des Proteins in spdten Endosomen und Lysosomen und zur Komplementierung der
Cholesterolakkumulation. Dies ist auf den Anteil des NPC1"'%!T_Proteins zuriickzufiihren, der

sich korrekt falten und somit die Qualitidtskontrollpunkte des ER passieren kann (Gelsthorpe et

al. 2008).

c

=

o

N
- e - 2 Aggregation
r Fehigefaltetes L v

Kotranslatlonale roteln

Interaktion mit s
molekularen P /‘
Chaperonen\ (@— "‘

Faltungs- E |

f\\
o
g
WS IN2
!
RAD

Endoplasmatisches
Retikulum (ER)

Fap,, &€
i) i Degradation
intermediat N Natives g
/ altung Protein
r Faltung in nativey/ | Ruckstau im ER
.4 .
s © | Konformation ‘ / l
=
E a5 L —_—
g2 Austritt ausi,/ \
é::“'%ﬁ it ER. L ~ Fehlerhafte
20 Glykosylierung
8 % ( und Transport
E Glykosylierung_’,/
- und Transport
g O \L Q
&5 Mangelhafte Aktivitat
S in Lysosomen
T3
w g
L= :
‘@
Q.
%

¢ Qualitatskontrolle (QK) ‘€ Molekulare Chaperone @ ER-assoziierte Degradation
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Wihrend der Synthese der Proteine im ER unterstiitzen molekulare Chaperone kotranslational die
korrekte Faltung der Proteine. Dies geschieht durch direkte Bindung der molekularen Chaperone an das
naszierende Protein, wodurch dieses stabilisiert und eine vorzeitige Fehlfaltung verhindert wird.
Proteine, die korrekt gefaltet sind, passieren die Qualitdtskontrolle (QK) und verlassen das ER,
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des Proteins in das Zytosol, wo es im Rahmen der ERAD dem Abbau durch das Proteasom zugefiihrt
wird (modifiziert nach (Parenti et al. 2015)).
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1.2 Pharmakologische Chaperone als Therapieansatz fiir NP-C1

Derzeit gibt es keine Heilung fiir NP-C1; die einzig verfiigbare Behandlung ist die
Verabreichung des synthetischen Iminozuckers Miglustat als Substratreduktionstherapie.
Dariiber hinaus gibt es einige experimentelle Therapeutika, die zum Teil bereits in klinischen
Studien untersucht wurden. Im Folgenden wird zunichst die bestehende Therapiemoglichkeit
durch Miglustat sowie die experimentellen Therapieansédtze vorgestellt, ehe dann die
Behandlung mit pharmakologischen Chaperonen als alternativer Therapieansatz, mit dem sich

diese Arbeit beschiftigt, beschrieben wird.

Seit 2009 ist Miglustat (N-butyl-deoxynorjirimycin; Zavesca®) zur Behandlung von NP-C
durch die Europdische Arzneimittel-Agentur zugelassen (Wraith 2009). Miglustat ist ein
Iminozucker, der als reversibler Inhibitor der Glucosylceramidsynthase wirkt, welche den
primédren Schritt in der Glykosphingolipidsynthese katalysiert (Lyseng-Williamson 2014). Eine
Inhibition dieses Enzyms fiihrt folglich zu einer Reduktion der sekundédren Akkumulation von
Glykosphingolipiden bei NP-C. Da Glykosphingolipide zusammen mit Cholesterol unter
anderem in Lipid rafts organisiert sind und Cholesterol in Lipiddoppelschichten durch die
Anwesenheit von Sphingolipiden stabilisiert wird (Mesmin und Maxfield 2009), hat die
Reduktion der Sphingolipide ebenfalls einen Einfluss auf den Cholesterolgehalt. Es ist nicht
bekannt, ob die zelluldre Pathologie des NP-C1 durch die Akkumulation von Cholesterol selbst
oder durch die Dysregulation anderer Lipide, einschlieBlich Sphingolipiden, verursacht wird
(Lloyd-Evans und Platt 2010). In einer randomisierten Studie (Patterson et al. 2007) sowie in
zwei Erweiterungsstudien (Wraith et al. 2010; Patterson et al. 2010) wurde eine Stabilisierung
von neurologischen Symptomen gezeigt. Des Weiteren ist Miglustat in der Lage die Blut-Hirn-
Schranke zu iiberwinden, was im Hinblick auf die Behandlung einer neurodegenerativen
Erkrankung wie NP-C von grofler Bedeutung ist (Sitarska et al. 2021). Zu den hidufigsten
unerwiinschten Wirkungen von Miglustat zdhlen leichte bis méBige gastrointestinale
Symptome, wie Durchfall, Bldhungen und Bauchschmerzen (Lyseng-Williamson 2014; Pineda
et al. 2009). In Ermangelung einer Heilung bzw. einer Alternative, ist Miglustat ein wertvolles
Mittel zur Behandlung von klinisch relevanten neurologischen Symptomen bei Patienten mit
NP-C. Allerdings verzogert Miglustat lediglich die Progression der Erkrankung, bekdmpft aber
nicht deren Ursache. Die Etablierung einer kausalen Therapie bleibt daher weiterhin

Gegenstand der Forschung.
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Zu den vielversprechendsten experimentellen Therapieansétzen, die bereits in klinischen
Studien untersucht wurden, gehort die Behandlung mit Cyclodextrinen, insbesondere 2-
Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin (HP-B-CD). HP-B-CD ist ein zyklisches Oligosaccharid mit
einem hydrophilen AuBeren und einem hydrophoben Kern (Ohtani et al. 1989), das Sterole mit
hoher Affinitdt bindet und den lysosomalen Austritt von Cholesterol unabhéngig von NPC1-
bzw. NPC2-Proteinen realisiert (Rosenbaum und Maxfield 2011). Diese Behandlungsstrategie,
wie auch die Behandlung mit Miglustat, zielt jedoch auf eine direkte Reduktion von Lipiden
ab, wobei eine Wirkung auf den zugrundeliegenden loss-of-function-Phénotyp des NPCI1-
Proteins unberiicksichtigt bleibt. Wie bereits beschrieben, resultieren die missense-Mutationen
eher in einem Fehlfaltungsdefekt und vorzeitigem Abbau des mutierten, prdmaturen NPC1-
Proteins als in einem intrinsischen Funktionsverlust. Vor diesem Hintergrund sind
Behandlungsstrategien, welche die korrekte Faltung des mutierten NPC1-Proteins mit
funktioneller Restaktivitit zum Ziel haben, von Vorteil, da sie so den Transport zur lysosomalen
Membran und damit die Cholesteroltransportfunktion wiederherstellen. Im Allgemeinen kann
man dazu drei verschiedene Kategorien von niedermolekularen Verbindungen unterscheiden:
Proteostase-Regulatoren, chemische Chaperone und pharmakologische Chaperone (Mohamed
et al. 2017; Muntau et al. 2014).

Proteostase-Regulatoren  bieten einen generischen Ansatz zur Steigerung der
Proteostaseaktivitit. Sie wirken, indem sie die Expression und die Funktion von molekularen
Chaperonen und Regulatoren des ER-Qualitdtskontrollsystems verstirken, um die
Proteinfaltung zu erleichtern und Fehlfaltungen zu minimieren. Im Zusammenhang mit NP-C1
wurde der Effekt von Proteostase-Regulatoren beispielsweise anhand von Ryanodin-Rezeptor-
Antagonisten gezeigt (Yu et al. 2012). Der Ryanodinrezeptor ist ein Calciumkanal, der
Calciumionen aus dem ER-Lumen in das Zytosol freisetzt. Eine Inhibition des
Ryanodinrezeptors fiihrt daher zu erhhten ER-Calciumkonzentrationen, die tiber die Wirkung
von Ca?-abhingigen molekularen Chaperonen, wie Calreticulin und Calnexin (Xiao et al.
2018), die Stabilitit des NPC1-Proteins in NPC1"06!T10IT_Eibroblasten erhoht und in der
Folge zu einer verringerten Cholesterolakkumulation fiihrt (Yu et al. 2012). Weiterhin wurde
gezeigt, das Proteasom-Inhibitoren wie MGI132 (Zampieri et al. 2012) und Bortezomib
(Macias-Vidal et al. 2014) zu einem signifikanten Anstieg des NPC1!1%!T_Proteins und einer
Reduktion von freiem Cholesterol in spiten Endosomen und Lysosomen fiihren. Eine weitere
Gruppe von Proteostaseregulatoren sind Histondeacetylase-Inhibitoren (HDACis), wie SAHA
(Suberoylanilid-Hydroxamséure, Vorinostat). HDACis regulieren die Proteostase, indem sie

sowohl die Expression von molekularen Chaperonen erhéhen (Shi et al. 2007) als auch deren
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Aktivitdt direkt modulieren, indem sie den Acetylierungsstatus der molekularen Chaperone
verindern (Yang et al. 2013). So fiihren HDACis zu einer Reduktion der
Cholesterolakkumulation in NPC1-defizienten Fibroblasten (Pipalia et al. 2011; Pipalia et al.
2017). Ein weiteres Medikament zur Modulation der Proteostase, Arimoclomol, wirkt indem
es die Expression von Hitzeschockproteinen (HSP), wie HSP-70, induziert, welches als
molekulares Chaperon fungiert und entscheidend fiir die korrekte Prozessierung und Faltung
des NPC1-Proteins im ER ist (Nakasone et al. 2014; Kirkegaard et al. 2016; Sitarska et al.
2021). In einer Phase 2/3 klinischen Studie wurde gezeigt, dass Arimoclomol in der Lage ist,
die Progression von NP-C1 zu reduzieren (Mengel et al. 2021).

Chemische Chaperone, wie Glycerin, DMSO und 4-Phenylbuttersdure, imitieren die Funktion
von molekularen Chaperonen, um die Faltung des mutierten Proteins zu unterstiitzen
(Mohamed et al. 2017). Es wurde gezeigt, dass die Behandlung mit 10 % Glycerin zu einem
signifikanten Anstieg des NPC1-Proteingehalts in Fibroblasten mit verschiedenen Mutationen
fiihrt (Zampieri et al. 2012). Auch die Behandlung mit 4-Phenylbuttersdure erhoht die
NPC1"%!T_proteinmenge in Fibroblasten (Gelsthorpe et al. 2008). Chemische Chaperone
wirken jedoch unspezifisch und miissen daher in sehr hohen Konzentrationen eingesetzt

werden, was ihre Anwendung an Patienten ausschlieft (Rajan et al. 2011).

Obwohl die genannten Strategien zur Modulation der Prozessierung des NPC1-Proteins einen
positiven Effekt auf die Pathophysiologie des NP-C1 zeigen, zielt keiner der bisher diskutierten
Wirkstoffe direkt und spezifisch auf die Fehlfaltung des NPC1-Proteins ab, die bei der Mehrheit
der NP-C1 Patienten auftritt. Es besteht also ein Bedarf an spezifischen Therapeutika, die auf
den zugrundeliegenden molekularen Defekt von NP-C1 abzielen — dies wird durch den Einsatz

von sogenannten pharmakologischen Chaperonen umgesetzt.

Pharmakologische Chaperone sind chemische Molekiile mit niedrigem Molekulargewicht, die
spezifisch an ihr Zielprotein binden und dieses stabilisieren (Liguori et al. 2020). Die
Verwendung von Inhibitoren zur Erh6hung der Menge fehlgefalteter Proteine wurde erstmals
in einer Arbeit von Fan et al. im Jahr 1999 beschrieben. Die Autoren zeigten, dass die
Behandlung mit dem kompetitiven Inhibitor der o-Galaktosidase A, 1-deoxy-
galactonojirimycin (DGJ), in subinhibitorischen Konzentrationen zu einem Anstieg der
Enzymaktivitdt in Lymphoblasten von Morbus Fabry-Patienten fiihrte (Fan et al. 1999). Der
Begriff pharmakologisches Chaperon wurde erst spiter durch Morello und Mitarbeiter
eingefiihrt, die niedermolekulare Antagonisten zur Rettung von fehlgefalteten Varianten des

Vasopressin-Rezeptors beschrieben (Morello et al. 2000). Pharmakologische Chaperone sind
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nicht mit molekularen oder chemischen Chaperonen zu verwechseln. Molekulare Chaperone
umfassen eine grole Gruppe von korpereigenen Proteinen, die die Proteinfaltung unspezifisch
unterstiitzen (Arhar et al. 2021), wihrend chemische Chaperone kleine Osmolyte sind, die den
Faltungsprozess nicht-selektiv unterstiitzen (Papp und Csermely 2006). Sowohl molekulare als
auch chemische Proteinen stabilisieren also praktisch jedes Protein und haben keine spezifische
Bindungsstelle (Ringe und Petsko 2009). Pharmakologische Chaperone binden dagegen
spezifisch an Dominen oder Interdoménregionen ihres Zielproteins und stabilisieren die
Gesamtstruktur, indem sie eine Art Grundgeriist bilden, um das herum das mutierte,
fehlgefaltete Protein seine dreidimensionale Struktur annehmen kann. Sie bewirken eine
thermodynamische Stabilisierung des Proteins und verschieben so das Gleichgewicht in

Richtung der gefalteten und funktionalen Konformation (Pampalone et al. 2021).

Die Zielproteine von pharmakologischen Chaperonen koénnen sehr unterschiedlich sein,
darunter sezernierte Proteine, Transkriptionsfaktoren, lonenkanile, G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren und Enzyme, wie z.B. lysosomale Hydrolasen (Liguori et al. 2020). Der
Wirkmechanismus von pharmakologischen Chaperonen auf lysosomale Proteine ist in
Abbildung 6 dargestellt. Durch die Bindung an das Faltungsintermediat des fehlgefalteten
Proteins im ER wird die korrekte Faltung des Zielproteins unterstiitzt und dessen Abbau durch
die ERAD verhindert. Dadurch gelangt das Protein entlang des sekretorischen Weges, tiber den
Golgi-Apparat bis hin zu den Lysosomen. Das Ergebnis der Behandlung mit
pharmakologischen Chaperonen ist ein erhdhter intrazelluldrer Pool an aktivem Protein und ein
verbesserter Transport des Proteins zu seinem endgiiltigen Bestimmungsort, dem Lysosom,
wodurch es seine jeweilige Funktion wieder erfiillen kann (Parenti 2009). Die Verwendung von
pharmakologischen Chaperonen stellt besonders im Zusammenhang mit lysosomalen
Speichererkrankungen einen vielversprechenden Therapieansatz dar, da sie hdufig durch
Mutationen verursacht sind, die mit Proteinfehlfaltungen verbunden sind (Parenti et al. 2015).
Die Vorteile von pharmakologischen Chaperonen sind, dass sie oral eingenommen werden
konnen und aufgrund ihrer geringen GroBe die Blut-Hirn-Schranke iiberwinden koénnen,
wodurch sie ein Potenzial fiir die Behandlung von lysosomalen Speichererkrankungen mit

Beteiligung des Zentralen Nervensystems (ZNS), wie NP-C1, haben (Parenti 2009).
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Abbildung 6: Wirkmechanismus von pharmakologischen Chaperonen auf lysosomale Proteine.
Niedermolekulare Substanzen wirken als pharmakologische Chaperone, indem sie spezifisch an das
Faltungsintermediat des fehlgefalteten Zielproteins im ER binden und dessen korrekte Faltung
unterstiitzen. In Folge dessen, werden die mutierten Proteine nicht von der Qualitdtskontrolle des ER
erkannt und entgehen der ERAD. Es folgt der Transport entlang des sekretorischen Wegs zu den
Lysosomen, wo das mutierte Protein mit Restaktivitdt seine Funktion erfiillen kann, im Fall von NPC1
den Export von freiem Cholesterol (modifiziert nach (Parenti et al. 2015)).

Pharmakologische Chaperone der ersten Generation sind zumeist Substratanaloga, die mit
hoher Affinitdt an das aktive Zentrum fehlgefalteter Enzyme binden und als kompetitive
Inhibitoren wirken. Sie werden in niedrigen, subinhibitorischen Konzentrationen (im nano- bis
mikromolaren Bereich) eingesetzt. In Gegenwart des physiologischen Substrats dissoziieren sie
vom Zielprotein und stellen so die Aktivitit wieder her. Ein ideales Chaperon sollte daher im
ER eine gute Affinitit zum Protein aufweisen, um die Faltung zu unterstiitzen, und im Lysosom
eine gute Dissoziation vom Protein, um das aktive Zentrum wieder freizugeben und die
Funktion wiederherzustellen. Das erste Beispiel fiir die Wirksamkeit von pharmakologischen
Chaperonen bei lysosomalen Speichererkrankungen ist die Behandlung von Morbus Fabry mit

dem Iminozucker 1-Deoxygalactonojirimycin (DGJ, Freiname: Migalastat, Handelsname:
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Galafold™) (Moran 2018). DGJ bindet reversibel an das bei Morbus Fabry defekte Enzym
a-Galaktosidase A und fiihrt zu einer erhdhten Enzymaktivitit in Folge des gesteigerten
Transports der a-Galaktosidase A zu den Lysosomen (Markham 2016). Dariiber hinaus werden
pharmakologische = Chaperone fiir eine Vielzahl von  weiteren lysosomalen
Speichererkrankungen diskutiert (Boyd et al. 2013). Inzwischen wurde der Begriff
pharmakologische Chaperone der zweiten Generation eingefiihrt, um nicht-inhibitorische
Molekiile zu beschreiben, die als allosterische Modulatoren die Faltung fordern. Ihre
Bindungsstelle ist, anders als bei pharmakologischen Chaperonen der ersten Generation, nicht
das aktive Zentrum (Tran et al. 2020), wodurch das Risiko einer nachteiligen Konkurrenz mit

dem endogenen Substrat minimiert wird.

Mit einigen ersten Studien hat die Arbeitsgruppe um Ohgane pharmakologische Chaperone
auch fiir die Behandlung von NP-C1 in den Fokus geriickt (Ohgane et al. 2013; Ohgane et al.
2014; Fukuda et al. 2017; Shioi et al. 2020). Aufgrund der konformativen Ahnlichkeit zu dem
natiirlichen NPCl-Liganden, Cholesterol, wurden als erstes Oxysterole, wie 25-
Hydroxycholesterol (25-HC), als pharmakologische Chaperone fiir NP-C1 identifiziert
(Ohgane et al. 2013; Ohgane et al. 2014), gefolgt von nicht-steroidalen pharmakologischen
Chaperonen wie Phenantridin-6-on Derivate (Fukuda et al. 2017) und Itraconazol (Shioi et al.
2020). Bislang hat dies aber noch zu keiner Zulassung eines pharmakologischen Chaperons fiir

die Behandlung von NP-C1 gefiihrt.
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1.3 IPS-zellbasierte Modelle zur Untersuchung der neuroviszeralen Krankheit

NP-C1

Es existieren eine Vielzahl von Tier- sowie Zellmodellen fiir NP-C1. Da das NPC/-Gen unter
Eukaryoten hoch konserviert ist, konnen zahlreiche Organismen — von Pilzen bis hin zu
Sdugetieren — fiir die Untersuchung von NP-C1 herangezogen werden (Fog und Kirkegaard
2019). Das am haufigsten verwendete Mausmodell ist die Npcl™ Maus (BALB/cNctr-
Npc1™N/J), die durch eine spontane Mutation im NPCI-Gen entstanden ist und einen de facto
NPC1 knock-out verursacht (Pentchev et al. 1980). Solche NPC1-Null-Miuse weisen einen
extremen Phidnotyp auf, der den menschlichen NP-CI1-Phidnotyp lediglich teilweise
widerspiegelt, da nur sehr wenige NP-C1 Patienten homozygot fiir trunkierende Mutationen
sind (Fog und Kirkegaard 2019). Die meisten pathogenen Allele sind missense-Mutationen
(The Human Gene Mutation Database), die potentiell zu einer Fehlfaltung des NPC1-Proteins
fithren. Daher sind die kiirzlich generierten Mausmodelle mit missense-Mutationen von gro3em
Wert fiir die Untersuchung von NP-C1. Dazu gehéren die Modelle Npc1™™1% (C57BL/6J-
Npc1™™164/7), das die Mutation D1005G triigt (Maue et al. 2012) und Npc1m1061TDso (B6 129-
Npc1™11Ds0/1y  das die Mutation 11061T in Homozygotie trigt (Praggastis et al. 2015). Im
Gegensatz zu den NPCI-Null-Modellen, weisen diese Mausmodelle ein mutiertes NPC1-
Protein mit funktioneller Restaktivitit auf und zeigen einen milderen Phinotyp. Sie sind daher
geeignet, um aktuelle experimentelle Therapeutika wie pharmakologische Chaperone in vivo
zu testen. Neben den genannten in vivo-Modellen gibt es zahlreiche in vitro Zellsysteme zur
Untersuchung der molekularen Mechanismen von NP-C1 und zur Testung der Wirkung von
Therapien auf (sub)zelluldrer Ebene. Das am hiufigsten verwendete zelluldire Modellsystem
sind patientenspezifische Fibroblasten, die aus Hautbiopsien gewonnen werden. Obwohl
Fibroblasten ein geeignetes Zellmodell fiir die grundlegenden Aspekte der humanen NP-C1
Krankheit darstellen, sind sie moglicherweise nicht reprisentativ fiir die spezifischen zelluldren

Verdnderungen in NPC1-defizienten Neuronen und Hepatozyten.

Daher wurden in der vorliegenden Arbeit aus patientenspezifischen Fibroblasten 1PS-Zellen
generiert und diese im Sinne eines humanen krankheitsrelevanten Zellmodells fiir die

Differenzierung in neurale und hepatische Zellen genutzt.

Induzierte pluripotente Stammzellen sind, ebenso wie embryonale Stammzellen, in der Lage
sich unbegrenzt zu teilen und in Zellen aller drei Keimblétter (Ektoderm, Endoderm und

Mesoderm) zu differenzieren. Die Generierung von iPS-Zellen aus embryonalen und adulten

15



EINLEITUNG

Mausfibroblasten wurde erstmals 2006 von Takahashi und Yamanaka durch die induzierte
Expression von vier Transkriptionsfaktoren (OCT3/4, SOX2, KLF4 und c-MYC) beschrieben
(Takahashi und Yamanaka 2006). Nur ein Jahr spdter wurde diese retrovirale
Reprogrammierung zu iPS-Zellen auch fiir humane somatische Zellen gezeigt (Takahashi et al.
2007). Seitdem werden unterschiedlichste Ausgangszellen, Transfermethoden und
Reprogrammierungfaktoren zur Erzeugung von iPS-Zellen genutzt (Al Abbar et al. 2020). Die
anschlieBende Differenzierung der iPS-Zellen ermdglicht es, krankheitsrelevante Zelltypen in

groflen Mengen zu generieren und diese fiir in vitro Untersuchungen zu nutzen.

Das erste humane iPS-zellbasierte neurale Zellmodell fiir NP-C1 wurde 2013 durch unsere
Arbeitsgruppe entwickelt (Trilck et al. 2013) und seitdem fiir die Generierung von mehreren
Zelllinien mit unterschiedlichen Genotypen (Peter et al. 2017b; Volkner et al. 2020a; Volkner
et al. 2020b), sowie zur Charakterisierung von biochemischen Mechanismen und fiir
funktionelle Analysen verwendet. Das neurale Zellsystem besteht aus Neuronen und Gliazellen,
die jeweils eine zelltypspezifische Morphologie, eine linienspezifische Markerexpression
(Peter et al. 2017b) und eine neuronale elektrophysiologische Aktivitit aufweisen (Rabenstein
et al. 2017). AuBerdem wurden typische NP-C1 Krankheitsmerkmale, wie Cholesterol- und
GM2-Akkumulationen nachgewiesen (Trilck et al. 2017), sowie pathophysiologische
Merkmale wie eine reaktive Gliose (Peter et al. 2017a) und oxidativer Stress (Jiirs et al. 2020).
Neben einer neuralen Differenzierung konnen die iPS-Zellen auch als Ausgangszellen fiir die
Differenzierung in Hepatozyten-dhnliche Zellen genutzt werden, die bei NP-C1 ebenfalls
schwer betroffen sind. Bisher wurde die iPS-zellbasierte hepatische Differenzierung zur
Untersuchung von NP-C1 nur durch zwei Arbeitsgruppen durchgefiihrt (Maetzel et al. 2014;
Soga et al. 2015). In beiden Studien konnte eine signifikante Cholesterolakkumulation in den

NPC1-defizienten Hepatozyten-&hnlichen Zellen gezeigt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden neben patientenspezifischen Fibroblasten auch iPS-
zellbasierten neural differenzierte Zellen und Hepatozyten-dhnliche Zellen fiir die
Untersuchung des NP-C1 Phédnotyps und zur Testung von potentiellen pharmakologischen

Chaperonen als experimentelle Therapiemoglichkeit fiir NP-C1 genutzt.
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2 Zielstellung

Das tibergeordnete Ziel der vorgelegten Arbeit war die Identifizierung und Charakterisierung
von pharmakologischen Chaperonen zur Behandlung von Morbus Niemann-Pick Typ C1. In
Vorarbeiten wurden mittels in silico Screening aus einer Datenbank, die 2.162 von der FDA
zugelassenen Substanzen umfasst, diejenigen identifiziert, die potentiell als pharmakologische
Chaperone fiir NP-C1 wirken konnten. Im Hinblick darauf, dass es sich bei NP-C1 um eine
neuroviszerale Krankheit handelt und vorrangig das Gehirn sowie die Leber betroffen sind,
bisherige Studien sich aber zumeist auf patientenspezifische Fibroblasten beziehen, wurden in
der vorliegenden Arbeit iPS-zellbasierte neural differenzierte Zellen und Hepatozyten-dhnliche
Zellen generiert. Diese, sowie die Ausgangszellen, die patientenspezifischen Fibroblasten,
wurden fiir die Testung der potentiellen pharmakologischen Chaperone herangezogen. Durch
die Behandlung mit pharmakologischen Chaperonen soll die Maturierung mutierter NPC1-
Proteinvarianten positiv beeinflusst und deren vorzeitiger Abbau iiber die ERAD vermindert
werden. Die dadurch erhdhte NPC1-Proteinmenge in der lysosomalen Membran soll zu einer
Reduktion der Cholesterolakkumulation in den Zellen fiihren und so die Pathophysiologie des

Morbus Niemann-Pick Typ C1 verbessern.
Daraus ergeben sich folgende Zielstellungen fiir die Arbeit:

o Generierung und Charaktersierung von iPS-Zellen aus patientenspezifischen Fibroblasten
o Differenzierung der iPS-Zellen in neural differenzierte und Hepatozyten-dhnliche Zellen
o Beschreibung der Pathophysiologie in den verwendeten NP-C1 Zelllinien
o Die Untersuchung potentieller pharmakologischer Chaperone im Hinblick auf die
Verbesserung der Pathophysiologie des NP-C1 in patientenspezifischen Fibroblasten,
neural differenzierten und Hepatozyten-dhnlichen Zellen, mit Schwerpunkt auf:
o den Cholesterolgehalt
o die Proteinexpression und die Maturierung mutierter NPC1-Proteine

o die subzelluldare Lokalisation des mutierten NPC1-Proteins
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die in Tabelle 3.1 und Tabelle 3.2 aufgefiihrten Zelllinien
verwendet. In Tabelle 3.1 sind sdmtliche Kontroll- und NP-C1-Zelllinien gelistet, welche im
Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht wurden. Dabei handelt es sich um vier
Kontrollzelllinien und vier NPCl-defiziente Zelllinien. Jeweils drei Zelllinien sind von
mannlichen Spendern und eine ist von einer weiblichen Spenderin. Aus Griinden der
Ubersichtlichkeit wurden zwei der drei mannlichen Kontrollzelllinien (Kon A1 und Kon A2)
von der Darstellung und Diskussion im Ergebnisteil ausgeschlossen, da sie nicht signifikant
unterschiedlich zu der Kontrollzelllinie Kon A waren. Sie sind der Vollstdndigkeit halber aber

dennoch im Anhang aufgefiihrt (Abbildung 43 bis Abbildung 45).

Tabelle 3.1: Verwendete Kontroll- und NP-C1-Zelllinien

Bezeichnung | Zelllinie-Klon | Allel 1 Allel 2 Geschlecht

Kon A GMO08398-1? - - ménnlich

Kon Al #2062-2° - - méinnlich

Kon A2 GMO05659-5? - - méinnlich

Kon B KTRL28-5° - - weiblich

Mut 1 GM18453-8* p.11061T p.11061T ménnlich
(c.3182T>C) (c.3182T>C)

Mut 2 A113011-3°¢ p-Y394H p-Y394H ménnlich
(c.1180T>C) (c.1180T>C)

Mut 3 GM18436-1° p.E612D p.P543R{s*20 ménnlich
(c.1836A>C) (c.1628delC)

Mut 4 DD-NPC1-12° | p.G992R p.V1023Sfs*15 weiblich
(c.2974G>C) (c.3066 3073delinsT)

2 Coriell Institute, Camden, USA; ® Universitit Dresden, DE; Centogene AG, Rostock, DE

Die Tabelle 3.2 enthélt alle Zelllinien, die fiir die Generierung und Kultivierung von iPS-Zellen

verwendet wurden.

Tabelle 3.2: Verwendete Zelllinien

Zellart Zelllinie Zweck Hersteller
Humane embryonale HEK293FT Virusgenerierung | Invitrogen/Life
Nierenzellen (HEK-Zellen, Technologies,
engl. human embryonic Carlsbad, USA
kidney cells)

Inaktivierte embryonale CF-1 Feederzellen zur Amsbio,
Mausfibroblasten (MEF, iPS-Kultivierung | Abingdon, UK
engl. mouse embryonic

fibroblasts)
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Die verwendeten Kultivierungsmedien sind in Tabelle 3.3 zusammengefasst.

Tabelle 3.3: Verwendete Zellkulturmedien

Bezeichnung Zusammensetzung
Basismedium DMEM

10 % FBS

1 % Penicillin/Streptomycin
Stammzellmedium DMEM-F12

20 % Knockout Serum Replacement

0,1 mM Nicht essentielle Aminosduren

1% GlutaMAX

0,1 mM 2-Mercaptoethanol

1 % Penicillin/Streptomycin

10 ng/ml FGF2
mTesR1 Komplettmedium 400 ml mTesR1 Basalmedium

100 ml mTeSR1 Supplement

0,25 % Penicillin/Streptomycin
EB-Medium 78 % Knockout DMEM

20 % FBS

1% Nicht essentielle Aminosduren

2 mM GlutaMAX

0,1 mM 2-Mercaptoethanol

0,25 % Penicillin/Streptomycin
Proliferationsmedium 60 % DMEM

40 % DMEM-F12

1x B27

0,5 % Penicillin/Streptomycin

20 ng/ml FGF2 und EGF
Differenzierungsmedium 60 % DMEM

40 % DMEM-F12

1x B27

0,5 % Penicillin/Streptomycin
Definitives Endoderm RPMI 1640
Induktionsmedium 2% B27 ohne Vitamin A

1% Penicillin/Streptomycin

100 ng/ml Activin A

50 ng/ml Wnt3a
KSR/DMSO Medium 80 % Knockout DMEM

20 % Knockout Serum Replacement

1% DMSO

1% Nicht essentielle Aminosduren

1% Penicillin/Streptomycin

0,5 % GlutaMAX

0,1 mM 2-Mercaptoethanol
Hepatozytenmedium HepatoZYME-SFM

1 % GlutaMAX

10 uM Hydrocortison-Natriumsuccinat

1% Penicillin/Streptomycin

10 ng/ml HGF

20 ng/ml Oncostatin M
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Die niedermolekularen Substanzen, welche als potentielle pharmakologische Chaperone
untersucht wurden, sind in Tabelle 3.4 aufgelistet. Simtliche Substanzen wurden als 10 mM
Stammldsung in dem Losungsmittel DMSO angesetzt und jeweils in einer Konzentration von

10 uM verwendet.

Tabelle 3.4: Wirkstoffe

Bezeichnung Hersteller Katalognummer
25-Hydroxycholesterol Santa Cruz sc-214091
Dydrogesteron MedChemExpress HY-B0257A
Methyltestosteron MERCK M1800000
Quinestrol MERCK E7887
Lumacaftor MedChemExpress HY-13262
Nandrolon Phenylpropionat MERCK BP260
Abirateronacetat MedChemExpress HY-75054
Eltrombopag MedChemExpress HY-15306
Ethinylestradiol MedChemExpress HY-B0216
Testosteronpropionat MERCK T1875
Nafamostat MedChemExpress HY-B0190

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Gerite, Verbrauchsmaterialien, Zellkulturmedien und
Zusitze, Mikroorganismen und Medien, Chemikalien, Losungen und Puffer, Standards und
Farbstoffe, kommerzielle Komplettsysteme, Antikérper, Primer, Plasmide und

Computerprogramme sind in Tabelle A.1 bis Tabelle A.15 aufgefiihrt.

3.2 Kaultivierung humaner und muriner Zelllinien

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen unter einer Sicherheitswerkbank mit
laminarem Luftstrom durchgefiihrt. Die verwendeten Verbrauchsmaterialien und Einmalartikel
wurden vom Hersteller steril geliefert und vor Einbringen in die Werkbank mit 70%igem
Ethanol desinfiziert. Weiterhin wurden sowohl Fliissigkeiten als auch hitzebestéindige Glas-
und Plastikmaterialien durch Autoklavieren bei 121 °C (20 min) sterilisiert. Vor Gebrauch in
der Zellkultur wurden zudem sdmtliche Medien im Wasserbad auf 37 °C erwidrmt. Die
Kultivierung der Zelllinien erfolgte im Inkubator bei 37 °C, 5 % CO2 und 90 % relativer
Luftfeuchte.

Auftauen der verwendeten Zelllinien

Die zur Langzeitlagerung geeigneten, kryokonservierten Zellen (humane Fibroblasten,
HEK293FT, als Feederzellen dienende inaktivierte embryonale Mausfibroblasten (MEFs), iPS-
Zellen und neurale Progenitorzellen) wurden im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und

unmittelbar danach tropfenweise in ein mit 9 ml des entsprechenden Mediums (sieche Tabelle
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3.5) vorgelegtes Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt. AnschlieBend wurde die Zellsuspension
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 1 ml Medium aufgenommen. Fiir die
Zellzihlung wurden 50 pl dieser Zellsuspension in 10 ml CASY®ton gegeben und die
Zellzahl/ml mit Hilfe des CASY®-Zelllzihlsystems ermittelt. Die Zellen wurden anschlieBend
entsprechend der Tabelle 3.5 fiir die Dauerkultur ausgesit und bei 37 °C, 5 % CO2 und 90 %

relativer Luftfeuchte kultiviert.

