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1 Einleitung 

1.1 Morbus Niemann-Pick Typ C 

Morbus Niemann–Pick Typ C (NP-C) ist eine seltene neuroviszerale lysosomale Speicherer-

krankung, die autosomal rezessiv vererbt wird. Mutationen in dem NPC1- oder NPC2-Gen füh-

ren zu einem dysfunktionalen oder gar fehlenden Transportprotein NPC1 oder NPC2. NPC1 

und NPC2 transportieren Lipide wie Cholesterol auf zellulärer Ebene. Bei einem Defekt dieser 

Proteine resultiert somit eine Akkumulation von Lipiden, insbesondere unverestertes Cho-

lesterol und Sphingolipide (Cologna & Rosenhouse-Dantsker, 2019; Vanier, 2013). Nach ak-

tueller Datenlage liegt die Inzidenz von NP-C bei ~1/89.000, wobei höhere Inzidenzen aufgrund 

eines späten Krankheitsbeginns möglich sind (Wassif et al., 2016). 

Erstmals untersucht wurde Morbus Niemann-Pick durch den Chemiker Albert Niemann und 

den Pathologen Ludwig Pick in den 1920ern, die darunter eine heterogene Gruppe von autoso-

mal rezessiv vererbten Lipidspeichererkrankungen zusammenfassten (Vanier, 2010). Aufgrund 

der Variabilität der Symptome unter Einbeziehung von viszeralen und neuronalen Charakteris-

tika, sowie des Schweregrads der Lipidanreicherung erfolgte in den 1950er Jahren eine Klassi-

fikation in die vier Subtypen A-D (Crocker, 1961; Crocker & Farber, 1958). Bei Typ A und B 

ist ein Defekt in der Sphingomyelinase vorhanden, die in einer Anreicherung von Sphingomy-

elin resultiert (Brady et al., 1966; Harzer et al., 2003). Dahingegen zeigte in den 1980er Jahren 

die Arbeitsgruppe von Peter Pentchev, dass NP-C durch eine Akkumulation von unverestertem 

Cholesterol in Lysosomen/ späten Endosomen gekennzeichnet ist (Pentchev et al., 1984, 1994). 

Dies ist auf Mutationen in den Genen NPC1 oder NPC2 zurückzuführen (Vanier et al., 1996). 

Niemann-Pick Typ D wird inzwischen NP-C1 zugeordnet, da es sich um eine allelische NP-

C1-Variante einer Familie in Nova Scotia/ Kanada handelt (Greer et al., 1997; Vanier & Suzuki, 

1998). 

1.1.1 Struktur und Funktion der NPC1- und NPC2-Proteine 

Die Erkrankung Niemann-Pick Typ C ist durch Mutationen in den Genen NPC1 (95 %) oder 

NPC2 (5 %) bedingt, wobei sie einen vergleichbaren zellulären und klinischen Phänotypen auf-

weisen (Ory, 2000; Steinberg, 1996). 

Das NPC1 Gen befindet sich auf dem Chromosom 18q11-12 und umfasst 25 Exons, die für das 

NPC1-Protein kodieren, das aus 1278 Aminosäuren mit einer Molekularmasse von 142 kDa 

besteht (Carstea et al., 1997). Das NPC1-Protein ist in Membranen von späten Endosomen und 

Lysosomen vorzufinden und besteht aus 13 Transmembrandomänen. Es umfasst drei große und 

vier kleine luminale Schleifen, die neben der Cystein-reichen Schleife die mittlere luminale 
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Schleife und die N-terminale Domäne für die Cholesterol-Bindung über dessen 3β-Hydroxy-

Gruppe beinhalten (Abb. 1) (Davies & Ioannou, 2000; Infante et al., 2008; Kwon et al., 2009). 

Die im Rahmen der post-translationalen Modifizierung stattfindenden N-Glykosylierungen, die 

v. a. dem Schutz des Proteins vor dessen proteolytischen Abbau dienen, sind innerhalb der 

luminalen Schleifen vorzufinden (Watari et al., 1999). Neben dem im Zytosol gelegenen C-

Terminus ist unter den sechs zytoplasmatischen Schleifen des Transmembranproteins die 

Sterol-sensitive Domäne (SSD) lokalisiert (Scott & Ioannou, 2004). Neben der Bindung von 

einem photoaktivierbaren Cholesterolanalogon (Ohgami et al., 2004) ist die SSD in der Regu-

lation der Stabilität des NPC1-Proteins involviert (Ohsaki et al., 2006) und u. a. für dessen 

Transport zum späten Endosomen verantwortlich ist (Scott et al., 2004). 

 
Abb. 1: Struktur des NPC1-Proteins 

Das NPC1-Protein liegt mit 13 Transmembrandomänen in der begrenzenden Membran von 

späten Endosomen und Lysosomen, wobei der N-Terminus luminal und das C-terminale Ende 

im Zytosol liegt. Unter den 7 luminalen Schleifen befinden sich die Cystein-reiche Schleife und 

die mittlere luminale Schleife, wohingegen unter den 6 zytosolischen Schleifen die Sterol sen-

sitive Domäne markiert ist. Modifiziert nach Scott & Ioannou (2004) und X. Li et al. (2017). 

Für den Transport von Cholesterol interagieren das NPC1- mit dem NPC2-Protein (Abb. 2). 

Zunächst nimmt die Zelle über eine Rezeptor-vermittelte Endozytose das Lipoprotein niedriger 

Dichte (LDL) auf, wobei die Endozytosevesikel mit Endosomen verschmelzen. In den Lysoso-

men wird LDL abgebaut und Cholesterolester werden durch die lysosomale saure Lipase hyd-

rolysiert, wodurch freies Cholesterol entsteht (Löffler et al. , 2007). In späten Endosomen bzw. 

Lysosomen bindet NPC2 mit der hydrophoben Tasche an der Isooctyl-Seitenkette des Cho-

lesterols. Darauffolgend bindet das NPC2-Protein an der mittleren luminalen Schleife des 
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NPC1-Proteins (Abb. 1) und Cholesterol wird auf die N-terminale Domäne übertragen. Im An-

schluss wird Cholesterol durch die lysosomale Membran transportiert (Abb. 2) und auf die SSD 

übertragen. Der exakte Mechanismus ist noch ungeklärt und erfolgt ggf. über eine Konfirmati-

onsänderung der N-terminalen Domäne (Kwon et al., 2009; X. Li et al., 2017). Der auch als 

hydrophobic handoff Mechanismus bezeichnete Transport von Cholesterol wird durch die Tat-

sache unterstützt, dass Cholesterol durch die Bindung an den Proteinen einer Kristallisation in 

dem hydrophilen Milieu entgeht (M. Wang et al., 2010). 

 
Abb. 2: Mechanismus des Cholesterol-Transportes mittels NPC-Proteine 

Nach der Rezeptor-vermittelten Endozytose von LDL wird der Cholesterolester über eine lyso-

somale saure Lipase in eine Fettsäure und freies Cholesterol zerlegt. Das unveresterte Cho-

lesterol bindet an das NPC2-Protein im Lumen von späten Endosomen bzw. Lysosomen. Nach 

dem Transfer auf das NPC1-Protein wird Cholesterol auf noch ungeklärte Weise durch die 

lysosomale Membran ins Lumen transportiert. Modifiziert nach Kwon et al., 2009. 

Bei derzeit 549 bekannten Mutationen im NPC1-Gen (Bountouvi et al., 2017; Wraith et al., 

2009) stellt die Mutation c.3182 T>C (p.I1061T, Mut A) mit 20-30 % die am häufigsten vor-

kommende NPC1-Variante in Westeuropa dar (Bolton et al., 2022). Diese Punktmutation be-

findet sich in der Cystein-reichen Domäne des NPC1-Proteins, wobei ein Austausch der Ami-

nosäure Isoleucin durch Threonin aufgrund einer falschen Base an der Stelle 3182 des DNS-

Strangs stattfindet. Durch diese Missense-Mutation entsteht ein fehlgefaltetes Protein mit er-

höhter Instabilität, was über die endoplasmatisch-Retikulum-assoziierte Degradation abgebaut 

wird. Als Folge ist nur wenig funktionales Protein in der Zelle vorzufinden (Gelsthorpe et al., 

2008; Praggastis et al., 2015). Bis zu 50 % der Mutationen sind in der Cystein-reichen Domäne 

lokalisiert (Millat, Marçais, et al., 2001). Des Weiteren treten gehäuft NPC1-Mutationen in der 

SSD oder in direkter Nähe davon auf, was meistens zu einem Verlust des Proteins führt (Vanier 

& Millat, 2003). Bisher konnte für NP-C1 keine eindeutige Genotyp-Phänotyp Korrelation 
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hergestellt werden. Neuste Studien von Baxter et al. (2022) zeigen eine Veränderung des NP-

C1 Phänotypen durch weitere Gene, was eine Erklärung für die heterogenen Phänotypen und 

Krankheitsverläufe bei ein- und derselben NPC1-Mutation erklären könnte (Baxter et al., 

2022). Dennoch wurde beobachtet, dass Mutationen in der SSD mit einem eher schweren Phä-

notyp und Mutationen in der Cystein-reichen Domäne mit einem eher milden Phänotyp einher-

gehen (Millat, Marçais, et al., 2001; Sun et al., 2001). 

Das NPC2-Gen befindet sich auf dem Chromosom 14q24.3 und enthält 5 Exons, die für das 

132 Aminosäuren große, lösliche NPC2-Protein kodieren (Naureckiene et al., 2000). Das Gly-

koprotein bindet Cholesterol und ist in späten Endosomen bzw. Lysosomen sowie einigen sek-

retorischen Flüssigkeiten vorzufinden (Klein et al., 2006; Ko et al., 2003; Naureckiene et al., 

2000; Okamura et al., 1999). Unter den rund 30 bekannten Mutationen (Hebbar et al., 2016; 

Wraith et al., 2009) ist eine gute Genotyp-Phänotyp Korrelation beschrieben, wobei die Erkran-

kung häufig neonatal beginnt und früh letal endet (Millat, Chikh, et al., 2001; Yilmaz et al., 

2020). Mit ungefähr 50 % der publizierten NPC2-Allele stellt die Mutation c.58 G>T die am 

häufigsten dokumentierte NPC2-Mutation dar und führt mit einem vorzeitigen Stoppcodon zu 

einem stark verkürzten Peptid. Sowohl bei Homozygotie als auch bei kombinierter Heterozy-

gotie für diese Mutation ist ein schwerer Verlauf mit frühem Manifestationsalter beschrieben, 

wobei selten das Alter von 4 Jahren erreicht wird (Yilmaz et al., 2020). 

1.1.2 Modelle zur Untersuchung des Morbus Niemann-Pick Typ C 

Für die Untersuchung von oxidativem Stress (OS) und dessen Gegenregulation über das antio-

xidative Abwehrsystem als pathophysiologischer Mechanismus in NP-C ist die Auswahl eines 

geeigneten Zellmodells essentiell, wobei eine große Anzahl an verschiedenen Tier- und Zell-

modellen für NP-C beschrieben ist. 

Insbesondere für die Untersuchung der NPC-Proteine sind einfache Modelle etabliert, zu denen 

der Fadenwurm Caenorhabditis elegans (Sym et al., 2000), die Fruchtfliege Drosophila mela-

nogaste (X. Huang et al., 2007) und der Hefepilz Saccharomyces cerevisiae (Berger et al., 2005) 

gehören. Durch ihre einfache Haltung und kurze Replikationszeit stellen sie eine kostengüns-

tige Variante dar, wobei keine komplexen Veränderungen durch NPC-Mutationen betrachtet 

werden können. Im Gegensatz dazu stellen Säugetiermodelle eine kostenintensive Alternative 

dar, mit denen allerdings eine systemische Darstellung des Phänotyps möglich ist. Neben ethi-

schen Aspekten können entdeckte potentielle NP-C-Unterschiede nicht eindeutig von der Un-

terscheidung der Spezies (Maus vs. Mensch) distanziert werden. Bei dem häufigsten Mausmo-

dell Npc1nih (BALB/cNctr-NPC1m1N/J) ist eine Leserasterverschiebung im NPC1-Gen vorhan-

den, wodurch kein NPC1-Protein mehr gebildet wird, was einen schweren Phänotypen zur 
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Folge hat (Pentchev et al., 1980). Weitere Mausmodelle mit Punktmutationen sind Npc1nmf164
 

(C57BL/6J-Npc1nmf164/J) mit der Mutation c.3163A>G (p.D1005G) (Maue et al., 2012) und 

Npc1tm(I1061T)Dso  mit der Mutation c.3182 T>C (p.I1061T) (Praggastis et al., 2015). Neben den 

murinen Modellen wird ein felines Modell für die Forschung verwendet (Lowenthal et al., 

1990).  

Darüber hinaus sind in vitro Zellkulturmodelle vorhanden. Zum einen werden Zellen von chi-

nesischen Hamsterovarien (CHO) verwendet (Watari et al., 1999), zum anderen werden Pati-

enten-spezifische Fibroblasten kultiviert, was die am weitesten verbreitete Methode darstellt 

(Rauniyar et al., 2015; Zampieri et al., 2009). Trotz leichter Anwendung haben Fibroblasten 

lange Replikationszeiten. Zusätzlich sind die gewebespezifischen Unterschiede zu bedenken, 

was Untersuchungen von Regulationsmechanismen und zellulären Funktionen in krankheitsre-

levanten Aspekten erschwert. So zeigen neurale Zellen beispielsweise eine andere Elektrophy-

siologie im Vergleich zu Fibroblasten. Hier erscheint gerade das Fehlen von Haut- und Binde-

gewebsschäden in NPC diese Diskrepanz zu dem stark ausgeprägten neuronalen Schädigungs-

muster zu unterstreichen. Verstärkt wird dieser Unterschied durch die Regenerations- und 

Proliferationsfähigkeit der Fibroblasten, die die postmitotischen Zellen des Gehirns nicht auf-

weisen. Wegen dieser Gründe werden verschiedene neurale Zellsysteme verwendet. Dazu ge-

hören differenzierte Neurone aus humanen NPC1-defizienten embryonalen Stammzellen 

(Ordonez et al., 2012) sowie neural differenzierte Zellen aus NPC-defizienten multipotenten 

adulten Stammzellen (Bergamin et al., 2013). Des Weiteren werden Neuroblastom-Zellen ge-

nutzt (Rodríguez-Pascau et al., 2012). Das in dieser Arbeit verwendete Zellmodell beinhaltet 

NPC-defizienten neural differenzierten Zellen (NDZs), die aus Patienten-spezifischen induzier-

ten pluripotenten Stammzellen (iPS) hervorgehen (Peter, Trilck, et al., 2017; Trilck et al., 2013; 

Völkner et al., 2019; Völkner, Liedtke, Untucht, et al., 2021). 

Neurales Zellmodell aus NP-C-Patienten-spezifischen iPS 

Das neurale Zellmodell ist gekennzeichnet durch eine retrovirale Reprogrammierung von Pati-

enten-spezifischen Fibroblasten zu iPS mit anschließender Differenzierung zu einer neuralen 

Mischkultur aus Neuronen und Gliazellen (Liedtke, Völkner & Jürs et al., 2021; Peter, Trilck, 

et al., 2017; Trilck et al., 2017). Dabei beeinflussen die Zellen sich gegenseitig im Metabolis-

mus und ergänzen ihre Funktionen. Darüber hinaus sind Neurone auf den Stoffwechsel der 

Gliazellen angewiesen, weshalb Mischkulturen vorteilhaft für das Überleben und die Differen-

zierung der Neurone sind (Sofroniew & Vinters, 2010). Zusätzlich sind Astrozyten für die Rei-

fung der Neurone unerlässlich (Kuijlaars et al., 2016). Nach aktuellem Stand existieren für NP-

C 23 Publikationen, die die Erkrankung mithilfe eines Stammzell-basierten Zellmodells 
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erforschen (Liedtke et al., 2022; Liedtke, Völkner & Jürs et al., 2021; Völkner et al., 2022; 

Völkner, Liedtke, Hermann, et al., 2021). Vorteilhaft ist hierbei der unlimitierte Zugang zu 

affektierten Zellen, die Patienten-spezifische Mutationen tragen mit variierender Ausprägung 

krankheitsrelevanter Aspekte, verglichen mit Knockout-Modellen, die die Maximalvariante 

darstellen. Insbesondere bei seltenen neurologischen Erkrankungen wie NP-C ist ein ebensol-

ches neurales Modell essentiell, da der Zugang zu neuralen Patientenproben limitiert ist.  

In den für diese Arbeit verwendeten NPC-defizienten Zellen wurde im Rahmen von elektro-

physiologischen Untersuchungen auf reife neuronale Netzwerke geschlossen (Peter, Rost, et 

al., 2017). Ebenso konnte die für NP-C charakteristische Akkumulation von Cholesterol und 

Gangliosiden in den neuralen Zellen nachgewiesen werden (Liedtke, Völkner & Jürs et al., 

2021; Trilck et al., 2017; Völkner et al., 2022). Zudem sind vesikuläre Transportdefekte durch 

Hypophosphorylierung der Intermediärfilamente Vimentin und GFAP beschrieben, die zu Ex-

portstörungen von Lipiden führen können. In den NPC1-defizienten neuralen Zellen wurden 

neben einer reaktiven Gliose (Peter, Rost, et al., 2017) reduzierte AMPA-induzierte Calcium-

Einströme beobachtet (Rabenstein et al., 2017, 2018). Sowohl bei den verwendeten NPC1- als 

auch bei den NPC2-defizienten NDZs sind Störungen der Autophagie zu sehen (Liedtke et al., 

2022; Liedtke, Völkner & Jürs et al., 2021). Autophagie als kataboler Metabolismus ist zustän-

dig für die Degradierung und Wiederverwertung von zellulärem Material und trägt ebenfalls 

zur Aktivierung von zellulären Signalwegen bei, die auf Stress reagieren (Jiménez-Moreno et 

al., 2017). Darüber hinaus ist die Morphologie, aber nicht die Funktion der Mitochondrien in 

den NPC-defizienten NDZs verändert. Durch eine gestörte Beseitigung von Mitochondrien, die 

auch als Mitophagie bezeichnet wird und u. a. begründet ist in einem reduzierten Transport von 

Mitochondrien, kann die Zelle nicht adäquat auf mitochondrialen Schaden reagieren (Liedtke 

et al., 2022). Mitochondrien sind einer der Hauptentstehungsorte für reaktive Sauerstoffspezies/ 

reactive oxygen species (ROS) u. a. wegen der dort lokalisierten Atmungskette (Murphy, 2009).  

Neurone sind durch einen hohen energetischen Umsatz mit einhergehend erhöhter Produktion 

von oxidativen Metaboliten besonders anfällig für OS und aufgrund ihres postmitotischen Zu-

standes hoch sensibel (Gilgun-Sherki et al., 2001). Deswegen erscheint die Nutzung eines neu-

ralen Zellmodells wie dem hier verwendeten iPS-basierten Systems in neurodegenerativen Er-

krankungen wie NP-C essentiell, im Speziellen bei der Untersuchung von hochsensiblen Pro-

zessen wie OS. 