Tabelle 3.5: Verwendete Zelllinien und entsprechende Kultivierungsbedingungen

Zellart Medium Zellzahl Kulturgefial | Volumen

Humane Fibroblasten Basismedium 2,0x 10° T75 15ml

HEK293FT-Zellen Basismedium 2,5x 108 T75 15 ml

Feederzellen (MEFs) Basismedium 3,3x10° 6-Well 1,5 ml

iPS-Zellen auf MEFs Stammzell- 50 Kolonien | 6-Well 1,5 ml
medium

iPS-Zellen auf Matrigel mTeSR1 1:10 6-Well 1,5 ml
Komplettmedium | (6-Well)

Neurale Progenitorzellen Proliferations- 1,0 x 10° 6-Well 1,5 ml
medium

Kultivierung von humanen Fibroblasten und HEK293FT-Zellen

Sowohl die humanen Fibroblasten als auch die HEK293FT-Zellen wurden in T75-
Zellkulturflaschen in Basismedium kultiviert und bei Erreichen einer Konfluenz von etwa 95 %
passagiert. Dazu wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellen mit 10 ml einfach
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS, engl. phosphate buffered saline) gewaschen.
Anschlieend erfolgte die Zugabe von 2,5 ml 0,25%igem Trypsin-EDTA pro T75-
Zellkulturflasche und eine Inkubation von 5 min bei 37 °C. Nach Ablosen der Zellen vom
Flaschenboden, wurde die enzymatische Reaktion mit 7,5 ml Basismedium gestoppt. Die
Zellen wurden in ein Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt und fiir 5 min bei 400 x g zentrifugiert.
Nach Absaugen des Uberstands wurden die Zellen in Basismedium resuspendiert und die
Zellzahl mit Hilfe des CASY®-Zellziihlsystems bestimmt. Fiir die Dauerkultur wurden
2,0 x 10° Fibroblasten bzw. 2,5 x 105 HEK293FT-Zellen pro T75-Zellkulturflasche ausgesit.

Kultivierung von Feederzellen

Die MEFs dienten als Feederzellen fiir die Kultivierung frither iPS-Zellkolonien. Bei den MEFs
handelt es sich um durch Gammastrahlung mitotisch inaktivierte Zellen, die kryokonserviert
kommerziell erworben wurden. Durch die Inaktivierung wird sichergestellt, dass sie die iPS-
Zellen nicht iiberwachsen. Die MEFs wurden daher vor jeder Stammzellpassage neu aufgetaut

und es wurden jeweils 3,3 x 10° MEFs pro Kavitit einer 6-Well-Platte in Basismedium
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ausgesit. Die Zellkulturgefde wurden fiir eine bessere Zellanhaftung zuvor mit 0,1 % Gelatine
in Reinstwasser fiir 30 min in einem Brutschrank beschichtet. Nachdem die MEFs fiir 24 h bei
37 °C, 5 % COz und 90 % relativer Luftfeuchte inkubiert wurden, konnten sie anschlie3end fiir

die Aussaat der iPS-Zellen genutzt werden.

Kultivierung von iPS-Zellen auf Feederzellen

Die auf Feederzellen ausgesiten iPS-Zellen wurden in Stammzellmedium kultiviert, welches
taglich erneuert wurde. Etwa alle fiinf Tage wurden die iPS-Zellen passagiert. Eine Stunde
zuvor wurde das Medium der iPS-Zellen durch frisches Stammzellmedium ersetzt und die
Feederzellen wurden dreimal mit 2 ml DMEM/F-12 gewaschen, um Serumreste des
Basismediums zu entfernen. Das Expandieren der Stammzellen auf Feederzellen erfolgte
mechanisch mit Hilfe von Glashaken, welche aus Pasteurpipetten iiber einer Flamme prépariert
wurden. Undifferenzierte Kolonien, die sich durch einen glatten Rand und ein dicht gepacktes
Koloniezentrum auszeichnen, wurden in 4-8 Stiicke geteilt. Etwa 50 dieser Koloniestiicke
wurden mit einer extra weiten Pipettenspitze, um die Kolonien nicht zu zerstoren, auf frische
Feederzellen umgesetzt und fiir eine bessere Anhaftung mit 10 uM ROCK-Inhibitor (Y-27632)
versetzt. Die Kolonien wurden gleichméBig verteilt und vorsichtig zum Brutschrank gebracht,

wo sie 24 h nicht bewegt wurden.

Kultivierung von iPS-Zellen auf Matrigel

Die Feederzell-freie Kultivierung der iPS-Zellen erfolgte in Matrigel-beschichteten 6-Well-
Platten in mTesR1 Komplettmedium. Matrigel ist ein gelatindser Proteinkomplex, welcher der
extrazelluldren Matrix dhnelt. Fiir die Beschichtung wurde das Matrigel auf Eis aufgetaut und
entsprechend der Matrigel-Charge in einem Verhiltnis von 1:76 bis 1:110 in kaltem
DMEM/F-12 gelost. Jeweils 1 ml dieser Losung wurde in eine Kavitit einer 6-Well-Platte
pipettiert und fiir 1 h, in der das Matrigel polymerisierte, bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Platten konnten maximal zwei Wochen bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert werden. Etwa
alle fiinf Tage wurden die iPS-Zellen auf Matrigel passagiert. Bei Vorhandensein von
differenzierten Anteilen, wurden diese zuvor mit Hilfe des Glashakens entfernt. AnschlieBend
wurden die iPS-Zellen dreimal mit DMEM/-F12 gewaschen. Dann erfolgte die Zugabe von
1 ml RelesR™. Dies ist ein Enzym-freies Reagenz, welches das Passagieren von iPS-Zellen als
Aggregate ohne mechanisches Zerkleinern ermoglicht. Unmittelbar nach Zugabe von
ReleSR™ wurde dieses wieder entfernt und die Zellen fiir 5 min bei 37 °C im Brutschrank

inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen mit 1 ml mTesR1 vom Plattenboden gelost,
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resuspendiert und in ein Zentrifugenréhrchen iiberfithrt. Nach Zentrifugation der Zellen
(240 x g, 3 min, Raumtemperatur), wurden die iPS-Zellen in einem Verhéltnis von 1:10 bis
1:20 in eine neue Matrigel-beschichtete 6-Well-Platte iiberfiihrt und fiir eine bessere Anhaftung
mit 10 uM ROCK-Inhibitor versetzt.

Kultivierung von neuralen Progenitorzellen

Die neuralen Progenitorzellen (NPZs) wurden auf mit Poly-L-Ornithin (PLO, 15 pg/ml) und
Laminin (10 pg/ml) beschichteten Zellkulturplatten in Proliferationsmedium kultiviert. Dazu
wurde die PLO-Stammldsung (15 mg/ml) in PBS verdiinnt, in die Zellkulturplatten pipettiert
und diese fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde das PLO abgesaugt und
die Platten dreimal mit PBS gewaschen. Dann wurde die Laminin-Stammldsung (1 mg/ml) in
kaltem DMEM/F-12 verdiinnt und in die Zellkulturplatten gegeben. Diese wurden fiir 1 h bei
37 °C im Brutschrank inkubiert. Die so beschichteten Zellkulturplatten konnten bis zu ihrer
Verwendung maximal zwei Wochen bei 4 °C aufbewahrt werden. Vor der Verwendung wurden
die Platten auf 37 °C vorgewarmt. Die NPZs wurden zweimal pro Woche passagiert. Dazu
wurden die Zellen zunichst mit 1 ml Hank’s gepufferter Salzlosung (HBSS, engl. Hanks
balanced salt solution) pro Kavitdt einer 6-Well-Platte gewaschen. Durch Zugabe von 0,5 ml
Accutase und anschlieBender Inkubation bei 37 °C fiir 5 min, wurden die Zellen vom
Plattenboden abgelost. Die enzymatische Reaktion wurde durch Zugabe von 1 ml
Proliferationsmedium gestoppt, die Zellen in ein Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt und fiir 5 min
bei 300 x g zentrifugiert. Daraufhin wurde der Uberstand abgenommen, die Zellen in
Proliferationsmedium resuspendiert und die Zellzahl mit dem CASY®-Zellzihlsystem
bestimmt. Fiir die Dauerkultur wurden erneut 1,0 x 10° Zellen pro Kavitt einer 6-Well-Platte

in 1,5 ml Proliferationsmedium ausgesit.

Kultivierung von neural differenzierten Zellen

Fiir die Differenzierung in neural differenzierte Zellen (NDZs), wurden die NPZs in geringerer
Dichte als fiir die Dauerkultur und in Differenzierungsmedium ausgesit. Die verwendeten
Zellzahlen pro Zellkulturgefdl sind in Tabelle 3.6 zusammengefasst. Das
Differenzierungsmedium wurde iiber einen Zeitraum von sechs Wochen zweimal die Woche

gewechselt.

Tabelle 3.6: Aussaatparameter neural differenzierter Zellen

Kulturgefal3 Zellzahl Volumen Medium (ml)
6-Well 4,0x 10° 1,5
24-Well auf Deckgléschen 9,0 x 10* 0,5
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Kryokonservierung der verwendeten Zellen

Einige der verwendeten Zelltypen (humane Fibroblasten, HEK293FT-Zellen, iPS-Zellen und
neurale Progenitorzellen) wurden kryokonserviert. Hierzu wurden die Zellen passagiert und
entsprechend Tabelle 3.7 in Kryokonservierungsmedium in Kryogefaf3e iiberfiihrt. Die Gefalle
wurden in mit Isopropanol gefiillte Gefriercontainer (Mr. Frosty™) fiir 24 h bei -80 °C gelagert.
Durch das Isopropanol erfolgte ein definiertes Abkiihlen der Zellen von -1 °C/min.

AnschlieBend wurden die Kryogefifle zur Langzeitlagerung in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt.

Tabelle 3.7: Kryokonservierung von Zellen

Zelltyp Zellzahl Kryokonservierungsmedium
Humane Fibroblasten 2,0x 10° Basismedium + 10 % DMSO
HEK293FT-Zellen 2,0x 10° Basismedium + 10 % DMSO
iPS-Zellen auf MEFs 50 Koloniestiicke 50 % Stammzellmedium
+40 % FBS
+10 % DMSO
iPS-Zellen auf Matrigel 1/5 eines vollen 6-Wells mTesR1 Komplettmedium
+10 % DMSO
Neurale Progenitorzellen 2,0x 10° Proliferationsmedium
+ 10 %DMSO

3.3 Generierung von iPS-Zellen aus Fibroblasten

Die Reprogrammierung humaner Fibroblasten zu iPS-Zellen erfolgte durch die Transduktion
mit den Transkriptionsfaktoren OCT4, SOX2, KLF4 und ¢c-MYC (Takahashi und Yamanaka
2006). Dazu wurden vier retrovirale Vektoren genutzt, die jeweils eines der humanen Gene
OCT4, SOX2, KLF4 oder c-MYC enthielten. Diese wurden von Dr. Philip Seibler (Institut fiir
Neurogenetik, Universitdt Liibeck, DE) zur Verfligung gestellt. Weiterhin enthielt jeder der vier
Vektoren eine Sequenz fiir das griin fluoreszierende Protein (GFP, engl. green fluorescent

protein), was die Titrierung der konzentrierten Viren mittels Durchflusszytometrie ermoglichte.

Vervielfiltigung der retroviralen Vektoren

Fiir die Vervielfiltigung von genetischem Material (Plasmid-DNA) wurden Bakterien genutzt.
In einem ersten Schritt, der bakteriellen Transformation, wurde das jeweilige Plasmid zur
Vervielfiltigung in kompetente E. coli Zellen eingebracht. In einem zweiten Schritt, der
Plasmidprédparation, wurden die vervielfiltigten Plasmide aus den transformierten
Bakterienzellen isoliert.

Fiir die Transformation der Plasmid-DNA in chemisch kompetente E. coli Bakterienzellen

wurden 50 pl der E. coli Zellen auf Eis aufgetaut, mit 1 pl der zu transformierenden Plasmid-
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DNA (50 ng/ul) vermischt und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Die Aufnahme der Plasmid-DNA
erfolgte durch Hitzeschock bei 42 °C fiir 90 s, wodurch die bakterielle Zellwand kurzzeitig
durchldssig wurde. Anschlieend wurde die Bakteriensuspension erneut fiir 10 min auf Eis
inkubiert. Dann wurden 50 pl der Bakteriensuspension auf einer vorgewdrmten 10 cm-
Zellkulturschale, welche mit LB Agar und Ampicillin (100 ug/ml) versetzt wurde, ausplattiert
und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Da die Plasmide eine Ampicillinresistenz trugen, waren
Bakterien, die das Plasmid aufgenommen hatten, resistent gegen Ampicillin und konnten so
selektioniert werden. Fiir die Vorkulturen wurden drei isolierte Bakterienkolonien gepickt und
jeweils in ein Reagenzréhrchen mit LBamp Medium iiberfiihrt und fiir 8 h bei 37 °C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Hauptkulturen in 200 ml LBamp Medium angesetzt, indem die
Vorkulturen vollstindig in die Hauptkultur tiberfiihrt wurden. Nach einer Inkubationszeit von
12 h bei 37 °C wurden die Bakterienzellen bei 6.000 x g und 4 °C fiir 15 min pelletiert und bis
zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Die priparative Isolation der Plasmide aus den transformierten Bakterien wurde mit Hilfe des
Qiagen Plasmid Maxi Prep Kits (QIAGEN GmbH, Hilden, DE) nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Hierzu wurden die Zellen lysiert, die genomische DNA gefillt und zentrifugiert.
Der entstandene Uberstand enthielt die Plasmid-DNA. Diese wurde anschlieBend zur
Aufreinigung iiber eine mitgelieferte Sdule gegeben und eluiert. Die erhaltene Plasmid-DNA
wurde mittels Isopropanol prézipitiert, zentrifugiert (15.000 x g, 30 min, 4 °C) und mit
70%igem Ethanol gewaschen. Anschliefend wurde erneut zentrifugiert (15.000 x g, 10 min,
4 °C). Das entstandene Pellet wurde dann bei Raumtemperatur getrocknet und in 100 pl
Tris EDTA (TE)-Puffer gelost. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte durch Messung der
Absorption an einem Mikrovolumen-Spektralphotometer (TECAN Spark) bei 260 nm. Dazu
wurden 2 pl Probenmaterial auf eine NanoQuant™-Platte pipettiert und gemessen. Zudem
wurde die Absorption bei 280 nm ermittelt und das Verhéltnis von 260 nm/280 nm berechnet.
Plasmid-DNA mit einer Reinheit von 260 nm/280 nm < 2,0 wurde verwendet. Die viralen

Vektoren wurden bis zur weiteren Verwendung in 50 pl Aliquots bei -20 °C gelagert.

Virusgenerierung und Titerbestimmung

Fiir die Virusgenerierung wurden die Virusvektoren, virale Proteine und Enzyme (das
Glykoprotein G des Vesikular-Stomatitis-Virus (VSV-G) und das Gruppenspezifische Antigen-
Polymerase (Gag-Pol)) verwendet (siche Tabelle A.14). Dafiir wurden jeweils 3,0 x 10°
HEK293FT-Zellen auf 10 cm-Zellkulturschalen in Basismedium ohne Penicillin/Streptomycin
ausgesit und iiber Nacht bei 37 °C, 5 % COz und 90 % relativer Luftfeuchte kultiviert und
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anschliefend transfiziert. Hierzu wurden jeweils 300 ul DMEM mit 20 pl X-tremeGene™ 9
pro 10 cm-Zellkulturschale vermischt, und zunéchst fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Dem Gemisch wurden anschlieBend jeweils 2,5 pg Virusvektor-DNA (OCT4, SOX2, KLF4
bzw. c-MYC), 0,25 ng VSV-G DNA und 2,25 pg Gag-Pol DNA hinzugefiigt und fiir 20 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde der Transfektionsansatz tropfenweise auf die
HEK293FT-Zellen gegeben und fiir 18 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. AnschlieSend
wurde das Medium durch 7 ml Basismedium ohne Penicillin/Streptomycin ersetzt und fiir
weitere 30 h inkubiert. Die Viren wurden dann, insgesamt 48 h nach der Transfektion, aus dem
Uberstand geerntet. Hierzu wurde der Uberstand der Zellen steril filtriert (PorengroBe des
Filters 0,45 um) und in Zentrifugenrohrchen bei -80 °C gelagert.

Die Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Reprogrammierung ist eine optimale
Transduktionseffizienz. Diese liegt fiir OCT4, SOX2 und KLF4 bei 70 bis 80 % und fiir c-MYC
bei 40 bis 50 %. Daher wurde der Titer fiir jeden Virus separat bestimmt. Da alle Vektoren eine
GFP-Sequenz tragen, konnten die transfizierten Zellen anhand der GFP-positiven Zellen und
mittels Durchflusszytometrie prozentual bestimmt werden, um anschlieBend die
Transduktionseffizienz zu berechnen. Hierzu wurden zunéchst 1,0 x 10° HEK293FT-Zellen pro
Kavitit einer 12-Well-Platte in 1 ml Basismedium ausgesit und zur Transduktionssteigerung
mit 5 ul/ml Protaminsulfat versetzt. Weiterhin wurden unterschiedliche Volumina des
jeweiligen Virus (0,5 ml — 3,5 ml) hinzugegeben, um das Volumen fiir eine optimale
Transduktionseffizienz zu bestimmen. Nach 48 h Inkubationszeit, wurde der Uberstand entfernt
und die Zellen durch Zugabe von 200 pl 0,05%igem Trypsin-EDTA pro Kavitidt und einer
Inkubation von 5 min bei 37 °C vereinzelt. Die enzymatische Reaktion wurde mit 1 ml
Basismedium abgestoppt, die Zellen in ein Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt und fiir 5 min bei
3.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen wurden in 200 pl
2%igem Paraformaldehyd (PFA) fiir 15 min schiittelnd fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen
erneut zentrifugiert (3.000 x g, 5 min) und das Pellet in 500 ul Waschpuffer geldst. Mit Hilfe
des Durchflusszytometers ,,FACS Calibur“ wurde fiir jede Virusmenge die
Transduktionseffizienz anhand des Anteils der GFP-positiven Zellen an der gemessenen

Gesamtzellzahl bestimmt. Die Auswertung erfolgte mit der Software ,,CellQuest Pro*.

Reprogrammierung der humanen Fibroblasten zu iPS-Zellen

Fiir die Reprogrammierung wurden 1,0 x 10° patientenspezifische Fibroblasten in einer 3,5 cm-
Zellkulturschale ausgesdt und iiber Nacht bei 37 °C, 5 % CO2 und 90 % relativer Luftfeuchte

kultiviert. Am ndchsten Tag wurde das Medium durch frisches Basismedium ersetzt und
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entsprechend der zuvor durchgefiihrten Titrierung mit dem entsprechenden Volumen des
jeweiligen Virus fiir die optimale Transduktionseffizienz (OCT4, SOX2 und KLF4 70 bis 80 %
bzw. c-MYC 40 bis 50 %) versetzt. Zusétzlich wurden 5 pg/ml Protaminsulfat hinzugefiigt.
Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurden die Fibroblasten erneut ausgesit. Hierzu wurden
sie zweimal mit PBS gewaschen und mit 0,5 ml 0,05 % Trypsin-EDTA (37 °C, 5 min) von der
Zellkulturschale gelost. Die Reaktion wurde mit 1 ml Basismedium abgestoppt und die Zellen
fiir 5 min bei 400 x g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 2 ml Basismedium resuspendiert.
AnschlieBend wurde die Zellzahl mittels CASY®-Zellzihlsystem bestimmt und dann auf einer
0,1 % Gelatine-beschichteten 6 cm-Zellkulturschale in Basismedium ausgeséit. Nach 24 h
Inkubationszeit wurde das Basismedium durch Stammzellmedium ersetzt und 0,5 mM
Valproinsdure, ein Histondeacetylaseinhibitor zur Steigerung der Transduktionseffizienz,
hinzugefiigt. Die nédchsten sieben Tage wurde das Stammzellmedium téglich erneuert und mit
0,5 mM Valproinsdure versetzt. Danach wurde das Medium weiterhin tdglich durch frisches
Stammzellmedium ohne Valproinsédure ersetzt und die Fibroblasten auf die Entwicklung von
Kolonien hin untersucht. Etwa ab Tag 21 nach Transduktion waren Kolonien mit
charakteristischer Morphologie sichtbar. Sie zeichnen sich durch eine runde Form mit glatten
Réndern aus und konnten anhand des Verlusts des GFP-Signals identifiziert werden. Die
Kolonien wurden mechanisch mit Hilfe eines Glashakens von der Zellkulturschale geldst und
auf frische Feederzellen umgesetzt. Etwa 10-20 Kolonien wurden fiir jede patientenspezifische
Fibroblastenzelllinie einzeln expandiert. Jeweils ein Klon wurde fiir eine detaillierte

Charakterisierung verwendet.

3.4 Charakterisierung der iPS-Zellen

Alkalische Phosphatase Farbung

Da die alkalische Phosphatase (AP) typischerweise in undifferenzierten Stammzellen hoch
exprimiert ist, wird das Enzym als Stammzellmarker verwendet. Die iPS-Zellkolonien wurden
mit PBS gewaschen und anschlie3end mit eiskaltem 100%igem Methanol fiir 10 min bei -20 °C
fixiert. Dann wurde das Methanol entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und die Féarbelosung
(75 % destilliertes Wasser, 10 % NaCl 1 M, 10 % Tris pH 9,8, 5 % MgCl, IM und 1:50 5-
Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat/Nitro-Blue-Tetrazolium (BCIP/NBT)) hinzugegeben. Die
Inkubation erfolgte lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur fiir 20 min. Abschlieend wurden die
Zellen mit PBS gewaschen und die Farbung mit Hilfe eines inversen Nikon Eclipse TS100-

Phasenkontrastmikroskops und der Software ,,NIS-Elements F 2.20* dokumentiert.
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Probenvorbereitung fiir Karyotypisierung

Um auszuschlieBen, dass wihrend des Prozesses der Reprogrammierung chromosomale
Aberrationen in den iPS-Zellen entstanden sind, wurde fiir jede generierte Stammzelllinie ein
Karyogramm angefertigt. Dazu wurden die Zellen zunichst auf Matrigel kultiviert. Bei
Erreichen einer Konfluenz von 60-80 % wurde die mitotische Zellteilung gestoppt, indem die
Zellen fiir 90 min mit Colcemid, einem Spindelgift (0,15 pg/ml in mTeSR1 Komplettmedium),
behandelt wurden. Anschlieend wurden die Zellen mit Accutase (5 min, 37 °C) abgel0st,
wobei die Reaktion mit Basismedium abgestoppt wurde. Nach einem Zentrifugationsschritt
(300 x g, 5 min) wurde das Zellpellet in einer 0.075 M KCIl-Lésung aufgenommen, fiir 30 min
bei 37 °C inkubiert und erneut zentrifugiert. AbschlieBend wurde die Fixativlosung
(Methanol:Eisessig 3:1) tropfenweise hinzugegeben. Die Zellen wurden durch Zentrifugation
bei 300 x g fiir 5 min pelletiert, der Uberstand verworfen und dieser Ablauf dreimal wiederholt.
AbschlieBend wurden die Zellen in 200 pl Fixativlosung aufgenommen und bis zur weiteren
Verwendung bei -20 °C gelagert. Die Chromosomenanalyse wurde mittels G-Bidnderung durch
Mitarbeitende des Instituts fiir Medizinische Genetik der Universitdtsmedizin Rostock (Prof.
Dr. Jorn Bullerdiek) durchgefiihrt. Es wurden mindestens 20 Metaphasen pro Linie bestimmt.
Zwolf Metaphasen wurden komplett karyotypisiert, mit einer Auflésung von 300-550 Banden

pro haploiden Chromosomensatz.

Generierung von Embryoid Bodies

Zum Nachweis des Differenzierungspotenzials der iPS-Zellen in alle drei Keimbléatter wurden
aus den 1PS-Zellen sogenannte Embryoid Bodies (EBs) gebildet. Dazu wurden die iPS-Zellen
zunichst auf Feederzellen kultiviert. Am Tag der Passagierung wurden die iPS-Zellkolonien
im Ganzen mittels Glashaken von den Feederzellen gelost und mit einer extra weiten
Pipettenspitze in ein Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt. Nach dem Sedimentieren der Kolonien,
wurde der Uberstand abgesaugt, die Kolonien in 5 ml EB-Medium aufgenommen und in eine
Vertiefung einer 6-Well-Platte mit geringer Anheftungsoberfliche iiberfiihrt. Es folgte eine
Inkubationszeit von flinf Tagen, wobei nach drei Tagen ein Mediumwechsel vorgenommen
wurde. In dieser Zeit bildeten sich dreidimensionale Aggregate, die Embryoid Bodies, welche
anschliefend auf mit 0,1 % Gelatine-beschichtete Deckgldschen ausgesdt wurden. Nach
weiteren neun Tagen Inkubationszeit, wobei an jedem dritten Tag ein Mediumwechsel erfolgte,
hatten sich die EBs angehaftet und ausgebreitet. AbschlieBend wurden die EBs mit PBS** (PBS
mit 0,5 mM CaCl; und 0,9 mM MgCl,) gewaschen und fiir 15 min mit 4%igem PFA fixiert.
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Nach einem Waschschritt mit PBS™* wurden die Zellen bis zur Fiarbung von spezifischen

Differenzierungsmarkern (siehe 3.7) bei 4 °C in 0,02 % Natriumazid/PBS gelagert.

Immunzytochemische Firbungen von iPS-Zellen und EBs

Fixierte iPS-Zellen bzw. EBs wurden mit 500 ul Waschpuffer (20 mM Tris-HCI (pH 8,5);
0,15 M NaCl; 0,05 % Tween 20 in PBS) gewaschen und dann fiir 45 min in 300 pl Block-
Losung (10 % normales Ziegenserum, 0,1 % Triton X-100 in 1 % bovines Serumalbumin
(BSA)/PBS) inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit jeweils 500 ul Waschpuffer wurden
die Primérantikdrper in der Antikdrper-Losung (0,1 % Triton X-100 in 1% BSA/PBS)
verdiinnt, auf die Zellen pipettiert und tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Eine Auflistung der
verwendeten Antikorper mit der entsprechenden Verdiinnung ist in Tabelle A.10 gegeben. Am
nichsten Tag wurden die Zellen auf den Deckgldschen dreimal mit Waschpuffer gewaschen.
AnschlieBend wurden die Sekundédrantikorper (Tabelle A.11) hinzugegeben und lichtgeschiitzt
fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden die Zellen erneut dreimal gewaschen und
der DNA-Farbstoff 4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) in einer Konzentration von 250 ng/ml
hinzugegeben und lichtgeschiitzt fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Abschlieend
wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und in Fluoromount-G® auf Objekttrigern
eingedeckt. Die Analyse der Farbungen erfolgte mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops Keyence

Biozero 8000 und der dazugehorigen Software ,,BZ observation application®.

Probenvorbereitung fiir Short Tandem Repeat Analyse

Die Short Tandem Repeat (STR) Analyse wurde von der Firma American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, US) durchgefiihrt. Dazu wurde das FTA Sample Collection
Kit For Human Cell Authentication Service genutzt. Vorbereitend wurden jeweils 1,0 x 10°
Fibroblasten bzw. iPS-Zellen enzymatisch geerntet und nach Herstellerangaben tropfenweise
auf die Whatman® FTA® Karten pipettiert. Pro Probe wurden jeweils 18 Loci durch ATCC
analysiert (D5S818, D13S317, D7S820, D16S539, vWA, THO1, AMEL, TPOX und CSF1PO).

Durchflusszytometrie

Fir den  quantitativen = Nachweis  Pluripotenz-assoziierter =~ Proteine  wurden
durchflusszytometrische Analysen mit Hilfe des Gerits ,,FACS Calibur® und der Software
,»CellQuest Pro“ durchgefiihrt. Zundchst wurden die iPS-Zellen enzymatisch von den
Zellkulturplatten geldst und jeweils 1,0 x 10° Zellen/Probe in ein 1,5 ml Reaktionsgefi
tiberfiihrt. Zum Nachweis der intrazelluliren Transkriptionsfaktoren OCT4 und NANOG
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wurden die Zellen mit Hilfe des True-Nuclear Transcription Factor Buffer Sets vorbereitet. Die
Zellen wurden fiir 1 h in 1 ml Fixierlosung inkubiert, anschlieBend mit 1 ml des im Set
vorhandenen Permeabilisierungspuffers gewaschen und schlieBlich in 100 pul des
Permeabilisierungspuffers aufgenommen. Nach Zugabe des jeweiligen Fluorochrom-
konjugierten Antikorpers in entsprechender Verdiinnung (siehe Tabelle A.12), wurden die
Zellen fiir 30 min im Dunkeln inkubiert und anschlieBend in 300 ul FACS Puffer
aufgenommen. Zum Nachweis der extrazelluliren Marker (SSEA4, Tra-1-60 und Tra-1-81)
wurden die Zellen in 1 ml Block-Puffer fiir 30 min bei 4 °C inkubiert. Anschliefend wurden
die Zellen in FACS Puffer gewaschen und dann in 100 ul FACS Puffer aufgenommen. Nach
Zugabe des Fluorochrom-konjugierten Antikorpers (sieche Tabelle A.12), wurden die Zellen fiir
90 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert und anschliefend in 300 ul FACS Puffer aufgenommen.
Jeweils 50.000 Zellen/Probe wurden mit Hilfe des Durchflusszytometers gemessen, wobei
jeweils eine ungefirbte Negativkontrolle mitgefiihrt wurde. Anhand des Vorwérts- und
Seitwirtsstreulichtes wurden Ereignisse mit sehr geringer Grofe und Granularitét als Zelldebris
identifiziert und in der Analyse nicht berticksichtigt. Die Analyse und Darstellung erfolgte mit
der Software ,,FCSalyzer”. Der Anteil positiv gefarbter Zellen wurde als prozentualer Wert

dargestellt.

Semiquantitative RT-PCR

Um eine Aussage zu der Expression der Transgene bzw. endogener Pluripotenz-assoziierter
Gene treffen zu konnen, wurde die Methode der Reversen Transkriptase-PCR (RT-PCR)
angewandt. Zuvor wurde die RNA aus den iPS-Zellen bzw. den dazugehorigen Fibroblasten
mit Hilfe des Quick-RNA™ Miniprep Kits (Zymo Research Europe GmbH, Freiburg, DE) nach
Herstellerangaben isoliert. Fiir die Herstellung der RT-PCR Proben wurde das One-Step
Reverse Transkriptase PCR Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, DE) nach Anweisung des Herstellers
genutzt. Pro PCR-Ansatz wurde ein Mastermix von 40 ul vorgelegt: 13 ul RNase-freies
Wasser, 10 pl 5x Puffer, 2 pl dNTPs, 10 pl Q-solution, 3 pl Primermix (Forward und Reverse)
und 2 pl Enzymmix. Zu diesem Mastermix wurden jeweils 10 ul RNA (50 ng in RNase-freiem
Wasser) hinzugefiigt. Die verwendeten Primer mit den dazugehorigen Sequenzen und der
jeweiligen Produktgrofle sind in Tabelle A.13 aufgefiihrt. Die Arbeitslosung aller Primer hatte
eine Konzentration von 0,6 uM. Die RT-PCR wurde mit dem Eppendorf MasterCycler
Gradient Thermal Cycler 5331 durchgefiihrt. Die Zykluszahl und die Temperaturen fiir die
Primerhybridisierung wurden fiir jedes Primerpaar optimiert und sind ebenfalls in Tabelle A.13

aufgefiihrt.
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Folgende Parameter wurden fiir die Durchfiihrung der RT-PCR verwendet:

1. Reverse Transkription bei 50 °C fiir 30 min

2. Initiale Denaturierung der DNA bei 95 °C fiir 15 min

3. 30-40 Zyklen, pro Zyklus
30 s bei 94 °C fiir die Denaturierung,
30 s bei 55-66 °C fiir die Hybridisierung des jeweiligen Primerpaares und
60 s bei 72 °C fiir die Elongation

4. Finale Elongation bei 72 °C fiir 10 min

5. Kiihlen auf 4 °C bis zur Probenentnahme

Die PCR-Produkte wurden anschlieBend gelelektrophoretisch aufgetrennt. Fiir die DNA-
Gelelektrophorese wurden 2,5%ige Agarose-Gele (bzw. 1,5% fiir die Auftrennung von c-MYC
und KLF4) verwendet. Die Agarose wurde durch Aufkochen in der Mikrowelle in 0,5x TBE-
Puffer gelost. Zu der geschmolzenen Agarose wurde SYBR™ Safe (Verdiinnung 1:10.000), ein
DNA interagierender Cyanin-Farbstoff, zugegeben und in einen Geltriger mit Kamm gegossen.
So konnen die DNA-Banden im Gel unter UV-Licht sichtbar gemacht werden. Das
polymerisierte Gel wurde in eine Elektrophoresekammer mit Laufpuffer (0,5x TBE)
iibertragen. Jeweils 5 pl der PCR-Produkte wurden mit 3 pl 6x Ladepuffer und 10 pl Wasser
gemischt. Das Gemisch wurde anschlieBend in die Taschen des Gels pipettiert. Parallel zu den
Proben wurde ein GroBenstandard (GeneRuler™ 100 bp Plus DNA-Leiter) aufgetragen. Es
wurde eine Spannung von 80 V fiir 45 min angelegt. Mit Hilfe des UV-Transilluminators
wurden die DNA-Banden visualisiert und die Dokumentation der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe

der Software ,,Argus X1*.

Probenvorbereitung fiir gezielte Sequenzierung

Fir die gezielte Sequenzierung von NPCI in den generierten iPS-Zelllinien bzw. in den
Ursprungszellen, den Fibroblasten, wurde zunédchst genomische DNA aus den Zellen isoliert.
Dazu wurde das Quick-DNA™ Miniprep Kit (Zymo Research Europe GmbH, Freiburg, DE)
nach Herstellerangaben verwendet. Die Sequenzierung wurde durch Mitarbeitende der Klinik
fiir Himatologie, Onkologie und Palliativmedizin der Universitdtsmedizin Rostock (PD Dr.

Hugo Murua Escobar) unter Verwendung von 10 ng genomischer DNA durchgefiihrt.
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3.5 Differenzierung der iPS-Zellen in neural differenzierte Zellen

Das neurale Zellmodell, bestehend aus einer Mischkultur aus Neuronen und Gliazellen, wurde
aus den iPS-Zellen tiber den Zwischenschritt der neuralen Progenitorzellen (NPZs) generiert.
Dazu wurden die iPS-Zellen zwei Wochen auf Matrigel kultiviert. Dies fiihrte zu einer
spontanen Dichte-induzierten Differenzierung, bei der sich neurale Rosetten bildeten, welche
NPZs enthalten. Uber den neuralen Oberflichenmarker PSA-NCAM (engl. polysialic acid
neural cell adhesion molecule) wurden diese Zellen isoliert. Dazu wurden die undifferenzierten
Stammzellen mit einem Glashaken mechanisch entfernt, wihrend die neuralen Rosetten mit
1 ml HBSS gewaschen und anschlieBend mit 1 ml Accutase vereinzelt wurden. Die
enzymatische Reaktion wurde nach 10 min mit Proliferationsmedium gestoppt und die Zellen
fiir 5 min bei 300 x g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml Proliferationsmedium geldst
und die Zellzahl mit Hilfe des CASY-Zellzéhlgerits bestimmt. Die Aufreinigung der NPZs
wurde mit Hilfe des Anti-PSA-NCAM MicroBead Kits (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-
Gladbach, DE) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Das Prinzip dieses Verfahrens besteht
darin, dass anti-PSA-NCAM Antikorper, welche an magnetische Beads gekoppelt sind, an
diesen Oberflaichenmarker auf den NPZs binden. Die Zellsuspension wird anschlieBend durch
eine magnetische Sdule gegeben, in der die NPZs hingen bleiben und spéter eluiert werden
konnen. Im Einzelnen wurden die Zellen dafiir zunichst in 60 ul MACS Puffer geldst.
Darauthin wurden 20 pl FcR Blockierungs-Reagenz hinzugefiigt und die Zellsuspension fiir
10 min bei 4 °C inkubiert. Dann wurden 20 pl der anti-PSA-NCAM MicroBeads hinzugefiigt
und es erfolgte eine erneute Inkubation fiir 15 min bei 4 °C. AnschlieBend wurden die Zellen
mit 2 ml Puffer gewaschen, fir 5min bei 300 x g zentrifugiert und in 500 pl Puffer
resuspendiert. Die magnetische Separation wurde vorbereitet, indem die MS-Sdule in den
MACS Multi Stand eingesetzt und mit 500 pul Puffer equilibriert wurde. Dann wurde die
Zellsuspension auf die Sdule gegeben. Wihrend die Zellsuspension die Sdule passierte, wurden
die PSA-NCAM" Zellen festgehalten. Die unmarkierten, PSA-NCAM- Zellen wurden durch
dreimaliges Waschen mit 500 ul Puffer ausgewaschen. Um die PSA-NCAM"™ Zellen
aufzufangen, wurde die Sdule aus dem Magneten entfernt und in ein Zentrifugenréhrchen
tiberfiihrt. Die Zellen wurden nach Zugabe von 1 ml Proliferationsmedium und dem ziligigen
Einflihren des Kolbens in die Sdule gelost und aufgefangen. AbschlieBend wurde die Zellzahl
der PSA-NCAM -Fraktion bestimmt und entsprechend der Standardkulturbedingungen der
NPZs zu je 1,0 x 10° Zellen pro Kavitiit einer 6-Well-Platte in Proliferationsmedium ausgesiit.

Die PSA-NCAM* NPZs wurden expandiert und kryokonserviert. Die Differenzierung in neural
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differenzierte Zellen erfolgte liber einen Zeitraum von sechs Wochen durch Aussaat der NPZs

in geringer Dichte von 0,4 x 10° Zellen/cm?.

3.6 Differenzierung der iPS-Zellen in Hepatozyten-ihnliche Zellen

Ebenso wie flir das neurale Zellmodell, sind auch fiir das hepatische Zellmodell die auf Matrigel
kultivierten iPS-Zellen der Ausgangspunkt fiir die Differenzierung. Allerdings erfolgt die
Differenzierung ohne die Moglichkeit des Einfrierens hepatischer Progenitorzellen, sondern
basiert auf drei Schritten: der Induktion des Definitiven Endoderms, der hepatischen
Spezifizierung und der hepatischen Reifung. Einen Tag vor Passagieren der iPS-Zellen wurden
sie vereinzelt und fiir die Differenzierung in Hepatozyten-dhnliche Zellen (HLZs) ausgesit.
Dazu wurden die iPS-Zellen zunichst mit 1 ml DMEM-F12 gewaschen und anschlieSend durch
Zugabe von 1 ml Gentle Cell Dissociation Reagenz und einer Inkubation fiir 7 min bei 37 °C
vereinzelt. Die Reaktion wurde mit 1 ml mTeSR1 Komplettmedium abgestoppt und die iPS-
Zellen in ein Zentrifugenrdhrchen {berfithrt. Nach einem Zentrifugationsschritt (120 x g,
3 min) wurde das Zellpellet in 1 ml mTeSR1 Komplettmedium resuspendiert und die Zellzahl
mit Hilfe des CASY-Zellzdhlsystems bestimmt. AbschlieBend wurden die iPS-Zellen
entsprechend Tabelle 3.8 auf Matrigel-beschichtete Zellkulturplatten in mTeSR1
Komplettmedium ausgesét und fiir eine bessere Anhaftung und die Ausbildung eines Zellnetzes
mit 10 uM ROCK-Inhibitor (Y-27632) versetzt. Die Platten wurden {iber Nacht im Inkubator
bei 37 °C, 5 % COz und 90 % relativer Luftfeuchte kultiviert.

Tabelle 3.8: Aussaatparameter fiir die Differenzierung in HLZs

Kulturgefa3 Zellzahl Volumen Medium (ml)
6-Well 4,0x 10° 1,5
12-Well 2,0x 10 1,0
24-Well auf Deckglédschen 9,0 x 10* 0,5

Am néchsten Tag, Tag 1, hatten sich die iPS-Zellen netzartig ausgebreitet und wiesen eine
Konfluenz von etwa 40 % auf. Daraufhin wurde das Definitive Endoderm induziert, indem das
Medium durch Definitives Endoderm Induktionsmedium ersetzt wurde. An den
darauffolgenden zwei Tagen wurde das Medium jeweils durch frisches Definitives Endoderm
Induktionsmedium ersetzt. In dieser Zeit, entstanden die Zellen des Definitiven Endoderms,
welche sich durch einen dreieckigen Zellkorper auszeichnen und den Platz zwischen den

ausgesiten iPS-Zellen fiillten. An Tag 4 wurde die hepatische Spezifizierung eingeleitet, indem
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das Medium vollstindig durch das KSR/DMSO Medium ersetzt wurde. Das Medium wurde an
den darauffolgenden vier Tagen tdglich erneuert. An Tag 10 wurde das Medium durch
Hepatozytenmedium ersetzt und somit die hepatische Reifung begonnen. Das Medium wurde
alle zwei Tage erneuert. An Tag 17 wurden die reifen Hepatozyten-dhnlichen Zellen fiir

nachfolgende Versuche genutzt.

3.7 Immunzytochemische Fiarbungen

Fiir immunzytochemische Farbungen wurden die Zellen auf Deckgldschen kultiviert, mit
500 pl PBS™" gewaschen und anschlieBend mit 4%igem PFA (10 min, Raumtemperatur)
fixiert. Danach wurden die Zellen nochmals mit 500 pl PBS™* gewaschen und gegebenenfalls
bis zur weiteren Verwendung fiir die immunzytochemischen Férbungen bei 4 °C in 750 pl

0,02 % Natriumazid pro Deckgldschen gelagert.

Fiir die Firbung wurden die fixierten Zellen mit 500 ul PBS™" gewaschen und anschliefend
mit 0,1 % Triton X-100 (in 1 % BSA/PBS) fiir 5 min auf Eis permeabilisiert. Darauthin wurden
die Zellen in 1 % BSA/PBS fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen zu blockieren. Die Primérantikorper wurden in 1 % BSA verdiinnt und nach
einmaligem Waschen der Zellen mit PBS™* iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS™* wurden die Sekundirantikrper in 1 % BSA verdiinnt und fiir 2 h bei
Raumtemperatur auf die Zellen gegeben. Die fiir die immunzytochemischen Firbungen
verwendeten Primér- und Sekundérantikorper sowie die verwendeten Verdiinnungen sind im
Anhang angegeben (Tabelle A.10). AnschlieBend wurden die Zellen erneut dreimal mit PBS™*
gewaschen und dann fiir 5 min mit DAPI inkubiert, um die Zellkerne anzufarben. AbschlieBend

S** gewaschen und in Fluoromount-G® eingedeckt. Die

wurden die Zellen mit PB
Dokumentation der Farbungen erfolgte mit Hilfe des Mikroskops Keyence Biozero 8000 und

der dazugehorigen Software ,,BZ observation application®.

3.8 Filipinfirbung

Filipin ist ein fluoreszierendes, polyenes Makrolid-Antibiotikum, das freies Cholesterol in
Zellen farbt. Es wurde zunéchst eine Stammldsung angefertigt, indem das Filipin in DMSO
gelost wurde (50 mg/ml). Die Stammlosung wurde aliquotiert und bis zur Verwendung
bei -80 °C gelagert. Die auf Deckglédsern kultivierten Zellen wurden mit 4 % PFA in PBS bei
pH 7,4 fiir 10 min bei Raumtemperatur fixiert und mit 300 pl der Filipinfarbelosung (0,1 mg/ml
Filipin; 1:100 in DMSO und 1:5 in PBS™") fiir 45 min im Dunkeln gefirbt. Nach dreimaligem
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Waschen mit PBS™" wurden die Deckgliser mit Fluoromount-G® auf Objekttrigern
eingedeckt. Die gefirbten Zellen wurden lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur gelagert und
zeitnah mikroskopiert. Die visuelle Begutachtung der Fiarbungen sowie die Aufnahmen der
Fluoreszenzbilder erfolgte mit einem Laser-Scanning-Mikroskop 900 (LSM 900, Carl Zeiss
AG, Oberkochen, DE). Das LSM 900 war mit einem Lasermodul URGB (405 nm Diodenlaser),
einem Plan-APOCHROMAT 63x/1,4 Ol Objektiv und einem GaAsP-PMT Detektor
ausgestattet. Die Bilder wurden mit der ZEN Imaging Software aufgenommen. Es wurden
jeweils zehn zufillig ausgewéhlte Bildausschnitte pro Deckgldschen dokumentiert. Die
quantitative Analyse der Fluoreszenzbilder wurde mit der Software ,,ImageJ* in Anlehnung an
Pipalia et al. unter Berechnung des Lysosomen-dhnlichen Speicherorganellen (LSO, engl.
lysosome-like storage organelles)-Kompartiment-Verhiltnisses durchgefiihrt (Pipalia et al.
2006). Das LSO-Kompartiment-Verhéltnis setzt die Akkumulation des freien Cholesterols ins
Verhiltnis zu der Gesamtfldche der Zellen. Dazu wurden zwei verschiedene Schwellenwerte
auf die Filipinbilder angewandt. Der untere Schwellenwert ist durch die Zellgrenzen
gekennzeichnet. Das Fluoreszenzsignal tliber diesem Schwellenwert entspricht dem Gehalt an
freiem Cholesterol in diesem Bereich. Der zweite, obere Schwellenwert wurde um die stark
fluoreszierenden, zumeist perinukledren Regionen gesetzt, die den LSOs der Zellen
entsprechen. Das LSO-Kompartiment-Verhiltnis ergibt sich aus dem Quotienten der
Filipinintensitit iiber dem oberen Schwellenwert und der Pixelanzahl iiber dem unteren

Schwellenwert (Formel 1).

Filipinintensitat iber dem oberen Schwellenwert

LSO — K t t — Verhaltnis =
ompartimen erhattnis Pixelanzahl iber dem unteren Schwellenwert

Formel 1: Berechnung des LSO-Kompartiment-Verhéltnisses

3.9 Waestern Blot-Analyse

Zellernte und Probenvorbereitung fiir Western Blot

Die Ernte der Zellen erfolgte mittels RIPA-Puffer (sieche Tabelle A.7), wodurch die Zellen
zunéchst lysiert wurden. Dazu wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 500 ul PBS
pro Kavitit gewaschen und anschlieBend mit 300 ul RIPA-Puffer aufgeschlossen (20 min,
schiittelnd auf Eis). Das Zelllysat wurde dann mit einem Zellschaber vom Plattenboden gelost,
in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl iiberfiihrt und fiir 15 min bei 15.000 x g und 4 °C zentrifugiert.
AbschlieBend wurde der Uberstand in ein frisches 1,5 ml ReaktionsgefdB iiberfiihrt und
gegebenenfalls bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
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Die Proteinbestimmung erfolgte nach Smith et al. mit Hilfe des Pierce™ BCA Protein Assay
Kits nach Herstellerangaben (Smith et al. 1985). Zundchst wurden die Zelllysate in einem
Verhiltnis von 1:3 mit Reinstwasser verdiinnt und jeweils 10 pl der Verdiinnungen in
Doppelbestimmung in eine 96-Well-Platte pipettiert. Weiterhin wurde durch Verdiinnen einer
BCA-Stammldsung (2 mg/ml) mit Wasser eine Eichreihe hergestellt und vorgelegt: 0,0 mg/ml;
0,2 mg/ml; 0,4 mg/ml; 0,6 mg/ml; 0,8 mg/ml und 1 mg/ml. AnschlieBend wurden 200 ul BCA
Reagenz (Komponente A und B 50:1) pro 96-Well hinzugefiigt und fiir 30 min bei 37 °C auf
einem Schiittler inkubiert. Danach wurde die Absorption bei 570 nm mit Hilfe des
Plattenlesegerits Spark (Tecan Group Ltd., Minnedorf, CH) und der Software
»SparkControl™* (Tecan Group Ltd., Minnedorf, CHE) gemessen und der Proteingehalt
berechnet. Im Anschluss wurden die Zelllysate zundchst mit autoklaviertem, destilliertem
Wasser auf 20 ng/20 pl verdiinnt. Dann wurde 5x Laemmli Puffer (siche Tabelle A.7) in einem
Verhiltnis von 5:1 hinzugefiigt. Die Lysate wurden fiir 5 min bei 37 °C inkubiert.

Endoglykosidase H Verdau

Endoglykosidase H (Endo H) ist ein Enzym, das unreife N-verkniipfte Glykane von Proteinen
im ER entfernt. Die Analyse dieser posttranslationalen Modifikationen am NPCI1-Protein
ermOglicht es eine Aussage iiber die intrazelluldre Lokalisation des NPC1-Proteins zu treffen.
Der Verdau des Gesamtzelllysats erfolgte mit dem Endo H-Kit (New England Biolabs GmbH,
Frankfurt am Main, DE). Dazu wurden 20 ug Protein mit Reinstwasser auf 10 pl
Gesamtvolumen verdiinnt und mit 1 pl Glykoprotein-Denaturierungspuffer versetzt. Die
Denaturierung erfolgte innerhalb von 10 min bei 37 °C. Anschlieend wurden zu jeder Probe
2 ul Glykopuffer, 7 ul Reinstwasser und 1 pl Endo H hinzugegeben. Die Reaktionsansitze
wurden dann fiir 2 h bei 37 °C schiittelnd inkubiert. AbschlieBend wurden 5 pl 5x Laemmli-
Puffer hinzugefiigt. Die elektrophoretische Auftrennung, der Proteintransfer auf eine Membran
und der spezifische immunologische Nachweis des NPC1-Proteins erfolgte ebenso wie fiir die

unverdauten Gesamtzelllysate auch und wird im Folgenden beschrieben.

SDS-Gelelektrophorese

Um die in den Gesamtzelllysaten enthaltenen Proteine anhand ihrer Molekiilmasse
aufzutrennen, wurde eine SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese durchgefiihrt. Dazu wurden
Criterion™ TGX Stain-Free™ Gele (4-15 % TRIS-HCI, 18 Wells, 30 pl TaschengrofBe) der
Firma Bio-Rad Laboratories GmbH verwendet, welche in den Elektrophoresekammern

Criterion™ Cell eingesetzt wurden. Als Laufpuffer diente 1x SDS-Elektrophoresepuffer (siche
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Tabelle A.7). Jeweils 25 ul der zuvor vorbereiteten Proben wurden in die Taschen der Gele
pipettiert. Als Laufkontrolle wurden 2 pl Proteinmarker (Precision Plus Protein™ Dual Xtra
Standard, 2-250 kDa) in eine Tasche gegeben. Mit Hilfe des PowerPac (Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen, DE) und dem Anlegen einer Spannung (100 V, 10 min; 300 V, 25 min)
erfolgte die Auftrennung der Proteine. Die Beweglichkeit der Proteine ist dabei proportional

zum Logarithmus der Molekiilmasse.

Proteintransfer

Der Transfer der aufgetrennten Proteinbanden auf die Trigermembran, eine
Nitrocellulosemembran, erfolgte mit Hilfe des semidry Blotverfahrens. Dazu wurde das Trans-
Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, DE) in Kombination
mit den Trans-Blot Turbo Midi Nitrocellulose Transfer Packs (Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen, DE) genutzt. Hierzu wurden nacheinander das Gel-Blotting-Papier, die
Nitrocellulose-Membran, das SDS-Gel und ein weiteres Gel-Blotting-Papier auf die Anode
gelegt. Anschlieend wurde die Kammer mit der Kathode verschlossen und ein senkrecht zum
SDS-Gel gerichtetes elektrisches Feld mit einer Stromstérke von 2,5 A angelegt. Bei 25 V und
innerhalb von 7 min wanderten die negativ geladenen Proteine im elektrischen Feld Richtung

Anode und wurden so auf der Nitrocellulose-Membran fixiert.

Nachweis der Proteine durch Immundetektion

Die Nitrocellulose-Membran wurde nach dem Transfer fiir 1h schiittelnd in 5%
Magermilchpulver in 1x TBS-Tween 20 (TBST) (siehe Tabelle A.7) inkubiert, um freie
Bindungsstellen abzusidttigen. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit einem
Primérantikdrper gegen NPC1 in 3 % Magermilchpulver in TBST bei 4 °C iiber Nacht (siehe
Tabelle A.10). Nach dreimaligem Waschen mit TBST fiir jeweils 5 min wurde die Membran
fir 1 h mit einem Primédrantikdrper gegen B-Aktin inkubiert (sieche Tabelle A.10). Nach
erneutem dreimaligem Waschen mit TBST fiir jeweils 5 min, wurde die Membran mit den
Sekundirantikorpern (siehe Tabelle A.11) in 3 % Magermilchpulver in TBST inkubiert (1 h bei
Raumtemperatur im Dunkeln). Es folgten wiederum drei Waschschritte mit TBST und einer
mit TBS fiir jeweils 5 min. Die Membran wurde anschlieBend auf Whatman Paper zum
Trocknen gelegt. Die Membranen wurden mit Hilfe der Software ,,Odyssey Infrared Imaging
Scanner Systems* (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, US) visualisiert. Die Quantifizierung
der Banden erfolgte mit der Software ,,Odyssey® Infrared Imaging System-Application®
(Version 1.2.15, LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, US).
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3.10 Kolokalisationsanalysen

Die visuelle Begutachtung und Aufnahme der geféarbten Zellen fiir die Kolokalisationsanalysen
erfolgte am LSM 900 mit Hilfe der Software ,,ZEN imaging®. Jeweils zehn zufillig ausgewahlte
Bildausschnitte wurden pro Deckglidschen, also pro unabhdngigem Experiment, aufgenommen.
Die Auswertung der Kolokalisation erfolgte mit Hilfe des Programms ,,Image]*“ und der
Applikation JaCOP (JustanotherColocalizationPlugin). Dafiir wurde der Pearson-
Korrelationskoeffizient (PCC, engl. Pearson’s Correlation Coefficient) bestimmt, welcher die
Stiirke einer linearen Beziehung zwischen zwei Fluoreszenzintensititen aus der Uberlagerung
zweier Bilder angibt. Der PCC kann Werte zwischen -1 (100 % inverse Kolokalisation) und 1
(100 % positive Kolokalisation) annehmen. Werte nahe Null spiegeln Verteilungen von Proben
wider, die nicht miteinander korreliert sind. Der PCC ldsst sich mathematisch wie folgt

formulieren (Dunn et al. 2011):

_ ZiRi—-R)x(Gi—G6)
ViR —R)2 x ¥, (G;— G)?

PCC

Formel 2: Berechnung des Pearson-Korrelationskoeffizienten

wobei R; und G; die Intensititswerte des roten bzw. griinen Kanals von Pixel i; und R und G
die arithmetischen Mittel aller Intensitatswerte des roten bzw. griinen Kanals im gesamten Bild

bezeichnen.

Statistische Analysen

Fiir die statistische Auswertung der erhobenen Daten wurde GraphPad Prism 8.0.1 verwendet.
Alle Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung (SD, engl. standard deviation)
angegeben und stammen von mindestens drei unabhiangigen Experimenten. Der Shapiro-Wilk-
Test wurde verwendet, um die Datensitze auf Normalverteilung zu priifen. Fiir die statistische
Analyse von zwei Mittelwerten wurde der ungepaarte Student’s t-Test verwendet. Fiir die
statistische Analyse von mehr als zwei Mittelwerten wurde die einfaktorielle ANOVA-Analyse
durchgefiihrt. Zeigten sich signifikante Unterschiede, so wurde der Dunnett Post-hoc-Test als
paarweiser multipler Vergleichstest angewendet. In Féllen, in denen keine Normalverteilung
des Datensatzes vorlag, wurde der nichtparametrische Kruskal-Wallis-Test, gefolgt von Dunn’s
Post-hoc-Test, angewandt. Ein statistisch signifikanter Unterschied wurde fiir p <0,05
angenommen. Die Signifikanzniveaus werden wie folgt angegeben: p <0,05=*/4#;

p < 0,01 =**/## p<0,001 = ***/# # #.
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4 Ergebnisse

4.1 Generierung und Charakterisierung neuer iPS-Zelllinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zusétzlich zu den bereits bestehenden iPS-Zelllinien der
Arbeitsgruppe (Trilck et al. 2013; Peter et al. 2017b; Volkner et al. 2019) zwei weitere iPS-
Zelllinien, eine weibliche Kontrollzelllinie (Kon B) und eine NPC1-defiziente Zelllinie einer
Patientin mit der kombiniert heterozygoten NPC1-Mutation V1023Sfs*15/G992R (Mut 4, vgl.
Tabelle 3.1), generiert und im Anschluss im Detail charakterisiert (Volkner et al. 2020b). Die
Generierung der iPS-Zellen erfolgte durch retrovirale Transduktion patientenspezifischer
Fibroblasten mit den Transkriptionsfaktoren OCT4, SOX2, KLF4 und c-MYC (Takahashi und
Yamanaka 2006). Etwa ein bis zwei Wochen nach der Transduktion verdnderte sich die
Morphologie der Fibroblasten und statt der langgestreckten Zellkdrper (Abbildung 7A) waren
zunehmend kleinere, abgerundete Zellen sichtbar (Abbildung 7B, Pfeile). Diese formierten sich
im weiteren Verlauf zu groeren Kolonien mit deutlich abgegrenztem Kolonierand (Abbildung
7C, *), bestehend aus dicht gepackten Zellen mit hohem Kern-Zytoplasma-Verhiltnis, welche
kein GFP mehr exprimierten (Abbildung 7D, *). Diese wurden einzeln zunéchst auf

Feederzellen (Abbildung 7E, Dreiecke) und spéter auf Matrigel expandiert (Abbildung 7F).

]

A BN A fe

Abbildung 7: Retrovirale Reprogrammierung von Fibroblasten zu iPS-Zellen. A) Fibroblasten vor
bzw. (B) etwa eine Woche nach der Transduktion mit verdnderter Morphologie in Form von
kompakteren, runden Zellkorpern (Pfeile). (C) Runde iPS-Zellkolonie (*) 20 Tage nach Transduktion,
umgeben von nicht bzw. unvollstindig reprogrammierten Fibroblasten. (D) Vollstindig
reprogrammierte iPS-Zellkolonie (*) exprimiert kein GFP. Die iPS-Zellkolonien wurden zunéichst auf
(E) Feederzellen (Dreiecke) und spéter auf (F) Matrigel kultiviert. Mal3stab 150 um.
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Nachweis der Pluripotenz

Nach der Etablierungsphase zu stabilen iPS-Zelllinien erfolgte zunédchst die Analyse der
Pluripotenz. Dazu wurde eine Farbung zum qualitativen Nachweis der Alkalischen Phosphatase
(AP) durchgefiihrt. Die charakteristische dunkelviolette Farbung der iPS-Zellkolonien zeigt die
vorhandene AP-Aktivitit, wéhrend die umliegenden differenzierten Feederzellen farblos
erscheinen (Abbildung 8, Pfeile). Des Weiteren wurden mit Hilfe von immunhistochemischen
Féarbungen Pluripotenz-assoziierte Proteine analysiert. Dazu gehdren unter anderem die
Transkriptionsfaktoren OCT4 (engl. octamer binding transcription factor 4, POUSF1) und
NANOG, sowie das embryonalspezifische Stufenantigen 4 (SSEA4, engl. stage specific
embryonic antigen 4) und die Keratansulfat-Proteoglykane TRA-1-60 und TRA-1-81 (engl.
tumor rejection antigen), welche auf der Oberflidche von pluripotenten Stammzellen exprimiert
werden. Wie anhand der immunzytochemischen Farbungen zu sehen ist, waren die Zellen
beider iPS-Zelllinien positiv fiir die getesteten Pluripotenzmarker NANOG und SSEA4
(Abbildung 8) sowie OCT4, TRA-1-60 und TRA-1-81 (Anhang, Abbildung 38). Die gefarbten
Transkriptionsfaktoren OCT4 und NANOG sind im Zellkern lokalisiert, wiahrend die
Oberflaichenmarker SSEA4, TRA-1-60 und TRA-1-81 membranstindig detektiert wurden
(Abbildung 8 bzw. Abbildung 38).

Alkalische Phosphatase NANOG

3

Kon B

Mut 4

Abbildung 8: Nachweis der Pluripotenzmarker in den etablierten iPS-Zelllinien. Die iPS-
Zellkolonien weisen eine dunkelviolette Farbung auf, welche die AP-Aktivitdt in undifferenzierten
Stammzellen nachweist. Im Vergleich dazu wirken die umgebenden Feederzellen farblos (Pfeile). Zu
sehen ist auBerdem der immunzytochemische Nachweis der Pluripotenzmarker NANOG und SSEA4.
Mafstab 200 pum.
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Fiir die quantitative Analyse derselben Pluripotenz-assoziierten Proteine wurde die
Durchflusszytometrie unter Verwendung der entsprechenden Fluoreszenz-gekoppelten
Primérantikdrper angewandt. Die Abbildung 9 zeigt beispielhaft die Histogramme eines
intrazelluldren (NANOG) und eines extrazelluldren Pluripotenzmarkers (SSEA4) fiir jede iPS-
Zelllinie. Die Darstellung der Pluripotenzmarker OCT4, TRA-1-60 und TRA-1-81 ist dem
Anhang zu entnehmen (Abbildung 39). Die Quantifizierung ergab, dass nahezu alle Zellen
beider iPS-Zelllinien positiv fiir die jeweiligen Pluripotenzmarker waren (Kon B: NANOG
97,0 %; OCT4 97,7 %; SSEA4 98,4 %, TRA-1-60 96,6 %; TRA-1-81 94,7 % und Mut 4:
NANOG 98,9 %; OCT4 98,0 %, SSEA4 97,7 %, TRA-1-60 97,0 %, TRA-1-81 95,7 %).

Kon B Mut 4
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Abbildung 9: Nachweis Pluripotenz-assoziierter Proteine mittels Durchflusszytometrie. Dic
reprasentativen Histogramme zeigen die relativen Fluoreszenzintensititen der Pluripotenz-assoziierten
Proteine NANOG bzw. SSEA4 in den iPS-Zelllinien Kon B und Mut 4 gegeniiber der relativen Anzahl
der Ereignisse. Die ungefarbte Negativkontrolle ist in schwarz dargestellt; in rot die Rechtsverschiebung
des Signals nach Farbung mit den entsprechenden Fluoreszenz-gekoppelten Primérantikdrpern. Die

Zahlen in den Histogrammen bezeichnen den prozentualen Anteil positiver Zellen.

Auf Genebene erfolgte der Expressionsnachweis endogener Pluripotenz-assoziierter Gene iiber
die semiquantitative RT-PCR. Analysiert wurden die folgenden Markergene: OCT4, NANOG,
SOX2, KLF4, c-MYC, hTERT, ZFP296, FGF4 und ESGI. Die Primer wurden so entworfen,

dass sie spezifisch nur die endogenen Transkripte detektieren. Wie in Abbildung 10 zu sehen
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ist, konnte in beiden iPS-Zelllinien die Expression aller untersuchten endogenen
Pluripotenzmarker nachgewiesen werden, wihrend die Ursprungszellen, die Fibroblasten,
zumeist negativ waren. Eine Ausnahme bilden die Gene KLF4, c-MYC und ZFP296, von denen
vor allem fir KLF4 und c-MYC eine starke endogene Expression in den Fibroblasten
nachgewiesen wurde. Dies wurde vielfach auch in anderen Studien gezeigt (Takahashi et al.

2007; Esteve et al. 2019) und spricht dafiir, dass diese Marker nicht spezifisch sind.

Kon B Mut 4 Abbildung 10: Nachweis Pluripotenz-
assoziierter Gene mittels RT-PCR.
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werden (vgl. Tabelle A.13).
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Analyse der Transgenexpression mittels RT-PCR

Ein weiteres Merkmal vollstindig reprogrammierter iPS-Zellen ist die Inaktivierung der
Transgene nachdem die endogenen Pluripotenz-assoziierten Gene aktiviert wurden (siehe
Abbildung 10), ein Prozess der auch als ,,gene silencing “ bekannt ist. In beiden iPS-Zelllinien
der Passage 24 wurden die Transkripte der transgenen Reprogrammierungsfaktoren OCT4,
SOX2, KLF4 und c-MYC mittels semiquantitativer RT-PCR untersucht, wobei keine transgenen
Reprogrammierungsfaktoren mehr nachgewiesen werden konnten, was fiir vollstindig

reprogrammierte iPS-Zellen spricht (Abbildung 11).

I

2



ERGEBNISSE

Abbildung 11: Expressionsanalyse der Transgene
mittels RT-PCR. Die iPS-Zellen beider Zelllinien,
Mut 4 (1) und Kon B (2), waren negativ fiir die
Expression der Transgene OCT4, SOX2, KLF4 und
c-MYC. Als Positivkontrolle diente jeweils das
Plasmid (P, 10pg). Als Negativkontrolle wurde
KLF4 jeweils ein Reaktionsansatz ohne RNA mitgefiihrt
(BLANK, B). Anhand des Markers (M) kann die
c-MYC GroBe der amplifizierten PCR-Produkte bestimmt
werden (vgl. Tabelle A.13).
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Bestimmung des in vitro Differenzierungspotenzials der iPS-Zellen

Pluripotenz ist definiert als die Fahigkeit in Zellen aller drei Keimblitter (Endoderm, Mesoderm
und Ektoderm) zu differenzieren. Diese Eigenschaft wurde in vitro iiber die Bildung von
Embryoid bodies nachgewiesen. Fiir beide iPS-Zelllinien wurde mittels Immunfluoreszenz die
Expression spezifischer Differenzierungsmarker fiir alle drei Keimblitter nachgewiesen. Die
EBs zeigten eine positive Immunreaktivitit auf die Antikorper fiir a-Fetoprotein (Endoderm),
Muskelaktin -~ (Mesoderm) bzw. Nestin (Ektoderm) (Abbildung 12), was ihr

Differenzierungspotenzial in Zellen aller drei Keimblatter zeigt.

a-Fetoprotein Muskelaktin Nestin

Kon B

Mut 4

\ 2 M
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Abbildung 12: Nachweis des in vitro Differenzierungspotenzials der generierten iPS-Zellen. Zum

Nachweis des in vitro Differenzierungspotenzials wurden EBs aus iPS-Zellkolonien differenziert und
mit  entsprechenden = Markern  fir  die  einzelnen — Keimblétter  angefirbt.  Die
immunfluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigen eine positive Farbung (griin) fiir Marker der drei
Keimblitter: o-Fetoprotein (Endoderm), Muskelaktin (Mesoderm) bzw. Nestin (Ektoderm). Die
Zellkerne wurden mit DAPI (blau) angeféarbt. Maf3stab 100 um.
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Analyse der genetischen Stabilit:it

Da es wihrend des Prozesses der Reprogrammierung zu Verdnderungen der Chromosomen
kommen kann (Nikitina et al. 2019; Taapken et al. 2011), wurde fiir jede generierte iPS-
Zelllinie ein Karyogramm angefertigt. Die représentativen Metaphasen der beiden iPS-
Zelllinien zeigen die 22  humanen  Autosomenpaare sowie die  beiden
Geschlechtschromosomen, wobei keine chromosomalen Abweichungen vom humanen,
weiblichen Karyotyp (46,XX) nachgewiesen wurden (Abbildung 13).

Kon B Mut 4
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Abbildung 13: Karyogramm der etablierten iPS-Zelllinien. Dargestellt sind die 22 Autosomenpaare

it

und die Geschlechtschromosomen XX als G-Banden Karyogramm zur Bestimmung des Karyotyps der
iPS-Zelllinien. Die Zelllinien Kon B und Mut 4 weisen keine chromosomalen Aberrationen auf.