1.1.3 Klinischer Phänotyp des Morbus Niemann-Pick Typ C 

Der klinische Phänotyp des Morbus Niemann-Pick Typ C bietet ein heterogenes Bild an Symp-

tomen und Verläufen der Erkrankung. Anhand des Alters der Erstmanifestation wurde eine 
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Einteilung in verschiedene Formen vorgenommen. Hierbei lassen sich die perinatale, früh in-

fantile, spät infantile, juvenile und adulte Form differenzieren (Abb. 3) (Vanier, 2010). Die 

Verteilung innerhalb der Formen erscheint relativ gleichmäßig mit Ausnahme der perinatalen 

Form, die deutlich seltener auftritt (Bolton et al., 2022). In 15 % der Fälle sind keine Anzeichen 

für systemische Ausprägungen vorhanden, wohingegen fast alle Patienten eine progressive 

Neurodegeneration entwickeln, außer derer mit einer neonatalen Form. Der Verlauf und der 

jeweilige Beginn der viszeralen und neurologischen Manifestationen ist dabei unabhängig von-

einander, wobei neurologische meistens nach systemischen Störungen auftreten (Iturriaga et 

al., 2006; Vanier & Millat, 2003; Vanier & Suzuki, 1998). Die viszeralen Störungen sind häufig 

nicht schwerwiegend und umfassen eine Hepatosplenomegalie, die mit steigendem Alter ab-

nimmt, sowie einen Ikterus, Aszites und selten Lungenbeteiligungen. Eine Ausnahme bildet der 

schwere Verlauf der perinatalen Form (Bolton et al., 2022; Griese et al., 2010; Spiegel et al., 

2009). Die neurologische Symptomatik ist divers (Abb. 3). Die am häufigsten berichteten Ma-

nifestationen sind kognitive Beeinträchtigungen, zerebelläre Ataxie, vertikale supranukleäre 

Blickparese, Dysarthrie und Dysphagie sowie eine progressive Demenz. Seltener treten neben 

Bewegungsstörungen, Krampfanfällen und der Kataplexie viele weitere Symptome auf (Bolton 

et al., 2022; Iturriaga et al., 2006; Solomon et al., 2005). Psychiatrische Veränderungen treten 

v. a. bei einem späten Beginn der Erkrankung auf (Bolton et al., 2022; Trendelenburg et al., 

2006). Die Arbeitsgruppe von Bolton fand heraus, dass mit steigendem Manifestationsalter der 

neurologischen Symptome zum einen die Diagnose später gestellt wird und zum anderen das 

Todesalter höher ist (Bolton et al., 2022). Die Lebenserwartung variiert zwischen einigen Tagen 

und mehr als 60 Jahren, wobei die meisten Patienten zwischen dem 10.-25. Lebensjahr verster-

ben (Spiegel et al., 2009; Trendelenburg et al., 2006; Wraith et al., 2009). 
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Abb. 3: Darstellung des klinischen Phänotyps des Niemann–Pick Typ C 

Schematische Darstellung der NP-C1-Formen im Hinblick auf die charakteristischen viszeralen 

und neurologischen Symptome und das Alter der Erstmanifestation. Modifiziert nach Vanier 

(2010).  

1.1.4 Diagnostik des Morbus Niemann-Pick Typ C 

Das Durchschnittsalter bei Diagnosestellung beträgt ungefähr 11 Jahre (Bolton et al., 2022). 

Allerdings führen die mangelnde Verbreitung des Fachwissens und die Rarität der Krankheit 

häufig zu einer Verzögerung der Diagnose, wobei ein früher Befund zur Verbesserung der Le-

bensqualität beiträgt (Vanier et al., 2016). 2018 wurden neue Leitlinien für die NP-C-Diagnos-

tik veröffentlicht (Geberhiwot et al., 2018), die im Anhang in Abb. 34 zusammengefasst wer-

den. Hiernach sollen bei NP-C-Verdacht Plasmabiomarker getestet werden, zu denen Oxys-

terole wie C-triole und 7-Ketocholesterol sowie Lyso-Sphingolipide und Gallensäurederivate 

gehören. Da die Oxysterole auch bei anderen metabolischen Erkrankungen erhöht sein können 

(X. Jiang et al., 2011; Porter et al., 2010), wird ein Screening der Lyso-Sphingolipide Lyso-SM 

und Lyso-SM-509 empfohlen. Eine Erhöhung des Verhältnisses von Lyso-SM-509/ Lyso-SM 

weist sehr spezifisch auf NP-C hin (Pettazzoni et al., 2017; Voorink-Moret et al., 2018). Trotz-

dem ist die Genanalyse mit Sequenzierung des NPC1- oder NPC2-Gens obligatorisch, wenn-

gleich auch heute noch einige NPC-Allele unidentifiziert sind (Vanier et al., 2016). Die Be-

stimmung von unverestertem Cholesterol von aus einer Hautbiopsie gewonnenen Fibroblasten 

mittels Filipin-Test stellt bei unklaren Patientenfällen auch heute noch ein wichtiges Diagnos-

tikum dar (Geberhiwot et al., 2018; Vanier et al., 2016). Des Weiteren stellt der Nachweis von 
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einer vermehrten Färbung von Fibroblasten mit dem LysoTracker ein potentielles zukünftiges 

Diagnostikum dar, das korreliert mit der Schwere der neurologischen Symptome und korreliert 

invers mit dem Manifestationsalter dieser (Baxter et al., 2022; Rodriguez-Gil et al., 2013). 

Als Verlaufskontrollen werden Bildgebungen des Gehirns verwendet, die unspezifische Verän-

derungen wie Volumenminderungen im Bereich des Kleinhirns, Hypocampus', Basalganglien 

und des Thalamus' zeigen (Walterfang, Abel, et al., 2013; Walterfang, Patenaude, et al., 2013). 

1.1.5 Management und Therapieansätze des Morbus Niemann-Pick Typ C 

Derzeit ist keine kurative Therapie von NP-C vorhanden, weshalb primär eine multidiszipli-

näre, symptomatische Behandlung erfolgt (Geberhiwot et al., 2018). Neben Patientenschulun-

gen spielen Antikonvulsiva, Anticholinergika, Antidepressiva und Neuroleptika eine bedeu-

tende Rolle. Des Weiteren werden Psycho- und Physiotherapie sowie Logopädie empfohlen 

(Geberhiwot et al., 2018; Wraith et al., 2009). Sowohl Knochenmark-, als auch Leber- und 

Lungentransplantationen verbessern die systemischen Manifestationen ohne Einfluss auf die 

Progression der neurologischen Symptome (Gartner et al., 1986; Hsu et al., 1999). Als Sub-

stratreduktionstherapie ist seit 2009 der Iminozucker Miglustat (n-Butyldeoxynorjirimycin; 

Zavesca®) zugelassen, der als reversibler Inhibitor der Glykosylceramidsynthase, mit folgender 

Reduktion von Glykosphingolipiden, bei lysosomalen Speichererkrankung wie dem Morbus 

Gaucher Typ 1 zum Einsatz kommt. Langzeitstudien zeigen unter Miglustat-Therapie eine 

stabile bis verbesserte neurologische Symptomatik (Cuisset et al., 2016; Patterson et al., 2020; 

Wraith et al., 2010). Des Weiteren befindet sich das zyklische Oligosaccharid 2-Hydroxypro-

pyl-β-Cyclodextrin (VTS-270 oder Trappsol® Cyclo™) in Phase 2b/3 einer klinische Studie 

(Matencio et al., 2020; Matsuo et al., 2013). Dabei vermittelt Cyclodextrin NPC1-unabhängig 

die intrazelluläre Umverteilung und den Austritt von freiem Cholesterol aus den Endosomen 

bzw. Lysosomen in Neuronen. Es mindert so die Progression der Erkrankung und erzielt eine 

leichte Verbesserung der Symptomatik (Demais et al., 2016; Maarup et al., 2015; Rosenbaum 

et al., 2010). Weitere potentielle Therapeutika befinden sich derzeit in der experimentellen For-

schung. Neben Histondeacetylase-Inhibitoren wie SAHA (Suberoylanilid-Hydroxamsäure, Vo-

rinostat), bei denen die Transkription von Genen erhöht wird, die an der Cholesterolhomöostase 

beteiligt sind (Pipalia et al., 2011), werden pharmakologische Chaperone getestet. Diese unter-

stützen das fehlgefaltete Protein bei der korrekten Faltung und erhöhen somit den Gehalt von 

reifem NPC-Protein. Kürzlich zeigten Völkner et al. (2022) u. a. in dem hier verwendeten Zell-

modell, dass neben dem prominentesten Vertreter 25-Hydroxycholesterol ebenfalls Quinestrol 

und Abirateron-Acetat in NPC1-Missense-Mutationen eine Erhöhung des reifen Proteins und 

eine Verminderung des zellulären Cholesterols bewirken (Völkner et al., 2022). 
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1.2 Zellulärer oxidativer Stress als pathophysiologischer Mechanismus  

Molekularer Sauerstoff (O2) ist für die ATP-Produktion innerhalb der Atmungskette essentiell 

und somit in jeder aeroben Zelle vorzufinden. Jedoch können als Nebenprodukte während des 

Metabolismus‘ reaktive Sauerstoffspezies/ reactive oxygen species (ROS) und reaktive Stick-

stoffspezies/ reactive nitrogen species (RNS) entstehen, die freie Radikale und reaktive Mole-

küle beinhalten. Charakterisiert sind die kurzlebigen (~1µs) freien Radikale durch das Vorhan-

densein von einem ungepaarten Valenzelektron, wodurch sie hochgradig reaktiv sind (McCord, 

2000; Uttara et al., 2009). Aus physiologischer Sicht sind reaktive Moleküle als Signalmolekül 

wichtig für die Regulation von intrazellulären Prozessen. Beispielsweise aktiviert ROS den 

Transkriptionsfaktor NF-κB, dessen Funktion von der Regulation des Zellwachstums und Zell-

überlebens bis zu Entzündungsreaktionen und synaptischer Plastizität reicht (Finkel, 2011; 

Mémet, 2006; Schreck et al., 1991). Hohe ROS-Niveaus führen hingegen zur metabolischen 

Stressadaptation, Autophagie-Initiierung sowie zur Apoptose-Induktion (Y. Chen et al., 2009; 

Schieber & Chandel, 2014; Zamzami et al., 1995). Gerät das Verhältnis der Produktion reakti-

ver Moleküle und deren Abbau durch das antioxidative Abwehrsystem aus dem Gleichgewicht, 

wodurch ein Überschuss an ROS und RNS entsteht, spricht man von oxidativem Stress (OS). 

Dieser induziert über die Oxidation verschiedenster Biomoleküle Zellschäden, die zum Stress-

induzierten Zelltod führen können (Schieber & Chandel, 2014).  

1.2.1 Entstehung von reaktiven Molekülen 

Neben exogenen Quellen wie Strahlung stellen endogene Prozesse den Hauptentstehungsort 

von reaktiven Molekülen dar. Die größte Bedeutung hat dabei der aerobe Metabolismus, der 

durch Abfolgen mehrerer Reaktionsschritte während der ATP-Synthese ROS in hohem Maße 

als Nebenprodukt entstehen lässt (Löffler et al., 2007). Bei Zellen mit einem hohen Energieum-

satz wie Neurone kann dabei das Gleichgewicht durch kleinste Veränderungen gestört werden 

und so eine Anhäufung reaktiver Spezies entstehen (Uttara et al., 2009). Dies geschieht insbe-

sondere bei mitochondrialen Veränderungen als Hauptlokalisation des aeroben Stoffwechsels 

(Kroemer & Reed, 2000), die bei NPC-defizienten neuralen Zellen nachgewiesen wurden 

(Liedtke et al., 2022; Torres et al., 2017). Ein natürlicher Entstehungsort von ROS sind Per-

oxisomen, in denen während des oxidativen Abbaus von Fettsäuren Wasserstoffperoxid (H2O2) 

entsteht (Boveris et al., 1972; Löffler et al., 2007). Beeinträchtigungen der Funktionen der Per-

oxisomen, wie es in Gehirnproben von NPC-defizienten Mäusen nachgewiesen wurde (Schedin 

et al., 1997), könnte zu einer Dysbalance zwischen der Produktion und dem Abbau von ROS 

führen. Weitere endogene ROS-Quellen sind Autoxidationen von reduzierten Zwischenproduk-

ten des Stoffwechsels wie z. B. Semichionon (Löffler et al., 2007), katalysierte Reaktionen 
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durch verschiedene Metalloenzyme (Finkel, 2011) und pathologische zelluläre Zustände wie 

Hypoxie (Bell et al., 2007) oder Proteinaggregationen (M. S. Parihar et al., 2009). 

ROS ist ein Überbegriff für reaktive Moleküle, die O2 beinhalten. Dazu gehören u. a. Superoxi-

danionenradikale (O2
-•), H2O2, Hydroxylradikale (HO•) und Peroxylradikale. RNS besteht im 

Wesentlichen aus Stickstoffmonoxid (NO) und dessen Folgeprodukt Peroxynitrit (ONOO-). Im 

Überschuss führen all diese Moleküle zu OS (J. Lee et al., 2012; Schipper, 2004).  

O2
-• können Membranen passieren und über Folgereaktionen in verschiedene reaktive Moleküle 

umgewandelt werden. Sie entstehen v. a. als Nebenprodukt innerhalb der Atmungskette durch 

eine Ein-Elektronreduktion von O2, meist bei einer hohen Stoffwechselrate wie bei Neuronen 

oder bei geschädigter Atmungskette (Murphy, 2009). H2O2 wird hauptsächlich aus O2
-• über 

die Superoxid-Dismutase (SOD) gebildet und kann ebenfalls Membranen passieren (Antunes 

& Cadenas, 2000). Es ist relativ inert, jedoch entsteht in Anwesenheit von dreiwertigen Metal-

lionen über die Fenton-Reaktion HO• (Brand, 2010; Murphy, 2009). HO• sind sehr reaktive 

Moleküle, die willkürlich Biomoleküle oxidieren mit folgender Funktionseinschränkung 

(Löffler et al., 2007). NO als Teil der RNS wird meistens über die NO-Synthase gebildet 

(Alderton et al., 2001) und ist als wichtiges Signalmolekül an der Neurotransmission und Re-

gulation von Entzündungsreaktionen beteiligt (Bredt & Snyder, 1992). NO ist nicht direkt to-

xisch, sondern bildet durch Reaktionen mit verschiedenen Strukturen reaktive Moleküle. So 

führt eine dieser Reaktionen zur Bildung von Peroxynitrit (Blough & Zafiriou, 1985; Ohshima 

et al., 1990; Saran et al., 1990). Neben DNS-Schädigungen und Lipidperoxidationen stellt das 

entstehende Anion bei OS eine der Ursachen für Proteinveränderungen dar. Ein häufiger An-

griffspunkt ist die Aminosäure Tyrosin. Das daraus entstandene, stabile Addukt 3-Nitrotyrosin 

(Anhang, Abb. 35) (Hogg et al., 2015) erweist sich somit als verlässlicher Marker für zellulären 

OS. Dieser wird ebenfalls in NP-C zur Detektion von nitrierten Proteinen genutzt, um das Maß 

an OS zu bestimmen (Klein et al., 2011; Marín et al., 2014; Torres et al., 2017).  

1.2.2 Das antioxidative Abwehrsystem 

Für die Aufrechterhaltung der Balance zwischen Produktion und Abbau von reaktiven Mole-

külen ist ein ausgebautes antioxidative Abwehrsystem essentiell. Die Funktionen reichen von 

der Entfernung von O2 bis zur Verhinderung der Formation von ROS und RNS sowie die Be-

seitigung von den bereits gebildeten reaktiven Molekülen. Zur Verhinderung der Produktion 

von ROS werden Nebenreaktion bei O2-abhängigen Metalloenzymen umgangen wie bei dem 

Komplex IV der Atmungskette. Sind trotz der Abwehr Schäden innerhalb der Zelle entstanden, 

werden Reparaturmechanismen aktiviert, wobei DNS repariert und Lipide sowie Proteine 



 1 Einleitung 12 

 

degradiert werden. Die Einteilung dieses komplexen Systems erfolgt in enzymatischer und 

nicht-enzymatischer Abwehr (Gilgun-Sherki et al., 2001; Löffler et al., 2007).  

Das enzymatische antioxidative Abwehrsystem der Zelle 

Das zelluläre, enzymatische Abwehrsystem setzt sich aus mehreren Enzymen zusammen, wo-

bei die Superoxid-Dismutase (SOD), Katalase und die Glutathionperoxidase (GPX) am wich-

tigsten im Regulationsnetzwerk sind (Abb. 4).  

Die GPX ist ein Selenoprotein und nutzt Glutathion, um H2O2 zu degradieren und kommt 

ubiquitär in der Zelle vor. (Rupérez et al., 2014). 

Die SOD führt bei der Elimination von O2
•- zur Produktion von H2O2 und O2 (Löffler et al., 

2007). Es sind drei Isoformen der SOD bekannt, die trotz derselben Funktion Unterschiede 

bezüglich ihrer Lokalisation, Proteinstruktur und ihres metallischen Cofaktors im aktiven Zent-

rum aufweisen (Miao & St. Clair, 2010). Die SOD1 ist hauptsächlich im Zytosol, Nukleus und 

in dem mitochondrialen Intermembranraum zu finden und wird konstant exprimiert. Das Ho-

modimer besitzt Kupferionen im aktiven Zentrum, was durch Zinkionen stabilisiert wird 

(Kayatekin et al., 2008; Okado-Matsumoto & Fridovich, 2001). Bevorzugt in der mitochondri-

alen Matrix ist die SOD2 vorzufinden, die Manganionen als katalytisch aktive Einheit besitzt. 

Mit zwei humanen Transkripten ist das Homotetramer essenziell für das zelluläre Überleben 

eines aeroben Organismus' (Carlioz & Touati, 1986; Lebovitz et al., 1996; Wan et al., 1994). 

Die SOD2 verfügt neben antioxidativen ebenfalls über tumorsuppressive Eigenschaften und 

spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der Apoptose (Y. Zhao et al., 2002; Zhong et al., 

1997). Die in der Plasmamembran und in extrazellulären Flüssigkeiten vorkommende SOD3 

ist ein homotetramerisches Glykoprotein mit Ähnlichkeiten zu der SOD1 und enthält ebenfalls 

Kupfer- und Zinkionen im aktiven Zentrum (Marklund, 1982; Miao & St. Clair, 2010). Durch 

ihre Lokalisation spielt sie allerdings eine untergeordnete Rolle bei der Beseitigung von zellu-

lärem OS. Die Expression der SODs und die Konzentration von ROS werden reziprok reguliert, 

wobei Transkriptionsfaktoren wie der mit dem Kernfaktor Erythroid 2 verwandte Faktor 2 (Nrf-

2) eine wichtige Rolle spielt. Dieser induziert die Transkription von antioxidativen Enzymen 

wie die SOD. Unter physiologischen Bedingungen ist Nrf-2 im Zytosol an Keap1 (Kelch-like 

ECH-associated protein 1) gebunden und somit für die proteasomale Degradierung gekenn-

zeichnet. Bei einem erhöhtem ROS Niveau dissoziiert der Nrf-2-Keap1-Komplex, Nrf-2 wird 

phosphoryliert und es erfolgt eine nukleare Translokation. Dort bindet Nrf-2 an ARE (antioxi-

dant response element) in Promotorregionen und induziert die transkriptionelle Expression von 

antioxidativen Enzymen wie der Hämoxygenase-1 (HMOX-1), Katalase und SOD (Abb. 4) (J. 

Chen et al., 2014; Loboda et al., 2016; Shih et al., 2005). Zusätzlich treten neben epigenetischen 
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Beeinflussungen der SOD-Expression (Hitchler et al., 2006; Y. Huang et al., 1999) posttrans-

lationale Modifizierungen auf, die die Enzymaktivität verändern (Furukawa & O'Halloran, 

2006). Insbesondere führen bei erhöhten RNS-Niveaus im Rahmen von OS Nitrierung im akti-

ven Zentrum der SOD2 zur Inaktivierung des Enzyms (Yamakura et al., 1998). 