Short Tandem Repeat-Analyse

Um die Identitét der Zelllinien zu bestitigen, wurde eine STR-Analyse der iPS-Zelllinien sowie
der korrespondierenden Fibroblastenzellen durchgefiihrt. Die Analyse von 18 genomischen
Loci ergab jeweils identische Polymorphismen der Fibroblasten und der daraus generierten iPS-

Zelllinien (Tabelle 4.1 und Tabelle 4.2). Die Zahlen geben jeweils die Anzahl der

Wiederholungen der Nukleotidsequenz auf den beiden Allelen an. Die 100%ige
Ubereinstimmung der STRs bestitigt, dass die iPS-Zelllinien jeweils aus den
korrespondierenden Fibroblasten-Zelllinien der Spenderin generiert wurden.
Tabelle 4.1: STR-Analyse der Zelllinie Kon B
Probe D5S818 | D13S317 | D7S820 | D16SS39 | vWA THO1 AMEL | TPOX | CSF1PO
Fibroblasten | 12,13 13,14 8,9 9,11 15,17 7,9.3 X 8,11 10,12
iPS-Zellen | 12,13 13,14 8,9 9,11 15,17 7,9.3 X 8,11 10,12
Tabelle 4.2: STR-Analyse der Zelllinie Mut 4
Probe D5S818 | D13S317 | D7S820 | D16S539 | vWA THO1 AMEL | TPOX | CSF1PO
Fibroblasten | 11 8,11 9,11 12 17 9 X 8 10,12
iPS-Zellen | 11 8,11 9,11 12 17 9 X 8 10,12
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Analyse von NPCI-Varianten

Fiir die Analyse von NPCI-Varianten wurde eine Mutationsanalyse mittels gezielter NGS-
Sequenzierung des NPCI-Gens durch Mitarbeitende der Klinik fiir Himatologie, Onkologie
und Palliativmedizin der Universitdtsmedizin Rostock durchgefiihrt. Wéhrend in den
Fibroblasten und iPS-Zellen der Linie Kon B keine pathogenen NPC/-Varianten nachgewiesen
wurden, wurden sowohl in den Fibroblasten als auch in den iPS-Zellen der Linie Mut 4 die
beiden Mutationen V1023Sfs*15 bzw. G992R jeweils mit einer Allelfrequenz von etwa 50 %

gefunden (Tabelle 4.3). Es handelt sich also um eine kombiniert heterozygote Mutante.

Tabelle 4.3: Ergebnis der Mutationsanalyse

Zelllinie Zelltyp Aminosiureninderung | Allel-Verhiltnis Frequenz
Kon B Fibroblasten | - - -
iPS-Zellen - - -
Mut 4 Fibroblasten | V1023Sfs*15 ATGTTAACT=0,4997; 50,03 %
AA=0,5003
G992R C=0,5103; G=0,4897 48,97 %
iPS-Zellen V1023Sfs*15 ATGTTAACT=0,5101; 48,99 %
AA=0,4899
G992R C=0,5111; G=0,4889 48,87 %

4.2 Generierung und Charakterisierung des neuralen Zellmodells

Die Differenzierung in neural differenzierte Zellen erfolgte anhand eines in der Arbeitsgruppe
etablierten Protokolls (Peter et al. 2017b). Die spontane Dichte-induzierte Differenzierung der
iPS-Zellen (Abbildung 14A) fiihrte zu der Bildung sogenannter neuraler Rosetten (Abbildung
14B, Dreiecke). Diese enthalten NPZs, die den Oberflichenmarker PSA-NCAM (engl.
polysialic acid neural cell adhesion molecule) tragen und durch Verwendung von anti-PSA-
NCAM-Antikorpern, welche an magnetische Beads gekoppelt sind, isoliert wurden (Abbildung
14C). Die isolierten NPZs waren positiv fiir die neuralen Progenitorzellmarker Nestin, Pax6
und Sox2 (Anhang, Abbildung 41). Die Differenzierung der NPZs in NDZs fand iiber einen
Zeitraum von sechs Wochen statt (Abbildung 14D). Bei den NDZs handelt es sich um eine
Mischkultur aus BIII-Tubulin® Neuronen und GFAP (engl. glial fibrillary acidic protein)”
Gliazellen (Abbildung 14E-J). BIII-Tubulin ist ein Mikrotubuli-Element, das hauptséchlich in
Neuronen exprimiert wird und eine Rolle bei der Neurogenese, der neuronalen Zellproliferation
sowie der Axonflihrung und -erhaltung spielt. GFAP ist ein Intermedidrfilamentprotein, das im

astroglialen Zytoskellet vorkommt (Zurek 2017).
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Abbildung 14: Neurales Zellmodell. Die iPS-Zellen wurden in Form von Kolonien (A) auf Matrigel
kultiviert. Die spontane Dichte-induzierte Differenzierung fiihrte zur Bildung neuraler Rosetten (B,
Dreiecke). Diese enthalten PSA-NCAM' neurale Progenitorzellen, welche durch magnetische
Aufreinigung mit Hilfe von Bead-gekoppelten Antikdrpern isoliert wurden. Die neuralen
Progenitorzellen (C) wurden expandiert und schlieBlich iiber einen Zeitraum von sechs Wochen zu
neural differenzierten Zellen (D) differenziert. Die NDZs der Linie Kon B (E,F,G) und Mut 4 (H,LJ)
sind positiv fiir den neuronalen Marker BIII-Tubulin (griin; E,H,G,J) oder den glialen Marker GFAP
(rot; F,I,G,J). Somit handelt es sich bei den NDZs um eine Mischkultur aus Neuronen und Gliazellen.
Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau; G,J) gefarbt. Mal3stab 100 um.
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4.3 Generierung und Charakterisierung des hepatischen Zellmodells

Die Differenzierung von iPS-Zellen in Hepatozyten-dhnliche Zellen erfolgte in Anlehnung an
Wang und Kollegen (Wang et al. 2017) anhand eines 3-Schritte-Protokolls, das im
Wesentlichen die embryonale Entwicklung der Leber imitiert. Die vereinzelt ausgesaten iPS-
Zellen hatten an Tag 1 der Differenzierung einen netzartigen Verbund gebildet (Abbildung
15A) und wurden zunichst durch Zugabe von Activin A und Wnt3a in Zellen des Definitiven
Endoderms (DE) differenziert. Activin A, als Mitglied der TGF-B-Superfamilie (engl.
Transforming Growth Factor), induziert die Differenzierung in Zellen des DE durch
Aktivierung des TGF-B-Signalwegs. Wnt3a interagiert spezifisch mit Activin A (Toivonen et
al. 2013), wodurch die Produktion des DE gesteigert wird. Wie in Abbildung 15B zu sehen ist,
fiillten die Zellen des DE, welche sich durch eine dreieckige Zellmorphologie auszeichnen
(Abbildung 15B, Pfeile), die Rdume zwischen den ausgesiten iPS-Zellen. Die Zellen des DE
waren positiv fiir die Markerproteine FoxA2 (engl. Forkhead Box A2) und Sox17 (engl. SRY
(sex determining region Y)-box 17), die wihrend der Embryonalentwicklung des DE exprimiert
werden und das Endoderm des Vorderdarms spezifizieren, aus dem spéter die Zellen der
Bauchspeicheldriise und der Leber hervorgehen (Norrman et al. 2013). Entsprechend ihrer
Funktion als Transkriptionsfaktoren, waren FoxA2 und Sox17 im Zellkern lokalisiert (Anhang,
Abbildung 40). Im ndchsten Schritt wurde durch Zugabe von DMSO die Differenzierung in
hepatische Progenitorzellen (HPZs, Abbildung 15C) induziert (Hay et al. 2008; Sullivan et al.
2010). Es wird angenommen, dass DMSO seine Wirkung iiber Mechanismen wie die
Deacetylierung von Histonen (Hay et al. 2007; Baxter et al. 2010), die Induktion der DNA-
Methylierung (Basma et al. 2009) und die Stabilisierung von Zellmembranen (Duan et al. 2010)
vermittelt. Die hepatischen Progenitorzellen waren positiv fiir die frithen hepatischen Marker
a-Fetoprotein (AFP) und Hepatozyten-Kernfaktor 4o (HNF4a, engl. hepatocyte nuclear factor
4a). Wahrend HNF4a als Transkriptionsfaktor im Zellkern lokalisiert war, wurde a-FP im
Zytoplasma detektiert (Anhang, Abbildung 42). Die hepatische Reifung zu Hepatozyten-
dhnlichen Zellen erfolgte durch Zugabe des Hepatozyten-Wachstumsfaktors (HGF, engl.
hepatocyte growth factor) und Oncostatin M (OSM). Die HLZs an Tag 17 der Differenzierung
haben ein polygonales Aussehen und vergroBerte Zellkerne mit einem erhdhten Verhiltnis von
Zytoplasma zu Zellkern, wobei einige Zellen mehrere Zellkerne aufweisen (Abbildung 15D,
Pfeilspitzen), wie es auch typisch fiir primire Hepatozyten ist. Die HLZs sind auerdem positiv
fiir die hepatischen Markerproteine HNF4a (Abbildung 15E,H), AFP (Abbildung 15F,I) und
Albumin (ALB, Abbildung 15G.J).
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Abbildung 15: Hepatisches Zellmodell. Die vereinzelt ausgesiten iPS-Zellen zeigen an Tag 1 der
Differenzierung einen netzartigen Verbund (A). Durch Zugabe von Activin A und Wnt3a entwickelten
sich Zellen des DE, welche eine dreieckige Zellmorphologie aufweisen (B, Pfeile). Die hepatische
Spezifizierung zu hepatischen Progenitorzellen (C) wurde durch DMSO induziert. Die hepatische
Reifung durch Zugabe von HGF und OSM resultierte in Hepatozyten-ahnliche Zellen (D). Diese weisen
eine polygonale Zellmorphologie auf. Einige HLZs besitzen mehrere Zellkerne, wie es auch typisch fiir
primire Hepatozyten ist (Pfeilspitzen). Die HLZs der Linie Kon B (E,F,G) und Mut 4 (H,LJ) sind
positiv fiir die hepatischen Marker HNF4a (griin; E,H), AFP (griin; F,I) und Albumin (rot; G,J). Die
Zellkerne wurden mit DAPI (blau; E-J) gefarbt. Mallstab 200 um.
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AbschlieBend wurde die Funktionalitit der HLZs beurteilt (Abbildung 16). Dazu wurde
zundchst unter Durchfiihrung der Perjodsdure-Schiff-Reaktion (PAS-Reaktion, engl. periodic
acid-Schiff reaction) untersucht, ob die Zellen die Féahigkeit besitzen Glykogen zu speichern,
ein Merkmal funktioneller Hepatozyten. Die positive Reaktion, welche anhand der intensiv rosa
bis magenta-roten Farbung zu erkennen ist, zeigt, dass die HLZs funktionell in der Lage sind
Glykogen zu speichern (Abbildung 16A,E). Weiterhin waren die Zellen in der Lage LDL
aufzunehmen, was anhand der Dil-Ac-LDL Férbung zu sehen ist (Abbildung 16B,F).

Auflerdem wurde die Aufnahme und Sekretion von Indocyaningriin (ICG) untersucht. ICG ist

ein ungiftiges organisches Anion, das ausschlieBlich von reifen Hepatozyten eliminiert wird.
Wie in Abbildung 16 zu sehen ist, waren die HLZs in der Lage ICG aufzunehmen (Abbildung
16C,G) und es innerhalb von 6 h (Abbildung 16D,H) wieder abzugeben.

ﬂ‘

Abbildung 16: Funktionelle Charakterisierung der Hepatozyten-dhnlichen Zellen. Die HLZs der
beiden Zelllinien Kon B (A-D) und Mut 4 (E-H) an Tag 17 der Differenzierung zeigen hepatozyten-
dhnliche Funktionen. Zum Nachweis von Glykogen in den HLZs wurde eine PAS-Reaktion
durchgefiihrt. Die charakteristische rosa bis dunkelrot-violette Farbung der Zellen zeigt das
zytoplasmatische Glykogen (A,E). Durch die Verwendung von fluoreszierendem LDL wurde die
Aufnahme von LDL in die HLZs nachgewiesen (B,F). AuBerdem wurde die Metabolisierung von ICG
untersucht. Die HLZs waren in der Lage das ICG aufzunehmen (C,G) und innerhalb von 6 h wieder
abzugeben (D,H). MaBstab 100 pm.
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4.4 Phéanotypische Verinderungen bei Morbus Niemann-Pick Typ C1

In der vorliegenden Arbeit wurden vier Kontrollzelllinien sowie vier NPCI-defiziente
Zelllinien untersucht (vgl. Tabelle 3.1). Zwei der minnlichen Kontrollzelllinien (Kon A1l und
Kon A2) wurden aus Griinden der Ubersichtlichkeit im Folgenden nicht aufgefiihrt, da sie sich
nicht signifikant unterschiedlich zu der Kontrollzelllinie Kon A verhielten. Die entsprechenden
Daten sind der Vollstiandigkeit halber im Anhang aufgefiihrt (Abbildung 43 bis Abbildung 45).
Die statistische Auswertung erfolgte getrennt nach Geschlechtern (ménnlich: Kon A, Mut 1,

Mut 2 und Mut 3; weiblich: Kon B und Mut 4).

Cholesterolakkumulation

Da die Cholesterolakkumulation als Hauptmerkmal des NP-C1 beschrieben wird, wurde
zundchst der intrazelluldre Cholesterolgehalt in allen patientenspezifischen Zelllinien und
jeweils den drei Zelltypen Fibroblasten, NDZs und HLZs untersucht. Im Zuge dessen wurden
Filipinfarbungen durchgefiihrt und anschlieBend das LSO-Kompartiment-Verhéltnis bestimmt.
Die Analyse der Fibroblasten ist in Abbildung 17 zu sehen. Die Fibroblasten der
Kontrollzelllinien Kon A und Kon B zeigten insgesamt eine sehr geringe Fluoreszenzintensitét
und wiesen keine fluoreszierenden Vesikel auf (Abbildung 17A,E). Im Gegensatz dazu waren
in den NPCl-defizienten Zelllinien fluoreszierende, punktférmige Vesikel um den Zellkern
herum zu beobachten, was der Akkumulation von freiem Cholesterol entspricht. Diese
perinukledren Muster waren in den verschiedenen Zelllinien unterschiedlich stark ausgeprégt.
Die NPCl1-defizienten Zelllinien Mut 1, Mut 2 und Mut 3 wiesen in fast allen Zellen eine
Vielzahl von stark fluoreszierenden, perinukledren Vesikeln auf (Abbildung 17B,C,D). Sie sind
demnach dem klassischen biochemischen NP-C1 Phanotyp zuzuordnen. Im starken Kontrast
dazu, glichen die Zellen der NPC1-defizienten Zelllinie Mut 4 zum GroBteil den Zellen der
Kontrollzelllinien und waren optisch unauffillig. Nur einzelne Zellen zeigten kleine, schwach
fluoreszierende Vesikel um den Zellkern herum (Abbildung 17F). Die Zelllinie Mut 4 wurde
daher als Zelllinie mit variantem biochemischem Phénotyp eingestuft. Die Analyse des LSO-
Kompartiment-Verhéltnisses (Abbildung 17G) ergab signifikant erhohte Werte in allen NPC1-
defizienten Zelllinien im Vergleich zu der Kontrollzelllinie Kon A bzw. Kon B. Wihrend die
Zelllinien Mut 1, Mut 2 und Mut 3 eine deutliche Cholesterolakkumulation im Vergleich zu
Kontrollzelllinie Kon A aufwiesen (Kon A: 0,3 +0,2; Mut 1: 10,3 £ 1,2; Mut 2: 18,8 +2,9; Mut
3: 22,6 £ 2,3), war das LSO-Kompartiment-Verhéltnis der Mut 4 gegeniiber Kontrollzelllinie
Kon B nur geringfiigig erhoht (Kon B: 0,2 = 0,07; Mut 4: 1,8 + 0,4).
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Abbildung 17: Analyse des Cholesterolgehalts in Fibroblasten. (A-F) Représentative Bilder der
Filipin-gefarbten Fibroblastenzelllinien. Wihrend die Fibroblasten der NPC1-defizienten Zelllinien
Mut 1, Mut 2 und Mut 3 stark fluoreszierende Vesikel in der perinukledren Region aufweisen, zeigt die
Zelllinie Mut 4 groBtenteils ein normales Erscheinungsbild, dhnlich der Kontrollzelllinien. Einige
Zellen weisen schwach fluoreszierende Vesikel um den Zellkern herum auf. Malistab 20 um. (G) Die
Quantifizierung des LSO-Kompartiment-Verhéltnisses ergab eine deutliche Cholesterolakkumulation
in den Zelllinien Mut 1, Mut 2 und Mut 3 im Vergleich zu Kon A. Das LSO-Kompartiment-Verhéltnis
der Zelllinie Mut 4 war gegeniiber Kon B geringfiigig erhoht und wurde als varianter biochemischer
Phénotyp eingestuft. (Mittelwert + SD; N=8; ***/# # # =p < 0,001 zu Kon A bzw. Kon B).

Die Analyse des Cholesterolgehalts in den NDZs ergab ein dhnliches Bild wie in den
Ursprungszellen, den Fibroblasten. Wihrend in den NPC1-defizienten Zelllinien punktférmige
Cholesterolakkumulationen sichtbar waren (Abbildung 18B,C,D,F), waren diese in den
Kontrollzelllinien Kon A und Kon B nicht zu beobachten (Abbildung 18A,E). Dabei konnten
die fluoreszierenden Vesikel nicht nur in den Zellkérpern, sondern auch in den Fortsédtzen der
NDZs nachgewiesen werden (Abbildung 18F, Pfeil). Die Quantifizierung des LSO-
Kompartiment-Verhéltnisses ergab signifikant hohere Werte in den NPCl-defizienten
Zelllinien im Vergleich zu den Kontrollzelllinien, wobei die Cholesterolakkumulation in Mut 4
nur sehr gering ausgepragt war (Kon A: 0,1 + 0,1; Mut 1: 2,4 + 0,6; Mut 2: 4,7 + 2,0; Mut 3:
4,9 +2,5; Kon B: 0,2 + 0,07; Mut 4: 0,8 + 0,2; Abbildung 18G).
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Abbildung 18: Analyse des Cholesterolgehalts in neural differenzierten Zellen. (A-F)
Repriasentative Bilder der Filipin-gefarbten NDZs. In den NPCl-defizienten Zelllinien sind
fluoreszierende Vesikel sowohl in den Zellkorpern als auch in den Fortsidtzen der NDZs zu sehen (Pfeil).
MaBstab 20 um. (G) Die Quantifizierung des LSO-Kompartiment-Verhiltnisses ergab eine deutliche
Cholesterolakkumulation in Mut 1, Mut 2 und Mut 3 im Vergleich zur Kontrollzelllinie Kon A. Das
LSO-Kompartiment-Verhéltnis der Zelllinie Mut 4 war gegeniiber Kontrollzelllinie Kon B nur
geringfligig erhoht. (Mittelwert = SD; N=8; *, # =p <0,05; ***/# ## =p < 0,001 zu Kon A bzw. Kon
B).

Auch in den Hepatozyten-dhnlichen Zellen waren vergleichbare Firbemuster wie in den
Fibroblasten und NDZs zu beobachten (Abbildung 19). Die fluoreszierenden Punkte in den
NPCl1-defizienten Zelllinien waren, ebenso wie in den Fibroblasten, primér um den Zellkern
herum lokalisiert. Die NPCl-defizienten Zelllinien Mut 1, Mut 2 und Mut 3 wiesen im
Vergleich zu Kontrollzelllinie Kon A ein signifikant erhdhtes LSO-Kompartiment Verhéltnis
auf (Kon A: 0,7 £ 0,09; Mut 1: 6,0 +£ 0,9; Mut 2: 8,0 £ 1,9; Mut 3: 7,1 £ 3,4). Der
Cholesterolgehalt der Mut 4 war im Vergleich zur Kontrollzelllinie Kon B nur geringfiigig
erhoht (Kon B: 0,2 £0,1; Mut 4: 2,9 + 1,0).
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Abbildung 19: Analyse des Cholesterolgehalts in Hepatozyten-ihnlichen Zellen. (A-F)
Reprisentative Bilder der Filipin-gefarbten HLZs. Wéhrend die HLZs der NPC1-defizienten Linien
Mut 1, Mut 2 und Mut 3 stark fluoreszierende Muster in der perinukledren Region aufweisen, fehlen
diese vollstindig in den Kontrollzelllinien. Maf3stab 20 um. (G) Die Quantifizierung des LSO-
Kompartiment-Verhéltnisses ergab eine deutliche Cholesterolakkumulation in Mut 1, Mut 2 und Mut 3
im Vergleich zur Kontrollzelllinie Kon A. Der Cholesterolgehalt in Mut 4 war im Vergleich zu
Kontrollzelllinie Kon B geringfiigig erhoht. (Mittelwert £ SD; N=8; ***/# # # = p < 0,001 zu Kon A
bzw. Kon B).

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse das Vorhandensein einer Cholesterolakkumulation
als phénotypische Ausprigung in den NPCl-defizienten Fibroblasten, sowie in den iPS-
zellbasierten NDZs und HLZs. Somit konnte gezeigt werden, dass die in vitro Modelle NPC1-

spezifische pathophysiologische Merkmale aufweisen.

NPC1-Proteinexpression in NPC1-defizienten Zellen

In einem néchsten Schritt wurde mittels Western Blot untersucht, welche Auswirkungen die
Mutationen auf die NPCI1-Proteinexpression in den NPC1-defizienten Zelllinien haben. Wie
anhand des repréasentativen Western Blots der Fibroblastenzelllinien (Abbildung 20A) zu sehen
ist, weisen die unverdauten Zelllysate (Endo H -) eine distinkte Bande von etwa 180 kDa auf,
die der Gesamtmenge des NPC1-Proteins entspricht (NPC1g). Wéhrend die Kontrollzelllinien

Kon A und Kon B eine stabile Expression des NPC1-Proteins aufweisen, ist diese in den drei
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NPC1-defizienten Zelllinien Mut 1, Mut 2, und Mut 3 gegeniiber der Kontrollzelllinie Kon A
signifikant reduziert (Abbildung 20B). Dagegen ist die Gesamtmenge des NPC1-Proteins der
NPCl1-defizienten Zelllinie Mut 4 gegeniiber Kontrollzelllinie Kon B nicht signifikant
niedriger. Neben der Gesamtmenge des NPC1-Proteins wurde aulerdem auch die Reife des
NPC1-Proteins mit Hilfe eines biochemischen Ansatzes, dem Verdau durch Endoglykosidase H
(Endo H) beurteilt. Endo H entfernt unreife N-verkniipfte Glykane von Proteinen im ER, kann
sie aber nicht mehr spalten nachdem die Oligosaccharidkette im medialen Golgi modifiziert
wurde (Varki et al. 2017). Eine Resistenz gegentliber dem Endo H-Verdau deutet daher darauf
hin, dass das NPC1-Glykoprotein entlang des sekretorischen Signalwegs iiber den medialen
Golgi hinaus gewandert sein muss. Ist das NPC1-Protein jedoch sensitiv gegeniiber dem
Endo H-Verdau deutet dies darauf hin, dass es im ER zurlickgehalten wird. Zusammenfassend
erlaubt also der Verdau mit Endo H eine erste Aussage iiber die intrazelluldre Lokalisation des
NPC1-Proteins. Nach Verdau der Fibroblastenzelllysate mit Endo H (Endo H +) sind jeweils
zwei Banden zu erkennen (Abbildung 20A). Die obere, langsam migrierende Bande entspricht
der Endo H-resistenten (Endo Hr) NPC1-Glykoform. Die untere, schneller migrierende Bande
hingegen, entspricht dem Endo H-sensitiven (Endo Hs) Anteil der NPCI-Proteinmenge,
welcher im ER zuriickgehalten wird. Die Analyse der NPC1-Glykoformen ist in Abbildung
20C dargestellt und ergab, dass das NPC1-Protein in den Kontrollzelllinien hauptsichlich in
der Endo H-resistenten Form vorliegt (Kon A: 93,7 £+ 3,4 %; Kon B: 90,5 + 4,9 %). In den
NPCl1-defizienten Zelllinien dagegen war dieser Anteil signifikant verringert. Wahrend es in
Mut 4 nur geringfiigig weniger war (Mut 4: 81,5 + 5,4 %), wiesen die Linien Mut 1, Mut 2 und
Mut 3 kaum Endo H-resistentes NPC1-Protein auf (Mut 1: 30,9 £ 5,4 %, Mut 2: 19,6 £ 13,9 %,
Mut 3: 24,9 £+ 14,6 %). Dies deutet darauthin, dass die NPC1-defizienten Zelllinien Mut 1,
Mut 2 und Mut 3 im ER zuriickgehalten werden, wihrend Mut 4 grof3tenteils korrekt weiter

transportiert wird.
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Abbildung 20: NPC1-Protein Analyse in Fibroblasten. (A) Die Zelllysate der Fibroblasten wurden
mittels Western Blot auf die Expression des NPC1-Proteins untersucht. Die distinkte Bande bei etwa
180 kDa entspricht der Gesamtmenge des NPC1-Proteins (NPCl1g) in den unverdauten Proben (1, 3, 5,
7,9 und 11). Durch Verdau der Zelllysate mit Endo H (Proben 2, 4, 6, 8, 10 und 12) wurden die NPC1-
Glykoformen (Endo Hr = 170 kDa bzw. Endo Hs = 130 kDa) des NPCI-Proteins bestimmt. Als
Referenzprotein wurde B-Aktin genutzt (43 kDa). (B) Die Analyse der Gesamtmenge des NPC1-
Proteins ergab eine signifikante Reduktion des NPC1-Proteins in den NPCl1-defizienten Zelllinien
Mut 1, Mut 2 und Mut 3 im Vergleich zu Kontrollzelllinie Kon A. N=6. (C) Das NPCI1-Protein der
Kontrollzelllinien Kon A und Kon B, sowie auch der NPCI1-Zelllinie Mut 4 mit variantem
biochemischem Phinotyp, ist gegeniiber dem Verdau mit Endo H groBtenteils resistent. Mutiertes
NPC1-Protein der Linien Mut 1, Mut 2 und Mut 3 ist dagegen hauptsdchlich Endo H-sensitiv, was darauf
hindeutet, dass es im ER zurilickgehalten wird. (Mittelwert £ SD; N=6; */ # =p < 0,05; ***/## #=p <
0,001 zu Kon A bzw. Kon B).

Die Abbildung 21 zeigt die Ergebnisse der Analyse der NPC1-Proteinexpression in den NDZs.
Die Banden des NPC1-Proteins bei 180 kDa in den Kontrollzelllinien sind deutlich zu erkennen,
wihrend die Signalintensitét in den NPC1-defizienten Zelllinien geringer ist (Abbildung 21A).
Die Quantifizierung bestétigte diesen optischen Eindruck und ergab, dhnlich wie in den
Fibroblasten, eine Reduktion der Gesamtmenge des NPC1-Proteins in den NPC1-defizienten

Zelllinien (Abbildung 21B). Die Analyse der NPC1-Glykoformen in den NDZs zeigt, ebenso
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wie in den Fibroblasten, dass die NPC1-Proteinmenge der Linien Mut 1, Mut 2 und Mut 3
hauptsichlich sensitiv gegeniiber dem Verdau mit Endo H sind (NPC1 Endo Hr in Mut 1: 34,1
+4,0 %; Mut 2: 17,3 £2,8 %, Mut 3: 26,0 + 1,5 %), wihrend es in den Kontrollzelllinien Kon A
und Kon B hauptsédchlich resistent ist (NPC1 Endo Hr in Kon A: 91,3 + 3,4 %; Kon B: 91,3 +
5,6 %). Der Anteil des Endo H-resistenten NPCI1-Proteins in Mut 4 war gegeniiber
Kontrollzelllinie Kon B geringfligig niedriger (Mut 4: 82,4 + 5,6 %) (Abbildung 21C).
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Abbildung 21: NPC1-Protein Analyse in neural differenzierten Zellen. (A) Die Zelllysate der NDZs
wurden mittels Western Blot hinsichtlich der NPC1-Proteinexpression untersucht. Die distinkte Bande
bei etwa 180 kDa entspricht der Gesamtmenge des NPC1-Proteins (NPClg) in den Proben 1, 3, 5,7, 9
und 11. Durch Verdau der Zelllysate mit Endo H wurde der Anteil der Glykoformen (Endo Hg bzw.
Endo Hs) des NPCl1-Proteins in den Proben 2, 4, 6, 8, 10 und 12 bestimmt. B-Aktin diente als
Referenzprotein. (B) Die Gesamtmenge des NPC1-Proteins war in den NPCl1-defizienten Zelllinien
Mut2 und Mut 3 signifikant verringert. N=6. (C) Der Grofiteil des NPCI1-Proteins in den
Kontrollzelllinien Kon A und Kon B sowie in der NPC1-defizienten Zelllinie Mut 4 ist gegeniiber dem
Verdau mit Endo H resistent. Das mutierte NPC1-Protein der Linien Mut 1, Mut 2 und Mut 3 ist dagegen
hauptsidchlich Endo H-sensitiv, was darauf hindeutet, dass es im ER zuriickgehalten wird. (Mittelwert =
SD; N=6; */ #=p < 0,05; **/# #=p <0,01; ***/# # #=p < 0,001 zu Kon A bzw. Kon B).

Die Analyse der HLZs zeigt reduzierte NPCI1-Bandensignale in den NPCl-defizienten
Zelllinien (Abbildung 22A). Die Quantifizierung ergab, dass die NPC1-Proteinmenge in den
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Zelllinien Mut 1, Mut 2 und Mut 3 gegeniiber Kontrollzelllinie Kon A signifikant verringert ist.
Die NPCI1-Proteinmenge der Mut 4 war gegeniiber Kontrollzelllinie Kon B statistisch nicht
signifikant niedriger. Die Analyse der NPC1-Glykoformen zeigte in den Zelllinien Mut 1,
Mut 2 und Mut 3 einen signifikant geringeren Anteil an Endo H-resistentem NPC1-Protein im
Vergleich zu Kon A (Kon A: 95,5 + 3,1 %; Mut 1: 52,9 = 7,7 %; Mut 2: 29,3 + 6,0 %; Mut 3:
29,5 + 15,5 %). Die NPCl-defiziente Zelllinie Mut 4 wies dagegen einen hohen Anteil an
Endo H-resistentem NPCI1-Protein auf, der geringfligig unter dem Expressionsniveau der

Kontrollzelllinie Kon B lag (Kon B: 94,8 + 2,6 %; Mut 4: 92,8 = 1,7 %).
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Abbildung 22: NPC1-Protein Analyse in Hepatozyten-ihnlichen Zellen. (A) Bei den Proben 1, 3, 5,
7,9 und 11 handelt es sich um die unverdauten Zelllysate der HLZs. Diese zeigen eine distinkte Bande
bei etwa 180 kDa, die der Gesamtmenge des NPC1-Proteins (NPCl1g) entspricht. Die Proben 2, 4, 6, 8,
10 und 12 wurden vor der gelelektrophoretischen Auftrennung mit Endo H verdaut, um die
Glykoformen des NPC1-Proteins: Endo H-resistent (= 170 kDa) bzw. Endo H-sensitiv (= 130 kDa) zu
detektieren. (B) Die NPCl-defizienten Zelllinien Mut 1, Mut 2 und Mut 3 weisen eine signifikant
verringerte NPC1-Proteinmenge gegeniiber Kontrollzelllinie Kon A auf. N=6. (C) Das NPC1-Protein
in den Kontrollzelllinien Kon A und Kon B sowie in der NPCl-defizienten Zelllinie Mut 4 ist
hauptséchlich Endo H-resistent. Das mutierte NPC1-Protein der Linien Mut 1, Mut 2 und Mut 3 ist
dagegen hauptsdchlich Endo H-sensitiv, was auf eine Retention im ER hindeutet. (Mittelwert = SD;
N=6; */ #=p <0,05; ***/# # #=p <0,001 zu Kon A bzw. Kon B).
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass in den Fibroblasten, NDZs und HLZs der
NPCl1-defizienten Zelllinien Mut 1, Mut 2 und Mut 3 eine Reduktion der Gesamtmenge des
NPC1-Proteins gegeniiber der Kontrollzelllinie Kon A zu beobachten war. Der Endo H-
resistente Anteil der verbliebenen NPC1-Proteinmenge war gegeniiber der Kontrollzelllinie
Kon A verringert, was darauf hindeutet, dass die mutierten NPCI1-Proteine im ER
zuriickgehalten wird. Die Zelllinie Mut 4 zeigte dagegen nur geringe Abweichungen von der
Kontrollzelllinie Kon B. Dies ldsst vermuten, dass das mutierte NPC1-Protein dieser Zelllinie

iiber das ER hinaus entlang des sekretorischen Wegs transportiert wird.