Ein weiterer, elementarer Bestandteil des Abwehrsystems gegen OS stellt die Katalase dar, die 

Millionen von H2O2 Molekülen (~107 M/s) in einer Sekunde zu H2O und ½ O2 entgiftet (Young 

& Woodside, 2001). Die Katalase kann ebenfalls Peroxynitrit abbauen (Heinzelmann & Bauer, 

2010). Das Häm-enthaltene Protein gehört zu der Gruppe der Peroxidasen (Löffler et al., 2007) 

und besteht aus vier gleichgroßen Untereinheiten, die meistens ein Tetramer bilden (Kirkman 

& Gaetani, 1984). Die Katalase ist sehr stabil und resistent gegenüber Proteolysen (Goyal & 

Basak, 2010). Bei ubiquitärer Expression ist es auf zellulärer Ebene v. a. in Peroxisomen zu 

finden, wobei geringere Mengen auch im Zytosol, in Lysosomen und in Mitochondrien lokali-

siert sind (Cadet & Brannock, 1997; Walton et al., 2017). Trotz einer verhältnismäßig geringen 

Konzentration im Gehirn, hat die Katalase in in vitro Experimenten effektiv eine Neurodege-

neration inhibiert (Busciglio & Yankner, 1995; Mann et al., 1997). Die Expression wird vor-

nehmlich auf Transkriptionsebene reguliert. Die Katalase unterliegt jedoch ebenfalls posttrans-

lationalen und posttranskriptionellen Modifizierungen, wobei durch Phosphorylierung die ka-

talytische Aktivität um das 4-5fache gesteigert werden kann (Rhee et al., 2005). Weitere Fak-

toren sind genetische Veränderungen sowie epigenetische Modifizierungen wie Histon-

Deacetylierung und DNS-Methylierung (Goyal & Basak, 2010). Im Spezifischen wurden durch 

ROS-Exposition Methylierungen an spezifischen CpG-Inseln in Promotorregionen der Kata-

lase festgestellt, die zu einer verminderten Expression führen (Min et al., 2010; Quan et al., 

2011).  
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Abb. 4: Zelluläres antioxidatives Abwehrsystem und der Nrf-2-ARE-Signalweg 

Darstellung der wichtigsten zellulären Reaktionen zur Entstehung und Beseitigung von ROS, 

die u. a. die enzymatischen Reaktionen der Katalase, SOD1, SOD2 sowie der GPX beinhalten. 

Des Weiteren wird der Nrf-2-ARE-Signalweg abgebildet, der zur Induktion der Transkription 

von antioxidativen Enzymen führt. ETC: Elektronentransportkette, GSH: reduziertes Gluta-

thion, GSSG: oxidiertes Glutathion. Erstellt und modifiziert nach Chen et al. (2014); Löffler et 

al. (2007); Rupérez et al. (2014).  

Antioxidantien als Abwehr gegen reaktive Moleküle  

Neben dem enzymatischen, antioxidativen System existieren viele antioxidative Substanzen 

wie Vitamin A, C, E, Glutathion, Zink und Polyphenole, die als direkte Abwehr ROS eliminie-

ren. Das fettlösliche Vitamin E, auch α-Tocopherol genannt, entschärft Peroxylradikale im Rah-

men von Lipidperoxidationen, was zum Sistieren dieser Reaktionskette führt. Das dabei ent-

standene Tocopherolradikal wird durch Vitamin C, auch Ascorbat genannt, regeneriert. Die 

Zelle nutzt Ascorbat ebenfalls zur Regeneration von Glutathion (Löffler et al., 2007; Uttara et 

al., 2009). Glutathion wird intrazellulär synthetisiert, kommt im Zytosol vor und ist das häu-

figste zelluläre Antioxidans. Da es durch die Membran transportiert werden kann, ist es ebenso 

in Organellen vorzufinden wie in Mitochondrien oder im endoplasmatischen Retikulum (Lash, 

2006; Meister & Anderson, 1983). Das reduzierte Glutathion (GSH) deaktiviert reaktive Mole-

küle wie Peroxidverbindungen, indem es von diesen oxidiert wird. Diese Reaktion wird durch 

die GPX katalysiert. Das entstandene oxidierte Glutathion (GSSH) wird durch die Glutathion-

Reduktase regeneriert (Löffler et al., 2007). Erhöhungen des Cholesterolgehalts in der mito-

chondrialen Membran, wie es in NP-C zu sehen ist, führen durch Transportstörungen von 

Glutathion zu Schädigung mitochondrialer Funktionen (Hunter et al., 1964; Marí et al., 2008). 
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Des Weiteren sind Phenole wirksame exogene Antioxidantien, wozu Flavonoide zählen (Bors 

& Saran, 1987; Cotelle et al., 1996). Zu den antioxidativ wirksamsten Flavonoiden gehören 

Quercetin und Kaempferol, die in Pflanzen, Gemüse und Obst vorkommen (Liu, 2013). 

Quercetin fängt durch eine hohe Anzahl an Hydroxylresten (Anhang Abb. 36) ROS und RNS, 

im Speziellen auch Peroxynitrit, direkt ab (Heim et al., 2002). Zusätzlich aktiviert Quercetin 

den Nrf-2-ARE-Signalweg, wodurch die Expression von antioxidativen Enzymen wie die Ka-

talase und die SOD2 steigt. Ebenfalls wird das intrazelluläre Glutathion erhöht (Arredondo et 

al., 2010; Kumar et al., 2016; Myhrstad et al., 2002). Studien zeigen eine neuroprotektive Wir-

kung von Quercetin. Insbesondere im murinen Modell der neurodegenerativen Erkrankung 

Morbus Alzheimer verbessert es die typische Pathologie. Daneben wird eine tumorsuppressive 

und antiinflammatorische Wirkung beschrieben sowie eine Senkung des Serum LDL-Spiegels 

in Ratten (Costa et al., 2016; Russo et al., 2012; Sabogal-Guáqueta et al., 2015). Wenngleich 

es als etwas schwächer antioxidativ wirksam im Vergleich zu Quercetin gilt, fängt Kaempferol 

(Anhang, Abb. 36) ebenfalls direkt freie Radikale ab. Daneben aktiviert auch Kaempferol den 

Nrf-2-ARE-Signalweg. Zusätzlich zeigen Studien, dass Kaempferol die durch H2O2 induzierte 

Apoptose inhibiert (Heim et al., 2002; Kumar et al., 2016). Die Arbeitsgruppe von Li et al. 

(2013) beschreibt den inhibierenden Effekt von Kaempferol auf Lipidakkumulationen mit kon-

sekutiver Senkung der Serum LDL Konzentration (Ochiai et al., 2016). 

1.2.3 Konsequenzen des Überschusses an ROS und RNS auf zellulärer Ebene 

Wenn mehr reaktive Moleküle vorhanden sind, als vom antioxidativen Abwehrsystem abgebaut 

werden können, wird von OS gesprochen. Unabhängig von der zellulären Lokalisation, der Art 

oder der Konzentration des jeweiligen reaktiven Moleküls kann dies zur Aktivierung von Sig-

nalwegen oder zu Veränderungen von Makromolekülen führen. Die Signalwege beinhalten eine 

Adaptation an erhöhte ROS- oder RNS-Niveaus, die Verstärkung von proliferativen und proin-

flammatorischen Signalwegen, Veränderungen im axonalen Transport sowie eine Induktion 

von Apoptose (Bulua et al., 2011; Schieber & Chandel, 2014; Uttara et al., 2009). Einige dieser 

Aspekte sind ebenfalls in NP-C zu beobachten. So zeigen Gehirne von NPC-defizienten Mäu-

sen deutliche Entzündungszeichen (Shin et al., 2019) und apoptotische Vorgänge (Klein et al., 

2011). Zudem ergaben sich sowohl im murinen als auch im human neuralen Modell von NP-

C-Veränderungen im zellulären Transport (Liedtke et al., 2022; Roney et al., 2021). 

Neben der Aktivierung von Signalwegen oxidieren reaktive Moleküle zelluläre Makromoleküle 

wie Kohlenhydrate, Proteine, Lipide und die DNS. Die dabei entstehenden Nebenprodukte sind 

häufig toxisch für die Zelle (Bland, 1978; Löffler et al., 2007). Der als Lipidperoxidation be-

zeichnete Prozess bedeutet das Attackieren von Lipiden durch reaktive Moleküle, wovon 



 1 Einleitung 16 

 

insbesondere ungesättigte Fettsäuren betroffen sind, aus denen größtenteils die Phospholipide 

der Membranen im Gehirn bestehen. Die durch die ausgelöste Kettenreaktion entstehenden Li-

pide sind stark in ihren funktionellen Eigenschaften verändert (Löffler et al., 2007). In der lyso-

somalen Speichererkrankung NP-C sind ebenfalls als potentielle Folge von zellulärem OS Li-

pidperoxidationen zu finden (Ribas et al., 2012). Diese treten ubiquitär in der Zelle auf und 

führen durch die Zerstörung der Membranen zur Schwellung mit anschließender Lyse von Mi-

tochondrien, Mikrosomen und Lysosomen. Des Weiteren reagieren Lipidperoxide direkt mit 

Proteinen und inaktivieren bzw. degradieren diese (Bland, 1978). Proteine sind besonders sen-

sibel für ROS und RNS v. a. an Tyrosyl- und Cysteinresten. Es kann zu direkten Modifikationen 

im aktiven Zentrum führen oder durch Veränderungen der Raumstruktur der Proteine deren 

Aktivität ändern (Löffler et al., 2007). Durch Inaktivierung von Schlüsselenzymen beeinflusst 

dies maßgeblich den Energiestatus der Zelle (Buchczyk et al., 2003; Sultana, Boyd-Kimball, et 

al., 2006). Zusätzlich kommt es zur Verstärkung des OS durch Nitrierungen an Enzymen des 

antioxidativen Abwehrsystems, wie die SOD2, sowie an mitochondrialen Enzymen. Die her-

vorgerufenen, mitochondrialen Dysfunktionen führen wiederum zur vermehrten ROS-Produk-

tion (Sultana, Perluigi, et al., 2006; Turko et al., 2003; Yamakura et al., 1998). Darüber hinaus 

greifen die reaktiven Moleküle direkt die DNS und RNA an, wodurch Strangbrüche, Fehlpaa-

rungen und Mutationen induziert werden (Löffler et al., 2007). Zur Verhinderung der Ausbrei-

tung von Mutationen werden DNS-Reparaturmechanismen aktiviert. Bei zu großem Schaden 

der DNS werden pro-apoptotische Signalwege induziert (Hepel & Andreescu, 2015; Marnett et 

al., 2003). In humanen, NPC-defizienten neuralen Zellen konnten ebenfalls erhöhte Apoptose-

marker gesehen werden (S. E. Lee et al., 2020), was mit dem beobachteten progressiven Verlust 

von insbesondere im Kleinhirn lokalisierten Purkinjezellen einhergehen könnte (Rabenstein et 

al., 2018).  

1.3 Oxidativer Stress in neurodegenerativen Erkrankungen 

Das Nervensystem spielt eine besondere Rolle bei der Betrachtung von OS, da insbesondere 

Neurone besonders anfällig für OS induzierte Schäden durch anatomische und metabolische 

Faktoren sind. Im Gehirn befindet sich im Vergleich zu anderen Organen viel O2 wegen des 

enorm hohen Energieumsatzes, was durch eine hohe Aktivität der Atmungskette mit einer ge-

steigerten Produktion von reaktiven Molekülen einhergeht. Hinzu kommt die hohe Anzahl an 

Neurotransmittern, deren Metabolismus ebenfalls zur Produktion von ROS führt (Uttara et al., 

2009). Dabei stellen die in einer hohen Anzahl vorkommenden, ungesättigten Fettsäuren inner-

halb der Myelinscheide (Rapoport et al., 2007) einen Angriffspunkt für die als Lipidperoxida-

tion bezeichnete oxidative Modifikation dar. Diese Tatsachen zusammen mit dem relativ 
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gesehen geringen Maß an antioxidativen Abwehrmechanismen intrazerebral erklärt, warum 

insbesondere in neurodegenerativen Erkrankungen OS einen elementaren Bestandteil der Pa-

thogenese darstellt (Cadet & Brannock, 1997; Uttara et al., 2009). Da differenzierte Neurone 

und Gliazellen postmitotische Zellen sind, verlassen sie den Zellzyklus und befinden sich somit 

in der G0-Phase, weshalb durch OS induzierte DNS-Schäden über die Zeit akkumulieren. Zu 

große zelluläre Schäden führen zum Zelltod und somit zum progressiven Verlust von Neuronen, 

kurz zur Neurodegeneration (Cadet & Brannock, 1997; Lin & Beal, 2006), sowie zur reaktiven 

Gliose (Groeger et al., 2012). Jedoch ist es schwer zu differenzieren, ob OS die Ursache oder 

die Folge der Neurodegeneration ist (Gan & Johnson, 2014).  

Neurodegenerative Erkrankungen umfassen eine heterogene Gruppe, die OS als gemeinsamen 

Pathogenitätsmechanismus aufweisen. So sind im Morbus Parkinson mitochondriale Dysfunk-

tionen neben Akkumulationen von Proteinaggregaten als Quelle von ROS zu sehen (Banerjee 

et al., 2010; Devi et al., 2008), wobei der entstandene OS in einer Degeneration von dopami-

nergen Neuronen mündet (Deas et al., 2016). Einen weiteren Ursprung von OS stellen Defekte 

im antioxidativen Abwehrsystem dar. Dessen Funktion ist, durch die Elimination von reaktiven 

Metaboliten, die Aufrechterhaltung der Balance des Auf- und Abbaus von ROS und RNS. Da-

bei spielt beispielsweise die Störung der SOD1 im Morbus Parkinson eine wichtige Rolle in 

der gestörten Beseitigung von ROS (Trist et al., 2017) äquivalent zur genetisch determinierten 

Form der amyotrophen Lateralsklerose (ALS), die Mutationen im SOD1-Gen besitzen kann. In 

ALS sind neben einer gestörten Autophagie (An et al., 2014), wie es auch in NP-C gezeigt 

wurde (Liedtke et al., 2022), ebenfalls mitochondriale Dysfunktionen zu beobachten (Lopez-

Gonzalez et al., 2016). Beides geht mit einem erhöhten Maß an OS einher. Darüber hinaus 

zeigen Studien an neuronalem Gewebe von ALS-Patienten erhöhte oxidative Schäden an Pro-

teinen, Lipiden und der DNS, was zu einem Verlust von Motoneuronen führt (Cunha-Oliveira 

et al., 2020; Ferrante et al., 1997). Die Neurotoxizität von OS ist ebenfalls in der neurodegene-

rativen Erkrankung Morbus Alzheimer zu beobachten. Neben dem direkten Marker von OS, 

der Bestimmung der ROS-Formation (Yatin et al., 1999), sind wie bei ALS oxidative Schäden 

an Makromolekülen zu beobachten (Sultana, Boyd-Kimball, et al., 2006). Zusätzliche Verän-

derungen verschiedener antioxidativer Enzyme geben einen weiteren Hinweis auf OS (Lovell 

et al., 1995), der wie in den anderen, beschriebenen neurodegenerativen Erkrankungen in dem 

progressiven Verlust von Neuronen endet (Butterfield et al., 2002). 

1.3.1 Oxidativer Stress in Morbus Niemann-Pick Typ C 

NP-C als neurodegenerative Erkrankung beschreibt eine progressive Degeneration v. a. von 

Purkinjezellen des Kleinhirns (Kavetsky et al., 2019; Rabenstein et al., 2018) sowie eine 
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reaktive Gliose (Cologna et al., 2014; Peter, Rost, et al., 2017). OS als wichtiger Einflussfaktor 

in dem pathophysiologischen Mechanismus der für NP-C typischen neuralen Veränderungen 

ist naheliegend. Eine Zusammenführung potentieller Einflussfaktoren und Folgen von OS in 

NP-C sind der Abb. 5 (siehe S. 20) zu entnehmen. Sowohl direkte Marker als auch indirekte 

Hinweise wie oxidierte Makromoleküle innerhalb von NPC-defizienten Zellen wurden in ver-

schiedenen in vivo und in vitro Modellen nachgewiesen und lassen auf eine essentielle Rolle 

von OS in der Krankheitsentstehung und -progression schließen (Kennedy et al., 2014; Klein 

et al., 2011; Vilaça et al., 2018; Zampieri et al., 2009). 

In neuronalen, murinen Zellen sind erhöhte ROS-Werte und eine gesteigerte Fraktion an Nit-

rotyrosin als direkte OS-Parameter zu sehen, die zur Oxidierung von Biomolekülen wie Prote-

inen führen. Ähnliche Ergebnisse zeigen Studien mit Hippocampi von Ratten, die mit U18666A 

behandelt wurden. U18666A induziert dabei als NPC1-Inhibitor den NP-C1-Phänotypen (Klein 

et al., 2011; Marín et al., 2014). Eine Ursache für die erhöhten Werte an reaktiven Spezies und 

somit für die neuronalen Beeinträchtigungen von NP-C sind Mitochondriendefekte. So konnten 

in neuralen NPC-1-defizienten Mauszellen neben morphologischen Veränderungen auch ein 

reduziertes mitochondriales Membranpotential und eine verminderte ATP-Synthese als Folge 

von einer gestörten Atmungskette festgestellt werden (Yu et al., 2005). Eine mögliche Erklä-

rung dieser Beobachtungen ist auf die veränderte zelluläre Cholesterolhomöostase zurückzu-

führen, die durch die Funktionsstörung des NPC1- oder NPC2-Proteins verursacht wird und zu 

einem erhöhten Cholesterolspiegel in der mitochondrialen Membran führt (Marí et al., 2006; 

Yu et al., 2005). Das geht zum einen mit einer direkten Erhöhung von ROS durch eine gestörte 

Atmungskette einher und zum anderen mit Transportstörungen von Glutathion als starkem zel-

lulären Antioxidans. So ist im murinen NPC-Modell ein reduziertes Niveau an mitochondria-

lem Glutathion (mGSH) zu detektieren (Torres et al., 2017). Eine verminderte Katalase-Akti-

vität und weitere Störungen der Funktionen von Peroxisomen verstärken diese Dysbalance zwi-

schen Auf- und Abbau von reaktiven Spezies noch mehr (Schedin et al., 1997).  

Als weitere Veränderung im antioxidativen Abwehrsystem weisen Erhöhungen der SOD1- und 

SOD2-Expression in Kleinhirnlysaten von NPC1-/--Mäusen auf eine Kompensation von OS hin 

(Kennedy et al., 2013). Dieser kompensatorische Mechanismus könnte über den Nrf-2-ARE-

Signalweg ablaufen, der im murinen NPC1-defizienten Modell ebenfalls gesteigert ist (Klein 

et al., 2011). Neben GSH stellt Vitamin E ein weiteres wichtiges Antioxidans der Zelle dar. In 

NP-C zeigt sich jedoch eine verminderte zytosolische Bioverfügbarkeit des lipophilen Vitamins 

durch eine Akkumulation in Lysosomen (Vázquez et al., 2012). Eine der beschriebenen Kon-

sequenzen von OS ist die Apoptose, die mehrfach in in vivo Modellen von NP-C nachgewiesen 
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wurde (Alvarez et al., 2008; Klein et al., 2011; Wu et al., 2005). Des Weiteren erfolgte in ver-

schiedenen in vitro Studien mehrfach der Nachweis von OS in NP-C. Neben erhöhten ROS-

Werten in NPC1-defizienten Hefe- und Neuroblastomzellen sind auch bei NPC1-defizienten 

CHO-Zellen (chinesische Hamsterovarzellen) Unterschiede im antioxidativen Abwehrsystem 

zu finden. Zum einen ist die SOD-Aktivität erhöht, zum anderen sind sowohl der GSH-Gehalt, 

als auch die Katalase-Aktivität vermindert (Dominko et al., 2020; Vilaça et al., 2014; Zampieri 

et al., 2009). Wie im NP-C-Mausmodell bereits herausgestellt wurde, ist der mitochondriale 

Cholesterolgehalt aufgrund einer Störung der Cholesterolhomöostase erhöht, was auch in 

NPC1-defizienten CHO-Zellen zu sehen ist. Dies könnte durch eine verminderte NPC1-Funk-

tion in Lysosomen auf eine kompensatorische Erhöhung des Proteins metastatic lymph node 64 

(MLN64) zurückzuführen sein. Außerdem wird ein NPC1 unabhängiger Cholesteroltransport 

durch MLN64 und NPC2 von Lysosomen bzw. späten Endosomen zu Mitochondrien angenom-

men. Die dadurch entstehenden mitochondrialen Dysfunktionen führen zu OS (Balboa et al., 

2017; Charman et al., 2010; Kennedy et al., 2014). Bei der Betrachtung von NP-C1-Patienten-

proben sind ähnliche Veränderungen des antioxidativen Abwehrsystems zu sehen. Liquorbe-

stimmungen ergeben einen verminderten Gehalt an Glutathion-S-Transferase sowie eine er-

höhte SOD1-Konzentration (Cologna et al., 2012).  

Im Plasma einer Kohorte von 37 NP-C1-Patienten war eine reduzierte antioxidative Kapazität 

messbar mit einem Mangel an reduziertem Koenzym Q10 (Ubichinol), welches innerhalb der 

Atmungskette als Elektronen- und Protonenüberträger dient (Fu et al., 2010). Des Weiteren sind 

im Plasma von NPC1-Patienten vermehrt Lipidperoxidationen und Proteinoxidationen als 

Folge von OS beschrieben (Ribas et al., 2012). Das am häufigsten genutzte in vitro Modell 

umfasst von Patienten stammende Fibroblasten mit unterschiedlichen NPC-Mutationen. Hierin 

zeigen die NPC1-defizienten Fibroblasten erhöhte ROS-Niveaus sowie eine resultierende Oxi-

dation von Lipiden (C. Chung et al., 2016; Zampieri et al., 2009). Wie auch in den anderen NP-

C Modellen beobachtet, sind in Fibroblasten Veränderungen im antioxidativen Abwehrsystem 

zu sehen. Hierbei wird neben einer beeinträchtigten Expression von Genen, die mit einer er-

höhten Produktion von ROS assoziiert sind, insbesondere eine verminderte Katalase-Aktivität 

beschrieben (Rauniyar et al., 2015; Reddy et al., 2006; Zampieri et al., 2009). Bezüglich NP-

C2 sind bislang nur wenige Daten über OS vorhanden. Analog zu NP-C1 ist als Ausdruck von 

Störungen der Cholesterolhomöostase ein erhöhter Gehalt an mitochondrialem Cholesterol in 

NPC2-defizienten CHO-Zellen zu beobachten sowie eine Aktivierung des Nrf-2-ARE-Signal-

wegs (Kennedy et al., 2014), was eine kompensatorische Erhöhung von antioxidativen Enzy-

men zur Folge hätte. In NPC2-/--human embryonic kidney- (HEK) Zellen sowie in den hier 
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verwendeten, NPC2-defizienten NDZs aus Patienten-spezifischen iPS sind mitochondriale 

Veränderungen zu sehen (Liedtke et al., 2022; Y. H. Wang et al., 2018), ohne dass OS als 

dessen Folge direkt untersucht wurde. 

 
Abb. 5: Oxidativer Stress in NP-C 

Abgebildet sind potentielle Einflüsse auf die Entstehung von OS und dessen Folgen in einer 

NPC-defizienten Zelle. Dabei wird angenommen, dass das in Lysosomen akkumulierte Cho-

lesterol zu Mitochondrien transportiert wird mit resultierenden, mitochondrialen Dysfunktio-

nen. Weitere Einflüsse stellen die verminderte zytosolische Bioverfügbarkeit von Vitamin E 

und eine verminderte Katalase-Aktivität in Peroxisomen dar. Die erhöhten ROS-Werte führen 

konsekutiv zur Aktivierung von pro-apoptotischen Signalwegen. Symbole: grüner ↑ zeigt = 

Erhöhung/ Aktivierung an; roter ↓ = Verminderung/ Inhibition. Modifiziert nach Vázquez et 

al., 2012.  
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1.4 Zielstellung 

Im Morbus Niemann-Pick Typ C stellt oxidativer Stress einen essentiellen Faktor im Rahmen 

des pathophysiologischen Mechanismus dar. Trotz der Vielzahl der vorhandenen Studien zu 

dieser Thematik mit diversen Modellen liegen bisher nur wenige Studien vor, in denen NP-C-

Patienten-spezifische Zellen verwendet wurden, ausgenommen der Fibroblasten. Insbesondere 

in humanen, neuralen Zellmodellen wurden zum derzeitigen Kenntnisstand keine Untersuchun-

gen des OS in NP-C unternommen. Daher war es das Ziel dieser Arbeit, verschiedene Merk-

male von OS in neural differenzierten Zellen des NP-C sowie den Einfluss des zellulären anti-

oxidativen Abwehrsystems zu untersuchen. Ein besonderes Augenmerk galt hierbei den Schlüs-

selenzymen: der Superoxid-Dismutase und der Katalase. 

Diese Untersuchungen wurden aufgrund der pathophysiologischen Ähnlichkeiten sowohl für 

NPC1- als auch für NPC2-defiziente neurale Zellen durchgeführt.  

Zudem wurden antioxidative Substanzen auf ihre Wirksamkeit, den OS zu senken und den zel-

lulären Phänotyp des NP-C zu mildern, getestet. Flavonoide zählen zu potenten, exogenen An-

tioxidantien, die in vielfältigen Studien zu diversen Erkrankungen durch die Linderung von OS 

Vorteile lieferten. Somit wurden als potentielle therapeutische Strategie des NP-C im Hinblick 

auf OS die Flavonoide Quercetin und Kaempferol untersucht.  

Für die Bearbeitung dieser Fragestellungen wurden Veränderungen der ROS-Werte sowie die 

SOD-Aktivität bestimmt. Mithilfe des Western Blots erfolgte die Ermittlung der Proteinexpres-

sion von nitrierten Proteinen sowie der Enzyme SOD1, SOD2 und der Katalase, deren Expres-

sion ebenfalls mittels RT-qPCR auf Transkriptionsebene bestimmt wurde. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Zellkultur 

Alle Zellkulturarbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen an einer Sicherheitswerkbank 

(Nunc™ Safeflow 1.2 Sicherheitswerkbank, Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold, DE) unter 

laminarem Luftstrom durchgeführt. Sämtliche Verbrauchsmaterialien wurden steril geliefert 

und wie auch alle anderen verwendeten Materialien vor Einbringen unter die Sicherheitswerk-

bank mit 70 %igem Ethanol desinfiziert. Mehrgebrauchsmaterialien aus hitzebeständigem Glas 

oder Plastik sowie Flüssigkeiten wurden vor dem Gebrauch durch Autoklavieren bei 121 °C 

für 20 Minuten sterilisiert. Des Weiteren erfolgte die Kultivierung der Zellen stets unter Zugabe 

von 0,5 % Penicillin/ Streptomycin (Tab. 7, siehe Anhang S. XV). Jegliche Medien wurden vor 

dem Gebrauch in der Zellkultur im Wasserbad bei 37 °C erwärmt. Die Inkubation der Zellkul-

turen erfolgte stets in einem CO2 -Inkubator bei 37 °C, 5 % CO2, 20 % O2 und 90 % Luftfeuch-

tigkeit. Soweit nicht anders angegeben, sind sämtliche Materialen in den Tab. 7, Tab. 8 und 

Tab. 13 (Anhang, S. XV, XVII, XXI) aufgelistet. 

2.1.1 Verwendete Zelllinien und Zellkulturmedien 

Die im Rahmen dieser Doktorarbeit genutzten, neural differenzierten Zellen (NDZs) entwickeln 

sich aus neuralen Progenitorzellen (NPZs), die aus Patienten-spezifischen induzierten pluripo-

tenten Stammzellen (iPS) abstammen. Der Prozess der viralen Reprogrammierung Patienten-

spezifischer Fibroblasten zu iPS sowie die Aufreinigung nach dem neuralen Oberflächenmarker 

PSA-NCAM+ (Polysialylated-neural cell adhesion molecule) erfolgte im Vorfeld durch die Ar-

beitsgruppe „Zelluläre Neurophysiologie“ der Sektion für Translationale Neurodegeneration 

“Albrecht Kossel“. Die Charakterisierung der verwendeten Zelllinien ist in Peter, Trilck, et al. 

(2017), Trilck et al. (2013, 2016) und in Völkner et al. (2019) zu finden. Durch eine Kultivie-

rung im Proliferationsmedium (Tab. 2), das die Wachstumsfaktoren EGF und FGF2 enthält, 

wurden die NPZs als Dauerkultur im Stadium mit hoher Proliferationsrate gehalten. Durch Ent-

zug der Wachstumsfaktoren für mindestens 40 Tage erfolgte eine Differenzierung zu NDZs, 

wobei alle drei Tage ein Wechsel des Differenzierungsmediums (Tab. 2) erfolgte. In Tab. 1 

sind die verwendeten Zelllinien der NDZs zu finden, wobei eine Kontrolle und 3 NPC1-Mu-

tanten sowie eine NPC2-Mutante verwendet wurde. Die unterschiedlichen NPC1-Mutationen 

wurden als Mutation A (Mut A) für c.3182 T>C, Mutation B (Mut B) für c.1836 A>C/ c.1628 

delC und Mutation C (Mut C) für c.1180 T>C benannt. Des Weiteren wurde die verwendete 

NPC2-Mutation mit NPC2 abgekürzt.  
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Tab. 1: Verwendete Zelllinien 

Zelllinie Erkrankung Mutation Protein Spenderalter/ 

Geschlecht 

Kontrolle - - - 8 Jahre/ 

männlich 

Mutation A 

(Mut A) 

NP-C1 c.3182 T>C p. I1061T unbekannt/ 

männlich 

Mutation B 

(Mut B) 

NP-C1 c.1836 A>C/ 

c.1628 delC 

p. E612D/ 

p. P543Rfs*20 

1 Jahr/ 

männlich 

Mutation C 

(Mut C) 

NP-C1 c.1180 T>C p. Y395H unbekannt/ 

männlich 

NPC2 NP-C2 

 

c.58 G>T/ 

c.140 G>T 

p. E20X/ 

p. C47F 

unbekannt/ 

männlich 

Tab. 2: Verwendete Zellkulturmedien 

Bezeichnung Zusammensetzung 

Sheridan -GF 

(Differenzierungsmedium) 

60 % DMEM 

40 % DMEM/F-12 

0,5 % Penicillin/Streptomycin 

1x B27 

Sheridan+GF 

(Proliferationsmedium) 

Sheridan -GF  

20 ng/ml FGF2 

20 ng/ml EGF 

Phenolrotfreies Medium 
Phenolrotfreies DMEM (1X) 

1 mM Pyruvat 

1 % Penicillin/ Streptomycin 

2.1.2 Kultivierung und Differenzierung der neuralen Progenitorzellen 

Alle verwendeten Zellkulturplatten wurden zuvor mit Poly–L-Ornithin (PLO) und Laminin be-

schichtet. Diese extrazellulären Matrixbestandteile erleichtern die Adhäsion der Zellen am Bo-

den der Zellkulturplatten. Für die Beschichtung wurden 1 ml/ 6-Well und 0,5 ml/ 24-Well PLO 

(15 µg/ml in PBS-/-) zugefügt mit einer folgenden Inkubationszeit von einer Stunde bei Raum-

temperatur (RT). Im Anschluss erfolgten zwei Waschschritte der Zellkulturplatten mit PBS-/-, 
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woraufhin die Platten mit 1 ml/ 6-Well und 0,5 ml/ 24-Well Laminin (10 µg/ml kaltem 

DMEM/F-12) für eine Stunde bei 37 °C inkubiert wurden. Bis zur anschließenden Verwendung 

in der Zellkultur wurden die Zellkulturplatten bei 4 °C gelagert und vor Gebrauch im CO2-

Inkubator auf 37 °C aufgewärmt.  

Auftauen und Kultivierung der neuralen Progenitorzellen  

Jeweils zwei Millionen der NPZs wurden bis zur weiteren Verwendung in 1,7 ml Proliferati-

onsmedium mit 10 % DMSO gelöst und in flüssigem Stickstoff aufbewahrt, was als Kryokon-

servierung bezeichnet wird. Nach der Entnahme aus dem flüssigen Stickstoff wurden die Zellen 

für drei Minuten im Wasserbad bei 37 °C erwärmt und anschließend tröpfchenweise zu den 

bereits vorgelegten 9 ml Proliferationsmedium in einem 15 ml Zentrifugationsröhrchen über-

führt. Danach erfolgte ein Zentrifugationsschritt der Zellsuspension mit 300 x g für fünf Minu-

ten. Nach Absaugen des Überstandes wurde das Zellpellet erneut in 1 ml Proliferationsmedium 

gelöst. Die Zellzählung erfolgte durch Zugabe von 50 µl der Zellsuspension in 10 ml CASY®ton 

(Roche, Mannheim, DE) mit anschließender Bestimmung der Zellzahl pro Milliliter mithilfe 

des Zellzählers CASY® (Roche, Mannheim, DE). Für die Dauerkultur wurden pro 6-Well-Zell-

kulturplatte eine Million Zellen ausgesät und bis zur weiteren Verwendung im CO2-Inkubator 

gelagert. Beim Erreichen einer Konfluenz von 95-99 % wurden die NPZs zum einen weiter als 

Dauerkultur passagiert und zum anderen zur Differenzierung ausgesät (Abb. 6). Nach einem 

initialen Waschschritt mit 1 ml HBSS wurden die Zellen mit 0,5 ml Accutase bei 37 °C für drei 

bis fünf Minuten inkubiert. Nach der Inkubationszeit erfolgten ein Abstoppen der enzymati-

schen Reaktion mit 1 ml Proliferationsmedium sowie der zuvor beschriebene Zentrifugations-

schritt mit anschließender Zellzählung. Anhand der ermittelten Zellzahl wurden erneut NPZs 

in Proliferationsmedium als Dauerkultur ausgesät. Die NPZs wachsen als adhärente, kleine Zel-

len flächig am Boden der Zellkulturplatten. Als Zeichen der hohen Proliferationsrate fällt bei 

Betrachtung der NPZs ein großer Zellkern mit mehreren Nukleoli auf. Für die neurale Diffe-

renzierung erfolgte die Aussaat der Progenitorzellen in Differenzierungsmedium. Die jeweils 

verwendeten Zellzahlen für die Aussaaten sind der Tab. 3 zu entnehmen. Nach mindestens 40 

Differenzierungstagen liegt eine Mischkultur aus Neuronen und Gliazellen vor (Liedtke, 

Völkner & Jürs et al., 2021; Trilck et al., 2017). Auffällig ist, dass die Zellkörper der Neurone 

klein sind und sich zu Sphären zusammenlagern. Durch die vielen dünnen Ausläufer weisen 

diese eine hohe Interkonnektivität auf. Die Gliazellen sind durch Abgabe von trophischen Fak-

toren wichtig für die Neurone, insbesondere für die Differenzierung dieser. (Giulian et al., 

1993) Diese lassen sich durch einen größeren, flächigen Zellkörper mit dickeren Ausläufern im 

Vergleich zu Neuronen erkennen und liegen unter diesen. Zum Teil sind weiße, kleine Punkte 
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auf der Zellkultur zu sehen, die tote Zellen darstellen, ohne dass Unterschiede der Viabilität 

zwischen Zelllinien gemacht werden können. In Abb. 6 ist die typische Morphologie der NPZs 

und NDZs aller verwendeten Zelllinien anhand von lichtmikroskopischen Aufnahmen zu er-

kennen. Hierbei sind keine morphologischen Unterschiede zwischen der Kontrolle und den 

NPC-Mutanten auszumachen. Die nach 40 Differenzierungstagen entstandenen NDZs wurden 

im Anschluss für die jeweiligen Experimente geerntet, wobei Passagen zwischen acht und 

einundzwanzig gewählt wurden. 

Tab. 3: Aussaat-Schema 

Kulturgefäß Verwendung Zellzahl/ Well Medium 

6-Well Platte Dauerkultur 1,0 x 106 Proliferationsmedium 

6-Well Platte Differenzierung 0,4 x 106 Differenzierungsmedium 

24-Well Platte Differenzierung 80.000 Differenzierungsmedium 
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Abb. 6: Morphologie der NPZs und NDZs der verwendeten Zelllinien 

In der Abbildung sind repräsentative, lichtmikroskopische Aufnahmen der verwendeten Zellli-

nien dargestellt, wobei auf der linken Seite die NPZs und auf der rechten Seite die NDZs zu 

erkennen sind. Oben ist die Kontrolle zu sehen, gefolgt von den NPC1-Mutanten sowie einer 

NPC2-Mutante im untersten Bereich. Maßstab 100 µm.  
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2.1.3 Behandlung der NDZs mit Testsubstanzen 

Nach einer Differenzierungszeit von mindestens 40 Tagen erfolgte eine Behandlung der NDZs 

mit den Testsubstanzen Kaempferol und Quercetin, die entsprechend ihrer Molekularmassen in 

DMSO gelöst wurden (Tab. 4). 

Tab. 4: Verwendete Testsubstanzen 

Bezeichnung Hersteller Katalognummer 

Kaempferol Sigma Aldrich, St. Louis, US 60010 

Quercetin Sigma Aldrich, St. Louis, US Q4951 

Durch Literaturrecherche erfolgte eine Auswahl von Konzentrationen der Flavonoide, wobei 

75 µM und 150 µM bei Quercetin und 50 µM und 100 µM bei Kaempferol verwendet wurde 

(Chatterjee & Mustak, 2018; Costa et al., 2016; X. Li et al., 2013). Hierbei wurden die Stamm-

lösungen der Testsubstanzen auf die entsprechenden Konzentrationen im Differenzierungsme-

dium verdünnt, sodass mindestens eine 1:1000 Verdünnung vorhanden war. Die Behandlungs-

dauer wurde entsprechend der Literatur für beide Substanzen auf 24 Stunden festgelegt (Bao et 

al., 2017; Guo et al., 2017; Jembrek et al., 2018; Kumar et al., 2016). Als Kontrolle wurde stets 

eine DMSO-Kontrolle mitgeführt. Nach 24 Stunden wurde die jeweilige Testsubstanz durch 

einen Waschschritt entfernt und für die entsprechenden Experimente geerntet. Der schemati-

sche Ablauf der Zellkultivierung bis zur Zellernte wird anhand der Abb. 7 dargestellt. 

 

Abb. 7: Kultivierung und Behandlungsschema der Zelllinien 

Aus der NPZ Dauerkultur erfolgte eine Aussaat von NPZs. Nach mindestens 40 Tagen Diffe-

renzierung wurden die entstandenen NDZs für 24 Stunden mit den Testsubstanzen oder DMSO 

behandelt. Im Anschluss erfolgte die Ernte für die jeweiligen Experimente 

2.2 Western Blot 

Zur Detektion von Proteinen wurde die Western Blot Methode verwendet. Mithilfe einer SDS-

Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) erfolgte eine Auftrennung des in dem Gesamt-

zelllysat vorhandenen Proteingemisches nach Molekülmasse mit anschließender Transferie-

rung auf eine Nitrocellulose-Membran. Die Densitometrie diente als Mittel zur semiquantitati-

ven Erfassung des Zielproteingehalts. Die verwendeten Materialien und Lösungen sind in den 

Tab. 7, Tab. 8, Tab. 11, Tab. 12 und Tab. 13 (Anhang, siehe S. XV, XVII, XIX, XXI) zu finden, 

sofern nicht anders angegeben. 
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Zellernte 

Um aus den in 6–Well-Zellkulturplatten kultivierten NDZs ein Gesamtzelllysat herzustellen, 

wurden diese zunächst mit 0,5 ml PBS-/- gewaschen. Zum Ablösen der Zellen erfolgte eine 

Behandlung mit 0,5 ml Accutase (5 min; 37 °C), die mit 1 ml Differenzierungsmedium abge-

stoppt wurde. Nach anschließender Überführung in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß wurden die Zel-

len abzentrifugiert (15000 x g; 5 min; RT). Der Überstand wurde abgesaugt und das Zellpellet 

in 0,5 ml PBS-/- resuspendiert mit einem folgenden Zentrifugationsschritt (15000 x g; 5 min; 

RT). Nach Absaugen des Überstandes und einer Resuspendierung in 70 µl RIPA-Puffer zum 

Lysieren der Zellen wurden diese auf Eis schüttelnd für 30 Minuten inkubiert. Das Zelllysat 

wurde nochmals zentrifugiert (15000 x g; 25 min; 4 °C), wobei der Überstand in ein neues 1,5 

ml Reaktionsgefäß überführt und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert wurde. 