Subzelluléiire Lokalisation des NPC1-Proteins

Fir die Analyse der subzelluliren Lokalisation des NPCI1-Proteins wurden
immunzytochemische Fiarbungen und anschlieend Kolokalisationsanalysen von NPC1 und
LAMP2, einem lysosomalen Markerprotein, durchgefiihrt (Abbildung 23). In Fibroblasten der
Kontrollzelllinien Kon A und Kon B sind NPC1 und LAMP2 in Form von zytoplasmatischen
Punkten um den Zellkern herum sichtbar. Optisch ist eine starke Uberlappung der
Fluoreszenzsignale von NPC1 und LAMP2 zu beobachten (Abbildung 23A,E). Im Gegensatz
dazu war das NPC1-Fluoreszenzsignal in den NPC1-defizienten Zelllinien Mut 1, Mut 2 und
Mut 3 sehr schwach und zeigte ein diffuses Verteilungsmuster (Abbildung 23B,C,D). Die
Fluoreszenzaufnahmen der Linie Mut 4 dhneln dagegen denen der Kontrollzelllinien in der
Hinsicht, dass die Fluoreszenzsignale von NPC1 und LAMP2 eine starke Uberlappung
aufweisen. Jedoch zeigten die Zellen dieser Linie ein schwécheres Fluoreszenzsignal fiir NPC1
(Abbildung 23F). Die Analyse des Pearson-Korrelationskoeffizienten zur quantitativen
Beurteilung der Kolokalisation von NPC1 und LAMP?2 bestitigte den optischen Eindruck. Die
Kontrollzelllinien Kon A und Kon B weisen einen hohen Pearson-Korrelationskoeffizienten
auf (Kon A: 0,794 + 0,066; Kon B: 0,778 £ 0,044). Die starke Kolokalisation deutet darauf hin,
dass das NPC1-Protein hauptsichlich in den Lysosomen der Zellen lokalisiert ist. Der Pearson-
Korrelationskoeffizient der NPCl-defizienten Zelllinien ist dagegen signifikant reduziert,
wobei die NPCl-defizienten Zelllinien Mut 1, Mut 2 und Mut 3 die niedrigsten Werte
aufweisen (Mut 1: 0,248 + 0,036; Mut 2: 0,226 + 0,050; Mut 3: 0,256 &+ 0,032; Mut 4: 0,615 +
0,056; Abbildung 23G).
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Abbildung 23: Kolokalisationsanalyse in Fibroblasten. (A-F) Das NPC1-Protein (griin) und der
lysosomale Marker LAMP2 (rot) wurden durch immunzytochemische Féarbungen in den Fibroblasten
visualisiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) angeférbt. In den Kontrollzelllinien sind NPC1 und
LAMP2 in Form von perinukledren Punkten sichtbar, wobei die Fluoreszenzsignale eine starke
Uberlappung aufweisen (gelb). In den NPC1-defizienten Zelllinien Mut 1, Mut 2 und Mut 3 war das
NPCI1 Signal sehr schwach und diffus verteilt. Mafstab 20 um. (G) Die Berechnung des Pearson-
Korrelationskoeffizienten zur quantitativen Analyse der Kolokalisation ergab signifikant reduzierte
Werte in den NPCl1-defizienten Zelllinien im Vergleich zu den Kontrollzelllinien. (Mittelwert + SD;
N=8; ***/# ## =p < 0,001 zu Kon A bzw. Kon B).

Die Analyse der Fluoreszenzsignale fiir NPC1 und LAMP2 in den NDZs zeigt ein dhnliches
Bild wie in den Fibroblasten. Auch hier weisen die Kontrollzelllinien Kon A und Kon B eine
starke Expression von NPC1 und LAMP2 auf, was anhand der intensiven Fluoreszenzsignale
in den Somata und den Ausldaufern der NDZs sichtbar ist, wiahrend in den NPC1-defizienten
Zelllinien deutlich schwéchere und diffus verteilte Fluoreszenzsignale fiir NPC1 sichtbar waren
(Abbildung 24). Die Zelllinien Mut 1, Mut 2 und Mut 3 mit dem klassischen biochemischen
Phénotyp weisen niedrige Pearson-Korrelationskoeffizienten auf, was darauf hindeutet, dass
kaum NPC1-Protein in den Lysosomen der Zelle lokalisiert ist (Mut 1: 0,328 £+ 0,066; Mut 2:
0,272 £ 0,032; Mut 3: 0,194 £ 0,061). Der variante Phénotyp der Linie Mut 4 zeigt in der
Kolokalisationsanalyse einen Pearson-Korrelationskoeffizienten von 0,500 + 0,055, was
gegeniiber der Kontrollzelllinie Kon B signifikant verringert ist, aber dennoch fiir eine deutliche

Lokalisation in der lysosomalen Membran spricht.
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Abbildung 24: Kolokalisationsanalyse in neural differenzierten Zellen. (A-F) Die
immunzytochemischen Farbungen zeigen Fluoreszenzsignale von NPC1 (griin) und LAMP?2 (rot) in den
Somata und Auslaufern der NDZs. DAPI wurde genutzt, um die Zellkerne anzufdrben (blau). Malstab
20 pm. (G) Die Berechnung des Pearson-Korrelationskoeffizienten zeigt eine signifikant reduzierte
Kolokalisation von NPC1 mit dem lysosomalen Markerprotein LAMP2 in den NPC1-defizienten
Zelllinien im Vergleich zu den Kontrollzelllinien. (Mittelwert £ SD; N=8; ***/# # # =p < 0,001 zu Kon
A bzw. Kon B).

Die Ergebnisse der Kolokalisationsanalysen in den HLZs sind in Abbildung 25 dargestellt. Die
Fluoreszenzsignale in den HLZs sind ebenso wie in den Fibroblasten vornehmlich im
perinukledren Bereich zu finden. Auch in den HLZs sind die Pearson-Korrelationskoeffizienten
in den NPCl-defizienten Zelllinien gegeniiber den Kontrollzelllinien signifikant verringert
(Kon A: 0,756 £+ 0,054; Kon B: 0,736 = 0,014; Mut 1: 0,386 + 0,095; Mut 2: 0,234 £+ 0,028;
Mut 3: 0,271 £ 0,059; Mut 4: 0,686 + 0,042), wobei die Mut 4 entsprechend ihres varianten
biochemischen Phénotyps die hochste Kolokalisation von NPC1 und LAMP2 aufweist, was
darauf hindeutet, dass das NPCI1-Protein zum gréfften Teil seinen Zielort, die lysosomale

Membran, erreicht.
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Abbildung 25: Kolokalisationsanalyse in Hepatozyten-idhnlichen Zellen. (A-F) Die konfokalen
Aufnahmen zeigen NPC1 (griin) und den lysosomalen Marker LAMP2 (rot) in den HLZs. DAPI wurde
genutzt, um die Zellkerne anzufirben (blau). Mafistab 20 pm. (G) Die quantitative Analyse der
Kolokalisation von NPC1 und LAMP2 ergab signifikant reduzierte Pearson-Korrelationskoeffizienten
in den NPCl-defizienten Zelllinien im Vergleich zu den Kontrollzellinien Kon A und Kon B.
(Mittelwert = SD; N=8; ***/# # # =p < 0,001 zu Kon A bzw. Kon B).
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Proteasomaler Abbau des mutierten NPC1-Proteins

Um festzustellen, ob die Reduktion der NPC1-Proteinmenge, die in den Fibroblastenzelllinien
Mut 1, Mut 2 und Mut 3 beobachtet wurde (vgl. Abbildung 20), auf eine erhdhte Rate des
proteasomalen Abbaus zurlickzufiihren ist, wurden Kontroll- und NPCl-defiziente
Fibroblastenzelllinien 24 h lang mit dem Proteasom-Inhibitor MG132 behandelt und die NPC1-
Proteinexpression mittels Western-Blot bestimmt (Abbildung 26). Wahrend die Behandlung
mit MG132 keine Auswirkungen auf die NPC1-Proteinmenge der Kontrollzellen hatte, fiihrte
sie zu einem signifikanten 2- bis 3-fachen Anstieg des NPC1-Proteins in den NPC1-defizienten
Fibroblastenzelllinien Mut 1, Mut 2 und Mut 3. In der Linie Mut 4 konnte dagegen kein
signifikanter Anstieg des NPC1-Proteins nach Behandlung mit MG132 gemessen werden.

A
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10 uM MG132 - - - -+ - -+ = - = - - +
NPC1p -.-' B . e ) '.'-1180kDa
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Abbildung 26: Proteasomaler Abbau des NPC1-Proteins in Fibroblasten. (A) Reprisentative
Western Blot-Analyse des NPC1-Proteingehalts in Kontroll- und NPC1-defizienten Fibroblasten nach
Behandlung mit MG132 fiir 24 h. B-Aktin wurde als Referenzprotein verwendet. (B) Die quantitative
Analyse der NPC1-Bandensignale ergab einen signifikanten Anstieg des mutierten NPC1-Proteins in
Mut 1, Mut 2 und Mut 3, nicht aber in Mut 4. (Mittelwert + SD; N=4; * = p < 0,05; ** =p < 0,01 zur
jeweiligen DMSO-Kontrolle).
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4.5 Behandlung des NP-C1 Phénotyps mit pharmakologischen Chaperonen

Wie in den vorangegangenen Kapiteln beschrieben wurde, konnte in den NPC1-defizienten
Zelllinien ein reduzierter NPC1-Proteingehalt, sowie eine verminderte Reifung und eine
verdnderte subzelluldre Lokalisation des NPCI-Proteins nachgewiesen werden. Fiir die
Mutation [1061T (Mut 1) wurde beschrieben, dass dieser Phénotyp auf eine mutationsbedingte
Fehlfaltung des NPC1-Proteins beruht (Gelsthorpe et al. 2008). Der Losungsansatz in dieser
Arbeit sieht vor pharmakologische Chaperone einzusetzen, um das NPCI1-Protein zu
stabilisieren, dessen Transport zu der lysosomalen Membran zu ermoéglichen und einer
Cholesterolakkumulation entgegenzuwirken. Dazu wurden, wie in den nachfolgenden Kapiteln
beschrieben, potentielle pharmakologische Chaperone, die auf Grundlage eines zuvor

durchgefiihrten in silico Screenings identifiziert wurden, in vitro getestet.

4.5.1 Identifizierung von potentiellen pharmakologischen Chaperonen

Die Identifizierung von potentiellen pharmakologischen Chaperonen zur Behandlung von
NP-C1 erfolgte durch Dr. Pantoom (Arbeitsgruppe Medizinische Genetik, Sektion fiir
Translationale Neurodegeneration ,,Albrecht-Kossel®, Universitdtsmedizin Rostock) unter
Anwendung eines high throughput Verfahrens, dem Molecular Docking. Dies ist ein in silico
Verfahren zur Modellierung von Protein-Liganden-Wechselwirkungen und zur Vorhersage der
Bindungsenergien dieser Protein-Liganden-Komplexe. Das Verfahren ist geeignet, um virtuelle
Substanzbibliotheken mit hohem Durchsatz zu screenen und so Leitstrukturen fiir die weitere
Entwicklung von Medikamenten zu identifizieren. Im Vorfeld der vorgelegten Arbeit wurde
durch Dr. Pantoom die Substanzbibliothek ,,The Drugbank* (The Drugbank) gescreent, um
Substanzen zu identifizieren, die ein hohes Potential haben an das NPC1-Protein zu binden und
somit potentiell als pharmakologisches Chaperon zu fungieren. Diese Substanzbibliothek
enthélt von der Food and Drug Administration (FDA) zugelassene Medikamente (Wishart et
al. 2006). Als Rezeptor diente die Kristallstruktur der cholesterolbindenden N-terminalen
Doméne des NPC1-Proteins (Protein Data Bank Identifikator: 3GKI). Aus 2.162 Substanzen
der Drugbank wurden diejenigen bestimmt, die eine niedrigere Bindungsenergie, also eine
hohere Bindungsaffinitdit zur NTD des NPCI-Proteins haben, als der natiirliche Ligand
Cholesterol. Es wurden 10 hit compounds identifiziert (Tabelle 4.4). Aulerdem enthilt die
Tabelle 4.4 die Bindungsenergie und Bindungseffizienz des bereits fiir NP-C1 beschriebenen
experimentellen pharmakologischen Chaperons 25-Hydroxycholesterol (25-HC) (Ohgane et al.
2013), welches in der vorliegenden Arbeit als Positivsubstanz genutzt wurde. Die 10 Ait

compounds dienten als Basis fiir die nachfolgenden in vitro Analysen.
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Tabelle 4.4: Hit compounds

Drugbank ID Freiname Bindungsenergie [kcal/mol]
#1 DB00378 Dydrogesteron -12,6
#2 DB06710 Methyltestosteron -11,6
#3 DB04575 Quinestrol -11,6
#4 DB09280 Lumacaftor -12,1
#5 DB00984 Nandrolon Phenylpropionat -11,6
#6 DB05812 Abirateron -11,4
#7 DB06210 Eltrombopag -11,4
#8 DB00977 Ethinylestradiol -11,3
#9 DB01420 Testosteronpropionat -11,3
#10 DB12598 Nafamostat -11,3
Referenz DB04540 Cholesterol -11,3
Referenz DB04705 25-Hydroxycholesterol -11,7

4.5.2 Behandlung der NPC1101TN06IT_Rijhroblasten

Die in vitro Analyse wurde zunichst in NPC1!10!TH0IT Fibroblasten der Zelllinie Mut 1,
welche die Mutation [1061T in Homozygotie triagt, durchgefiihrt, da diese Mutante
nachweislich ein funktionell aktives, aber fehlgefaltetes Protein kodiert (Gelsthorpe et al. 2008)
und somit gegeniiber der Behandlung mit pharmakologischen Chaperonen zugénglich sein
sollte. Als Positivkontrolle wurden Behandlungen mit 25-HC mitgefiihrt, da diese Substanz
bereits als experimentelles pharmakologisches Chaperon in NPC1-defizienten Fibroblasten
beschrieben wurde (Ohgane et al. 2013). Die Fibroblasten wurden jeweils 48 h mit 10 uM der
zu testenden Substanz behandelt, mit Filipin gefarbt und anschlieBend das LSO-Kompartiment-
Verhiltnis berechnet, um den Cholesterolgehalt zu beurteilen (Abbildung 27). Die Behandlung
mit 25-HC, Quinestrol (#3) oder Abirateronacetat (#6) flihrte zu einer signifikanten Reduktion
des Fluoreszenzsignals in den Filipin-gefirbten NPC 110! T106IT_Eibroblasten, was anhand von
weniger, sowie kleineren und schwicher fluoreszierenden Vesikeln sichtbar ist (Abbildung
27A). Die Quantifizierung des LSO-Kompartiment-Verhiltnisses bestétigte diesen visuellen
Eindruck und zeigte signifikant reduzierte Werte nach Behandlung mit 25-HC, Quinestrol (#3)
oder Abirateronacetat (#6), was einen verringerten Cholesterolgehalt um bis zu 92 % belegt

(Abbildung 27B).
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Abbildung 27: Analyse des Cholesterolgehalts in NPC1"%¢1T106IT_Rjhroblasten nach Behandlung
mit potentiellen pharmakologischen Chaperonen. Die NPC %! T106IT_Eihroblasten (Mut 1) wurden
48 h lang mit 10 uM der jeweiligen Substanz (25-HC, potentielles pharmakologisches Chaperon #1-
#10) behandelt und mit Filipin gefédrbt. (A-D) Die Fluoreszenzaufnahmen zeigen, dass die Fibroblasten
nach Behandlung mit 25-HC, Quinestrol (#3) bzw. Abirateronacetat (#6) deutlich weniger, sowie
kleinere und weniger stark fluoreszierende Vesikel aufweisen, was auf einen reduzierten
Cholesterolgehalt in den Lysosomen der Zellen hindeutet. Maf3stab 20 pm. (E) Die Behandlung mit
25-HC, Quinestrol (#3) bzw. Abirateronacetat (#6) fithrt zu einer Reduktion des intrazelluldren
Cholesterolgehalts. (Mittelwert + SD; N=8§; *** = p < 0,001 zur DMSO-Kontrolle).

Nachfolgend wurde untersucht, ob dieser reduzierte Cholesterolgehalt auf eine verdnderte
NPCI1-Proteinexpression zuriickzufiihren ist. Wie auf dem reprisentativen Western Blot
(Abbildung 28A) zu sehen ist, fiihrt die Behandlung mit 25-HC bzw. Abirateronacetat (#6) zu
einer sichtbaren Zunahme der Endo H-resistenten Fraktion des NPC1-Proteins, was darauf
hindeutet, dass durch die Wirkung dieser Substanzen ein Teil der mutierten NPCI-
Proteinmenge iiber das ER hinaus transportiert wurde. Die Quantifizierung der NPCI-
Glykoformen zeigt eine signifikante Zunahme der Endo H-resistenten NPC1-Proteinfraktion
von 36,9 + 5,2 % auf 54,0 = 5,6 % nach Behandlung mit 25-HC bzw. auf 51,3 + 5,5 % nach
Behandlung mit Abirateronacetat (#6) (Abbildung 28C). Quinestrol (#3) hatte dagegen keinen
Einfluss auf die Endo H-resistente NPCI1-Proteinfraktion. Die Gesamtmenge des NPCI-
Proteins nach Behandlung mit den Substanzen blieb unveridndert (Abbildung 28B).
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Abbildung 28: Analyse des NPC1-Proteins in NPC1!1%1T1106IT_Rjhgblasten nach Behandlung mit
potentiellen pharmakologischen Chaperonen. (A) Die Zelllysate wurden mittels Western Blot auf die
Expression von NPC1 untersucht. In den unverdauten Proben 1, 3, 5 und 7 konnte das NPC1-Protein
mit einem Molekulargewicht von etwa 180 kDa detektiert werden. Nach Verdau der Zelllysate mit
Endo H (Proben 2, 4, 6 und 8) waren zwei NPC1-Proteinbanden sichtbar: die Endo H-resistente NPC1-
Proteinfraktion bei etwa 170 kDa und die Endo H-sensitive Proteinfraktion bei etwa 130 kDa, die im
ER zuriickgehalten wird. B-Aktin wurde als Referenzprotein genutzt. (B) Keine der getesteten
Substanzen filihrte zu einer verdnderten Gesamtmenge des NPCl1-Proteins. (N=4-11). (C) Nach
Behandlung mit 25-HC bzw. Abirateronacetat (#6) wurde eine signifikante Erhéhung der Endo H-
resistenten NPC1-Proteinfraktion gemessen. (Mittelwert £ SD; N=4-8; *** = p < (0,001 zur DMSO-
Kontrolle).

Um festzustellen, ob diese Beobachtungen mit einer Korrektur der intrazelluldren Lokalisation
des mutierten NPCI-Proteins in den lysosomalen Kompartimenten einhergehen, wurden
Kolokalisationsanalysen von NPC1 und dem lysosomalen Marker LAMP2 durchgefiihrt
(Abbildung 29). Nach Behandlung mit 25-HC bzw. Abirateronacetat (#6) ist eine deutliche
Zunahme des NPC1-Signals (griin) zu erkennen, welches mit den LAMP2-positiven Vesikeln,
die den Lysosomen der Zelle entsprechen, kolokalisieren (Abbildung 29A). In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus der Western Blot-Analyse (Abbildung 28B),
wurden signifikant erhohte Pearson-Korrelationskoeffizienten nach Behandlung mit 25-HC
bzw. Abirateronacetat (#6) gemessen (Abbildung 29B). Die Behandlung mit Quinestrol (#3)
fiihrte dagegen zu keinem signifikanten Anstieg der Kolokalisation von NPC1 und LAMP2.
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Abbildung 29: Kolokalisationsanalyse in NPC1106!T10IT_pihroblasten nach Behandlung mit
potentiellen pharmakologischen Chaperonen. (A-D) Die konfokalen Mikroskopieaufnahmen zeigen
die Lokalisation von NPC1 (griin) und LAMP2 (rot) in NPC]!TH06IT Fibroblasten nach 48 h
Behandlung mit 10 uM 25-HC, Quinestrol (#3) bzw. Abirateronacetat (#6). Die Zellkerne wurden mit
DAPI (blau) angeférbt. Mafistab 20 pm. (E) Die Behandlung mit 25-HC bzw. Abirateronacetat (#6)
fiihrt zu einem signifikanten Anstieg des Pearson-Korrelationskoeffizienten (Mittelwert +£ SD; N=8; ***
=p <0,001 zur DMSO-Kontrolle).

Zusammengefasst fithrte die Behandlung mit Quinestrol (#3) und Abirateronacetat (#6), zu
einer signifikanten Reduktion der Cholesterolakkumulation in NPC1!106!T106IT_Ribroblasten
(Mut 1). Die Reduktion des Cholesterolgehalts in Abirateronacetat-behandelten Zellen war auf
die Zunahme der Endo H-resistenten NPCI-Proteinfraktion und damit einhergehend einer
Korrektur der NPC1-Lokalisation in den Lysosomen der Zelle zuriickzufiihren. Das ldsst
vermuten, dass Abirateronacetat, dhnlich wie 25-HC, als pharmakologisches Chaperon die
korrekte Faltung des mutierten NPC1-Proteins unterstiitzt, und somit dessen Transport zur
lysosomalen Zellmembran ermoglicht, wodurch die Cholesterolakkumulation reduziert wird.
Interessanterweise konnte in den Quinestrol-behandelten Zellen trotz Reduktion des
Cholesterolgehalts um 50 % weder eine Verdnderung der NPC1-Proteinexpression noch der

subzelluldren Lokalisation in den Lysosomen beobachtet werden.
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4.5.3 Behandlung der NPC11061TN06IT_ND 7 und -HLZs

Wie bereits gezeigt wurde, spiegeln die NDZs und HLZs die pathophysiologischen Merkmale
des NP-Cl, in Form von einem verminderten NPCI-Proteingehalt, einer gestorten
subzelluliren Lokalisation des NPCIl-Proteins und einer erhdhten intrazelluldren
Cholesterolakkumulation wider. Nachdem gezeigt wurde, dass Quinestrol (#3) bzw.
Abirateronacetat (#6) einen cholesterolreduzierenden Effekt in NPC 106! TH06IT_Eihroblasten
haben, sollte in einem nédchsten Schritt untersucht werden, ob die NDZs und HLZs desselben
Patienten ebenfalls auf die Behandlung mit Quinestrol (#3) und Abirateronacetat (#6) reagieren.
Wie in Abbildung 30 zu sehen ist, fiihrt die Behandlung mit 25-HC, Quinestrol (#3) bzw.
Abirateronacetat (#6) zu einer signifikanten Reduktion des Cholesterolgehalts in den NDZs.
Weiterhin konnte eine Zunahme der Endo H-resistenten NPCI1-Glykoform nachgewiesen
werden (Abbildung 32C), wihrend bei den NPCl-defizienten Fibroblasten kein statistisch
signifikanter Unterschied diesbeziiglich zu beobachten war (Abbildung 28C). Die
Gesamtmenge des NPC1-Proteins blieb unverdndert (Abbildung 32B). Die Behandlung mit
25-HC bzw. Abirateronacetat (#6) fithrte auerdem zu einem Anstieg des NPC1-Proteins in

den lysosomalen Kompartimenten der NDZs (Abbildung 31).

]

=Y
(8]
!

_|

=0 0B

DMSO 25-HC #3 #6

o
(¢}
1
*
*
¥

LSO-Kompartiment-
Verhaltnis

o
o

Abbildung 30: Analyse des Cholesterolgehalts in NPC1'1%!T16IT_N)7s nach Behandlung. (A-D)
Die Behandlung mit 25-HC, Quinestrol (#3) bzw. Abirateronacetat (#6) fiihrt zu einer Reduktion der
fluoreszierenden Vesikel in Filipin-gefarbten NDZs. Maf3stab 20 um. (E) Die quantitative Analyse des

LSO-Kompartiment-Verhéltnisses ergab eine Reduktion des Cholesterolgehalts nach Behandlung mit
den Substanzen. (Mittelwert + SD; N=8; *** = p < 0,001 zur DMSO-Kontrolle).
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Abbildung 32: Analyse des NPC1-Proteins in NPC1''%1T106IT_ND7Zs nach Behandlung. (A) Die
Wirkung von 25-HC, Quinestrol (#3) und Abirateronacetat (#6) auf den NPC1-Proteingehalt wurde
anhand von Western Blot Analysen untersucht. Es ist eine Zunahme der Endo H-resistenten
NPC1-Proteinbanden nach Behandlung sichtbar. (B) Wihrend keine Anderung der Gesamtmenge des
NPC1-Proteins gemessen wurde, (C) fiihrte die Behandlung mit 25-HC, Quinestrol (#3) bzw.
Abirateronacetat (#6) zu einer erhohten Menge an Endo H-resistentem NPC1-Protein. (Mittelwert + SD;
N=6-7; ** =p < 0,01, *** =p < 0,001 zur DMSO-Kontrolle).
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Abbildung 31: Kolokalisationsanalyse in NPC1"!TI%IT.ND7Zs pnach Behandlung. (A-D)
Immunfluoreszenzfarbungen von NPC1 (griin) und dem lysosomalen Marker LAMP2 (rot). Die
Zellkerne sind mit DAPI (blau) gefarbt. Maf3stab 20 um. (E) In den 25-HC- und Abirateronacetat (#6)-
behandelten NDZs wurde ein erhohter Pearson-Korrelationskoeffizient gemessen. (Mittelwert + SD;
N=4; * =p < 0,05 zur DMSO-Kontrolle).
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In den NPC1"06!TH06IT_HT 75 waren nach Behandlung mit den Substanzen vergleichbare
Effekte wie in den NPC1!0!T0SIT. ND7s 7u beobachten. Die Behandlung mit 25-HC,
Quinestrol (#3) bzw. Abirateronacetat (#6) fiihrte zu einer signifikanten Reduktion des
Cholesterolgehalts in den NPC1-defizienten HLZs (Abbildung 33). Wihrend die Gesamtmenge
des NPC1-Proteins unverindert blieb (Abbildung 35B), fiihrte die Behandlung mit 25-HC,
Quinestrol (#3) bzw. Abirateronacetat (#6) zu einer Zunahme der Endo H-resistenten NPC1-
Glykoform (Abbildung 35C). AuBBerdem wurde in den HLZs nach Behandlung mit 25-HC bzw.
Abirateronacetat (#6) ein Anstieg des NPC1-Proteins in den lysosomalen Kompartimenten

nachgewiesen (Abbildung 34). Jedoch wurde ebenso wie in den Fibroblasten und den NDZs

keine erhohte lysosomale Lokalisation des mutierten NPC1''%!T_Proteins nach Behandlung mit

Quinestrol (#3) festgestellt (Abbildung 34).
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Abbildung 33: Analyse des Cholesterolgehalts in NPC1"!"1ITHY 75 nach Behandlung. (A-D)
Die Behandlung mit 25-HC, Quinestrol (#3) bzw. Abirateronacetat (#6) fiihrt zu einer Reduktion der
Cholesterolakkumulation in Filipin-gefarbten HLZs. MaBstab 20 um. (E) Die quantitative Analyse des
LSO-Kompartiment-Verhéltnisses ergab eine Reduktion des Cholesterolgehalts nach Behandlung mit
25-HC, Quinestrol (#3) bzw. Abirateronacetat (#6). (Mittelwert £ SD; N=5; *** =p < (0,001 zur DMSO-
Kontrolle).
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Abbildung 35: Analyse des NPC1-Proteins in NPC1'1%6!T106IT HY 7g pnach Behandlung. (A) Der
Western Blot zeigt die Analyse der Gesamtmenge des NPC1-Proteins (NPClg) und der NPCl1-
Glykoformen, Endo H-resistent (Endo Hr) und Endo H-sensitiv (Endo Hs). (B) Wiahrend keine
Anderung der Gesamtmenge des NPC1-Proteins gemessen wurde, (C) fiihrte die Behandlung mit
25-HC, Quinestrol (#3) bzw. Abirateronacetat (#6) zu einer erhhten Menge an Endo H-resistentem
NPCl1-Protein. (Mittelwert + SD; N=4; *** =p < (0,001 zur DMSO-Kontrolle).
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Abbildung 34: Kolokalisationsanalyse in NPC1"0!'TM0IT HY 75 pach Behandlung. (A-D)
Immunfluoreszenzfarbungen von NPC1 (griin) und dem lysosomalen Marker LAMP2 (rot). Die
Zellkerne sind mit DAPI (blau) geférbt. MaBistab 20 pm. (E) Die Behandlung mit 25-HC bzw.
Abirateronacetat (#6) fiihrt zu einem Anstieg des Pearson-Korrelationskoeffizienten. (Mittelwert = SD;
N=6; ** =p < 0,01, *** =p < 0,001 zur DMSO-Kontrolle).
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4.5.4 Wirksamkeit pharmakologischer Chaperone in Mutanten mit missense-Mutation

Die Anwendbarkeit von pharmakologischen Chaperonen fiir NP-C1 ist zumeist auf missense-
Mutationen beschrénkt, die zwar aufgrund der Fehlfaltung im ER zuriickgehalten und vorzeitig
abgebaut werden, aber dennoch eine Restfunktionalitit aufweisen und bei korrekter
Lokalisation in der lysosomalen Membran funktionell aktiv wiren. Da die meisten der bisher
identifizierten krankheitsverursachenden NP-C1 Mutationen missense-Mutationen sind, konnte
die Verwendung von pharmakologischen Chaperonen fiir eine Vielzahl von NP-C1 Patienten
von Vorteil sein. Die Zuginglichkeit einzelner missense-Mutationen fiir die Behandlung mit
pharmakologischen Chaperonen muss jedoch individuell gepriift werden. Daher wurde die
Wirksamkeit der in den NPC1!106!TMIT pibroblasten (Mut 1) bestitigten hit compounds,
Quinestrol (#3) und Abirateronacetat (#6), auch in den Fibroblasten der Zelllinien Mut 2, Mut 3
und Mut 4 getestet (Abbildung 36). Die Behandlung mit 25-HC, Quinestrol (#3) bzw.
Abirateronacetat (#6) fiihrte in allen getesteten Zelllinien zu einer signifikanten Reduktion des
Cholesterolgehalts, wie anhand von Filipinfirbungen gezeigt werden konnte (Abbildung
36A,B,C). Die Analyse des mutierten NPC1-Proteins mittels Western Blot konnte zeigen, dass
dies in Mut 2 auf einen Anstieg des Endo-H resistenten NPC1-Proteins zurlickzufiihren war
(Abbildung 36G). In den Zelllinien Mut 3 bzw. Mut 4, war eine nicht signifikante Erh6hung
des Endo H-resistenten NPC1-Proteins zu beobachten (Abbildung 36H,I). Es wurden keine
Verdnderungen der Gesamtmenge der NPC1-Proteine festgestellt (Abbildung 36D,E,F). Die
Behandlung mit dem bekannten NPC1-Chaperon 25-HC fiihrte in allen getesteten Zelllinien
Mut 2, Mut 3 und Mut 4 zu einem signifikanten Anstieg des NPC1-Proteins in den Lysosomen
der Zellen (Abbildung 36J,K,L). In Abirateronacetat-behandelten Fibroblasten der Mut 2 wurde
ebenfalls ein signifikanter Anstieg festgestellt. In den NPC1-defizienten Zelllinien Mut 3 und
Mut 4 fiihrte die Behandlung mit Abirateronacetat (#6) zu einem statistisch nicht signifikanten
Anstieg des Pearson-Korrelationskoeffizienten (Abbildung 36J,K,L).
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Abbildung 36: Behandlung NPC1-defizienter Zelllinien mit missense-Mutationen mit potentiellen
pharmakologischen Chaperonen. (A,B,C) Anhand von Filipinfirbungen konnte eine signifikante
Reduktion des Cholesterolgehalts in allen NPC1-defizienten Zelllinien nach Behandlung mit 25-HC,
Quinestrol (#3) bzw. Abirateronacetat (#6) festgestellt werden. (N=5). (D,E,F) In keinen der getesteten
NPCl1-defizienten Zelllinien fiihrte die Behandlung mit 25-HC, Quinestrol (#3) bzw. Abirateronacetat
(#6) zu einer verdnderten Gesamtmenge des NPC1-Proteins. (N=4-7). (G,H,I) Anhand von Western
Blot-Analysen konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit 25-HC, Quinestrol (#3) bzw.
Abirateronacetat (#6) zu einem Anstieg der Endo H-resistenten NPC1-Proteinmenge in Fibroblasten der
Mut 2 fithrt. (N=4-7). (J,K,L) Die Kolokalisationsanalysen von NPC1 und LAMP2 ergaben, dass die
Behandlung mit 25-HC in allen getesteten NPC1-defizienten Zelllinien zu einem Anstieg des NPCI-
Proteins in den Lysosomen fiihrt. In Mut 2 fiihrte auBerdem die Behandlung mit Abirateronacetat (#6)
zu einem Anstieg der NPC1/LAMP2-Kolokalisation. (Mittelwert + SD; N=4; * = p < 0.05, ** =p <
0.01, *** =p <0.001 im Vergleich zur DMSO-Kontrolle).
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Die experimentellen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind in Abbildung 37 schematisch

zusammengefasst.
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Abbildung 37: Darstellung der experimentellen Ergebnisse dieser Arbeit. Als Grundlage fiir die in
vitro Untersuchungen der pharmakologischen Chaperone wurden aus patientenspezifischen
Fibroblasten iPS-Zellen generiert, die erfolgreich in neural differenzierte und Hepatozyten-dhnliche
Zellen differenziert wurden. In Vorarbeiten wurden iiber ein in silico Verfahren zehn hit compounds
identifiziert, die eine hohe Bindungsaffinitidt zu der NTD des NPC1-Proteins aufweisen. Zwei dieser
Substanzen, Quinestrol (#3) und Abirateronacetat (#6), hatten einen cholesterolreduzierenden Effekt in
NPC106ITMO6IT_Eiproblasten (Mut 1). Die Behandlung mit Abirateronacetat (#6) fiihrte auBerdem zu
einem Anstieg der Endo H-resistenten NPC1-Glykoform und zu einer Korrektur der lysosomalen NPC1-
Lokalisation. Die Wirkung von Quinestrol und Abirateronacetat wurde in den NPC!0¢!T10SIT_NDZg
und -HLZs bestitigt. Die Behandlung von Fibroblasten der Linien Mut 2, Mut 3 und Mut 4 mit
Quinestrol (#3) bzw. Abirateronacetat (#6) fiihrte zu einer Reduktion der Cholesterolakkumulation. $ =
signifikante Reduktion; f = signifikante Erhohung; — = keine signifikante Verénderung.
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5 Diskussion

5.1 Pathophysiologie des Morbus Niemann-Pick Typ C1

Zunichst sollte untersucht werden, welchen Einfluss die NPCI1-Mutationen auf die
Zellphysiologie der NPC1-defizienten Fibroblasten, NDZs und HLZs haben. Im Fokus stand
dabei die Untersuchung von drei wesentlichen Aspekten in der Pathophysiologie von NP-Cl1:
der intrazellulire Cholesterolgehalt, die NPCI-Proteinexpression sowie die subzelluldre

Lokalisation des NPC1-Proteins.

Cholesterolakkumulation in NPC1-defizienten Zellen

Die lysosomale Cholesterolakkumulation gilt als Hauptmerkmal des NP-C1 und wurde in einer
Vielzahl von in vitro NP-C1-Zellmodellen nachgewiesen, einschlieflich patientenspezifischen
Fibroblasten (Pentchev et al. 1985), iPS-Zellen (Trilck et al. 2013) und iPS-Zellderivaten, wie
neuralen Stammzellen (Sung et al. 2017), neuronal differenzierten Zellen (Yu et al. 2014a)

sowie Hepatozyten-dhnlichen Zellen (Maetzel et al. 2014; Soga et al. 2015).

In filipingefdrbten NPCl-defizienten Fibroblasten wird die lysosomale Anhdufung von
Cholesterol typischerweise als punktférmiges, fluoreszierendes Muster im perinukledren
Bereich beschrieben (Vanier und Latour 2015; Sitarska und tugowska 2019). Dieses
charakteristische Verteilungsmuster und eine signifikante Cholesterolakkumulation konnte
auch in den in dieser Arbeit verwendeten NPCl1-defizienten Fibroblastenzelllinien gezeigt
werden. In Bezug auf die Zelllinie Mut 4 wurde ein varianter biochemischer Phénotyp
festgestellt, der in bis zu 15 % aller NP-C1 Patienten beobachtet wird (Vanier 2010). Zellen mit
einem varianten biochemischen Phénotyp sind durch eine schwache Filipinfarbung und nahezu
normale Cholesterolveresterungsraten gekennzeichnet (Vanier et al. 1991; Argoff et al. 1991).
Entsprechend wurde in der vorliegenden Arbeit fiir diese Mutante eine sehr geringe

Cholesterolakkumulation in Fibroblasten, sowie in NDZs und HLZs nachgewiesen.

In den neural differenzierten Zellen waren die Cholesterolakkumulationen in Ubereinstimmung
mit anderen Studien sowohl in den Somata als auch in Verzweigungen der neural
differenzierten Zellen zu beobachten (Trilck et al. 2013; Maetzel et al. 2014), wobei der
Gesamtcholesterolgehalt im Vergleich zu den Kontrollzelllinien insgesamt nur geringfiligig
erhdht war. Dies ist konsistent mit Studien aus dem BALB/c-Npc1™P-Mausmodell, die zeigen,
dass im Gehirn vorrangig Glykosphingolipide, vor allem die Ganglioside GM2 und GM3, aber

auch Glucosylceramid und Lactosylceramid akkumulieren (te Vruchte et al. 2004; Lloyd-Evans
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und Platt 2010). Die geringe bis fehlende Cholesterolakkumulation im Gehirn wurde im NP-C1
Mausmodell durch eine altersabhéingige Demyelinisierung erklart, die mit zunehmendem Alter
der Tiere sogar zu einer Reduktion des Cholesterolgehalts im Gehirn fiihren kann (Xie et al.
2000). Eine weitere Erkldrung liefert eine Studie, in der ein Cholesterolungleichgewicht
zwischen neuronalen Zellkorpern und distalen Axonen nachgewiesen wurde (Karten et al.
2002). In kultivierten Neuronen von NPCl-defizienten Mausen wurde gezeigt, dass sich
Cholesterol zwar in den Zellkdrpern anreichert, aber in den distalen Axonen vermindert ist, was
auf einen defekten anterograden Transport des Cholesterols hindeutet (Karten et al. 2002). In
entwicklungsbiologisch jungen, humanen iPS-zellbasierten neuronalen Zellmodellen wird
zumeist eine erhohte Gesamtcholesterolmenge beschrieben (Trilck et al. 2013; Yu et al. 2014a;
Maetzel et al. 2014). Nur in einer Studie wurde kein erhohter Cholesterolgehalt in iPS-
zellbasierten neuralen Stammzellen und Neuronen nachgewiesen (Efthymiou et al. 2015). Dies
konnte durch das Fehlen einer geeigneten externen Cholesterolquelle im verwendeten
Zellkultursystem erklart werden. Tatsdchlich sind Neurone nur sehr bedingt in der Lage selbst
Cholesterol zu synthetisieren. Sie sind daher auf Astrozyten angewiesen, von denen sie das
Cholesterol in Form von Lipoproteinen endozytotisch aufnehmen (Vance 2012; Zhang und Liu
2015). In reinen neuronalen Kulturen entfdllt diese Moglichkeit. Dariiber hinaus werden
Neurone zumeist serumfrei kultiviert. Die Supplementierung mit einer alternativen
Cholesterolquelle, wie das in dieser und anderen Arbeiten verwendete LDL (Yu et al. 2014a;
Soga et al. 2015), ist daher Voraussetzung fiir die Untersuchung der Cholesterolakkumulation

in neuronalen Zellkulturen.

Neben der primidren Akkumulation von freiem Cholesterol resultiert eine NPC1-Defizienz in
Patienten und im Mausmodell in der Sequestrierung von sekundidren Lipiden wie
Glykosphingolipiden (Glucosylceramid, Lactosylceramid und die Ganglioside GM2 und
GM3), Phospholipiden (Sphingomyelin und Bis(monoacylglycero)phosphat) und freien
Sphingoidbasen (Sphingosin und Sphinganin) (Walkley und Vanier 2008). In peripheren
Geweben, wie der Leber und der Milz, ist eine moderate Akkumulation dieser genannten Lipide
beschrieben, wobei keines vorrangig akkumuliert (Vanier 2010). Die Akkumulation von freiem
Cholesterol wurde auch in der vorliegenden Arbeit in den NPC1-defizienten HLZs gezeigt und
entspricht dem perinukledren Verteilungsmuster, das in anderen iPS-zellbasierten hepatischen

Modellen beschrieben wurde (Maetzel et al. 2014; Soga et al. 2015).
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Zusammengefasst weisen alle getesteten NPCl-defizienten Zelllinien eine signifikante
Cholesterolakkumulation auf, die sowohl in den patientenspezifischen Fibroblasten als auch in
den daraus abgeleiteten NDZs und HLZs zu beobachten war. Die genannten Zellmodelle
spiegeln somit ein wesentliches pathophysiologisches Merkmal von NP-C1 wider und sind

daher fiir die Testung von cholesterolreduzierenden Substanzen geeignet.

Expression und subzellulire Lokalisation der NPC1-Proteinvarianten

Die meisten NPCIl-Mutationen fiihren zu einer signifikanten Reduktion der NPCI-
Proteinmenge (Zampieri et al. 2012; Shammas et al. 2019). In Fibroblasten, welche die NPC1-
Mutation [1061T in Homozygotie tragen, wurde eine mutationsbedingte Fehlfaltung als
molekulare Grundlage der Krankheitsentstehung identifiziert (Gelsthorpe et al. 2008).
Molecular Docking Simulationen zeigten, dass das mutierte NPC1!'%!T_Protein im Vergleich
zum Wildtyp-Protein eine bemerkenswerte Instabilitit aufweist (Macias-Vidal et al. 2014). In
patientenspezifischen Fibroblasten wurde ein beschleunigter proteasomaler Abbau sowie ein
ineffizienter Transport des mutierten NPC1"%!T_Proteins entlang des sekretorischen Wegs
beschrieben, wodurch letztendlich die intrazelluldr verfiigbare Menge an funktionellem NPC1-
Protein in der lysosomalen Membran reduziert ist (Gelsthorpe et al. 2008). In Ubereinstimmung
mit dieser und anderen Studien (Shammas et al. 2019; Tiscione et al. 2019; Rauniyar et al.
2015) wurde in der vorliegenden Arbeit in NPC1!10THIT Eibroblasten (Mut 1) eine
signifikante Reduktion der NPC1"%!T_Proteinmenge um 85 % gemessen. Die NPC1!1061T.
Proteinexpression in anderen, krankheitsrelevanten Zelltypen, wie Neuronen und Hepatozyten,
wurde bisher nur im Npc1™I106DPse_Naysmodell untersucht, wobei in Leber- und Hirnlysaten
ein dhnliches AusmaB der NPC1"%!T_Proteinreduktion gezeigt wurde (Praggastis et al. 2015).
In der vorliegenden Arbeit konnte diese signifikante Reduktion erstmals auch in humanen
NDZs und HLZs nachgewiesen werden. Die zuvor noch nicht beschriebene NPC1-Mutation
Y394H (Mut 2) fiihrte ebenfalls zu einer signifikanten Reduktion der NPC1-Proteinmenge. In
Bezug auf die Analyse der NPC1-Proteinexpression in den kombiniert heterozygoten Linien
Mut 3 und Mut 4, die jeweils eine missense- und eine frameshift-Mutation tragen, sei erwéhnt,
dass der in dieser Arbeit verwendete NPCI-Antikérper am C-Terminus des NPC1-Proteins
bindet. Frameshift-Mutationen, die aufgrund eines vorzeitigen Stoppcodons ein verkiirztes
NPC1-Protein exprimieren, fehlt dieser C-Terminus und werden folglich nicht detektiert. Die
Detektion des NPCI1-Proteins in Western Blot- und Kolokalisationsanalysen entspricht also
jeweils dem NPC1-Protein des Allels mit missense-Mutation, NPC15612P (Mut 2) oder
NPC1%2R (Mut 3). Erwartungsgemif war die NPC1F6!2P_Proteinmenge (Mut 3) signifikant
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reduziert. Die NPC19%?R_Proteinmenge (Mut 4) war dagegen nicht signifikant niedriger als die
Proteinmenge in den Kontrollzellen. Eine Erkldrung dafiir liefern Untersuchungen an NPC1-
patientenspezifischen Fibroblasten, die zeigen, dass zwei Allele nicht unbedingt in gleichem
Male exprimiert werden, ein Phdnomen, das als allelisches Ungleichgewicht bezeichnet wird.
Wihrend die allelische Expression von zwei missense-Mutationen zumeist bei 50/50 liegt, ist
das Expressionsverhéltnis bei Kombinationen aus einer frameshift- und einer missense-
Mutation in der Regel zugunsten der missense-Mutation verschoben (Musalkova et al. 2020).
Des Weiteren scheint die Mutation G992R unabhéngig von der Mutation auf dem zweiten Allel
mit einem varianten biochemischen Phédnotyp assoziiert zu sein und fithrt in
patientenspezifischen Fibroblasten sowohl in Homozygotie als auch in Kombination mit einer
frameshift-Mutation zu einer wildtypdhnlichen Expression des NPC1-Proteins (Millat et al.
2001).

Zusammengefasst fiihren also mit Ausnahme der Mutation G992R alle in dieser Arbeit
getesteten missense-Mutationen zu einer signifikanten Reduktion der NPC1-Proteinmenge. Die
reduzierte NPC1-Proteinmenge ist hdufig die Folge eines erhdhten proteasomalen Abbaus
(Gelsthorpe et al. 2008; Zampieri et al. 2012). Die Behandlung der NPC]!06IT/H06IT,
Fibroblasten mit dem Proteasominhibitor MG 132 fiihrte zu einer Verdopplung der NPC1!1%6!T.
Proteinmenge in Mut 1 und bestitigt somit einen erhéhten proteasomalen Abbau. Dariiber
hinaus konnte dies erstmals auch fiir die mutierten Proteine NPC1Y***! und NPC15612P der

NPCl-defizienten Zelllinien Mut 2 bzw. Mut 3 gezeigt werden.

Neben der NPC1-Proteinmenge wurde aulerdem der Transport der NPC1-Varianten entlang
des sekretorischen Wegs bis zu der lysosomalen Membran untersucht. Dafiir wurde ein
biochemischer Assay mit Endoglykosidase H genutzt, ein Enzym, das nur bestimmte
N-Glykane des Glykoproteins NPC1 schneidet und somit einen ersten Hinweis auf die
intrazelluldre Lokalisation des NPCI1-Proteins erlaubt. Endo H unterscheidet zwischen der
mannosereichen, unreifen Form von NPCI-Proteinen, die sich im ER oder im friihen
Sekretionsweg befinden, und ihren komplex glykosylierten reifen Gegenstiicken, die im
medialen Golgi-Apparat verarbeitet wurden (Varki et al. 2017). Nach Verdau mit Endo H
wurden in Ubereinstimmung mit anderen Studien eine schnell migrierende, Endo H-resistente
Glykoform und eine langsam migrierende, Endo H-sensitive Glykoform des NPC1106!T.
Proteins detektiert (Gelsthorpe et al. 2008; Schultz et al. 2018; Shammas et al. 2019; Wang et
al. 2019; Brogden et al. 2020). Dabei war der GroBteil der NPC1"%!T_Proteinmenge Endo H-

sensitiv und bestdtigt damit Beobachtungen aus Untersuchungen in patientenspezifischen
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Fibroblasten, in denen der GroBteil der endogenen NPC1'%!T_Proteinmenge im ER
zuriickgehalten wird (Gelsthorpe et al. 2008; Schultz et al. 2018). In einem heterologen
Zellmodell, bei dem NPCI1-Flag Konstrukte in COS-1-Zellen iiberexprimiert wurden, wurde
sogar eine vollstindige Retention des NPCI1!"%!T_Proteins im ER und somit ein
schwerwiegenderer Phianotyp gezeigt (Shammas et al. 2019). Allerdings ist zu beachten, dass
eine starke Uberexpression und/oder GFP-Tagging leichter zu einer ER-Retention fiihren als
eine geringe Expression des nicht getaggten/endogenen Proteins (Blom et al. 2003). Die
genannten Unterschiede konnten daher auf die unterschiedlichen Zellmodelle zuriickzufiihren
sein und unterstreichen den Nutzen von patientenspezifischen Zellmodellen, wie sie in der
vorliegenden Arbeit genutzt wurden, da sie die Untersuchung der endogenen Expression von

NPC1-Proteinvarianten ermdglichen.

Ahnlich der Mutation 11061T sind auch die missense-Mutationen Y394H und E612D der
NPCl1-defizienten Zelllinien Mut 2 bzw. Mut 3 hauptsdchlich Endo H-sensitiv, was darauf
hindeutet, dass auch sie, moglicherweise aufgrund einer Fehlfaltung, im ER zuriickgehalten
werden. Alle drei NPC1-Varianten sind in der mittleren luminalen Doméne oder in der Cystein-
reichen Schleife lokalisiert; zwei Doménen, in denen Mutationen héufig zu einem besonders
ineffizienten Transport entlang des sekretorischen Wegs fithren (Wang et al. 2019). Eine
Ausnahme bildet erneut das NPC19%*?R_Protein der Mut 4, dessen Mutation ebenfalls in der
Cystein-reichen Schleife lokalisiert ist, aber dhnlich des Wildtyp-NPC1-Proteins, hauptséchlich
Endo H-resistent ist. Das ldsst vermuten, dass es der ERAD entkommt, das ER verldsst und
iber den Golgi-Apparat, vermutlich bis zu den Lysosomen transportiert wird. Die
Kolokalisationsanalysen bestdtigten diese Annahme und zeigen eine hohe Kolokalisation des
NPC1%%2R_Proteins mit dem lysosomalen Marker LAMP2. Fiir die Proteinvarianten
NPC111T NPC1Y34 ynd NPC15612P der Mut 1, Mut 2 bzw. Mut 3 wurden dagegen sehr
niedrige Kolokalisationswerte gemessen. Dies ist konsistent mit Untersuchungen an
NPC10ITMOOIT_Eibroblasten, in denen anhand von Kolokalisationsanalysen ebenfalls eine

gestorte subzelluldre Lokalisation des NPC1-Proteins beschrieben wurde (Yu et al. 2012).

Zusammengefasst fiilhren die Mutationen [1061T, Y394H und E612D der Mut 1, Mut 2 bzw.
Mut 3 zu einer signifikanten Reduktion der NPC1-Proteinmenge, die auf einem erhdhten
proteasomalen Abbau beruht. Die reduzierten Endo H-resistenten NPC1-Glykoformen und die
verminderten Kolokalisationswerte von NPC1 und LAMP2 zeigen, dass die intrazelluldr
verfiigbare Menge des NPCI1-Proteins in den Lysosomen vermindert ist, was zu den zuvor

beschriebenen Cholesterolakkumulationen fiihrt. Fiir die Zelllinie Mut 4 wurden phénotypische
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Auspriagungen beschrieben, die sich grundsétzlich von dem beobachteten pathophysiologischen
Profil der Linien Mut 1, Mut 2 und Mut 3 unterscheiden. Die NPC1%*?R-Variante zeigte eine
wildtypéhnliche Proteinexpression sowie einen effizienten Transport entlang des
sekretorischen Wegs bis hin zu den Lysosomen, was zu geringen Cholesterolakkumulationen
fiihrt. Im Folgenden wird daher die G992R als ursidchliche Mutation fiir den beobachteten
varianten  biochemischen  Phdnotyp  diskutiert. = AuBerdem  werden  bekannte
Therapiemoglichkeiten von NPCl-Patienten mit variantem biochemischem Phénotyp
besprochen und es wird der Frage nachgegangen, ob die pharmakologische Chaperontherapie

in diesen seltenen Fillen zur Anwendung kommen kann.

Varianter biochemischer Phinotyp

Der variante biochemische Phinotyp ist mit bestimmten Mutationen assoziiert, darunter unter
anderem D948N, R958Q, R978C, G992W, S1004L und P1007A (Ribeiro et al. 2001; Sun et
al. 2001; Millat et al. 2001). Interessanterweise sind solche Mutationen fast ausschlieBlich in
der Cystein-reichen Schleife (Aminosduren 855-1098) lokalisiert, insbesondere zwischen
Aminosédure 943 und 1007 (Millat et al. 2001). In Ausnahmefallen kann dies aber auch andere
Dominen betreffen, wie anhand der Mutation C177Y in der N-terminalen Doméne gezeigt

wurde (Ribeiro et al. 2001).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Mut 4, welche die zuvor noch nicht beschriebene
frameshift-Mutation V1023Sfs*15 in Kombination mit der bekannten missense-Mutation
G992R trigt, aufgrund der geringen Cholesterolakkumulation als Zelllinie mit variantem
biochemischem Phinotyp eingestuft. Es ist davon auszugehen, dass die Mutation G992R
unabhingig von der frameshift-Mutation ursdchlich fiir diesen varianten biochemischen
Phénotyp ist. Die frameshift-Mutation V1023Sfs*15 wurde bisher noch nicht beschrieben.
Allerdings gibt es Daten zu einer missense-Mutation desselben Codons, V1023G, die zu einer
massiven Reduktion des NPCI1-Proteins in Fibroblasten fiihrt (Zampieri et al. 2012). Des
Weiteren resultieren Behandlungen dieser NPC1-Variante mit dem Proteasominhibitor MG132
zwar in einem Anstieg der NPC1-Proteinmenge, fithren aber nicht zu einer Reduktion des
Cholesterolgehalts, was vermuten ldsst, dass die Mutation V1023G die Funktionalitit des
NPC1-Proteins direkt beeintrachtig (Zampieri et al. 2012). Daher ist davon auszugehen, dass
auch die frameshift-Mutation V1023Sfs*15, mit Verlust des C-Terminus, welcher fiir den
Transport zu den Lysosomen relevant ist (Watari et al. 1999), zu einem klassischen

biochemischen Phinotyp und einem schweren klinischen Verlauf fiihren wiirde. Die Tatsache,
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dass in der vorliegenden Arbeit in Kombination mit der G992R jedoch ein varianter
biochemischer Phinotyp nachgewiesen wurde, unterstiitzt demnach die Hypothese von Millat
et al., die besagt, dass es eine Art Hierarchie der Mutationen zu geben scheint, bei der eine
wildtypihnliche Mutante, wie NPC19%?R  unabhingig von der Mutation auf dem zweiten Allel,
das gesamte biochemische Muster der Krankheit bestimmt (Millat et al. 2001). Die Mutation
G992R wird durch Austausch der Aminosdure Guanin durch Cytosin an Position 2974 der
DNA-Sequenz ausgeldst (¢.2974G>C). Diese Nukleotidposition ist hochgradig polymorph. Fiir
sie wurden bereits zahlreiche Substitutionen gezeigt (Pina-Aguilar et al. 2014), die zu
verschiedenen Varianten des Codons 992 fiihren, darunter neben G992R, auch G992A sowie
G992W (Sévin et al. 2007). Auch diese fithren zu einem biochemisch varianten Phinotyp
(Romanello et al. 2016).

Trotz der geringen Cholesterolakkumulation zeigen Patienten mit einem varianten
biochemischen Phinotyp einen schweren klinischen Phénotyp, wobei die neurologischen
Symptome zumeist erst im Erwachsenenalter beginnen. So zeigte ein Patient mit der
homozygoten Mutation G992R zwar eine isolierte Splenomegalie, aber selbst im Alter von 66
Jahren noch keine neurologischen Symptome (Millat et al. 2001). In Kombination mit der
Mutation 11061T wurde die Mutation G992R bei einer Patientin beschrieben, die erste
neuropsychiatrische Symptome im Alter von 57 Jahren (Ataxie, Dysphagie, Dysarthrie) und
erste viszerale Symptome in Form einer Splenomegalie im Alter von 64 Jahren zeigte (Watari
et al. 1999). Wie anhand dieser Beispiele deutlich wird, weisen Patienten mit einem varianten
biochemischen Phénotyp héufig die adulte Form von NP-C1 auf. Die ersten neurologischen
Symptome treten meist in der zweiten oder dritten Lebensdekade auf. Der variante
biochemische Phénotyp ist daher bei Patienten mit der adulten Form iiberrepréisentiert (Vanier
et al. 1991; Ribeiro et al. 2001). Diese Patienten kdnnen auBBerdem viele Jahre lang isolierte
psychiatrische Symptome aufweisen, bevor motorische und kognitive Beeintrichtigungen
auftreten (Shulman et al. 1995; Walterfang et al. 2006). In Ubereinstimmung damit zeigte auch
die Spenderin der in dieser Arbeit verwendeten Fibroblasten der Mut 4 diesen typischen
Krankheitsverlauf (Volkner et al. 2021). Erst im Alter von 24 Jahren manifestierten sich erste
Symptome in Form einer Psychose. Die Patientin fiel weiterhin durch unspezifische Symptome
wie Zurilickgezogenheit, Interessenlosigkeit, eine verwaschene Sprache sowie durch
Gleichgewichtsstorungen auf. Im Alter von 33 Jahren manifestierten sich charakteristische
Merkmale, einschlieBlich Ataxie, Dysarthrie, Dysphagie, eine vertikale supranukledre

Blickparese und eine Hepatosplenomegalie, sodass im Alter von 34 Jahren die vorldufige
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Diagnose NP-C1 gestellt wurde und durch eine anschlieBende Sequenzierung bestétigt wurde

(Volkner et al. 2021).

Die Therapieoptionen fiir Patienten mit variantem biochemischem Phénotyp beschrinken sich,
wie auch fiir Patienten mit einem klassischen biochemischen Phénotyp, auf die Behandlung mit
Miglustat. Miglustat ist ein kleiner Iminozucker, der reversibel die Glycosylceramid-Synthase
hemmt. Diese katalysiert den ersten Schritt der Glycosphingolipid Synthese, sodass eine
Hemmung zu einer Reduktion der Glykosphingolipide in den Lysosomen fiihrt (Lyseng-
Williamson 2014). Die tdgliche Behandlung mit Miglustat fithrte bei einem 21-jdhrigen Mann
mit progressiver Ataxie, Hepatosplenomegalie und einem varianten biochemischen Phénotyp
zu einer Verbesserung der Koordinationsbewegungen, des Ganges, der Dysphagie und der
Sprache. AuBlerdem wurde eine Normalisierung der Stimmungsstérungen beobachtet (Jamrozik
et al. 2013). In einer anderen Studie wurde iiber einen 33-jdhrigen Mann mit motorischen
Schwierigkeiten, einer Gangataxie, Dysarthrie, Dysphagie, einer vertikalen supranukleédren
Blickparese und einer Splenomegalie berichtet, welcher einen varianten biochemischen
Phinotyp aufwies. Ein Behandlungsregime mit einer Initialbehandlung von 200 mg Miglustat
alle 8 Stunden fiihrte innerhalb von zwei Jahren zu einer Verbesserung des Ganges, der

Koordinationsbewegungen und der Schluckfahigkeit (Jesus et al. 2013).

Die Behandlung mit pharmakologischen Chaperonen ist ein Therapieansatz, der fiir viele
lysosomale  Speichererkrankungen  diskutiert wird. Ziel der pharmakologischen
Chaperontherapie ist die Stabilisierung des fehlgefalteten Proteins und eine Reduktion des
proteasomalen Abbaus. Dadurch soll die intrazelluldr verfiigbare Menge des Proteins in den
Lysosomen erhoht und die Substratakkumulation reduziert werden. In der NPC1-defizienten
Zelllinie Mut 4 wurde eine sehr geringe Cholesterolakkumulation gemessen, was darauf
hindeutet, dass die Mutation G992R keinen direkten Einfluss auf die Funktionalitit des NPC1-
Proteins hat. Solche missense-Mutationen sind grundsitzlich fiir die Behandlung mit
pharmakologischen Chaperonen zugénglich (Liguori et al. 2020). Obwohl das NPC1-Protein in
dieser Zelllinie nicht signifikant reduziert ist und keine erhohte proteasomale Degradation
gemessen wurde, waren reduzierte Endo H-resistente NPCI1-Proteinmengen und reduzierte
Pearson-Korrelationskoeffizienten von NPC1 und dem lysosomalen Marker LAMP2 in den
Fibroblasten, NDZs und HLZs der Mut 4 zu beobachten. Dies deutet auf eine moderate
Destabilisierung des NPC1-Proteins hin, was durch die Behandlung mit pharmakologischen
Chaperonen korrigiert werden konnte. Die Zuganglichkeit einzelner missense-Mutationen muss

jedoch in vitro getestet werden (vgl. 5.4).
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5.2 Pharmakologische Chaperone als experimentelle Therapeutika fiir die

lysosomale Speichererkrankung NP-C1

Bei der lysosomalen Speichererkrankung NP-C1 fiihrt die Proteinfehlfaltung zu einem /oss-of-
function-Phéanotyp. Das  unterscheidet sie  pathophysiologisch von  klassischen
neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson, Chorea
Huntington und der Creutzfeld-Jakob-Krankheit, die als Gruppe der gain-of-toxic-function
Erkrankungen klassifiziert werden, bei denen die Proteinfehlfaltung zur Bildung toxischer
Aggregate und dadurch zum neuronalen Zelltod fiihrt (Winklhofer et al. 2008; Chaudhuri und
Paul 2006). Der experimentelle Behandlungsansatz in der vorliegenden Arbeit sah vor {iber die
spezifische Bindung niedermolekularer Substanzen, den pharmakologischen Chaperonen, an
das NPC1-Protein die mutationsbedingte Fehlfaltung durch eine Stabilisierung zu korrigieren.
Der Vorteil einer solchen Therapie leitet sich aus ihrem Angriffspunkt in der frithen
Pathophysiologie der Krankheit ab. Somit konnte einer Stérung des Cholesterolstoffwechsels

vorgebeugt und die daraus resultierende Neurodegeneration verhindert werden.

Mit 1-Desoxygalaktonojirimycin (DGJ, Freiname: Migalastat, Handelsname: Galafold™) als
Monotherapie bei Morbus Fabry ist bereits das erste pharmakologische Chaperon zur
Behandlung einer lysosomalen Speichererkrankung zugelassen (Moran 2018). AuBlerdem wird
die  pharmakologische = Chaperontherapie = 1m  Kontext  weiterer  lysosomaler
Speichererkrankungen, wie Morbus Gaucher (Han et al. 2020), Morbus Pompe (Borie-Guichot
et al. 2021), Morbus Krabbe (Hill et al. 2015), GM1- und GM2-Gangliosidose (Takai et al.
2013; Maegawa et al. 2007) und Aspartylglucosaminurie (Banning et al. 2016) diskutiert. Fiir
NP-CI1 sind in der Fachliteratur einige wenige experimentelle Studien beschrieben (Ohgane et
al. 2013; Ohgane et al. 2014; Fukuda et al. 2017; Shioi et al. 2020). Das Oxysterol 25-
Hydroxycholesterol wurde als erstes experimentelles pharmakologisches Chaperon fiir das
mutierte Protein NPC1"%!T in einem HEK293-basierten Uberexpressionssystem sowie in
patientenspezifischen Fibroblasten beschrieben (Ohgane et al. 2013). In Ubereinstimmung mit
den Ergebnissen von Ohgane et al. wurde ein signifikanter Anstieg der Endo H-resistenten
Glykoform des NPC1'%!T_Poteins in Fibroblasten der Mut 1 nach Behandlung mit 25-HC
gezeigt. Damit konnten die Ergebnisse von Ohgane et al. bestétigt und die in der vorliegenden
Arbeit verwendeten Fibroblasten als Zellsystem validiert werden. Dariiber hinaus wurde
erstmals in einem endogenen System und in Ubereinstimmung mit Ergebnissen aus dem

HEK?293-basierten Uberexpressionssystem (Ohgane et al. 2013) eine Korrektur der
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subzelluliren Lokalisation des NPC1''%!T_Proteins in den Lysosomen nach Behandlung mit

25-HC gezeigt.

Die Identifizierung neuer pharmakologischer Chaperone erfolgt zumeist mittels einer
strukturbasierten Strategie, sofern die Struktur fiir das Zielprotein, beispielsweise in Form von
hochauflosenden Rontgenkristallstrukturen, vorhanden ist. Dazu werden mittels in silico
Screening, Liganden identifiziert, die an eine potentielle Bindungsstelle auf der
Proteinoberfliche binden (Shin und Lim 2017). Dieses Verfahren wurde als Grundlage fiir die
vorliegende Arbeit und in Kombination mit zellbasierten in vitro-Assays genutzt, um
pharmakologische Chaperone fiir NP-C1 zu identifizieren. Als Bindungsstelle wurde die
cholesterolbindende N-terminale Doméne des NPC1-Proteins genutzt (Infante et al. 2008b),
deren dreidimensionale Struktur als rontgenkristallographische Struktur mit einer hohen
Auflésung von 1,8 A verfiigbar ist (Kwon et al. 2009). Dies erméoglichte es Liganden zu
identifizieren, die mit der N-terminalen Domdne des NPCI1-Proteins interagieren und als
potentielle pharmakologische Chaperone wirken. Uber die Bindung an die N-terminale
Doméne konnen auch Proteinvarianten stabilisiert werden, deren Mutationen in anderen
Doménen lokalisiert sind, da spezifische Ligandenbindungsstellen, wie die N-terminale
Domine, oft an Grenzflichen zwischen Proteindominen oder Subdoméinen lokalisiert sind
(Ringe und Petsko 2009). Die N-terminale Doméne beispielsweise teilt Grenzflachen mit der
mittleren luminalen Doméne und der Cystein-reichen Schleife, in denen die Mutationen der in
dieser Arbeit verwendeten Zelllinien lokalisiert sind (Li et al. 2017). Uber ein solches Netzwerk
aus Seitenketteninteraktionen kann die Bindung eines Liganden an die N-terminale Doméne
die Konformationsédnderungen iiber das gesamte Protein hinweg kommunizieren und so zur

Stabilisierung beitragen (Ringe und Petsko 2009).

Fiir NP-C1 wurde kiirzlich eine bildbasierte Screening-Methode angewandt, bei der 758 von
der FDA zugelassene Substanzen als potentielle pharmakologische Chaperone fiir NP-C1
getestet wurden (Shioi et al. 2020). Dieser Ansatz, bei dem bekannte Wirkstoffsubstanzen auf
neue therapeutische Ziele angewandt werden, ist als Drug-Repurposing-Strategie bekannt und
ist auch Grundlage der vorliegenden Arbeit. Insgesamt 2.162 von der FDA zugelassene
Substanzen der Drugbank wurden fiir das in silico Screening genutzt (Wishart et al. 2006; The
Drugbank), was die Phasen des rationalen Wirkstoffentwurfs beschleunigen und somit zu
einem schnellen Einsatz in der Klinik fiihren kann (Pushpakom et al. 2019). Shio et al.
identifizierten einige Azol-Antimykotika, darunter Itraconazol, als pharmakologische

Chaperone fiir NPC1 (Shioi et al. 2020).
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Aufgrund der strukturbasierten Screeningmethode, die in der vorliegenden Arbeit genutzt
wurde, weisen die hit compounds eine starke strukturelle Ahnlichkeit zu dem natiirlichen
Liganden, Cholesterol, auf. Eine strukturelle Ahnlichkeit zum natiirlichen Substrat ist, mit
wenigen Ausnahmen, fiir alle der bisher beschriebenen experimentellen pharmakologischen
Chaperone fiir lysosomale Speichererkrankungen beschrieben (Parenti et al. 2015). Das seit
2016 zur Behandlung von Morbus Fabry zugelassene pharmakologische Chaperon DGJ
beispielsweise ist ein Glykomimetikum vom Iminozucker-Typ. Es wird angenommen, dass die
Wirksamkeit von DGJ als Chaperon weitgehend auf seine Fahigkeit zuriickzufiihren ist den o-
Galaktopyranosid-Anteil des natiirlichen Substrats Gb3 zu imitieren (Yu et al. 2014b).
Gleichzeitig wirken Substanzen, die an das aktive Zentrum binden auch als Inhibitor. Das
Paradoxon, dass ein Inhibitor die Enzymaktivitit erhohen kann, erklért sich aus der Tatsache,
dass der therapeutische Effekt bei subinhibitorischen intrazelluldren Konzentrationen erzielt
wird. Des Weiteren tragen die hohen Konzentrationen des natiirlichen Substrats, welches sich
in den Lysosomen ansammelt, sowie der saure pH-Wert innerhalb der Lysosomen dazu bei das
pharmakologische Chaperon zu verdringen und das aktive Zentrum fiir die Bindung des
natiirlichen Substrats wieder freizugeben. Dieses Konzept wurde auch auf orthosterische
Liganden fiir Rezeptoren (Beerepoot et al. 2017) sowie auf Korrektoren fiir Transporter, wie
der Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR), erweitert (Vauthier et al.

2017) und konnte somit auch fiir das NPC1-Protein gelten.

5.3 Wirkmechanismus der identifizierten Substanzen als pharmakologische

Chaperone fiir NP-C1

Pharmakologische Chaperone sind kleine Molekiile, die sich durch die direkte und spezifische
Bindung an ihr Zielprotein auszeichnen und so als Scaffold fiir Faltungsintermediate fungieren,
um tiiber eine Stabilisierung die korrekte Faltung des mutierten Proteins zu unterstiitzen. Die
Aufklarung der Bindungsstellen und der genauen Wirkmechanismen stellt dabei eine
Herausforderung dar. In der vorgelegten Arbeit wurden Quinestrol und Abirateronacetat als
Substanzen identifiziert, die einen cholesterolreduzierenden Effekt in den vier getesteten

NPC1-Zelllinien hatten und somit als pharmakologische Chaperone wirken konnten.