Proteinbestimmung 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration des Gesamtzelllysats erfolgte nach Smith et al. (P. 

K. Smith et al., 1985) mithilfe von Bichinonin-4-Carbonsäure (BCA), wofür das Pierce® BCA 

Protein Assay Kit (Thermo Scientific Inc. Waltham, US) verwendet wurde. Das Prinzip dieser 

Proteinbestimmung beruht auf zwei chemischen Reaktionen, die durch Komplexbildung zwi-

schen dem Protein und Kupferionen mit einem deterministischen Farbverlauf enden. Dieser 

wird im Anschluss photometrisch nachgewiesen. 

Zur Proteinbestimmung wurde das Zelllysat auf Eis aufgetaut und in einer 1:3 Verdünnung mit 

destilliertem, autoklaviertem H2O in 1,5 ml Reaktionsgefäßen angesetzt. Es wurden 10 µl der 

Probenverdünnung in Doppelbestimmung in eine 96–Well-Mikrotiterplatte überführt. Zur 

Quantifizierung des Proteingehalts wurde durch Verdünnung der im Kit enthaltenen BSA-

Stammlösung (2 mg/ml) mit H2O eine BSA-Standardreihe angefertigt. Hierfür wurden die Ab-

stufungen 0,0 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,6 mg/ml, 0,8 mg/ml und 1 mg/ml vorgenommen. 

Im Anschluss erfolgte eine Anfertigung einer Verdünnung des BCA-Reagenzes von Kompo-

nente A und B im Verhältnis 50:1, wobei jeweils 200 µl/ 96-Well dieser Lösung zugefügt wur-

den. Nach einer Inkubation auf einem Schüttler im Dunkeln (30 min; 37 °C) erfolgte eine Mes-

sung der 96-Well Platte anhand der Absorption bei 562 nm mit dem Plattenlesegerät Spark® 

unter Verwendung der Software SparkControl magellan (Tecan Group Ltd., Männedorf, CH) 

für die Proteingehaltsbestimmung. 
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SDS-PAGE und Western Blot 

Anhand des zuvor bestimmten Proteingehalts wurden die Zelllysate auf die gleiche Proteinmas-

senkonzentration mit autoklaviertem H2O verdünnt. Zusätzlich erfolgte zu den verdünnten Zell-

lysaten ein Zusatz von 5x Laemmli-Puffer im Verhältnis 1:5. Das Probengemisch wurde im 

Anschluss bei 95 °C schüttelnd für 5 Minuten erhitzt. Im weiteren Verlauf wurde das Proben-

gemisch zentrifugiert (22.000 x g; 1 min; 4 °C) und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C 

eingefroren.  

Mithilfe der SDS-PAGE wurden die Proteine des Proteingemischs anhand ihrer Molekülmasse 

aufgetrennt, wobei die Beweglichkeit der Proteine in dem Gel proportional zu dem Logarithmus 

der Molekülmasse ist. Für die Auftrennung wurden CriterionTM Precast Gele (4-15 % TRIS-

HCl, 18 Wells, Bio-Rad Laboratories GmbH, München, DE) verwendet, die in die passenden 

Elektrophoresekammern Criterion™ Cell (Bio-Rad Laboratories GmbH, München, DE) einge-

setzt wurden und mit 1x SDS-Elektrophoresepuffer als Laufpuffer gefüllt wurden. Die Taschen 

des Gels wurden mit 25 µl des zuvor zubereiteten Proteingemischs gefüllt, wobei als Laufkon-

trolle 2 µl des Proteinmarkers (Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standard, 2-250 kDa) mit-

geführt wurde. An dem PowerPac–System (Bio-Rad Laboratories GmbH, München, DE) er-

folgte ein Anschluss einer Spannung von 100 mV über fünf Minuten mit folgenden 300 mV 

über 30 Minuten. Für den anschließenden Proteintransfer wurden die aufgetrennten Proteinban-

den von dem SDS-Gel über das semidry-Blotverfahren auf eine Nitrocellulose-Membran über-

tragen. Hierfür wurde das Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad, München, DE) und die 

Trans-Blot Turbo Midi Nitrocellulose Transfer Packs (Bio-Rad, München, DE) genutzt. Nach 

Herausnahme des Gels aus der Kammer wurde das sogenannte Western Blot-Sandwich erstellt 

und die einzelnen Bestandteile in folgender Reihenfolge auf die Anode der Blot-Kassette ge-

legt: Gel–Blotting-Papier, Nitrocellulose-Membran, SDS-Gel und erneut Gel-Blotting-Papier. 

Durch Auflegen der Kathode wurde die Kammer verschlossen und ein elektrisches Feld ange-

legt (7 min; 2,5 A; 25 V).  

Immundetektion der Proteinbanden 

Mithilfe der Immundetektion wurden die Nitrotyrosinreste der verschiedenen Proteine nachge-

wiesen sowie die Proteine SOD1, SOD2, Katalase, als auch β-Aktin und GAPDH. Die verwen-

deten Antikörper inklusive der verwendeten Verdünnungen sind in den Tab. 9 und Tab. 10 

(Anhang, siehe S. XVIII, XIX) aufgelistet und wurden alle in 3 % BSA verdünnt. 

Initial erfolgte ein Waschschritt der Nitrocellulosemembran mit 1x TBS für 5 Minuten. Um 

freie unspezifische Proteinbindungsstellen zu blocken, wurde die Membran in 5 % BSA (gelöst 

in TBST) leicht schüttelnd inkubiert (1 h; RT). Über Nacht erfolgte bei 4 °C leicht schüttelnd 
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eine Inkubation der Membran mit den primären Antikörpern. Nach den darauffolgenden, drei-

maligen Waschschritten in TSBT für jeweils 5 Minuten bei Raumtemperatur wurde die Memb-

ran mit dem Primärantikörper gegen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) 

oder β-Aktin auf dem Schüttler inkubiert. Anschließend wurde die Membran erneut dreimal 

mit TBST bei RT leicht schüttelnd für jeweils fünf Minuten gewaschen, um folgend eine Bela-

dung mit den Sekundärantikörper (Tab. 10) vorzunehmen (1 h; RT; im Dunkeln). Abschließend 

erfolgten drei Waschschritte mit TBST (5 min; RT) und ein Waschschritt mit TBS (5 min; RT). 

Im Anschluss wurde die Membran bis zur Detektion mittels Fluorimeter zum Trocknen im 

Dunkeln auf Whatman Paper gelegt.  

Die durch Antikörper markierten Proteinbanden wurden mit Hilfe des Fluorimeters Odyssey® 

Infrared Imaging System (LI-COR® Biosciences, Lincoln, US) detektiert. Dabei betrugen die 

Intensitäten der Fluoreszenzsignale der Sekundärantikörper gegen die jeweils genannten Prote-

ine wie folgt: Kanal 800 gegen β-Aktin 2,0 und gegen Nitrotyrosin 4,0; Kanal 700 gegen SOD1 

2,5, gegen SOD2 3,0, gegen Katalase 4,0 und gegen GAPDH 1,0. Die Quantifizierung der Pro-

teinbanden erfolgte mit dem Programm Odyssey® Infrared Imaging System-Application Soft-

ware (Version 1.2.15, Li-COR® Biosciences, Lincoln, US). Für die Analyse der Proteine SOD1, 

SOD2 und Katalase wurde die Expression von β-Aktin als Normierung verwendet. Für die 

Western Blots mit Nitrotyrosin wurde das Verhältnis von nitrierten Proteinen berechnet, die 

sich auf der 18 oder 22 kDa (nSOD) Bande bzw. auf der 36 kDa (GAPDH) Bande befanden, 

unter Betrachtung bei einer Wellenlänge von 680 nm, und der SOD1 bei 18 kDa, SOD2 bei 22 

kDa oder GAPDH bei 36 kDa, unter Betrachtung bei einer Wellenlänge von 800 nm (Abb. 8).  

 
Abb. 8: Beispiel eines Western Blots gegen nitrierte Proteine 

Zur Bestimmung des nitrierten Anteils eines Proteins wurde das Verhältnis gebildet aus der 

Intensität des nitrierten Anteils bei einer Wellenlänge von 680 nm des untersuchten Proteins 

(A), hier bei 36 kDa für nGAPDH, und der Intensität des Proteins bei einer Wellenlänge von 

800 nm (B). Somit ist A/B = x, wobei x das aufgetragene Ergebnis in den Balkendiagrammen 

widerspiegelt. Dargestellt ist ein repräsentatives Beispiel einer Färbung mit Nitro-Tyrosin und 

GAPDH der Zelllinie Mut B.  
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2.3 Aktivitätsbestimmung der Superoxid-Dismutase 

Die Superoxid-Dismutase (SOD) katalysiert als Teil des enzymatischen, oxidativen Abwehr-

systems einer Zelle die Dismutation von Superoxidanionen (O2
-) zu Wasserstoffperoxid (H2O2) 

und molekularem Sauerstoff (O2) (Löffler et al., 2007). Der Nachweis der Superoxid-Dismutase 

dient der indirekten Aktivitätsbestimmung der SOD. 

Das Prinzip der Messung beruht auf einer WST-1-(2-(4-Iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-

disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium salt) Formation mit einer anschließenden kolori-

metrischen Messung. 

Durch das Zufügen von Xanthinoxidase (XO), die die Reaktion zwischen zwei Sauerstoffmo-

lekülen (O2) zu Wasserstoffperoxid (H2O2) und Superoxidanionen (O2
-) katalysiert, kommt es 

zu einer Anreicherung von Superoxidanionen. Diese reagieren über eine Reduktion des WST-

1 zu einem wasserlöslichen WST-1-Formazanfarbstoff und zwei molekularen Sauerstoffmole-

külen. Die WST-1-Formazanproduktion ist proportional zu der XO-Aktivität. Dabei erfolgt 

eine kompetitive Inhibierung der WST-1-Reduktion durch die SOD über die zuvor beschrie-

bene Reaktion der Superoxidanionen. Dadurch können über eine folgende Absorptionsmessung 

Rückschlüsse auf die SOD-Aktivität gezogen werden. Die verwendeten Materialien, Kits und 

Puffer sind sofern nicht anders angegeben in den Tab. 8, Tab. 11, Tab. 12 und Tab. 13 (Anhang, 

siehe S. XVII, XIX-XXI) verzeichnet. 

Zellernte zur Herstellung des Zelllysats 

Zur Herstellung eines Zelllysats aus den in 6–Well-Zellkulturplatten differenzierten NDZs wur-

den diese zunächst dreimal mit PBS-/- gewaschen. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 200 

µl des SOD-Lysepuffers in die 6-Well-Zellkulturplatten und eine Inkubation für 30 Minuten 

auf Eis schüttelnd. Nach dem Ablösen der Zelltrümmer mit einem Zellschaber wurden diese in 

ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Anschließend erfolgte dreimalig die sogenannte freeze- 

and thaw-Methode, wobei die Zelltrümmer zunächst in flüssigem Stickstoff eingefroren wur-

den, um darauffolgend in einem Wasserbad bei Raumtemperatur erneut aufzutauen. Durch zehn 

Ultraschallimpulse (560 W, 1 x pro Sekunde) wurde das Zelllysat abschließend aufgeschlossen. 

Nach einem Zentrifugationsschritt (14.000 x g; 25 min; 4 °C) wurde der Überstand in ein neues 

1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Die Proben konnten an dieser Stelle bis zur weiteren Bearbei-

tung bei -20 °C eingefroren werden. 
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Durchführung und Auswertung der SOD-Aktivitätsbestimmung 

Für den SOD-Assay wurde das SOD-Determination Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, US) nach 

Herstellerangaben verwendet. Hierbei wurden 20 µl der jeweiligen Proben in Doppelbestim-

mung in eine 96–Well-Platte vorgelegt und am Ende 20 µl der XO-Enzymlösung hinzugefügt. 

Diese zuvor hergestellte Arbeitslösung setzte sich zusammen aus 6 µl Stammlösung der enzyme 

solution und 1 ml des Dilution Buffers. Zur späteren Berechnung erfolgte die Messung des 

Basiswertes der Superoxidanionen in der Probe in Doppelbestimmung, im Folgenden als blank 

2 bezeichnet. Dafür wurden 20 µl der Probe mit 20 µl Dilution Buffer aus dem verwendeten 

Kit verdünnt. Des Weiteren erfolgte eine Bestimmung des maximalen (blank 1) und minimalen 

(blank 3) Umschlags der WST-1-Formation in Doppelbestimmung. Hierfür wurden jeweils 20 

µl destilliertes, autoklaviertes H2O in eine 96–Well-Platte vorgelegt. Zusätzlich wurden 20 µl 

der XO-Enzymlösung zu dem blank 1 und 20 µl des Dilution Buffers zu dem blank 3 hinzuge-

geben. Sowohl zu den Proben als auch zu den Basiswerten blank 1, 2 und 3 wurden 200 µl der 

WST-1-Arbeitslösung hinzugefügt, die zuvor durch eine 1:20 Verdünnung der WST-1-Stamm-

lösung mit der Buffer Solution aus dem Kit hergestellt wurde. Nach einer 20-minütigen Inku-

bation im Dunkeln bei 37°C auf dem Schüttler wurde die Absorption bei 450 nm mit einer 

initialen Schüttelzeit von drei Sekunden mit dem Plattenlesegerät Spark® gemessen unter Ver-

wendung der Software SparkControl magellan (Tecan Group Ltd., Männedorf, CH). Zur Nor-

mierung der SOD-Aktivität wurde eine Proteinbestimmung entsprechend der Angaben unter 

Western Blot (Kapitel 2.2) durchgeführt. 

Da wie oben beschrieben durch die SOD die WST-1-Formation inhibiert wird, kann die Inhi-

bitionsrate berechnet und mit der SOD-Aktivität gleichgesetzt werden. Für die Berechnung der 

SOD-Aktivität wurde die Formel laut Herstellerangaben verwendet, die wie folgt lautet: 

SOD-Aktivität (Inhibitionsrate %) = [(Ablank1-Ablank3) - (AProbe-Ablank2)] / (Ablank1-Ablank3) x 100 

Anschließend wurde die SOD-Aktivität auf die Proteinmenge der Probe normiert. 

2.4 Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie erlaubt eine Analyse von Zellen nach Größe, Komplexität und Fär-

bung einer Zelle. Die hierfür verwendeten Materialien und Kits sind in den Tab. 7, Tab. 8, Tab. 

11 und Tab. 13 (Anhang, siehe S. XV-XIX, XXI) zu finden.  

Für die Durchflusszytometrie erfolgte die Zellernte der NDZs, nachdem diese mit 1 ml PBS-/- 

gewaschen wurden, mithilfe von 0,5 ml Accutase, die eine enzymatische Ablösung der Zellen 

bewirkt (3-5 min; 37 °C; im Dunkeln). Die Reaktion wurde mit 1 ml des phenolrotfreien Me-

diums abgestoppt und die Zellen in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Nach einem 
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Zentrifugationsschritt (300 x g; 5 min) wurde der Überstand abgesaugt und das Zellpellet in 

500 µl warmen PBS-/- resuspendiert, um das restliche Medium zu eliminieren.  

Direkt nach der Zellernte wurden die Zellen durch Resuspendieren vereinzelt und in ein Rund-

bodenröhrchen überführt. Es wurden stets 50.000 Zellen mithilfe des Durchflusszytometers 

FACS Calibur (Becton Dickinson, Heidelberg, DE) in Kombination mit der dazugehörigen 

Software CellQuest Pro (Becton Dickinson, Heidelberg, DE) gemessen. Die Analyse wurde 

mittels FCSalyzer 0.9.18-alpha (Mostböck, Wien, AT) durchgeführt.  

DCFDA-Assay  

Der DCFDA-Assay wurde zur direkten Detektion der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) ver-

wendet. Das Prinzip dieser Lebendfärbung ist in Abb. 9 dargestellt.  

Hierbei diffundiert das Zell-permeable Reagenz H2DCFDA (2’,7’-Dichlorofluorescin Diacetat) 

in die Zelle und wird von zelleigenen Esterasen deacetyliert. Im Anschluss erfolgt eine Oxida-

tion des DCFDAs durch ROS, wodurch der fluoreszierende Farbstoff DCF (2’,7’-Dichloroflu-

orescein) entsteht. Dieser wird bei einer Exzitationswellenlänge von 495 nm und Emissions-

wellenlänge von 529 nm mithilfe der Fluoreszenzspektroskopie gemessen.  

 
Abb. 9: Prinzip des DCFDA-Assays 

H
2
DCFDA diffundiert in die Zelle und wird durch zelluläre Esterasen zu H

2
DCF deacetyliert. 

Durch die Oxidation durch ROS entsteht der fluoreszierende Farbstoff DCF. 

Der DCFDA-Assay wurde mit dem DCFDA-Cellular ROS-Detection Assay Kit (Abcam, 

Cambridge, GB) nach Herstellerangaben durchgeführt.  

Im Vorfeld wurden die NDZs mit Testsubstanzen bzw. DMSO für 24 Stunden behandelt. Nach 

zwei Waschvorgängen mit 1 ml des auf 37 °C angewärmten PBS-/- erfolgte die Färbung der 

Zellen mit 700 µl/ 6–Well-Zellkulturplatte mit 0,625 µM DCFDA-Reagenz, das aus einer 20 

mM Stammlösung durch Zugabe zu phenolrotfreiem Medium (Tab. 2) hergestellt wurde. Für 
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die Beladung der Zellen wurden diese 5 Minuten im Inkubator bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. 

Als Negativkontrolle wurden stets nicht mit DCFDA beladene Zellen mitgeführt. Darauffol-

gend wurden die NDZs zweimal mit warmen PBS-/- gewaschen. 

Für die durchflusszytometrische Analyse erfolgten die Zellernte und die Messung wie oben 

beschrieben mit einer Extinktion von 485 nm und einer Emission von 535 nm. Anhand der 

mitgeführten Negativkontrolle erfolgte die Festlegung einer Grenze für jede Zelllinie, in der 

sich ca. 99 % der Zellpopulation befinden. Die fluoreszierenden Zellen wurden hierbei als po-

sitive Zellen bezeichnet und liegen außerhalb der zuvor gesetzten Grenze, wobei sie in Prozent 

der Gesamtpopulation angegeben wurden.  

Doppelfärbung der NDZs mit DCFDA und Propidiumiodid (PI) 

Die Färbung mit Propidiumiodid (PI) diente zur Abgrenzung von nicht-vitalen Zellen innerhalb 

des DCFDA-Assays. PI ist ein Nukleinsäureinterkalator, der nur durch perforierte Zellmemb-

ranen gelangen kann, wie sie im Rahmen von apoptotischen bzw. nekrotischen Zellprozessen 

auftreten (Sidhartha und George, 2009). Wie oben beschrieben erfolgte die Durchführung des 

DCFDA-Assays inklusive der Zellernte. Für die Färbung mit PI wurde aus der 1,5 mM Stamm-

lösung mit einer 1:1000 Verdünnung eine 1,5 µM Arbeitslösung hergestellt, die der Zellsus-

pension zugesetzt wurde. Im Anschluss erfolgte eine Inkubation der Zellsuspension für 5 Mi-

nuten im Dunkeln bei Raumtemperatur. Die Messung erfolgte mit einer Extinktion von 493 nm 

und einer Emission von 585 nm. Für die Analyse wurden PI negative und DCF-positive Zellen 

als ROS-positiv definiert.  