Quinestrol ist ein synthetisches Estrogen, das erstmals 1961 beschrieben wurde (Jaschevatzky
et al. 1979). Quinestrol wurde in der Hormontherapie, der hormonellen Geburtenkontrolle und
gelegentlich zur Behandlung von Brust- und Prostatakrebs eingesetzt, wird aber in den

Vereinigten Staaten nicht mehr vermarktet (Meikle 1999). In der vorliegenden Arbeit wurde
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gezeigt, dass Quinestrol in NPC1-defizienten Zellen einen cholesterolreduzierenden Effekt hat.
Da es in NPC 1110608 Eihroblasten (Mut 1) nicht zu einem Anstieg der Endo H-resistenten
NPC1-Glykoform und auch zu keiner erhohten Kolokalisation mit dem lysosomalen Marker
LAMP?2 fiihrte, ist jedoch davon auszugehen, dass dieser Effekt nicht durch eine chaperonartige
Aktivitéit ausgeiibt wird. In den NDZs und HLZs desselben Patienten wurde zwar ein geringer
Anstieg der Endo H-resistenten NPC1-Proteinmenge gemessen, allerdings war das NPClI-
Protein auch in diesen Zellen nach Behandlung mit Quinestrol nicht vermehrt in den
Lysosomen lokalisiert. Die fehlende lysosomale Lokalisation des NPCI1-Proteins deutet
daraufthin, dass der cholesterolreduzierende Effekt in Quinestrol-behandelten Zellen

unabhingig vom NPC1-Protein erfolgt.

Bereits 2018 war Quinestrol Teil einer Studie, in der in einem high-throughput Verfahren der
Effekt von 2.013 verschiedenen von der FDA zugelassenen Substanzen in NPC1-defizienten
Zellen getestet wurde (Pugach et al. 2018). In dieser Studie zeigte Quinestrol in Fibroblasten
mit der  kombiniert  heterozygoten =~ Mutation = E612D/P543Rfs*20  keinen
cholesterolreduzierenden Effekt. Dies steht im Kontrast zu den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit, in der in Fibroblasten derselben Zelllinie (Mut 3) eine Reduktion des Cholesterolgehalts
um etwa 50 % gemessen wurde. Diese voneinander abweichenden Ergebnisse konnten durch
die Verwendung von verschiedenen Analysemethoden erkliart werden. Pugach et al. nutzten
eine automatische Screening-Methode, bei der die mittlere Filipinintensitit bestimmt wurde.
Dabei war das Signal der unbehandelten NPC1-defizienten Zellen etwa doppelt so hoch wie
das der Kontrollzellen (Pugach et al. 2018) und ermoglichte somit zwar eine ausreichende
Unterscheidung zwischen NPCl-defizienten Zellen und Kontrollzellen, ist aber
moglicherweise ungeeignet fiir die Identifizierung von cholesterolreduzierenden Substanzen.
Im Gegensatz dazu wurde in der vorliegenden Arbeit das LSO-Kompartiment-Verhiltnis
berechnet, dass die Akkumulation des freien Cholesterols ins Verhéltnis zu der Gesamtflache

der Zellen setzt und eine bessere Unterscheidung ermdglicht (Pipalia et al. 2006).

Abirateronacetat ist in der Europdischen Union und den USA in Kombination mit Prednison
oder Prednisolon fiir die Behandlung des kastrationsresistenten Prostatakrebs zugelassen
(Zytiga®) (Hoy 2013). Es wird nach oraler Verabreichung zu dem aktiven Metaboliten
Abirateron hydrolysiert und wirkt als Antiandrogen, indem es die Aktivitdt des CYP17 Enzyms
hemmt. Die vorliegende Arbeit legt eine Wirkung von Abirateronacetat als pharmakologisches
Chaperon fiir NPC1 nahe. Grundlage fiir diese Annahme sind zwei Beobachtungen aus dem in

vitro Screening: Abirateronacetat fiihrt, ebenso wie 25-HC, in Fibroblasten, NDZs und HLZs
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der Mut 1 zu einer Reifung des NPC1''%!T_Proteins zu Endo H-resistenten Glykoformen und
zu einem Anstieg der Kolokalisation von NPC1 und LAMP2, was fiir einen gesteigerten
Transport des NPC111%!T_Proteins entlang des sekretorischen Wegs zu den Lysosomen spricht.
AulBlerdem legt die hohe Bindungsaffinitdt zur N-terminalen Doméne, die im in silico Screening
fiir Abirateronacetat vorausgesagt wurde, nahe, dass Abirateronacetat seinen stabilisierenden
Effekt iiber die spezifische Bindung an die N-Terminale Doméne ausiibt. Um diese Annahme
zu bestdtigen, konnten zukiinftige Analysen den Nachweis einer direkten Bindung von
Abirateronacetat an die N-terminale Doméne zum Inhalt haben. Zu diesem Zweck haben sich
Photo-Crosslinking Studien als effektiv erwiesen, durch welche die Bindung von Substanzen

an das NPC1-Protein bewertet werden kann (Ohgane et al. 2013; Shioi et al. 2020).

Auch 25-HC =zeigte in den in silico Molecular Docking Simulationen eine hohe
Bindungsaffinitit zur N-terminalen Doméne. Die direkte Bindung von 25-HC an die
N-terminale Doméne wurde auBBerdem bereits in mehreren Studien gezeigt (Infante et al. 2008a;
Liu et al. 2009; Kwon et al. 2009). Infante et al. beispiclsweise beschreiben, dass
[*H]-markiertes 25-HC mit hoher Affinitit an die N-terminale Domiine des NPC1-Proteins
(Kq 10 nM) bindet (Infante et al. 2008a). Spéter wurde jedoch gezeigt, dass das Vorhandensein
der N-terminalen Doméne nicht obligatorisch fiir die Chaperonwirkung von 25-HC ist. Ohgane
et al. nutzten dafiir eine NTD-deletierte Version des mutierten NPC1''%!T_Proteins, ANTD-
11061T, und zeigten, dass die Behandlung mit 25-HC, ebenso wie in dem NPC1!1%!T_Protein
mit N-terminaler Doméne, zu einer Korrektur der Lokalisation in den Lysosomen fiihrte
(Ohgane et al. 2013). Die Autoren nahmen daher an, dass es eine zweite Sterolbindungsstelle
geben muss, deren Position jedoch bis heute unbekannt ist. Aufgrund der strukturellen
Ahnlichkeit von 25-HC und Abirateronacetat, wire es denkbar, dass auch Abirateronacetat an
diese zweite Bindungsstelle bindet. Es sind bereits experimentelle pharmakologische
Chaperone beschrieben, die an mehrere Bindungsstellen ihres Zielproteins binden, z.B.
Pentosanpolysulfat an das Prionprotein (Petrosyan et al. 2021) oder N-Acetylcystein an die
a-Glucosidase bei Morbus Pompe (Roig-Zamboni et al. 2017). Auch ein komplexes pH-
abhingiges Bindungsverhalten, wie es bei dem experimentellen Chaperon Ambroxol fiir
Morbus Gaucher beschrieben ist, wére denkbar. Anhand von Molecular Docking und
Molekulardynamik-Simulationen wurde gezeigt, dass Ambroxol in Fibroblasten von Morbus
Gaucher Patienten als pH-abhéngiger Mischtyp-Inhibitor der fehlgefalteten Glucocerebrosidase
wirkt (Kopytova et al. 2021). Bei neutralem pH, wie im ER, bindet Ambroxol das aktive
Zentrum der Glucocerebrosidase, wodurch eine stabilisierende aber hemmende Wirkung

beobachtet wird. Bei saurem pH, wie im Lysosom, verldsst Ambroxol das aktive Zentrum und
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bindet allosterisch, wodurch keine hemmende Aktivitdt mehr besteht (Maegawa et al. 2009;
Kopytova et al. 2021).

Voraussetzung fiir den erfolgreichen Einsatz als pharmakologisches Chaperon ist, dass die
Bindung von Abirateronacetat nicht die Funktion des NPC1-Proteins als Cholesteroltransporter
einschriankt. Kiirzlich wurde Itraconazol als pharmakologisches Chaperon fiir das mutierte
NPC1"%!T_protein beschrieben. Die Behandlung mit 10 uM Itraconazol hatte zwar einen
stabilisierenden Effekt auf das NPC1''%!T_Protein, fiihrte aber nur zu einer geringen Reduktion
des Cholesterolgehalts um weniger als 50 % in NPC 111001 TH06IT_Eibroblasten, und wies damit
einen geringeren cholesterolreduzierenden Effekt als die in dieser Arbeit identifizierten
Substanzen, Quinestrol und Abirateronacetat, auf. Fiir Itraconazol wurde, ebenso wie fiir
25-HC, gezeigt, dass der stabilisierende Effekt nicht von der Bindung an die N-terminale
Domine abhéngt, sondern, dass es eine zweite sterolbindende Doméne geben muss (Shioi et al.
2020). Molecular Docking Studien legen nahe, dass Itraconazol an einen Tunnel im NPCI-
Protein bindet und mehrere hydrophobe Kontakte mit der Sterol-sensitiven Doméne eingeht,
wodurch der Tunnel blockiert wird. Die Blockierung dieses Tunnels stért den NPCI-
vermittelten Austritt von freiem Cholesterol aus den Lysosomen (Long et al. 2020). Der
vergleichsweise starke cholesterolreduzierende Effekt in den Abirateronacetat-behandelten
Zellen deutet darauf hin, dass die Bindung dieses pharmakologischen Chaperons nicht zu einer

Beeintrachtigung der Cholesteroltransportfunktion des NPC1-Proteins fiihrt.

Eine weitere Voraussetzung fiir pharmakologische Chaperone ist es, die Bindungstasche nach
erfolgreichem Transport zu den Lysosomen wieder freizugeben. Bei dem fiir Morbus Fabry
zugelassenen pharmakologischen Chaperon DGJ wird dies experimentell durch Waschschritte
unterstiitzt (Ringe und Petsko 2009). In Fibroblasten wurde gezeigt, dass eine
diskontinuierliche Behandlung mit DGJ von sieben Tagen, gefolgt von einem dreitdgigen
Waschschritt, zu einem stirkeren Anstieg der o-Galaktosidase A-Aktivitdt fiihrt als eine
kontinuierliche Behandlung fiir zehn Tage (Benjamin et al. 2009). Die Vorteile einer
intermittierenden Verabreichung von DGJ lassen sich durch die Tatsache erkldren, dass die
Halbwertszeit der meisten a-Galaktosidase A-Mutanten lédnger ist als die Halbwertszeit von
DGJ in vivo. In Gegenwart des pharmakologischen Chaperons, also wihrend der
Behandlungsphase, wird das Enzym stabilisiert, aber gehemmt und wihrend des Waschschritts,
also in Abwesenheit des pharmakologischen Chaperons, ist das Enzym aktiv, wird aber langsam
abgebaut. Ein solch intermittierendes Behandlungsschema wurde auf die Behandlung von

Patienten adaptiert, wobei das Medikament jeden zweiten Tag eingenommen wird (Moran
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2018). Entsprechende Behandlungsschemata konnten auch fiir NPC1 entwickelt werden.
Alternativ dazu konnen pharmakologische Chaperone der zweiten Generation entwickelt
werden (Tran et al. 2020). Diese pharmakologischen Chaperone binden selektiv an eine andere
Bindungsstelle als das aktive Zentrum und wirken so als nicht-inhibitorische Liganden. Die
Entwicklung solcher Liganden ist jedoch sehr anspruchsvoll, da weder die potentielle
Bindungsstelle noch die Struktur eines Liganden als Referenz zur Verfligung steht. Obwohl
man lange davon ausgegangen ist, dass im Wesentlichen die gesamte Oberflidche eines Proteins
fiir die Bindung kleiner Molekiile zur Verfiigung steht, wurde Anfang der 1990er Jahre
festgestellt, dass dies tatsdchlich nur fiir eine kleine Anzahl von Stellen gilt, da gebundenes
Wasser den Zugang zu einem Grofiteil der Proteinoberfldche verhindert (Ringe 1995). Trotz
dieser Herausforderungen wurde kiirzlich auf der Grundlage der Struktur eines
pharmakologischen Chaperons der ersten Generation, Lumacaftor, ein pharmakologisches
Chaperon der zweiten Generation, Tezacaftor, fiir die Behandlung der Zystischen Fibrose
entwickelt. Tezacaftor verbessert nachweislich die Faltung und die Funktion des CFTR-
Proteins und weist bessere pharmakokinetische Eigenschaften sowie weniger unerwiinschte
Nebenwirkungen als Lumacaftor auf (Lopes-Pacheco 2019). In Anlehnung an diesen Ansatz
konnte auch die in dieser Studie identifizierte Substanz Abirateronacetat als vielversprechende
Leitsubstanz fiir weitere Strukturoptimierungen dienen, um ein pharmakologisches Chaperon

der zweiten Generation fiir NP-C1 zu entwickeln.

5.4 Zuginglichkeit der getesteten NPC1-Varianten gegeniiber

pharmakologischen Chaperonen

Pharmakologische Chaperone sind nicht fiir die Behandlung von allen NP-C1 Patienten
geeignet, sondern nur fiir diejenigen, die eine Proteinvariante tragen, die auf die Behandlung
mit pharmakologischen Chaperonen ansprechen (Parenti et al. 2015). In der Fachliteratur wird
in diesem Zusammenhang von der ,,Zuginglichkeit“ bestimmter Mutationen gegeniiber
pharmakologischen Chaperonen gesprochen. Prinzipiell sind vor allem missense-Mutationen
zuginglich fiir die Behandlung mit pharmakologischen Chaperonen, aber auch kleine In-
Frame-Deletionen und -Insertionen (Valenzano et al. 2011). Die Zuginglichkeit einzelner
Mutationen ist jedoch nicht vorherzusagen und muss daher einzeln getestet werden. Bestimmte
missense-Mutationen, die zu einem nicht funktionellen NPCI1-Protein fiihren, sind nicht
zuginglich fiir die Behandlung mit pharmakologischen Chaperonen. In diesem Zusammenhang
ist die Mutation P691S in der funktionell bedeutenden Sterol-sensitiven Doméne des NPC1-

Proteins zu nennen. Das NPC1-Protein mit dieser Mutation wird zwar korrekt entlang des
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sekretorischen Wegs bis hin zur lysosomalen Membran transportiert, aber die Bindung und
damit der Export des freien Cholesterols ist gestort (Ohgami et al. 2004; Lu et al. 2015; Trinh
et al. 2017). Grundsétzlich ungeeignet fiir die Behandlung mit pharmakologischen Chaperonen
sind Mutationen, wie grofle Deletionen, Stop-Gain-Mutationen, SpleiBmutationen oder
Mutationen in der regulatorischen Region, die dazu fiihren, dass das Protein nicht (korrekt)
exprimiert wird (Liguori et al. 2020). Auch frameshift-Mutationen gehen haufig mit groflen
strukturellen Verdnderungen einher und fithren zu einem vorzeitigen Stopp-Codon und somit
zu einem stark verkiirzten Protein, was sie fiir die Behandlung mit pharmakologischen
Chaperonen ausschlie8t (Liguori et al. 2020). Frameshift-Mutationen bei NP-C1 fiihren
aulerdem zum Verlust des carboxy-terminalen Zielmotivs (Watari et al. 1999). Diese NPC1-
Proteinvarianten werden also nicht zu der lysosomalen Membran transportiert, und kdnnen ihre
Funktion als Cholesteroltransporter nicht erfiillen. Frameshifi-Mutationen konnen daher a

priori fiir die Behandlung mit pharmakologischen Chaperonen ausgeschlossen werden.

Die Zuginglichkeit von missense-Mutationen gegeniiber einer pharmakologischen
Chaperontherapie kann mit hohem Durchsatz in Uberexpressionssystemen bestimmt werden.
Beziiglich NP-C1 wurde bisher jedoch nur die Mutation 11061T untersucht. Fiir andere
lysosomale Speichererkrankungen, wie Morbus Fabry beispielsweise, wurden breit angelegte
in vitro Studien durchgefiihrt, um die Zugéinglichkeit von hunderten von a-Galaktosidase A-
Mutationen gegeniiber dem pharmakologischen Chaperon DGJ zu bestimmen (Flanagan et al.
2009; Andreotti et al. 2010; Benjamin et al. 2017). Die meisten Mutationen wurden mit Hilfe
eines standardisierten, nach guter Laborpraxis-validierten in vitro-Assays auf der Basis eines
Uberexpressionssystems in HEK293-Zellen untersucht (Benjamin et al. 2017). Dabei wurde
unter Verwendung eines fluorogenen Substrats die Aktivitdt der o-Galaktosidase A nach
fiinftagiger Behandlung mit 10 uM DGJ bestimmt. Derzeit sind 1.384 ,,zugéngliche*
Mutationen gelistet, darunter hauptsédchlich missense-Mutationen und einige wenige In Frame-
Deletionen oder -Insertionen. Weitere 754 Mutationen sind als ,,nicht-zugéngliche* Mutationen

gelistet (Galafold® Amenability Table).

Auf Grundlage solcher experimenteller Daten, wurden fiir Morbus Fabry in silico Verfahren
entwickelt, welche die Zuginglichkeit von a-Galaktosidase A-Mutationen auf die Behandlung
mit pharmakologischen Chaperonen vorhersagen (Andreotti et al. 2010; Woodard et al. 2021).
Mit Hilfe dieser in silico Verfahren wurde beschrieben, dass missense-Mutanten, die im
Vergleich zum Wildtyp-Protein besonders destabilisiert sind bzw. Mutationen, welche in

Dominen lokalisiert sind, die frith im Faltungsprozess gefaltet werden, eher nicht auf eine
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pharmakologische Chaperonbehandlung ansprechen (Woodard et al. 2021). Vergleichbare
Daten fiir NP-C1 fehlen jedoch. Bisher wurde lediglich die Mutation 11061T untersucht
(Ohgane et al. 2013; Shioi et al. 2020). Die Zugénglichkeit dieser NPC1-Proteinvariante
gegeniiber pharmakologischen Chaperonen wurde erstmals in einer 2013 verdffentlichten
Studie in einem HEK293-basierten Uberexpressionssystem anhand von Behandlungen mit
25-HC und Oxysterol-Derivaten beschrieben (Ohgane et al. 2013). In Ubereinstimmung mit
dieser Studie konnte in der vorliegenden Arbeit in NPC 1101 TIT_Eibroblasten (Mut 1) ein
Anstieg der Endo H-resistenten NPC1-Glykoform sowie ein Anstieg des NPC1-Proteins in der
lysosomalen Membran gezeigt werden, was zu einer Reduktion der Cholesterolakkumulation
fiihrte. AuBBerdem konnten diese Erkenntnisse auf humane NDZs und HLZs, die bei NP-C1
besonders betroffen sind, iibertragen werden. Damit bestétigt die vorliegende Arbeit die
Zuginglichkeit der Mutation 11061T gegeniiber der Behandlung mit dem pharmakologischen
Chaperon 25-HC.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit was es aulerdem erstmals auch andere missense-Mutationen
beziiglich ihrer Zugénglichkeit fiir pharmakologische Chaperone zu testen. Die Definition der
Zuginglichkeit ist dabei eine Herausforderung und wird im Kontext vieler lysosomaler
Speichererkrankungen mit Proteinfaltungsdefekt kontrovers diskutiert, da unklar ist, welches
Aktivitdtsniveau bendtigt wird, um eine symptomatische Erkrankung zu verhindern. Eine frithe
Studie, in der Fibroblasten von Patienten mit GM2-Gangliosidosen und Metachromatischer
Leukodystrophie untersucht wurden, legt nahe, dass 10-15 % Restaktivitit ausreichen konnten,
um eine Wildtyp-dhnliche Umsatzrate des jeweiligen Substrats zu erreichen (Leinekugel et al.
1992). Bei dem standardisierten in vitro Zuginglichkeits-Assay in HEK293-Zellen fiir DGJ bei
Morbus Fabry sind zugidngliche Mutationen als solche definiert, bei denen eine fiinftigige
Behandlung mit 10 uM DGJ zu einer o-Galaktosidase A-Aktivitdt fiihrt, die mindestens das
1,2-fache des Ausgangswertes betrdgt, mit einem absoluten Anstieg von > 3 % der Wildtyp
a-Galaktosidase A (Benjamin et al. 2017). Inwiefern die genannten Angaben, welche sich auf
die Aktivitit von Enzymen beziehen, auch auf Transporter wie NPC1 zu iibertragen sind, bleibt

noch zu untersuchen.

In der vorliegenden Arbeit wurden neben den NPC1"6!T0IT Eihroblasten drei weitere
Zelllinien mit missense-Mutation auf einem oder beiden Allelen getestet. In allen drei dieser
Zelllinien konnte eine Reduktion der Cholesterolakkumulation und eine Korrektur der
lysosomalen Lokalisation nach Behandlung mit 25-HC gezeigt werden. Wahrend in den

Fibroblasten der Mut 2 (Y394H/Y394H) aullerdem ein signifikanter Anstieg der Endo H-
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resistenten NPC1-Glykoform gemessen wurde, war der Anstieg in den Mutanten Mut 3
(E612D/P543Rfs*20) und Mut 4 (G992R/V1023Sfs*15) nicht signifikant. Dies kdnnte darauf
zurlickzufiihren sein, dass in der homozygoten Zelllinie Mut 2 alle NPC1-Proteine zugénglich
fiir die Behandlung mit pharmakologischen Chaperonen sind, wihrend in Mut 3 und Mut 4 nur

jeweils ein Allel mit missense-Mutation zuginglich ist.

Besonders NPC1-Proteinvarianten mit Mutationen in der mittleren luminalen Doméne und der
Cystein-reichen Schleife sind zugénglich fiir die Behandlung mit Substanzen sind, die iiber eine
Stabilisierung des mutierten NPCI1-Proteins wirken, wie der Histondeacetylase-Inhibitor
SAHA (Wang et al. 2019). In Ubereinstimmung damit legen die vorliegenden Daten nahe, dass
die missense-Mutationen Y394H, E612D und G992R, welche in der mittleren luminalen
Domine bzw. in der Cystein-reichen Schleife des NPC1-Proteins lokalisiert sind, zugédnglich

gegeniiber der Behandlung mit pharmakologischen Chaperonen sind.

Die Héufigkeit von Mutationen, die auf die pharmakologische Chaperonbehandlung
ansprechen, ist bei verschiedenen lysosomalen Speichererkrankungen unterschiedlich. Fiir die
lysosomale Speichererkrankung Morbus Fabry, bei der die meisten Mutationen privat sind und
zumeist keine hohe Privalenz aufweisen, wird der Anteil dieser Mutationen auf 30-50 %
geschétzt (Parenti et al. 2015; Pereira et al. 2018). Die hiufigsten NPC1-Mutationen sind die
Mutationen [1061T, P1007A und G992W (Bountouvi et al. 2017). Dariiber hinaus gibt es auch
bei NP-C1 viele private Mutationen (Dardis et al. 2020; Fancello et al. 2009), die hiufig in
kombinierter Heterozygotie auftreten (Bountouvi et al. 2017), was die Interpretation von
Ergebnissen erschwert. Etwa 60 % aller bekannten NPCI1-Mutationen sind missense-
Mutationen (The Human Gene Mutation Database) und somit potentiell zuganglich fiir die
Behandlung mit pharmakologischen Chaperonen. Zukiinftige Studien sollten daher eine
systematisierte Untersuchung bekannter NPCI1-Mutationen zur Beurteilung ihrer

Zugianglichkeit gegeniiber pharmakologischen Chaperonen zum Inhalt haben.
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6 Zusammenfassung

Morbus Niemann-Pick Typ C1 (NP-C1) ist eine seltene lysosomale Speichererkrankung, die
durch Mutationen im NPCI-Gen verursacht wird. Die Dysfunktion des kodierten NPCI-
Proteins, das als Transmembranprotein den Export von freiem Cholesterol aus spéten
Endosomen und Lysosomen realisiert, fiihrt zu einer Sequestrierung des Cholesterols in diesen
Kompartimenten. Auf zelluldrer Ebene fithren bestimmte missense-Mutationen, darunter die
hdufig vorkommende Mutation [1061T, zu einer Fehlfaltung des NPC1-Proteins. Obwohl solch
fehlgefaltete Proteine eine gewisse Restaktivitdt besitzen konnen, werden sie im Rahmen der
endoplasmatischen-Retikulum assoziierten Degradation abgebaut, was einen loss-of-function-
Phénotyp zur Folge hat. Eine Strategie solch fehlgefaltete Proteine vor der Degradation zu
schiitzen und so deren vorhandene, wenn auch eingeschrinkte Funktion auszunutzen, besteht
in der Anwendung von pharmakologischen Chaperonen. Dies sind kleine Molekiile, die durch
spezifische Bindung und Stabilisierung ihres jeweiligen Zielproteins dessen korrekte Faltung
unterstiitzen und somit dem Abbau entgegenwirken. Therapien unter Verwendung von
pharmakologischen Chaperonen stehen aktuell fiir NP-C1 und andere lysosomale
Speichererkrankungen im Fokus der Forschung und es war daher das Ziel der vorliegenden
Arbeit pharmakologische Chaperone zur Behandlung von NP-C1 zu identifizieren und zu
charakterisieren.

Im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe Medizinische Genetik, an der Sektion fiir
Translationale Neurodegeneration ,,Albrecht-Kossel”, wurden mit Hilfe eines in silico
Verfahrens aus von der FDA zugelassenen Substanzen potentielle pharmakologische
Chaperone identifiziert. Dies erfolgte durch Molecular Docking, bei dem die Bindungsenergien
der Substanzen zu der cholesterolbindenden N-terminalen Doméne des NPCI-Proteins
bestimmt wurden. Dabei wurden zehn Liganden identifiziert, die eine niedrigere
Bindungsenergie aufweisen als der natiirliche Ligand Cholesterol. Diese zehn hit compounds
wurden in der vorliegenden Arbeit in vitro im Hinblick auf die Verbesserung des
pathophysiologischen zelluldren Phinotyps untersucht. Um dem neuroviszeralen Charakter der
Krankheit gerecht zu werden, erfolgten die Untersuchungen sowohl in patientenspezifischen
Fibroblasten als auch in neural differenzierten Zellen (NDZs) und Hepatozyten-dhnlichen
Zellen (HLZs), die aus induzierten pluripotenten Stammzellen abgeleitet wurden. Zunachst
wurden vier verschiedene NPCl-defiziente Zelllinien im Hinblick auf ihren zelluldren
pathophysiologischen Phénotyp untersucht. Dabei handelte es sich um zwei Zelllinien mit

homozygoten Mutationen (Mut 1: 11061T/I1061T und Mut 2: Y394H/Y394H) und zwei
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Zelllinien mit kombiniert heterozygoten Mutationen (Mut 3: E612D/P543Rfs*20 und Mut 4:
G992R/V1023Sfs*15).

Fir alle NPCl1-defizienten Zelllinien wurde in den Fibroblasten, NDZs und HLZs eine
Akkumulation von freiem Cholesterol nachgewiesen. Dabei wies die NPC1-defiziente Zelllinie
Mut 4 die geringsten Cholesterolwerte auf und wurde als varianter biochemischer Phianotyp
identifiziert. Des Weiteren wurde in allen NPC1-defizienten Zelllinien, mit Ausnahme der
Mut 4, ein reduzierter NPCI1-Proteingehalt nachgewiesen. Dies wurde auf eine erhdhte
proteasomale Degradation zuriickgefiihrt und der Grofteil der verbliebenen NPCI-
Proteinmenge war als ER-stindige Glykoform detektiert worden. In Ubereinstimmung damit
konnte anhand von Kolokalisationsanalysen mit dem lysosomalen Marker LAMP2 gezeigt
werden, dass in den NPCl-defizienten Zellen signifikant weniger NPC1-Protein in den
Lysosomen lokalisiert ist.

Von den zuvor durch Molecular Docking identifizierten Substanzen konnte fiir Quinestrol und
Abirateronacetat eine Verbesserung des zelluldren pathophysiologischen Phinotyps beobachtet
werden. Quinestrol und Abirateronacetat, zeigten einen cholesterolreduzierenden Effekt in
NPC1OITHOOIT_Eibroblasten (Mut 1). Fiir Abirateronacetat konnte zudem eine Korrektur der
subzelluldren Lokalisation des NPC1-Proteins in den Lysosomen gezeigt werden. Dies legt den
Schluss nahe, dass Abirateronacetat eine Wirkung als pharmakologisches Chaperon entfaltet.
Im Gegensatz dazu fiihrte Quinestrol zu keiner Korrektur der lysosomalen Lokalisation des
NPCI1-Proteins. Vergleichbare Ergebnisse wurden in den NDZs und HLZs der Mut 1
beobachtet, was die klinische Relevanz der identifizierten Substanzen hervorhebt. Die klinische
Relevanz der identifizierten Substanzen wurde auBBerdem durch Untersuchungen an weiteren
Zelllinien mit missense-Mutation, hinsichtlich  ihrer Zuginglichkeit gegeniiber
pharmakologischen Chaperonen, bestdrkt. Die Behandlung der Mut 2 (Y394H/Y394H) mit
Abirateronacetat fithrte ebenfalls zu einer Korrektur der lysosomalen Lokalisation des NPC1-
Proteins und zu einer Cholesterolreduktion. Auch in den kombiniert heterozygoten Zelllinien
Mut 3 (E612D/P543Rfs*20) und Mut 4 (G992R/V1023Sfs*15), in denen nur ein Allel mit
missense-Mutation vorliegt, fiihrte die Behandlung mit Abirateronacetat zu einer
Cholesterolreduktion, die von einer, zwar nicht signifikanten, Erh6hung der Kolokalisation von
NPC1 und dem lysosomalen Marker LAMP2 begleitet wurde. Diese Daten zeigen auf, dass die
NPCI-Mutationen Y394H, E612D und G992R zuginglich fiir die Behandlung mit
pharmakologischen Chaperonen sind. Abirateronacetat konnte somit als Leitsubstanz fiir
Strukturoptimierungen genutzt werden und besitzt das Potenzial fiir den klinischen Einsatz als

pharmakologisches Chaperon zur Behandlung von einer Vielzahl von NP-C1 Patienten.
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Definitives Endoderm

1-Deoxygalactonojirimycin

Dimethylsulfoxid

engl. Embryoid Body

Endoglykosidase H

Endoglykosidase H-resistente NPC1-Glykoform
Endoglykosidase H-sensitive NPC1-Glykoform
Endoplasmatisches Retikulum

endoplasmatisches Retikulum-assoziierte Degradation

engl. Food and Drug Administration

engl. Forkhead Box A2

Gruppenspezifisches Antigen-Polymerase

engl. glial fibrillary acidic protein

Griin fluoreszierendes Protein

Hank’s gepufferter Salzldsung, engl. Hanks balanced salt solution
Histondeacetylase-Inhibitoren

Humane embryonale Nierenzellen, engl. Human embryonic kidney cells
Hepatozyten-Wachstumsfaktor, engl. hepatocyte growth factor
Hepatozyten-Kernfaktor 40, engl. hepatocyte nuclear factor 4a
2-Hydroxypropyl-pB-Cyclodextrin

Hitzeschockprotein

Indocyaningriin
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LDL
LSD
LSM
LSO

Lyso-SM
Lyso-SM-509
MEF
MLD
NBT
NP-C
NP-C1
NPCIL1
NP-C2
NPZs
NTD
OCT4
OMIM
OSM
PAS-Reaktion
PBS
PBS™*
PCC

PFA

PLO
PSA-NCAM
RT-PCR
SAHA
SD

Sox17
SSD
SSEA4
STR
TBST

TE
TRA-1-60

Lipoprotein niedriger Dichte, engl. low density lipoprotein
Lysosomale Speichererkrankung, engl. lysosomal storage disease
Laser-Scanning-Mikroskop

Lysosomen-dhnliche Speicherorganellen, engl. Ilysosome-like storage
organelles

Lyso-Sphingomyelin

Lyso-Sphingomyelin-509

Embryonale Mausfibroblasten, engl. mouse embryonic fibroblasts
Mittlere luminale Doméne

Nitro-Blue-Tetrazolium

Morbus Niemann-Pick Typ C

Morbus Niemann-Pick Typ C1

engl. Niemann-Pick Cl-like Protein I

Morbus Niemann-Pick Typ C2

Neurale Progenitorzellen

N-terminale Doméne

engl. octamer binding transcription factor 4

engl. Online Mendelian Inheritance in Man

Oncostatin M

Perjodséaure-Schiff-Reaktion, engl. periodic acid-Schiff reaction
Phosphatgepufterte Salzlosung, engl. phosphate buffered saline
PBS mit Calcium und Magnesium
Pearson-Korrelationskoeffizient, engl. Pearson’s Correlation Coefficient
Paraformaldehyd

Poly-L-Ornithin

engl. polysialic acid neural cell adhesion molecule

Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
Suberoylanilid-Hydroxamséure

Standardabweichung, engl. standard deviation

engl. SRY (sex determining region Y)-box 17

Sterol-Sensitive Domine

engl. stage specific embryonic antigen 4

engl. Short Tandem Repeat

TBS-Tween 20

Tris EDTA

engl. tumor rejection antigen-1-60
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TRA-1-81 engl. tumor rejection antigen-1-81
VSV-G Vesicular-Stomatitis-Virus Glykoprotein
ZNS Zentrales Nervensystem
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12 Anhang