2.5 Real-Time Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (RT–qPCR) 

Für die Quantifizierung der mRNA-Transkipte wurde der LightCycler Nano (Roche, Mann-

heim, DE) in Kombination mit der LightCycler Nano 1.1 Software oder der Rotor Gene Q 

(Qiagen, Hilden, DE) und die Rotor-Gene Q Series Software Version 2.3.1 genutzt. Die ver-

wendeten Materialien und Kits sind in den Tab. 7, Tab. 8, Tab. 11 und Tab. 13 (Anhang, siehe 

S. XV, XVII, XIX, XXI) verzeichnet. 

Ernte und cDNA-Herstellung 

Die Ernte und die RNA-Isolation der NDZs aus 6-Well Platten nach mindestens 40 Differen-

zierungstagen erfolgte mit dem Quick-RNATM Mini-Prep Kit (Zymo Research Europe GmbH, 

Freiburg, DE), welches nach Herstellerangaben verwendet wurde. Die Ernte erfolgte nach zwei 

Waschvorgängen mit 0,5 ml Accutase für 5 Minuten bei 37 °C, wonach die Reaktion durch 

Zugabe von 1 ml Differenzierungsmedium (Tab. 2) gestoppt und in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß 

überführt wurde. Nach einem erneuten Waschschritt mit PBS-/- folgte die RNA-Isolation. Alle 
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folgenden Schritte wurden mit gestopften Spitzen durchgeführt, um jegliche Kontamination zu 

vermeiden.  

Das Zellpellet wurde in 300 µl RNA-Lysepuffer resuspendiert. Zur Entfernung der gDNS er-

folgte nach Zentrifugation die Überführung des Überstands in einen Spin-Away™ Filter in ei-

nem Reaktionsgefäß, das erneut zentrifugiert wurde. Nach Zugabe einer Mischung aus Ethanol 

und RNA-Lysepuffer im Verhältnis 1:1 zu der Probe wurde das Gemisch in eine Zymo-Spin™ 

Säule in einem Reaktionsgefäß transferiert und erneut zentrifugiert. Anschließend erfolgte ein 

Waschvorgang der Säule mit 400 µl RNA-Waschpuffer. Nach Zentrifugation wurden 80 µl der 

DNase-Reaktionsmischung, bestehend aus 5 µl DNase I und 75 µl DNase-Verdauungspuffer, 

der Säule zugefügt und für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation 

wurde die Säule zunächst mit 400 µl RNA-Prep Puffer, dann mit 700 µl RNA-Waschpuffer und 

zuletzt mit 400 µl RNA-Waschpuffer gespült mit jeweils einem Zentrifugationsschritt dazwi-

schen. Nach einem Transfer der Säule in ein RNA-freies PCR-Reaktionsgefäß wurden 50 µl 

DNase- und RNase-freies H2O zu der Säule zugegeben. Nach erneuter Zentrifugation konnte 

die RNA direkt verwendet oder bei -80 °C eingefroren werden. 

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration des entstandenen Lysates wurde das Plattenlesegerät 

Spark® (Tecan Group Ltd., Männedorf, CH) mit der Software SparkControl magellan (Tecan 

Group Ltd., Männedorf, CH) verwendet. Das Zelllysat mit frei vorliegender RNA wurde in ein 

RNA-freies PCR-Reaktionsgefäß transferiert und kann bis zur weiteren Bearbeitung bei -80 °C 

eingefroren werden. 

Das Auftauen der Proben mit der dort enthaltenen, instabilen RNA für die Produktion von 

cDNA erfolgte auf Eis und zur Elimination genomischer DNS wurde ein Lysat hergestellt. Die 

cDNA-Synthese erfolgte mit dem QuantiTect Reverse Transkription Kit (Qiagen, Hilden, DE) 

nach Herstellerangaben. 

Dabei wurde ein Gemisch aus gDNS-Wipeout-Puffer, RNase-freiem H2O und der RNA enthal-

tenden Probe hergestellt, sodass die RNA-Konzentration 500 ng/µl betrug. Das Lysat wurde für 

5 Minuten bei 42 °C inkubiert und danach sofort auf Eis gekühlt. 

Die reverse Transkription erfolgte durch Herstellung eines Mastermixes, der sich wie folgt zu-

sammensetzt: 0,5 µl Quantiscript® Reverse Transkriptase, 2 µl Quantiscript® RT-Puffer, 0,5 µl 

RT Primermix und 7 µl des zuvor hergestellten Lysates. Nach einem Zentrifugationsschritt 

wurde das Gemisch für 30 min bei 42 °C inkubiert. Zum Inaktivieren der reversen Transkription 

erfolgte im Anschluss eine zweite Inkubation bei 95 °C für 5 min, gefolgt von einer zwei-

minütigen Kühlung auf Eis. An dieser Stelle können die Proben bis zur weiteren Bearbeitung 

bei -20 °C gelagert oder direkt weiterverwendet werden. 
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Primervalidierung und Messung der mRNA-Menge 

In der Tab. 5 sind die verwendeten Primer mit ihren jeweiligen Sequenzen und der Anlage-

rungstemperatur verzeichnet, wobei alle Primer von Eurofins Genomtic (Ebersberg, DE) bezo-

gen wurden. 

Tab. 5: Primerliste für die RT-qPCR 

Primer Sequenz 5´→3´ Anlagerungs-

temperatur 

Quelle 

Katalase fw: TTTCCCAGGAAGATCCTGAC 

rw: ACCTTGGTGAGATCGAATGG 

56 °C Ni et al., 

2013 

SOD 1  fw: AGGCCCCTTAACTCATCT 

rw: CTACAGGTACTTTAAAGCAACTCT 

55 °C Ni et al., 

2013 

SOD 2 fw: GCACTAGCAGCATGTTGAGC 

rw: GCGTTGATGTGAGGTTCCAG 

55 °C Ni et al., 

2013 

Nrf-2 fw: ACACGGTCCACAGCTCATC 

rw: TGTCAATCAAATCCATGTCCTG 

57 °C Zhao et al., 

2009 

HMOX-1 fw: AAGAGGCCAAGACTGCGTTC 

rw: TCTGGTCCTTGGTGTCATGG 

55 °C Chandhok et 

al., 2014 

YWHAZ fw: GTCTGTAACTGAGCAAGGAGC 

rw: CTCTGCTTGTGAAGCATTGGG 

56 °C Coulson et 

al., 2008 

Die Primer wurden in RNase-freiem H2O gelöst mit einer Endkonzentration von 10 µM und 

bei -20 °C gelagert. Für den Primermix wurde ein Gemisch aus 1 µl reverse (rv) Primer, 1 µl 

forward (fw) Primer und 8 µl RNase-freiem H2O hergestellt. 

Zur Bestimmung der Primereffizienz wurde mit dem FastStart DNS SYBRGreen Plus Kit (Ro-

che, Mannheim, DE) nach Herstellerangaben gearbeitet. Hierfür wurde cDNA eines humanen 

Gehirnlysates verwendet, das später als Positivkontrolle herangezogen wurde. Das Lysat wurde 

mit RNase-freiem H2O verdünnt, sodass eine Verdünnungsreihe von 1:1, 1:4, 1:16, 1:64, 1:256 

und 1:1024 entstand. Im weiteren Verlauf erfolgte die Bildung eines Mastermixes mit jeweils 

10 µl des zuvor gut gemischten 2x Fast Start essential DNS Green Masters, 0,8 µl des Primer-

mixes und 8,2 µl RNase-freies H2O. Zu dem Gemisch wurde 1 µl der cDNA zugefügt, in Dop-

pelbestimmung aufgetragen und zur Verifizierung einer adäquaten Durchführung wurde stets 

eine Negativkontrolle ohne cDNA mitgeführt. Nach der initialen Denaturierung bei 95 °C für 

600 s folgen 40 Zyklen des in Tab. 6 abgebildeten Reaktionsschemas.  
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Tab. 6: Reaktionsschema der RT-qPCR Reaktion 

Reaktionsschritt Zyklusparameter 

DNS-Denaturierung 95 °C, 20s 

Primeranlagerung jeweilige Temperatur des Primers, 20 s 

Elongation 72 °C, 23 s  

Als Abschluss der PCR-Reaktion erfolgte das Schmelzen der DNS-Stränge bei 65 °C für 60 s 

und bei 95 °C für 20 s. Die Effizienz der Primer wurde von der Light Cycler Nano Software 

bzw. der Rotor-Gene Q Series Software Version 2.3.1 (Qiagen, Hilden, DE) mithilfe einer Stan-

dardgeraden berechnet und für weitere Berechnungen im Folgenden herangezogen. 

Zur Bestimmung der mRNA-Menge der Proben wurde zunächst ein Mastermix wie oben be-

schrieben hergestellt. Jede Probe wurde in Doppelstimmung aufgetragen und wie zuvor wurden 

zur Verifizierung der Durchführung stets eine Negativkontrolle und eine Positivkontrolle mit-

geführt bei gleichen Zyklusparametern der RT-qPCR wie zuvor beschrieben. Die mRNA-Men-

gen des dazugehörigen untersuchten Proteins der Proben wurden auf die mRNA-Menge von 

dem Gen YWHAZ normiert, das als Referenzgen bezeichnet wird. Es codiert für das Protein 

14-3-3ζ (tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein zeta po-

lypetide), was in neuralen Zellsystemen stets eine ähnliche Expressionsrate aufweist (Aitken et 

al., 1995). Mit der Pfaffl-Methode (Pfaffl, 2001) wurden relative Änderungen des mRNA-Ge-

halts berechnet, wobei ∆Ct (cycle time)=Ct Kontrolle–Ct Probe des Zielgens bzw. des Refe-

renzgens ist. Dabei kennzeichnet der Ct-Wert den Zyklus, bei dem das Fluoreszenzsignal über 

das Hintergrundfluoreszenzsignal ansteigt (Pfaffl, 2001). Je mehr RNA vorhanden ist, desto 

früher wird ein Fluoreszenzsignal gemessen, desto kleiner ist der Ct-Wert.  

Formel 1: Berechnung der relativen Änderung des mRNA-Gehalts (Pfaffl, 2001) 

𝑅 =
𝑃𝑟𝑖𝑚𝑒𝑟𝑒𝑓𝑓𝑖𝑧𝑖𝑒𝑛𝑧(𝑎𝑛𝑎𝑙𝑦𝑠𝑖𝑒𝑟𝑡𝑒 𝑅𝑁𝐴)∆𝐶𝑡(𝑎𝑛𝑎𝑙𝑦𝑠𝑖𝑒𝑟𝑡𝑒 𝑅𝑁𝐴)

𝑃𝑟𝑖𝑚𝑒𝑟𝑒𝑓𝑓𝑖𝑧𝑖𝑒𝑛𝑧(𝑅𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑧 − 𝑅𝑁𝐴)∆𝐶𝑡(𝑅𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑧− 𝑅𝑁𝐴)
 

2.6 Statistische Analysen  

Die Analyse der erhobenen Daten erfolgte mit GraphPad Prism 8.0.2., wobei die Mittelwerte ± 

Standardfehler des Mittelwertes von mindestens drei verschiedenen Experimenten angegeben 

wurden. Die Normierung erfolgte auf die Kontrolle bzw. bei Behandlungen auf die DMSO-

Kontrolle der jeweiligen Zelllinie. Mittels des D'Agostino-Pearson Tests erfolgte eine Untersu-

chung auf Normalverteilung der Daten. Normal verteilte Daten wurden auf statistische Signifi-

kanz geprüft mithilfe der einfaktoriellen ANOVA-Analyse mit dem post-hoc Test nach 
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Dunnett. Bei nicht normal verteilten Daten erfolgte ein Kruskal-Wallis-Test mit anschließen-

dem Dunn's post-hoc Test zur Prüfung auf Signifikanz. Ein statistisch signifikanter Unterschied 

wurde für p ≤ 0,05 angenommen mit folgender Kennzeichnung: * (p ≤ 0,05), ** (p ≤ 0,01) und 

*** (p ≤ 0,001). 



39   

 

3 Ergebnisse 

3.1 Nachweis von oxidativem Stress in NDZs im NP-C 

Durch einen Überschuss an ROS und RNS, kurz als OS zusammengefasst, entstehen große 

zelluläre Schäden. Insbesondere in NP-C hat ebendieser OS eine hohe Relevanz in dem patho-

physiologischen Mechanismus der Krankheitsentstehung und -progression. Bisherige Studien 

wiesen OS und dessen Folgen in NP-C nach (Klein et al., 2011; Zampieri et al., 2009), wobei 

Daten über OS in NP-C mit humanen neuralen Zellen fehlen. Daher wurden in dieser Arbeit 

verschiedene Parameter von OS sowie spezielle Komponenten des antioxidativen Abwehrsys-

tems wie die SOD und Katalase in neural differenzierten Zellen von NPC-defizienten Patienten-

spezifischen iPS auf Veränderungen im Vergleich zu der Kontrolle untersucht. Zur Analyse 

von OS in NP-C1 erfolgte die Betrachtung von drei unterschiedlichen NPC1-defizienten Zell-

linien. Zusätzlich wurde das Maß an OS in NP-C2 mithilfe einer NPC2-defizienten Zelllinie 

gemessen. 

Die in Abschnitt 2 beschriebenen Methoden wurden für die im Folgenden dargestellten Basis-

bestimmungen von oxidativen Stressparametern der zuvor benannten NPC1- und NPC2-Muta-

tionen (MutA–MutC und NPC2) im Vergleich zur Kontrolllinie (Kon) genutzt. Hierbei wurden 

eine weit verbreitete Methode der direkten Messung von ROS (Singh et al., 2017; Ahmad et 

al., 2014; Zampieri et al., 2009; Jiang et al., 2014; Testa et al., 2011) und eine indirekte Messung 

der SOD-Aktivität (Peskin & Winterbourn, 2000; Tan & Berridge, 2000) als stabile Assays 

genutzt, um Veränderungen zwischen der Kontrolle und den Mutanten in Bezug auf OS darzu-

stellen. Zur weiteren Testung wurden Western Blots gegen Nitrotyrosin durchgeführt, welches 

als Folge eines erhöhten RNS-Niveaus gebildet wird (Xiao et al., 2005; Klein et al., 2011). Des 

Weiteren erfolgte eine Betrachtung von Enzymen des antioxidativen Abwehrsystems (SOD 1, 

SOD 2 und Katalase) auf Protein- und Expressionsebene. 

3.1.1 Erhöhte ROS-Werte in NP-C1 bei unverändertem ROS-Niveau in NP-C2 

Die ROS-Werte der Kontrollzelllinie und der NPC1- bzw. NPC2-defizienten Zelllinien wurden 

quantitativ mittels Durchflusszytometrie unter Verwendung des DCFDA-Assays (Kapitel 2.4) 

bestimmt.  

Bei der Durchflusszytometrie kann mithilfe der Vorwärtsstreuung (FSC) ein Rückschluss auf 

die Größe der Zelle gemacht und durch die Seitwärtsstreuung (SSC) die Komplexität der Zelle 

betrachtet werden (Brown & Wittwer, 2000). In  

Abb. 10 ist beispielhaft ein Punktdiagramm mit Auftragung der FSC und SSC zu sehen. Im 

unteren linken Abschnitt der Abb. 10 sind die Zelltrümmer gekennzeichnet, die sich als 
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zersetzte Zellen durch eine geringe FSC und SSC auszeichnen. Die Zelltrümmer sind zur Ver-

anschaulichung im Folgenden in blau dargestellt. Zusätzlich ist im linken Bereich eine weitere 

Population zu erkennen, die durch eine geringere FSC, d. h. eine kleinere Größe, sowie eine 

breit gefächerte SSC von geringer bis komplexer Granularität charakterisiert ist und im Folgen-

den als linke Population bezeichnet wird und mit grün gekennzeichnet ist. Im rechten Abschnitt 

der Darstellung grenzt sich eine Population ab, die größer ist, ersichtlich durch eine stärkere 

FSC, mit ebenfalls einer diversen Granularität. Diese Population wird im Folgenden als rechte 

Population bezeichnet und ist rot dargestellt. Die Aufteilung in eine linke und rechte Population 

ist sowohl bei der Kontrolle als auch in allen NPC-defizienten Zelllinien in gleicher Weise zu 

sehen. 

 

Abb. 10: Populationen innerhalb der NDZ-Mischkultur 

Beispielhaftes Punktdiagramm mit NDZs, wobei anhand des SSC und FSC verschiedene Po-

pulationen unterschieden werden können. Zum einen die Zelltrümmer, die eine geringe FSC 

und SSC aufweisen (blau, unten links). Zum andern teilen sich die restlichen Zellen in eine 

linke (grün) und eine rechte (rot) Population. Das hier beispielhaft dargestellte Punktdiagramm 

ist repräsentativ für alle NDZs und entstammt einer Messung der Kontrolllinie. 

Zur Differenzierung und weiteren Charakterisierung der unterschiedlichen Populationen er-

folgte im Verlauf eine Beladung der Zellen mit dem Farbstoff Propodiumiodid (PI) zur Bestim-

mung der apoptotischen bzw. nekrotischen Zellen. Des Weiteren wurden die Zellen zur Be-

stimmung des OS mit dem Farbstoff DCFDA beladen. Um zu sehen, welche Zellen viabel sind, 

jedoch unter OS leiden, wurde eine Doppelfärbung mit PI und DCFDA vorgenommen.  

Dabei unterschieden sich die einzelnen Populationen bezüglich der Fluoreszenzintensität von 

DCF. Die linke Population zeigte nahezu keine DCF positiven Zellen unter Setzung einer 

Schwelle mithilfe der Negativkontrolle (Abb. 11 A). Dahingegen demonstrierte die rechte Po-

pulation einen hohen Anteil an DCF positiven Zellen (Abb. 11 C). Auffällig ist, dass die linke 

Population und zum Teil die Zelltrümmer durch eine höhere PI-Fluoreszenzintensität 
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charakterisiert waren (Abb. 11 B). Bei der Doppelfärbung von PI und DCFDA (Abb. 11 D) 

präsentiert sich insbesondere die rechte Population als DCF positiv und die linke Population als 

PI positiv. 

Zusammenfassend kann aus der Analyse geschlossen werden, dass die linke Population einen 

erhöhten PI positiven Anteil aufweist und nahezu keine DCF positiven Zellen. Die rechte Po-

pulation im Gegensatz dazu ist gekennzeichnet durch einen sehr hohen DCF positiven Anteil. 

Da PI in Zellen diffundiert, die eine perforierte Zellmembran aufweisen, wurde angenommen, 

dass die linke Population hauptsächlich aus apoptotischen bzw. nekrotischen Zellen besteht 

(Sidhartha & George, 2009). Die Tatsache, dass ebendiese Population DCF negativ erscheint, 

wobei das DCFDA durch zelleigene funktionsfähige Esterasen deacetyliert werden muss, be-

kräftigt diese Annahme. Somit wurden die folgenden Analysen ausschließlich unter Einbezie-

hung der rechten Population vorgenommen, die somit als lebend postuliert wurden. 

 
Abb. 11: Durchflusszytometrische Analyse von DCFDA und PI der NDZs 

Darstellung der Punktdiagramme mit jeweils DCF-Fluoreszenzmessung aufgetragen gegen 

FSC, spezifische PI-Fluoreszenzmessung gegen FSC sowie die PI-Fluoreszenz gegen die DCF-

Fluoreszenz aufgetragen. Die linke Population wird in grün dargestellt, rechte Population in rot 

und die Zelltrümmer in blau. Zu sehen ist eine Negativkontrolle (A), eine PI-Färbung (B), eine 

DCFDA-Beladung (C) und eine Doppelfärbung mit PI und DCFDA (D). Die hier dargestellten 

Punktdiagramme sind repräsentativ für alle NDZs und entstammen einer Messung der Mut A. 
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In Abb. 12 sind Quadrantendiagramme für jede analysierte Zelllinie dargestellt, wobei die Flu-

oreszenz von Propodiumiodid (PI), das nekrotische und apoptotische Zellen kennzeichnet 

(Sidhartha & George, 2009), auf der Ordinaten und die DCF-Fluoreszenz auf der Abszisse zu 

sehen sind, die simultan beladen wurden. Mithilfe der Einteilung in vier Quadranten erfolgte 

eine Analyse des DCF positiven und PI negativen Anteils der rechten Population, der jeweils 

im rechten unteren Abschnitt der einzelnen Rechtecke dargestellt ist. Diese Population spiegelt 

die Zellen wider, die unter OS leiden. Die Zellen im oberen rechten Quadranten sind positiv für 

PI und DCF, d.h. noch lebende Zellen, die DCFDA deacetylieren können, bei denen jedoch 

bereits Vorgänge der Apoptose bzw. Nekrose geschehen. In dem oberen linken Quadranten 

sind PI positive Zellen, die nekrotische bzw. apoptotische Zellen symbolisieren. Des Weiteren 

sind im unteren linken Abschnitt doppelt negative Zellen ersichtlich, die leben und keinen Hin-

weis auf OS geben. Beim Vergleich des Quadratendiagramms der Kontrolle (Abb. 12 A) mit 

den NPC1-defizienten Zelllinien (Abb. 12 C, E, G) ist zu erkennen, dass die lebenden DCF 

negativen Zellen, zu sehen im unteren linken Quadranten, bei der Kontrolle einen höheren An-

teil hat. Im Einklang damit enthält der rechte untere Quadrant einen höheren Anteil der rechten 

Population bei den NPC1-defizienten Zellen im Vergleich zur Kontrolle, was auf OS in NPC1-

defizienten Zellen hinweist. Hingegen verhält sich die NPC2-defiziente Zelllinie (Abb. 12 I) 

ähnlich wie die Kontrolle, wodurch kein Anhalt für OS in NP-C2 zu finden ist.  

Des Weiteren ist der Abb. 12 zu jedem Quadrantendiagramm ein entsprechendes Histogramm 

zu entnehmen, bei dem die Zellzahl auf der Ordinaten und die spezifische DCF-Fluoreszenz 

der Einzelmessungen auf der Abszisse zu sehen ist. Da es sich bei der Durchflusszytometrie 

um eine Relativmessung handelt, wurde für jede mit DCFDA gefärbte Probe (+DCF) eine Ne-

gativkontrolle, die nicht mit DCFDA beladen wurde (-DCF), mitgeführt. Bei der hier verwen-

deten Schwellenmethode wird anhand der Negativkontrolle eine Grenze festgelegt, was im Ver-

lauf als DCF positiv oder negativ gilt, wodurch die Autofluoreszenz der Zellen für die Analyse 

zu vernachlässigen ist. Anzumerken ist, dass die gesetzten Schwellen durch Verknüpfung wie 

hintereinander geschaltete Filter fungieren. In jedem Histogramm ist die Verlagerung der DCF-

Fluoreszenz nach rechts zu beobachten, die OS kennzeichnet. Zusätzlich ist zu erkennen, dass 

die Verlagerung nach rechts bei der Kontrolle (Abb. 12 B) geringer ausgeprägt ist als bei den 

NPC1-defizienten Zelllinien (Abb. 12 D, F, H), wobei die größte Verschiebung nach rechts bei 

der Mutation C zu beobachten ist. Für NPC2 (Abb. 12 J) stellt sich analog zu der Darstellung 

im Quadrantendiagramm auch im Histogramm keine stärkere Rechtsverschiebung im Vergleich 

zu der Kontrolle dar und somit kein OS. 
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Abb. 12: Diagrammdarstellungen der DCFDA-Analyse 

Beispielhafte Quadrantendiagramme der Kontrolle (A) und der NPC1- und NPC2-defizienten 

Zellen (A, C, E, G, I), die simultan mit PI und DCF beladen wurden. Der untere rechte Quadrant 

stellt die Zellen dar, die unter OS leiden. Die zugehörigen Histogramme der Fluoreszenzvertei-

lung von DCF als ROS-Detektion sind ebenfalls zu sehen (B, D, F, H, J). -DCF: nicht mit DCF 

beladen. +DCF: mit DCF beladen.  
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Unter Betrachtung der rechten Population ergab sich ein signifikant erhöhter Anteil an DCF 

positiven Zellen in allen drei NPC1-Mutationen im Vergleich zur Kontrolle, was der Abb. 13 

zu entnehmen ist. Mit 48,0 % ± 1,2 % hatte die Kotrollen den geringsten Anteil an DCF posi-

tiven Zellen unter allen betrachteten Zelllinien. Die NPC1-defizienten Zelllinien wiesen ähnlich 

viele DCF positiven Zellen auf, wobei die prozentual meisten DCF positiven Zellen bei der 

Mutation C zu sehen waren mit 76,1 % ± 1,4 %. Dicht gefolgt von der Mutation A, die einen 

Anteil von 73,6 % ± 0,6 % aufwies. Im Vergleich zu den beiden homozygoten NPC1-defizien-

ten Zelllinien zeigte die kombinierte heterozygote Linie Mutation B den geringsten DCF posi-

tiven Anteil der rechten Population mit 66,2 % ± 0,9 %. Zu betonen ist, dass alle drei NPC1-

defizienten Zelllinien einen signifikant erhöhten DCF positiven Anteil vorwiesen im Vergleich 

zur Kontrolle. 

Die NPC2-Linie zeigte mit 50,9 % ± 0,5 % vergleichbare ROS-Werte wie die Kontrolle. Bei 

dem Vergleich der NPC1-defizienten Zelllinien mit den NPC2-defizienten Zellen ergaben sich 

signifikant erhöhte ROS-Werte aller drei NPC1-Mutationen. 

 
Abb. 13: Erhöhter Anteil an DCF positiven Zellen in NPC1-defizienten NDZs 

Die Analyse der durchflusszytometrisch ermittelten DCF positiven und PI negativen Zellen der 

NDZs ist in dem Balkendiagramm dargestellt (N=5-6, n=15-18). Hierbei ist in allen NPC1-

defizienten Zelllinien ein signifikant erhöhter DCF positiver Anteil von 66-76 % vorhanden, 

wobei der Anteil der Kontrolle 48 % beträgt. NPC2 weist ein ähnlich hohes Maß an DCF posi-

tiven Zellen auf wie die Kontrolle. *: Signifikanz zur Kontrolle. 
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3.1.2 Verminderte SOD-Aktivität in NPC1-defizienten Zellen 

Nach dem Nachweis von erhöhten ROS-Werten in NP-C1 wurde als nächster Schritt das en-

zymatische Abwehrsystem zur Bekämpfung von OS betrachtet werden. Zunächst erfolgte eine 

SOD-Aktivitätsbestimmung, die als weiterer Parameter für die Betrachtung von OS in NP-C 

diente. Als wichtiges antioxidatives Enzym baut die SOD Superoxidanionen zu Wasserstoff-

peroxid und molekularen Sauerstoff ab (Löffler et al., 2007). Wie in Kapitel 2.3 beschrieben, 

wurde die SOD-Aktivität über die WST-1-Formation bestimmt und auf einen einheitlichen Pro-

teingehalt normiert. 

Die Daten in Abb. 14 zeigen eine signifikante Reduktion der SOD-Aktivität in allen drei NPC1-

Mutanten. Für die Analyse wurde die SOD-Aktivität der Kontrolle auf 100 % festgelegt. Im 

Vergleich zur Kontrolle wies Mutation C die stärkste Reduktion der SOD-Aktivität von 36,6 % 

± 3,2 % auf 63,4 % auf. Bei Mutation B war eine Senkung um 24,6 % ± 2,8 % auf 75,4 % zu 

verzeichnen. Der geringste Rückgang war bei Mutation A mit 13,7 % ± 3,9 % auf 86,3 % zu 

sehen. Hingegen konnte bei der NPC2-Linie keine signifikante Veränderung der SOD-Aktivität 

im Vergleich zu der Kontrolle beobachtet werden, die lediglich eine Reduktion von 7,1 % ± 3,5 

% auf mit 92,9 % zeigte. 

 
Abb. 14: Bestimmung der SOD-Aktivität der NDZs in NP-C 

Die SOD-Aktivität der NDZs wurde kolorimetrisch bestimmt und auf den jeweiligen Protein-

gehalt der Probe normiert (N=5-10, n=10-20). Die Auswertung zeigte eine signifikante Reduk-

tion der SOD-Aktivität in allen drei NPC1-Mutanten im Vergleich zur Kontrolle. NPC2 zeigte 

verglichen mit der Kontrolle keine Veränderung der SOD-Aktivität. *: Signifikanz zur Kon-

trolle. 
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3.1.3 Nachweis von Proteinen mit nitrierten Tyrosylresten 

Ein weiteres Zeichen von zellulärem OS sind post-translationale Modifizierungen von Protei-

nen durch reaktive Moleküle wie die Nitrierung von Tyrosylresten unter Ausbildung von 3-

Nitrotyrosin. Nach dem Nachweis von erhöhten ROS-Werten und einer verminderten SOD-

Aktivität in NP-C1 wurde die Nitrierung von Tyrosylresten in Proteinen als Marker für erhöhte 

RNS-Werte betrachtet, die einen weiteren Hinweis für OS darstellen. Dies erfolgte über die 

semiquantitative Western Blot Analyse (Kapitel 2.2), wobei der verwendete Antikörper spezi-

fisch 3-Nitrotyrosin nachweist. 

Für die Bestimmung des nitrierten Gesamtproteins wurden der Bereich von 20–250 kDa be-

trachtet und die Intensität quantifiziert. Im Anschluss erfolgte eine Normierung auf die 

GAPDH-Intensität. Bei der Quantifizierung wurde ein gesteigertes Niveau an nitriertem Ge-

samtprotein ohne statistische Signifikanz sowohl in den NPC1-defizienten NDZs als auch in 

der NPC2-defizienten NDZs festgestellt (Abb. 15). Dabei war die Erhöhung des nitrierten Ge-

samtproteins bei der Mutation B am geringsten. 

Bei näherer Betrachtung des Western Blots gegen 3-Nitrotyrosin unterscheidet sich das Ban-

denmuster der NPC-Mutationen von dem der Kontrolle Abb. 16 zeigt eine repräsentative Dar-

stellung des Bandenmusters der NDZs der verwendeten Zelllinien. In allen Zelllinien ist eine 

GAPDH-Bande bei 36 kDa zu verzeichnen sowie weitere Banden im Bereich von 20–250 kDa. 

Dabei scheint das Bandenmuster bei der Mutation A und NPC2 weniger intensiv und das der 

Mutation B und Mutation C intensiver ausgeprägt zu sein verglichen mit der Kontrolle. Insge-

samt ähnelt sich das Bandenmuster der Mutation B und Mutation C stark. Bei allen verwendeten 

Zelllinien war eine ausgeprägte Bande bei 70-75 kDa zu erkennen. Darüber hinaus ist anzu-

merken, dass zwei Banden mit einer Größe von 65-70 kDa bei der Kontrolle und den NPC-

Mutanten zu erkennen waren, wobei diese bei Mutation B und Mutation C eine intensivere 

Darstellung aufwiesen als bei der Kontrolle. Demgegenüber waren ebendiese Banden bei Mu-

tation A und NPC2 weniger intensiv. Bis zu der Größendomäne von 37 kDa waren bei allen 

abgebildeten Zelllinien weitere Banden zu erkennen, die sowohl bei der Kontrolle als auch bei 

den Zelllinien Mutation A und NPC2 deutlich schwächer ausgeprägt waren im Vergleich zu 

Mutation B und Mutation C. Unter der GAPDH-Bande bei 36 kDa, die ebenfalls deutlich durch 

den Nitrotyrosin–Antikörper bei allen Zelllinien wahrnehmbar war (siehe Abb. 17), waren deut-

liche Signalanreicherungen bei Mutation B und Mutation C zu erkennen. Bei eben diesen Mu-

tationen war das gleiche Bandenmuster von nitrierten Tyrosylresten im angegebenen Areal zu 

beobachten. Zwischen 25-37 kDa war das Bandenmuster bei Mutation A und NPC2 deutlich 

geringer ausgeprägt (Abb. 16). 



47 3 Ergebnisse  

 

 
Abb. 15: Gesteigertes nitriertes Gesamtprotein in NPC-defizienten Zellen 

Mittels Western Blot Analyse der NDZs erfolgte unter Betrachtung aller Proteine im Bereich 

zwischen 20–250 kDa die Normierung des nitriertem Gesamtproteins in diesem Bereich auf 

GAPDH (N=5, n=7-8). Hierbei zeigten alle NPC–defizienten Zelllinien ein gesteigertes Niveau 

an nitriertem Gesamtprotein, wobei keine Signifikanz (n. s.) festgestellt wurde. 
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Abb. 16: Variation des Bandenmusters des Nitrotyrosin Western Blot der NDZs 

Die Abbildung zeigt ein repräsentatives Bandenmuster eines Western Blots gegen Nitrotyrosin 

aller verwendeten NDZs. Bei 36 kDa ist die Bande von GAPDH zu sehen, wohingegen alle 

weiteren Banden nitrierte Tyrosylreste darstellen. 

Nach dem aktuellen Stand der Forschung sind viele Proteine bekannt, die an Tyrosylresten nit-

riert werden, wie die SOD 1, SOD 2, Cytochrom C und das Hitzeschockprotein 90α (Radi et 

al., 2002; Turko et al., 2003; Xiao et al., 2005). Darüber hinaus ist beschrieben, dass auch 

GAPDH dieser post-translationalen Modifizierung unterliegt (Buchczyk et al., 2003; Xiao et 

al., 2005). Somit ist GAPDH ein geeigneter Parameter zur Quantifizierung von nitrierten Ty-

rosylresten in spezifischen Proteinen als OS-Marker. Die Analyse erfolgte über die Auswertung 

der Intensitäten des GAPDH-Antikörpers bei 36 kDa und des Nitrotyrosin–Antikörpers im Grö-

ßenbereich von 36 kDa äquivalent zu dem Gewicht von GAPDH. Dadurch wird der nitrierte 

Anteil von GAPDH bezogen auf den Gesamtproteingehalt von GAPDH bestimmt und als nGA-

PDH/ GAPDH im Diagramm dargestellt. 
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In allen drei NPC1–defizienten Zelllinien war ein erhöhter nitrierter Anteil von GAPDH (nGA-

PDH) vorhanden, wohingegen bei der NPC2-Linie keine Veränderung beobachtet werden 

konnte im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 17). Die geringste Steigerung des nGAPDH-Gehalts 

war bei Mutation A festzustellen, die nur leicht über dem nGAPDH-Anteil der Kontrolle lag. 

Sowohl bei der Mutation B als auch bei der Mutation C war der nGAPDH-Anteil im Durch-

schnitt verdoppelt verglichen mit der Kontrolle. Jedoch war keine Steigerung des nGAPDH-

Anteils statistisch signifikant. 

 
Abb. 17: Erhöhter nitrierter GAPDH-Anteil in NP-C1 

Die Menge an Nitrotyrosin–GAPDH (nGAPDH) bei 36 kDa wurde mittels semiquantitativer 

Western Blot Analyse ermittelt. Hierbei stellte sich bei allen NPC1–defizienten NDZs ein er-

höhter Gehalt an nGAPDH dar, insbesondere bei Mutation B und Mutation C, ohne Nachweis 

einer statistischen Signifikanz. In der NPC2-defizienten Zelllinie wurde keine Veränderung des 

nGAPDH-Anteils gesehen verglichen mit der Kontrolle (N=7-12, n=11-21). Die Banden unter 

den jeweiligen Balken des Diagramms entstammen alle dem Western Blot der Abb. 16. 

3.1.4 Veränderungen der SOD1-, SOD2- und Katalase-Expression auf Proteinebene in 

NPC-defizienten Zellen 

Bei OS versucht die Zelle eine Gegenregulation zur Beseitigung von ROS und RNS anzusteu-

ern, um wieder eine Balance zwischen Produktion und Beseitigung von reaktiven Molekülen 

herzustellen und somit OS zu eliminieren. Dies geschieht hauptsächlich durch das enzymati-

sche, antioxidative Abwehrsystem einer Zelle. Die Schlüsselenzyme dieses Abwehrsystems 

stellen die SOD1, SOD2 und die Katalase dar. Deswegen erfolgte nach dem Nachweis von 

erhöhten OS-Parametern in NP-C1 die Betrachtung der Proteinexpression ebendieser Enzyme.  
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Mittels semiquantitativer Western Blot Analyse wurde die Expression der SOD1, die v. a. im 

Zytosol, im Nukleus und der mitochondrialen Membran zu finden ist (Miao & St. Clair, 2010), 

auf Proteinebene bestimmt. Hierbei war auffällig, dass die kombiniert heterozygote Mutation 

B eine deutliche Doppelbande aufwies, während diese bei den anderen Zelllinien nicht zu er-

kennen war (Abb. 18). Weder bei NP-C1 noch bei NP-C2 konnte eine signifikante Veränderung 

des SOD1-Proteingehalts festgestellt werden. Eine geringe Steigerung verglichen mit der Kon-

trolle ohne statistische Signifikanz konnte allerdings bei der Mutation C und NPC2 gesehen 

werden. Bei der Mutation B wurde hingegen eine reduzierte SOD1-Proteinmenge beobachtet 

ohne statistische Relevanz (Abb. 18). 

Zur weiterführenden Betrachtung der SOD1 als wichtigem antioxidativem Enzym wurde bei 

nachgewiesener verminderter SOD-Aktivität sowie erhöhter Proteinnitrierung in NP-C1 als po-

tenzieller Einflussfaktor der nitrierte Anteil der SOD1 (nSOD1) untersucht. Die Untersuchun-

gen ergaben weder für die betrachteten NPC1-defizienten Zelllinien noch für die NPC2-defizi-

ente Linie eine signifikante Veränderung des nSOD1-Anteils im Vergleich zu der Kontrolle. 

Jedoch war eine geringe Reduktion bei der Mutation A zu sehen (Abb. 19). 
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Abb. 18: Unveränderter SOD1-Proteingehalt in NPC-defizienten Zellen 

Mittels Western Blot Analyse mit β-Aktin (42 kDa) als Referenzprotein konnte keine signifi-

kante Veränderung des SOD1-Proteingehalts bei 18 kDa festgestellt werden (A). Eine geringe 

Steigerung wurde bei Mutation C und NPC2 gesehen (N=6-10, n=10-13). In B ist eine reprä-

sentative Darstellung eines Western Blots mit der SOD1 bei 18 kDa als Zielprotein sowie β-

Aktin bei 42 kDa und GAPDH bei 36 kDa als Referenzproteine dargestellt. 
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Abb. 19: Kein erhöhter Anteil an nitrierter SOD1 in NPC-defizienten NDZs 

Mittels semiquantitativer Western Blot Analyse wurde der nitrierte Anteil der SOD1 (nSOD1) 

im Verhältnis zur Gesamtproteinmenge der SOD1 (18 kDa) der untersuchten NDZs bestimmt. 

Hierbei zeigte keine der NPC-Mutanten einen signifikanten Unterschied im Vergleich zur Kon-

trolle (N=3-4, n=4-8). Eine repräsentative Darstellung der Banden der entsprechenden Zellli-

nien ist unter dem jeweiligen Balken des Balkendiagrammes zu finden, wobei die Banden alle 

demselben Blot entstammen. Ein gesamter Blot gegen nSOD1 ist im Anhang in Abb. 38 zu 

finden. 