12.1 Materialien

Tabelle A.1: Technische Geriite

Bezeichnung

Hersteller

Absaugpumpe Laboport

KNF Neuberger, Freiburg im Breisgau, DE

CO;-Inkubator CB150

Binder, Tuttlingen, DE

Dampfsterilisator Varioklav® Typ300

HP Medizintechnik, Oberschleilheim, DE

Durchflusszytometer FACS Calibur

Becton Dickinson, Heidelberg, DE

Eisbereiter, AF80

Scotsman, Ipswich, UK

Elektrophoresekammer Criterion™ Cell

Bio-Rad Laboratories, Feldkirchen, DE

MasterCycler Gradient Thermal Cycler 5331

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Feinwaage AX224

Sartorius, Gottingen, DE

Feinwaage BL610

Sartorius, Gottingen, DE

Gefrierbehilter Mr. Frosty

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, DE

Gefrierschrank Comfort, -20 °C

Liebherr, Bulle, CH

Gefrierschrank ProfiLine ECU 7085-5, -80 °C

NationalLab, Mélln, DE

Geschirrspiiler G7883

Miele, Giitersloh, DE

Hitzesterilisator T6

Heraeus Instruments, Hanau, DE

IVF Workstation 1L.224

K Systems, Birkerod, DK

Kolpenhubpipetten

Eppendorf, Hamburg, DE

Kiihlschrank Comfort, 4°C

Siemens, Miinchen, DE

Lichtmikroskop Eclipse TS100

Nikon, Tokio, JP

Magnetriihrer Stuart Stir CB161

Dunn Labortechnik, Asbach, DE

Mikroskop Biozero 800

Keyence, Osaka, JP

Mikroskop LSM 780 bzw. LSM 900

Carl Zeiss AG, Oberkochen, DE

Mikroskop-Kamera Digital Sight DS-2MV

Nikon, Tokio, JP

Mikrowelle MW802 G

GGV Handelsges. MBH & Co. KG, Kaarst,
DE

Minizentruifuge Sprout®

Biozym Scientific GmbH, Hessisch,
Oldendorf, DE

Multipette® plus

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Odyssey Infrared Imaging System 9120

LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, US

pH-Meter S20-SevenEasy™

Mettler-Toledo GmbH, Gie3en, DE

Pipettierhilfe Pipetus®

Hirschmann Laborgerite, Eberstadt, DE
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Plattenleser Spark

Tecan Group Ltd., Mannedorf, CH

PowerPac universal

Bio-Rad Laboratories, Feldkirchen, DE

Reinstwassersystem Typ HP5 UF

Niedererlberg, DE

TKA Wasseraufbereitungssysteme GmbH,

Schiittler Rocky® 3D

Labortechnik Frobel, Lindau, DE

Schiittler WS5

Edmund Biihler GmbH, Hechingen, DE

Stickstofftank RS Series 1575

Taylor Wharton, Mildstedt, DE

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System

Bio-Rad Laboratories, Feldkirchen, DE

Trockenschrank ED115

Binder, Tuttlingen, DE

UV-Transilluminator

Herolab GmbH, Wiesloch, DE

Wasserbad AQUAline AL12

Lauda, Lauda-Ko6nigshofen, DE

Zellzahler Casy® Model TT

Roche Innovatis, Reutlingen, DE

Zentrifuge Avanti J-35

Beckman Coulter™, Krefeld, DE

Zentrifuge Microfuge 16

Beckman Coulter™, Krefeld, DE

Zentrifuge Z383 K

Hermle Labortechnik, Wehingen, DE

Tabelle A.2: Verbrauchsmaterialien

Produkt Hersteller Katalog-Nr.
Aufreinigungssiule, MS Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch- 130-042-201
Gladbach, DE

Autoklavierband Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, | HXEG6.1
DE
CASYcups OMNI Life Science, Bremen, DE 5651794
CELLSTAR®Filter Top Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen,
Zellkulturflaschen DE
T25 (25 cm?) 690175
T75 (75 cm?) 658175
T175 (175 cm?) 661175
CELLSTAR® Suspensionskultur- Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen, | 655185
Mikroplatte, 96 Vertiefungen DE
Criterion™ TGX Stain-Free™ Gele | Bio-Rad Laboratories, Feldkirchen, DE | 5678084
(4-15%)
Deckglaser Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH, 41001113
Sondheim
Filter-Pipettenspitzen SARSTEDT AG & Co. KG,
20 pl Niimbrecht, DE 70.1114.210
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100 pl 70.760.212
1000 pl 70.762.211
Kryovials SARSTEDT AG & Co. KG, 72.380.007
Niimbrecht, DE
Objekttriager Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, | 12372098
DE
Parafilm® Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, | H951.1
DE
Pasteurpipetten Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE | 11566963
Pipettenspitzen SARSTEDT AG & Co. KG,
10 pl Niimbrecht, DE 70.1130
200 pl 70.760.002
1000 pl 703.050.020
Pipettenspitzen 1000 pl mit extra Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE | 12762936
groBer Offnung
Reagiergefal ,,Safeseal SARSTEDT AG & Co. KG,
1,5 ml Niimbrecht, DE 72.706
2,0 ml 72.695.500
Rotalibo® Einmal-Wigeschalen Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe,
8 ml DE 2149.2
100 ml 2150.1
330 ml 2159.2
Rundbodenréhrchen Polystyrol Becton-Dickinson, Heidelberg, DE 352052
Serologische Pipetten Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen,
5ml DE 606180
10 ml 607180
25 ml 760180
50 ml 768180
Spritzenfilter Filtropur S, SARSTEDT AG & Co. KG, 83.1826.001
0,2 um Niimbrecht, DE
Trans-Blot Turbo Nitrocellulose Bio-Rad Laboratories, Feldkirchen, DE | 1704159
Transfer Packs
Vakuumfiltrationseinheit SARSTEDT AG & Co. KG, 83.3941.001
Niimbrecht, DE
Whatman® gel blotting paper Sigma-Aldrich Chemie GmbH, WHA10427804

Taufkirchen, DE
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Zellkulturplatte ,,Advanced 6-Well Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen, | 657960
DE
Zellkulturplatte ,,ultra-low adherent™, | Stemcell Technologies, K6ln, DE 100-0083
6-Well
Zellkulturplatte, 4-Well Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, 176740
DE
Zellkulturplatten SARSTEDT AG & Co. KG,
6-Well Niimbrecht, DE 83.3920
12-Well 83.3921
24-Well 83.3922
96-Well 83.3924
Zellkulturschale 10 cm SARSTEDT AG & Co, Niimbrecht, DE | 83.3901
Zellschaber Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE | 11391714
Zentrifugenrohrchen SARSTEDT AG & Co. KG,
15 ml Niimbrecht, DE 62.554.502
50 ml 62.547.254
Tabelle A.3: Zellkulturmedien und Zusitze
Bezeichnung Hersteller Katalog-Nr.
2-Mercaptoethanol Gibco, Thermo Fisher Scientific, 21985-023
Darmstadt, DE
Accutase Merck KGaA, Darmstadt, DE A6964
Activin A, human rekombinant, (100 | Peprotech, Hamburg, DE 120-14E
pg/ml, geldst in 0,2% BSA/PBS)
B-27™ Supplement (50x) Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE 15360284
B-27™ Supplement (50x) ohne Gibco, Thermo Fisher Scientific, 12587010

Vitamin A

Darmstadt, DE

BSA Losung; 7,5% in DPBS

Merck KGaA, Darmstadt, DE

A8412-100ml

Modified Eagle Medium F-12
Nutrient Micture)

Darmstadt, DE

Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, | A994.1
DE

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle | Gibco, Thermo Fisher Scientific, 31966-047

Medium) + GlutaMAX Darmstadt, DE

DMEM/F-12 (1:1) (Dulbecco’s Gibco, Thermo Fisher Scientific, 21331-020
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EGF (epidermaler
Wachstumsfaktor), human
rekombinant (gelost in 10 mM

Essigsédure in A. dest., 0,1% HSA)

Peprotech, Hamburg, DE

AF-100-15

Essigséure

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, DE

A6283-100ml

FBS (fetal bovine serum) PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, DE P30-1502

FGF2 Amsbio, Abingdon, UK AMS-480-100

(Fibroblastenwachstumsfaktor),

human rekombinant, (10 pg/ml,

gelost in PBS, 0,1% HSA)

Gelatine (Schweinehaut Typ A; 0,1% | Sigma-Aldrich Chemie GmbH, G1890-100G

gelost in A. dest) Taufkirchen, DE

Gentle Cell Dissociation Reagenz Stemcell Technologies, K&ln, DE 07174

HBSS (Hank's Balanced Salt Gibco, Thermo Fisher Scientific, 14170-088

Solution) Darmstadt, DE

HCC (Hydrocortison- Merck KGaA, Darmstadt, DE H4881

Natriumsuccinat)

HepatoZYME-SFM Gibco, Thermo Fisher Scientific, 17705021
Darmstadt, DE

HGF (Hepatozytenwachstumsfaktor), | Peprotech, Hamburg, DE 100-39

human rekombinant, (10 pg/ml,

geldst in 0,2% BSA/PBS)

HSA (Humanes Serum Albumin) CSL Behring GmbH, Marburg, DE E3444411F

Knockout DMEM Gibco, Thermo Fisher Scientific, 10829-018
Darmstadt, DE

Knockout Serum Replacement Gibco, Thermo Fisher Scientific, 10828028
Darmstadt, DE

Laminin I (Maus) 1 mg/ml (10 pg/ml | R&D Systems, Abingdon, UK 3400-010-01

in DMEM/F-12)

Lipoprotein, low density (LDL), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, L914-5MG

human Taufkirchen, DE

Matrigel Corning, Wiesbaden, DE 354277

MEM NEAA (100x) (Minimum Gibco, Thermo Fisher Scientific, 11140-035

Essential Medium Non-Essential

Amino Acids)

Darmstadt, DE
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MG-132 (10 mM in DMSO)

Merck KGaA, Darmstadt, DE

M7449-200UL

mTeSR1 Komplettmedium Stemcell Technologies, Kéln, DE 85850

OSM (Oncostatin M), human Peprotech, Hamburg, DE 300-10

rekombinant, (20 pg/ml, geldst in

0,2% BSA/PBS)

PBS Dulbecco (PBS™, ohne Calcium | PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, DE P04-36500

und Magnesium)

Penicillin/Streptomycin (10.000 Gibco, Thermo Fisher Scientific, 15140-122

U/ml) Darmstadt, DE

PLO (Poly-L-Ornithin-Hydrobromid; | Sigma-Aldrich Chemie GmbH, P3655-50MG

15 mg/ml geldst in A. dest) Taufkirchen, DE

Protaminsulfat (500 pg/ml, gelost in | Sigma-Aldrich Chemie GmbH, P4020-1G

A. dest) Taufkirchen, DE

ReleSR™ Stemcell Technologies, Kéln, DE 05872

RPMI 1640 Medium Gibco, Thermo Fisher Scientific, 21875
Darmstadt, DE

Trypsin-EDTA 0,05 % (1x) Gibco, Thermo Fisher Scientific, 25300-054
Darmstadt, DE

Trypsin-EDTA 0,25 % (1x) Gibco, Thermo Fisher Scientific, 25200-056
Darmstadt, DE

Valproinsiure-Natriumsalz (25 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, P4543-10G

pug/ml, geldst in A. dest.) Taufkirchen, DE

Wnt-3a, human rekombinant, (10 R&D Systems, Abingdon, UK 5036-WN-010

pg/ml, geldst in 0,2% BSA/PBS)

X-tremeGENE™ 9 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 06365787001
DE

Y-27632, 10 mM in DMSO Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch- 130-106-538
Gladbach, DE

Tabelle A.4: Verwendeter Mikroorganismenstamm

Bezeichnung Organismus Genotyp Hersteller

XL10-Gold® Escherichia coli TetrD(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR- Agilent

Ultracompetent mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl Technologies,

Cells gvrA96 reldl lac Hte [F’ proAB Santa Clara,

laclgZDM15 Tnl0 (Tetr) Amy Camr] CA, US
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Tabelle A.5: Nihrmedien fiir die Anzucht des verwendeten Mikroorganismenstamms

Bezeichnung

Zusammensetzung

LBamp-Agar

40 g LB-Agar (Roth) auf 1:1 Aqua dest.
— 20 min autoklavieren

— Zugabe von Ampicillin (100 pg/ml)

LBamp-Medium

25 g LB-Medium (Roth) auf 1:1 Aqua dest.

— 20 min autoklavieren

— Zugabe von Ampicillin (100 pg/ml)

Tabelle A.6: Chemikalien

Bezeichnung Hersteller Katalog-Nr.
Aceton Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 7328.2

DE
Agarose Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, 840004

DE

Ampicillin-Natriumsalz (100 mg/ml

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, | K029.2

in Aqua dest.) DE

BD FACS Flow™ Sheath Fluid BD Biosciences, Heidelberg, DE 342003
BD™ FACS Clean BD Biosciences, Heidelberg, DE 340345
BD™ FACS Rinse BD Biosciences, Heidelberg, DE 340346
Borsédure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, B6768

Steinheim, DE

Bromphenolblau-Natriumsalz

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, | A512.1
DE

BSA (Albumin Fraktion V)

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 8076.4
DE

CaCl, Merck KGaA, Darmstadt, DE 1.02382

CASYclean OMNI Life Science, Bremen, DE 5651787

CASYton OMNI Life Science, Bremen, DE 5651808

Colcemid Gibco, Thermo Fisher Scientific, 15210-040
Darmstadt, DE

cOmplete mini Protease Inhibitor Roche, Mannheim, DE 04693159001

Cocktail Tabletten

DAPI (4'6-Diamidin-2-Phenylindol) | Life Technologies/Thermo Fisher D1306

Scientific, Darmstadt, DE
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EDTA Sigma-Aldrich Chemie GmbH, E-5134
Steinheim, DE
Ethanol vergillt (96%) Walter CMP GmbH & Co KG, Kiel, DE | WAL641
Filipin (50 ng/ml, geldst in DMSO) Polyscience Europe GmbH, Eppenheim, | 08707-50
DE
Fluoromount-G® SouthernBiotech, Birmingham, AL, US | 0100-01
Glycerol (87 % [v/Vv]) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, | 7530.4
DE
Glycin Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 3908.3
DE
HCl Merck KGaA, Darmstadt, DE 1.00317
Indocyaningriin (ICG) (25mg/ml, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 12633-25MG
gelost in DMSO) Steinheim, DE
Isopropanol Walter CMP GmbH & Co KG, Kiel, DE | WAL11601
KCl1 Merck KGaA, Darmstadt, DE 1.04936.100
Ladepuffer (6x) New England Biolabs GmbH, Frankfurt | B7024
am Main, DE
LB-Agar Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, | X969.2
DE
LB-Medium Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, X968.2
DE
Magermilchpulver Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 70166
Steinheim, DE
Methanol Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 4627.2
DE
MgCl, SERVA Electrophoresis GmbH, 28305
Heidelberg, DE
NaCl Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 3957.2
DE
NaOH Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 1.06469
DE
Natrium Deoxycholat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D6750
Steinheim, DE
Natriumazid Merck KGaA, Darmstadt, DE 1.06688
NBT/BCIP Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 11681451001

Steinheim, DE
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Normales Ziegenserum Dako, Hamburg, DE X0907
Paraformaldehyd (PFA) 4% in PBS Morphisto GmbH, Offenbach am Main, | 11762.02500
pH 7,4 DE
SDS Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 8029.3
DE
SYBR™ Safe DNA Gel Stain Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, S33102
Darmstadt, DE
TE-Puffer AppliChem GmbH, Darmstadt, DE A0386
TRIS Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, | 4855.2
DE
TRIS-HCI Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 9090.3
DE
Triton X-100 Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 3051.3
DE
Tween® 20 Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 9127.3
DE
Waschlosung fiir MACS Sortierung | Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, DE | 130-091-221
-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, M3148

Steinheim, DE

Tabelle A.7: Zusammensetzung von Puffern und Losungen

Bezeichnung Zusammensetzung
1x SDS-Elektrophoresepuffer 1:9 10x SDS-Elektrophoresepuffer : Aqua dest.
10x SDS-Elektrophorese-Puffer 250 mM | TRIS

2M Glycin

0,1 % SDS
10x TBS 200mM | TRIS

1,37 M NaCl

pH 7.5 einstellen

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

0,1 % Tween 20
5x Laemmli Puffer 125mM | TRIS

20 % Glycerol

2% SDS

5% B-Mercaptoethanol
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10 % Bromphenolblau
5x TBE Puffer 54 ¢ TRIS

275¢g Borsdure

20 ml 0.5 M EDTA (pH 8,3)
50x TAE Puffer 242 ¢ TRIS

57,1 ml Eisessig

100 ml 0.5 mM EDTA (pH 8,0)

auf 1 I mit Aqua dest. auffiillen

Antikorperldsung 1 % BSA

0,1 % Triton X-100
Antikorperldsung 3% Magermilchpulver in 1x TBST
Blocklosung 5% Magermilchpulver in 1x TBST
FACS Block-Puffer PBS

10 % FBS
FACS Puffer PBS

2% FBS
Fixativlosung fiir Karyogramm 3:1 Methanol : Eisessig
Immunfluoreszenz Blockpuffer PBS

1% BSA
Immunfluoreszenz Block-Puffer 1 % BSA

10 % Normales Ziegenserum

0,1 % Triton X-100
Immunfluoreszenz Waschpuffer PBS

20 mM Tris-HCI (pH 8,5)

0,15M NaCl

0,05 % Tween
KCI-Losung Aqua dest.

0,075M | KCI
MACS Puffer PBS

0,5 % BSA

2 mM EDTA
Paraformaldehyd PBS

4% PFA
PBS+/+ PBS

0,5 mM CaCl2

0,9 mM MgCl12
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RIPA-Puffer

20 mM TRIS

137mM | NaCl

12 mM Natrium-Deoxycholat
2 mM EDTA

0,1 % SDS

1% Triton X-100

10 % Glycerol

1 cOmplete mini Protease Inhibitor-Tablette

in 10 ml RIPA Puffer 16sen

Triton-Puffer

1 % SDS

0,1 % Triton X-100
Tabelle A.8: Standards und Farbstoffe
Bezeichnung Hersteller Katalog-Nr.
GeneRuler™ 100 bp Plus DNA | Thermo Fisher Scientific, SM0323
Leiter Waltham, MA, US
Precision Plus Protein™ Dual Bio-Rad Laboratories, 1610377

Xtra Prestained Proteinstandard

Feldkirchen, DE

Tabelle A.9: Kommerzielle Komplettsysteme

Bezeichnung Hersteller Katalog-Nr. Verwendung
Anti-PSA-NCAM Miltenyi Biotec GmbH, 130-092-966 Aufreinigung PSA-
MicroBead Kit Bergisch-Gladbach, DE NCAM* neuraler
Progenitorzellen
Dil-Ac-LDL Kit Cell Applications, San Diego, | 022K Zur Identifizierung von
CA, US endothelialen Zellen
Endo H New England Biolabs GmbH, | P0702 Entfernen von N-
Frankfurt am Main, DE Glykosylierungen von
Glykoproteinen
FTA Sample American Type Culture 135-XV-10™ | Zelllinien
Collection Kit for Collection (ATCC), Manassas, Authentifizierung
Human Cell VA, US mittels STR-Analyse
Authentication Service
One-Step RT-PCR Kit | QIAGEN GmbH, Hilden, DE | 210210 Reverse Transkriptase-
PCR
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PCR Mycoplasma Test | PromoCell GmbH, Heidelberg, | PK-CA91- Test auf
Kit I/C DE 1024 Mycoplasmenfreiheit
Periodséure- Merck KGaA, Darmstadt, DE | 395B Glykogennachweis in
Schiff(PAS)-Kit HLZs
Pierce™ BCA Protein | Thermo Fisher Scientific, 23225 Bestimmung der
Assay Kit Waltham, MA, US Proteinkonzentration
Plasmid Maxi Kit QIAGEN GmbH, Hilden, DE 12162 Aufreinigung
rekombinant
hergestellter Vektoren
Quick-DNA™ Zymo Research Europe D3024 DNA-Extraktion aus
Miniprep Kit GmbH, Freiburg, DE Zellen
Quick-RNA™ Zymo Research Europe R1054 RNA-Extraktion aus
Miniprep Kit GmbH, Freiburg, DE Zellen
True-Nuclear™ Biolegend, San Diego, CA, US | 424401 Intrazelluldre Farbung
Transcriptin Factor zur
Buffer Set Durchflusszytometrie
Tabelle A.10: Primirantikorper
Antigen Wirtsspezies Isotyp Hersteller Katalog-Nr.
Albumin Ziege IgG Thermo Fisher Scientific, | A80229A
polyklonal Darmstadt, DE
Alpha- Maus IgG Sigma-Aldrich Chemie A8452
Fetoprotein monoklonal | GmbH Steinheim, DE
Alpha- Maus IgG R&D Systems, Abingdon, | MAB1368
Fetoprotein monoklonal | UK
Beta-Aktin Maus IgG Sigma-Aldrich Chemie A5441
monoklonal | GmbH Steinheim, DE
Beta-IIl Tubulin | Maus IgG Santa Cruz Sc51670
monoklonal | Biotechnology,
Heidelberg, DE
FoxA2 Kaninchen IgG Cell Signaling D56D6
monoklonal | Technology, Frankfurt am
Main, DE
GAPDH Maus IgG Abcam, Cambridge, UK ab8245
monoklonal
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Darmstadt, DE

GFAP Kaninchen IgG Agilent Technologies, 70334
polyklonal Santa Clara, CA, US

HNF4-alpha Maus IgG Santa Cruz sc-374229
monoklonal | Biotechnology,

Heidelberg, DE

LAMP2 Maus IgG Abcam, Cambridge, UK | ab25631
monoklonal

Muskelaktin Maus IgG Agilent Technologies, MO0635
monoklonal | Santa Clara, CA, US

Nanog Kaninchen IgG Stemgent, Cambridge, 09-0020
polyclonal MA, US

Nestin Kaninchen IgG Abcam, Cambridge, UK | ab92391
polyklonal

NPC1 Kaninchen IgG Abcam, Cambridge, UK | ab134113
monoklonal

Oct4 Kaninchen IgG Stemgent, Cambridge, 09-0023
polyklonal MA, US

Pax6 Kaninchen IgG Abcam, Cambridge, UK | ab5790
polyklonal

Sox17 Ziege IgG R&D Systems, Abingdon, | AF1924
polyklonal UK

Sox2 Kaninchen IgG Abcam, Cambridge, UK | ab92494
monoklonal

SSEA4 Maus IgG Stemgent, Cambridge, 09-0006
polyklonal MA, US

TRA-1-60 Maus IeM Stemgent, Cambridge, 09-0010
monoklonal | MA, US

TRA-1-81 Maus IgM Stemgent, Cambridge, 09-0011
monoklonal | MA, US

Tabelle A.11: Sekundirantikorper
Bezeichnung Wirtsspezies | Reaktivitit Hersteller Katalog-Nr.
AlexaFluor 488 | Ziege Maus IgG Invitrogen/Thermo A11029
polyklonal Fisher Scientific,
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AlexaFluor 488 | Ziege Kaninchen IgG Invitrogen/Thermo A11034
Polyklonal Fisher Scientific,
Darmstadt, DE
AlexaFluor 568 | Ziege Maus IgG Invitrogen/Thermo A11031
polyklonal Fisher Scientific,
Darmstadt, DE
AlexaFluor 568 | Ziege Kaninchen IgG Invitrogen/Thermo A11036
polyklonal Fisher Scientific,
Darmstadt, DE
AlexaFluor 568 | Ziege Maus IgM Invitrogen/Thermo A21043
polyklonal Fisher Scientific,
Darmstadt, DE
Cy™ 3 Affe Ziege 1gG Jackson 705-165-147
AffiniPure polyklonal ImmunoResearch,
Cambridgeshire, UK
DyLight™ 680 Ziege Kaninchen IgG Rockland 611-144-002
polyklonal Immunochemicals Inc.,
Gilbertsville, PA, US
DyLight™ 800 Ziege Maus IgG Rockland 610-145-121
polyklonal Immunochemicals Inc.,
Gilbertsville, PA, US
Tabelle A.12: Konjugierte Primérantikorper fiir Durchflusszytometrie
Antigen Wirtsspezies | Isotyp Hersteller Katalog- | Ver-
Nr. diinnung
Alexa Fluor® 647 | Maus IgG Biolegend, San 674210 1:50
anti-NANOG monoklonal Diego, CA, US
Alexa Fluor® 647 | Maus IgG Biolegend, San 330407 1:500
anti-SSEA4 monoklonal Diego, CA, US
PE anti-human Maus IgM Biolegend, San 330609 1:20
TRA-1-60-R monoklonal | Diego, CA, US
Alexa Fluor® 488 | Maus IgM Biolegend, San 330709 1:20
anti-TRA-1-81 monoklonal | Diego, CA, US
Alexa Fluor® 488 Maus IgG Biolegend, San 653705 1:20
anti-OCT4 monoklonal Diego, CA, US
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Tabelle A.13: Primer

Primer Forward/Reverse Primer (5°-3") Produkt- Ta Zyklus-
grofie [bp] | [°C] zahl

C-MYC GCGTCCTGGGAAGGGAGATCCGGAGC/ | 325 66 30
TTGAGGGGCATCGTCGCGGGAGGCTG

ESG1 ATATCCCGCCGTGGGTGAAAGTTC/ 176 57 35
ACTCAGCCATGGACTGGAGCATCC

FGF4 CAAGCTCTATGGCTCGCCCT/ 131 57 40
TCTTCCCATTCTTGCTCAGGG

GAPDH CATGTTCCAATATGATTCCACCC/ 112 57 40
GGGATCTCGCTCCTGGAAGAT

hTERT GAGCTGACGTGGAAGATGAGC/ 129 57 35
CATCAGCCAGTGCAGGAACTT

KLF4 ACGATCGTGGCCCCGGAAAAGGACC/ 397 65 35
TGATTGTAGTGCTTTCTGGCTGGGCTCC

NANOG TGTGTTCTCTTCCACCCAGC/ 128 55 30
ACCAGGTCTTCACCTGTTTGT

OCT4 GACAGGGGGAGGGGAGGAGCTAGG/ 144 66 30
CTTCCCTCCAACCAGTTGCCCCAAAC

SOX2 AGGGAGAGAAGTTTGAGCCC/ 170 55 30
GCGAGGAAAATCAGGCGAAG

ZFP296 CTGGACCGACAAACACCCAG/ 157 57 35
CTTCAGCTCCTCTCGTTCTGAG

SOX2 CATGTCCCAGCACTACCAGA/ 257 60 30

pMIG/IRES | GCATTCCTTTGGCGAGAG

KLF4 CCCACACAGGTGAGAAACCT/ 366 60 30

pMIG/IRES | GCATTCCTTTGGCGAGAG

C-MYC_ AAGAGGACTTGTTGCGGAAA/ 337 60 30

MSCV/IRES | GCATTCCTTTGGCGAGAG

OCT4- GTACTCCTCGGTCCCTTTCC/ 260 60 30

pMIG/IRES | GCATTCCTTTGGCGAGAG

Tabelle A.14: Plasmide

Plasmid | Insert Backbone Bestellnummer | Firma

OCT4 1083 pMIG Plasmid 17225 Addgene, Cambridge, MA, US

KLF4 1413 pMIG Plasmid 17227 Addgene, Cambridge, MA, US

SOX2 954 pMIG Plasmid 17226 Addgene, Cambridge, MA, US
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c-MYC 1858 MSCV IRES Plasmid 18119 Addgene, Cambridge, MA, US
GFP

Gag/pol Unbekannt | MSCV Plasmid 14887 Addgene, Cambridge, MA, US

VSV-G 6363 pCMV Plasmid 8454 Addgene, Cambridge, MA, US

Tabelle A.15: Software

Programm

Hersteller

Argus X1

Biostep GmbH, Burkhardtsdorf, DE

BZ image analysis application

Keyence, Osaka, JP

BZ observation application

Keyence, Osaka, JP

CellQuest Pro BD, Heidelberg, DE
Citavi 6 Swiss Academic Software, Wadenswil, CH
CorelDRAW 2020 Corel Corporation, Ottawa, CA

GraphPad Prism 8.0.1

GraphPad Software, San Diego, CA, US

Image Studio Lite 5.2

LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, US

Imagel

National Institutes of Health, Bethesda, MD, US

Microsoft Office

Microsoft Corporation, Redmond, WA, US

NIS-Elements F2.20

Nikon Instruments inc., New York, NY, US

Odyssey® Infrared Imaging System-
Application Software Version 1.2.15

LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, US

SparkControl™

Tecan Group Ltd., Mannedorf, CH

ZEN imaging software

Carl Zeiss AG, Oberkochen, DE
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12.2 Charakterisierung der Zellsysteme

OCT4 TRA-1-60 TRA-1-81

Abbildung 38: Nachweis

Kon B

Mut 4

der Pluripotenzmarker in den etablierten iPS-Zellen. Die

immunzytochemischen Féarbungen zeigen, dass die iPS-Zelllinien Kon B und Mut 4 positiv fiir die
Pluripotenzmarker OCT4, TRA-1-60 und TRA-1-81 sind. Mafistab 200 pm.
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Relative Anzahl

Relative Anzahl

Abbildung 39: Durchflusszytometrische Analyse Pluripotenz-assoziierter Proteine.
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Die

reprasentativen Histogramme zeigen die relativen Fluoreszenzintensititen der Pluripotenz-assoziierten
Proteine OCT4, TRA-1-60 und TRA-1-81 in den iPS-Zelllinien Kon B und Mut 4 gegeniiber der

relativen Anzahl der Ereignisse. Die ungeférbte Negativkontrolle ist in schwarz dargestellt; in rot die

Rechtsverschiebung des Signals nach Farbung mit den entsprechenden Fluoreszenz-gekoppelten

Primérantikorpern. Die Zahlen in den Histogrammen bezeichnen den prozentualen Anteil positiver

Zellen. Die Analyse zeigt, dass die Pluripotenz-assoziierten Proteine in nahezu allen Zellen der beiden

Zelllinien Kon B und Mut 4 exprimiert werden.
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Pax6 + DAPI Sox2 + DAPI

Kon B

Mut 4

Abbildung 41: Nachweis neuraler Progenitorzellmarker in NPZs. Die immunzytochemischen
Férbungen zeigen, dass die NPZs positiv fiir die neuralen Progenitorzellmarker Nestin, Pax6 und Sox2
sind. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gefarbt. MaBstab 100 pum.

Sox17

Abbildung 40: Charakterisierung des Definitiven Endoderms. Die immunzytochemischen

Féarbungen zeigen die Zellen an Tag 4 der hepatischen Differenzierung, welche positiv fiir die DE-
Marker FoxA2 (griin) und Sox17 (rot) sind. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) angefarbt. Bei den
FoxA2- und Sox17-negativen ,,Inseln“ in Kon B und Mut 4 handelt es sich um die initial ausgeséten,
undifferenzierten iPS-Zellen. Malistab 100 pm.
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HNF4a

HNF4a + DAPI AFP AFP + DAPI

. €
. &

Kon B

Mut 4

Abbildung 42: Charakterisierung der hepatischen Progenitorzellen. Die hepatischen
Progenitorzellen an Tag 10 der hepatischen Differenzierung waren positiv fiir die frithen hepatischen
Marker AFP und HNF4q. Die Zellkerne (blau) wurden mit DAPI angefarbt. Mafistab 50 um.
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12.3 Phinotypische Verinderungen bei Morbus Niemann-Pick Typ C1
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Abbildung 43: Analyse des Filipingehalts in Fibroblasten, NDZ und HLZs. Die Analyse des
Cholesterolgehalts in (A) Fibroblasten, (B) neural differenzierten Zellen und (C) Hepatozyten-dhnlichen
Zellen erfolgte im Anschluss an die Filipinfarbung durch Quantifizierung des LSO-Kompartiment-
Verhiltnisses. Diese ergab in allen drei Zelltypen eine starke Cholesterolakkumulation in Mut 1, Mut 2
und Mut 3 im Vergleich zur Kontrollzelllinie Kon A. Das LSO-Kompartiment-Verhiltnis in der Mut 4
war gegeniiber Kontrollzelllinie Kon B geringfiigig erhdht und wurde somit als varianter biochemischer
Phénotyp identifiziert. (Mittelwert = SD; N=8; */ +/ "/# =p <0,05; ***/+++/ """ /[# ##=p<0,001 zu
Kon A/Kon A1/ Kon A2 bzw. Kon B).
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Abbildung 44: NPC1-Proteinexpression in Fibroblasten, NDZs und HL.Zs. Die Zelllysate der (A,B)
Fibroblasten, (C,D) neural differenzierten Zellen und (E,F) Hepatozyten-dhnlichen Zellen wurden
mittels Western Blot auf die Expression des NPC1-Proteins untersucht. (A,C,E) Die Analyse ergab eine
signifikante Reduktion der Gesamtmenge des NPCl-Proteins in den NPCl-defizienten Zelllinien
Mut 1, Mut 2 und Mut 3 im Vergleich zu Kontrollzelllinie Kon A. Das NPC1-Protein der Mut 4 war
nicht signifikant niedriger als in Kontrollzelllinie Kon B. (N=6). (B,D,F) Das NPCI-Protein der
Kontrollzelllinien Kon A und Kon B, sowie auch der NPC1-Zelllinie Mut 4 mit variantem
biochemischem Phénotyp, ist gegeniiber dem Verdau mit Endo H grdBtenteils resistent. Mutiertes
NPC1-Protein der Linien Mut 1, Mut 2 und Mut 3 ist dagegen hauptsidchlich Endo H-sensitiv, was
darauf hindeutet, dass es im ER zuriickgehalten wird. (Mittelwert + SD; N=6; */ +/ "/# = p < 0,05; **/
++/ HE#=p<0,01; ¥/ +++/ " /H#H##=p<0,001 zu Kon A/Kon Al/ Kon A2 bzw. Kon B).
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Abbildung 45: Kolokalisationsanalyse in Fibroblasten, NDZs und HLZs. Fiir die
Kolokalisationsanalyse des NPC1-Proteins und des lysosomalen Markers LAMP2 in den (A)
Fibroblasten, (B) neural differenzierten Zellen und (C) Hepatozyten-dhnlichen Zellen wurde der
Pearson-Korrelationskoeffizient bestimmt. Die quantitative Analyse der Kolokalisation ergab
signifikant reduzierte Werte in den NPC1-defizienten Zelllinien im Vergleich zu den Kontrollzelllinien.
Dabei zeigten die Linien Mut 1, Mut 2 und Mut 3 die geringsten Pearson-
Korrelationskoeffizientenwerte, was bedeutet, dass kaum NPC1-Protein in den Lysosomen lokalisiert
ist. Fiir die Zelllinie Mut 4 mit dem varianten biochemischen Phianotyp wurden dagegen deutlich hohere
Werte gemessen, was zeigt, dass ein signifikanter Anteil der NPC1-Proteinmenge dieser Zelllinie die
Lysosomen erreicht. (Mittelwert = SD; N=8; ***/+ + +/ """/# # # =p < 0,001 zu Kon A/Kon A1/ Kon
A2 bzw. Kon B).
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