Maßgebend an der Regulation von OS beteiligt ist die SOD2, die gehäuft in der mitochondrialen 

Matrix vorzufinden ist (Miao & St. Clair, 2010). Da bedingt durch die Atmungskette in der 

mitochondrialen Matrix viele Sauerstoffradikale anfallen, ist die SOD2 ein Schlüsselenzym des 

antioxidativen Abwehrsystems. Bei verminderter SOD-Aktivität und unveränderter SOD1-Ex-

pression auf Proteinebene in NP-C1 erfolgte die Betrachtung des Proteingehalts der SOD2. Da-

bei wurde in keiner der verwendeten NPC-defizienten Zelllinien ein signifikanter Unterschied 

der SOD2-Expression im Vergleich zur Kontrolle beobachtet (Abb. 20). 

Durch ein gesteigertes RNS-Niveau innerhalb der Zelle werden insbesondere im aktiven Zent-

rum der SOD2-Tyrosylreste nitriert unter Ausbildung von 3-Nitrotyrosin, was zu einem Funk-

tionsverlust der Enzymaktivität mit sekundärer Degradierung des Proteins führt (MacMillan-

Crow et al., 1998; Macmillan-Crow & Thompson, 1999). Aufgrund des Nachweises eines er-

höhten Maßes an nitrierten Proteinen in NPC1-defizienten NDZs sowie verminderter SOD-

Aktivität bei unveränderter SOD-Expression erfolgte eine Analyse des nitrierten Anteils der 
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SOD2 (nSOD2) mittels Western Blot. Hierbei wurde in allen NPC1-defizienten, neuralen Zel-

len ein erhöhter nSOD2-Anteil festgestellt, jedoch ohne statistische Signifikanz. Bei Mutation 

B wurde ein Anstieg von 56 % verglichen mit der Kontrolle nachgewiesen und bei den Mutation 

A und Mutation C wurde eine Erhöhung um 36 % festgestellt. Die NPC2-defizienten Zellen 

zeigten keine Veränderung des nSOD2-Anteils verglichen mit der Kontrolle (Abb. 21). 

 
Abb. 20: Unveränderter SOD2-Proteingehalt in NPC-defizienten Zellen 

Mittels Western Blot Analyse mit β-Aktin als Referenzprotein wurde die SOD2-Proteinexpres-

sion der NDZs betrachtet (A). Es war keine signifikante (n. s.) Veränderung des SOD2-Protein-

gehalts zu erkennen (N=6-10, n=10-13). B zeigt eine repräsentative Darstellung eines Western 

Blots mit der SOD2 bei 22 kDa als Zielprotein sowie β-Aktin bei 42 kDa und GAPDH bei 36 

kDa als Referenzproteine. 
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Abb. 21: Nachweis von nitrierter SOD2 in NPC1-defizienten NDZs 

Mithilfe der semiquantitativen Western Blot Analyse wurde der nitrierte Anteil der SOD2 

(nSOD2) im Verhältnis zum gesamten SOD2-Proteingehalts (22 kDa) von NPC-defizienten 

NDZs bestimmt. Dabei wiesen alle NPC1-defizienten Zelllinien einen erhöhten nSOD2-Anteil 

auf ohne statistische Signifikanz (N=6-10, n=10-13). Eine repräsentative Darstellung der Ban-

den der entsprechenden Zelllinien ist unter dem jeweiligen Balken des Balkendiagrammes zu 

finden, wobei die Banden alle demselben Blot entstammen. Ein repräsentatives Beispiel für 

einen vollständigen Western Blot gegen nSOD2 ist in Abb. 37 zu finden. 

Ein weiteres wichtiges Enzym zur Beseitigung von ROS ist die Katalase, die neben der H2O2-

Elimination unter Bildung von H2O und ½ O2 (Young & Woodside, 2001) Peroxynitrit abbauen 

kann (Heinzelmann & Bauer, 2010). Bei dem Nachweis von gesteigerten ROS-Werten und 

einem erhöhten Maß an nitrierten Proteinen, bedingt durch RNS wie Peroxynitrit, in NPC1-

defizienten neuralen Zellen wurde die Proteinexpression der Katalase als weiterer wichtiger 

Bestandteil der antioxidativen Abwehr analysiert. Alle drei NPC1-defizienten Zelllinien zeig-

ten eine signifikante Reduktion der Katalase auf Proteinebene zwischen 89 % und 94 % im 

Vergleich zu der Kontrolle. Insbesondere bei Mutation A und Mutation C war nahezu keine 

Bande zu erkennen, wohingegen die Kontrolllinie eine starke Bande bei 60 kDa aufwies. Bei 

den NPC2-defizienten NDZs konnte im Gegensatz dazu eine deutliche Bande abgegrenzt wer-

den bei unveränderter quantitativer Katalase-Expression verglichen mit der Kontrolle (Abb. 

22). 
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Abb. 22: Verringerung der Katalase in NPC1-defizienten Zellen 

Die Katalase wurde mittels semiquantitativer Western Blot Analyse bestimmt, wobei β-Aktin 

als Referenzprotein fungierte. Bei allen drei NPC1-Mutationen war eine signifikante Reduktion 

der Katalase auffällig (N=6-10, n=11-15). Im rechten Abschnitt der Abbildung ist eine reprä-

sentative Darstellung eines Western Blots mit der Katalase bei 60 kDa als Zielprotein sowie β-

Aktin bei 42 kDa und GAPDH bei 36 kDa als Referenzproteine zu finden. 
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3.1.5 Veränderungen des antioxidativen Abwehrsystems auf Genexpressionsebene in 

NPC-defizienten Zellen 

Aufgrund der erhöhten OS-Parameter bei nicht signifikant veränderter SOD1- und SOD2-Pro-

teinexpression sowie einer Reduktion der Katalase auf Proteinebene in NPC1-defizienten 

NDZs stellte sich die Frage, inwieweit der OS die Genexpression der antioxidativen Enzyme 

verändert. Hierfür erfolgte eine Betrachtung der SOD1, SOD2 und Katalase mittels RT-qPCR 

mit YWHAZ als Referenzgen. Das Gen YWHAZ codiert dabei das Protein 14-3-3ζ (tyrosine 

3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein zeta polypetide), was von 

neuralen Zellen konstant exprimiert und nicht durch äußere Faktoren reguliert wird (Aitken et 

al., 1995). Somit stellt es eine geeignete Referenz dar.  

Bei der Betrachtung der SOD1 und SOD2 auf Genexpressionsebene wurde weder eine Verän-

derung in NP-C1 noch in NP-C2 im Vergleich zu der Kontrolle beobachtet (Abb. 23 A, B). 

Da bereits auf Proteinebene ein nahezu vollständiges Fehlen der Katalase in NPC1-defizienten 

NDZs nachgewiesen wurde, erwarteten wir ebenfalls eine verminderte Katalase-Genexpres-

sion. Dies bestätigten die Analysen, wobei die Katalase-Expression der NPC1-defizienten Zell-

linien signifikant reduziert war und verglichen mit der Kontrolle lediglich zwischen 17 % und 

7 % betrug (Abb. 23 C). Im Gegensatz dazu ergab sich ebenfalls auf Genexpressionsebene 

keine signifikante Veränderung der NPC2-defizienten Zelllinie in Bezug auf die Katalase ver-

glichen mit der Kontrolle. Die Ergebnisse waren somit analog zu der unveränderten Expression 

der Katalase auf Proteinebene, wobei eine geringe Steigerung ohne statistische Signifikanz auf 

Genexpressionsebene beobachtet wurde.  
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Abb. 23: Geringere Katalase- bei unveränderter SOD-Genexpression in NPC1-defizien-

ten NDZs 

Mittels RT-qPCR erfolgte die Bestimmung der Genexpression der SOD1 (A), SOD2 (B) und 

Katalase (C) mit YWHAZ als Referenzgen (N=5-6, n=5-6). Hierbei waren keine signifikanten 

Veränderungen bei der SOD1 und SOD2 der NPC-defizienten Zellen verglichen mit der Kon-

trolle zu erkennen. Jedoch wurde bei allen NPC1-defizienten Zelllinien eine signifikante Re-

duktion der Katalase-Genexpression beobachtet. Die NPC2-defiziente Linie zeigte keine Ver-

änderungen verglichen mit der Kontrolle. 
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3.2 Untersuchung des Einflusses der Flavonoide Quercetin und Kaempferol 

auf oxidativen Stress in NPC-defizienten Zellen 

Mittels verschiedener Methoden wurde OS in NPC1-defizienten neuralen Zellen nachgewiesen. 

Mit dem Vorhaben, diesen OS zu senken, wurden die NPC1- bzw. NPC2-defizienten NDZs für 

24 Stunden mit Antioxidantien behandelt. Die verwendeten Flavonoide Quercetin und Ka-

empferol besitzen durch die Hydroxygruppen der Phenole direkte antioxidative Eigenschaften 

(Heijnen et al., 2002; Kumar et al., 2016). Um die Fragestellung zu beantworten, ob die 

Flavonoide den OS der NPC-defizienten NDZs lindern können, wurde mit dem gleichen me-

thodischen Spektrum wie bei der Basisbestimmung gearbeitet.  

3.2.1 Quercetin und Kaempferol ergaben keine Senkung des ROS Niveaus in NPC-de-

fizienten Zellen 

Da insbesondere in NPC1-defizienten NDZs ein signifikant erhöhtes Maß an ROS beobachtet 

wurde, erfolgte eine 24-stündige Behandlung der Zellen mit den ROS-Fängern Quercetin und 

Kaempferol. Um einen direkten Einfluss der verwendeten Substanzen auf das ROS-Niveau zu 

bestimmen, wurde ROS wie zuvor mithilfe der Durchflusszytometrie unter Verwendung des 

DCFDA-Assays detektiert. 

Nach Behandlung der NDZs mit 75 µM bzw. 150 µM Quercetin wurde weder in NPC1-defizi-

enten Zellen noch in der NPC2-defizienten Zelllinie eine signifikante Senkung der DCF posi-

tiven Zellen im Vergleich zu der DMSO-Kontrolle festgestellt (Abb. 24 A). Bei Mutation A 

konnte eine geringe Senkung ohne statistische Signifikanz der ROS-Werte mit steigender Kon-

zentration von Quercetin beobachtet werden sowie auch bei Mutation C in einem geringeren 

Maße. Im Unterschied dazu zeigte die Quercetin-Behandlung bei Mutation B keine Verände-

rung der DCF positiven Zellen verglichen mit DMSO. In NPC2 wurde eine Minderung der 

ROS-Werte unter Behandlung mit 75 µM Quercetin im Vergleich zu der DMSO-Kontrolle ge-

sehen, die nicht nach Behandlung der Zellen mit 150 µM Quercetin in selbiger Linie beobachtet 

wurde (Abb. 24 A).  

Die Behandlung der NDZs mit Kaempferol erfolgte mit 50 µM bzw. 100 µM für 24 Stunden. 

Im Einklang mit der Quercetin-Behandlung konnte auch nach Behandlung der NDZs mit Ka-

empferol keine statistisch signifikante Veränderung der DCF positiven Zellen festgestellt wer-

den im Vergleich zu der DMSO-Kontrolle (Abb. 24 B). Eine geringe Verminderung der DCF 

positiven Zellen ohne statistische Signifikanz konnte in den Mutationen A und C sowie in der 

NPC2-Linie nach Kaempferol-Behandlung gesehen werden im Vergleich mit der DMSO-Kon-

trolle (Abb. 24 B). 
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Abb. 24: ROS-Messung der NDZs nach Behandlung mit Flavonoiden 

Das ROS-Niveau der NDZs wurde nach 24-stündiger Behandlung mit 75 bzw. 150 µM Quer-

cetin oder 50 bzw. 100 µM Kaempferol sowie einer DMSO-Kontrolle mittels DCFDA Assay 

bestimmt. Die behandelten Proben wurden auf die jeweilige DMSO-Kontrolle normiert (N=3-

4, n=3-7). Dabei konnten keine signifikanten Veränderungen der DCF positiven Zellen unter 

Behandlung mit hoch dosiertem Quercetin (A) bzw. Kaempferol (B) beobachtet werden. 

3.2.2 NPC-defiziente Zellen zeigten keine Veränderung der SOD-Aktivität nach Be-

handlung mit Quercetin und Kaempferol 

Da bei allen NPC1-defizienten neuralen Zellen eine signifikante Verminderung der SOD-Ak-

tivität beobachtet wurde, erfolgte als weiterer OS-Parameter die Bestimmung der SOD-Aktivi-

tät über die WST-1-Formation unter Behandlung der NDZs mit 150 µM Quercetin bzw. 100 

µM Kaempferol. Weder die Behandlung der NPC-defizienten NDZs mit Quercetin noch mit 

Kaempferol erbrachten eine signifikante Veränderung der SOD-Aktivität verglichen mit der 

DMSO-Kontrolle (Abb. 25). 
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Abb. 25: Bestimmung SOD-Aktivität nach Behandlung mit Quercetin und Kaempferol 

Nach 24-stündiger Behandlung mit DMSO bzw. hoch dosierten Flavonoiden wurde die SOD-

Aktivität der NDZs bestimmt und auf den Proteingehalt der Probe normiert (N=3-4, n=3-4). 

Hierbei sind keine Veränderungen der SOD-Aktivität weder bei den NPC1-Mutationen (A, B, 

C) noch bei der NPC2-Mutation (D) unter Behandlung verglichen mit DMSO detektiert wor-

den. 

3.2.3 Beeinflussung der Proteinexpression der SOD1, SOD2 und Katalase durch hoch 

dosierte Flavonoide 

Neben der direkten antioxidativen Wirkung für Quercetin und Kaempferol wurde eine indirekte 

Wirkung über die Stimulation des Nrf-2-Signalweges beschrieben (Arredondo et al., 2010), 

wurde der Einfluss der Testsubstanzen auf das antioxidative Abwehrsystem der Zelle auf Pro-

teinebene mittels semiquantitativer Western Blot Analysen untersucht. 

Nach dem Nachweis von geringen Veränderungen der SOD1-Proteinexpression in NPC-defi-

zienten Zellen erfolgte die Betrachtung des SOD1-Proteingehalts nach Behandlung der NDZs 

mit Quercetin bzw. Kaempferol. Hierbei ergab sich eine geringe Steigerung verglichen mit der 

DMSO-Kontrolle sowohl unter Behandlung mit 150 µM Quercetin als auch unter Behandlung 

mit 100 µM Kaempferol in Mutation A ohne statistische Signifikanz (Abb. 26 A). Bei Mutation 

C wurde eine signifikante Erhöhung der SOD1-Expression um 44 % nach Quercetin-Behand-

lung im Vergleich zu DMSO festgestellt, wobei die Steigerung nach Kaempferol-Behandlung 

nicht signifikant war (Abb. 26 C). Im Gegensatz dazu ergab die SOD1-Bestimmung in NPC2 



61 3 Ergebnisse  

 

nach Flavonoid-Behandlung verglichen mit der DMSO-Kontrolle eine nicht signifikante Sen-

kung (Abb. 26 D), während in Mutation B keine Veränderung nach Flavonoid-Behandlung be-

obachtet wurde (Abb. 26 B). 

 

Abb. 26: SOD1-Proteinexpression nach Flavonoid-Behandlung in NPC-defizienten NDZs 

Mithilfe einer semiquantitativen Western Blot Analyse der NDZs nach 24-stündiger Behand-

lung mit den Testsubstanzen wurde der SOD1-Gehalt (18 kDa) detektiert unter Verwendung 

von β-Aktin als Referenzprotein (42 kDa) (N=3-4, n=3-6). Es wurden in Mutation A (A), Mu-

tation B (B) und in der NPC2-Linie (D) keine signifikanten Veränderungen gesehen. Bei der 

Mutation C wurde bei der Behandlung mit 150 µM Quercetin eine signifikante Erhöhung des 

SOD1-Proteins beobachtet, wobei die Kaempferol-Behandlung keinen signifikanten Effekt 

hatte (C). Unter jedem Balkendiagramm sind repräsentative Darstellungen der β-Aktin- und 

SOD1-Bande desselbigen Gels abgebildet. Im Anhang in Abb. 39 ist eine repräsentative Dar-

stellung eines Western Blots der vier Zelllinien unter Flavonoid-Behandlung zu finden.  

Als weiteres wichtiges zelluläres Regulationselement bei OS gilt die SOD2 aufgrund ihrer Lo-

kalisation innerhalb der Zelle, umgeben von vielen reaktiven Molekülen, sowie ihrer Induzier-

barkeit durch äußere und innere Faktoren (Miao & St. Clair, 2010). Nach Behandlung der NPC-

defizienten NDZs erfolgte eine Bestimmung des SOD2-Proteinniveaus. Hierbei war bei der 

Mutation A eine signifikante Steigerung der SOD2 nach Behandlung mit 150 µM Quercetin 

um 44 % und 100 µM Kaempferol um 71 % verglichen mit DMSO zu beobachten (Abb. 27 A). 
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Ebenfalls ein signifikanter Anstieg der SOD2 auf Proteinebene um 51 % war bei der Mutation 

B mit der Behandlung von 100 µM Kaempferol zu verzeichnen im Vergleich zu DMSO. Bei 

der Behandlung mit 150 µM Quercetin wurde eine geringe, nicht signifikante Erhöhung beo-

bachtet (Abb. 27 B). Keine Änderung der SOD2-Expression verglichen mit der DMSO-Kon-

trolle wurde bei der Mutation C sowie bei der NPC2-Linie unter Flavonoid-Behandlung beo-

bachtet (Abb. 27 C, D). 

 

Abb. 27: SOD2-Proteinniveau nach Flavonoid-Behandlung der NPC-defizienten NDZs 

Nach 24-stündiger Behandlung der NDZs mit 150 µM Quercetin bzw. 100 µM Kaempferol 

sowie der DMSO-Kontrolle erfolgte eine Western Blot Analyse zur Bestimmung des SOD2-

Proteinniveaus (22 kDa) mit β-Aktin als Referenzprotein (42 kDa) (N=3-4, n=3-6). Dabei konn-

ten signifikante Steigerungen bei der Mutation A unter Quercetin- und Kaempferol-Behandlung 

verglichen mit DMSO nachgewiesen werden (A). In Mutation B ergab sich eine signifikant 

erhöhte SOD2-Expression unter Kaempferol-Behandlung (B). In Mutation C (C) und NPC2 

(D) waren keine Veränderungen der SOD2-Expression unter Behandlung mit Quercetin und 

Kaempferol zu sehen. Repräsentative Darstellungen der β-Aktin- und SOD2-Bande desselbigen 

Gels sind unter den Balkendiagrammen abgebildet. Im Anhang in Abb. 40 ist eine repräsenta-

tive Darstellung von Western Blots der vier Zelllinien unter Flavonoid-Behandlung zu finden. 

Aufgrund des verringerten Basiswertes der Katalase in allen NPC1-defizienten NDZs stellte 

sich die Frage, ob die Behandlung mit Flavonoiden eine Verbesserung der Katalase-Expression 
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bewirkt und so den OS senken kann. Jedoch zeigte keine der untersuchten NPC-defizienten 

neuralen Zellen eine Erhöhung der Katalase auf Proteinebene nach Behandlung mit Quercetin 

und Kaempferol im Vergleich zu der DMSO-Kontrolle (Abb. 28). Im Gegensatz dazu wurde 

bei der Mutation A eine signifikante Verringerung unter Behandlung mit Quercetin bzw. Ka-

empferol beobachtet (Abb. 28 A). Gleiches gilt für die Mutation C, die nach der Behandlung 

mit 100 µM Kaempferol eine signifikante Reduktion im Vergleich zur DMSO-Kontrolle zeigte 

(Abb. 28 C). Unbeeinflusst von den Flavonoid-Behandlungen stellten sich die Mutation B und 

NPC2 dar (Abb. 28 B, D). 

 

Abb. 28: Unveränderte Katalase-Expression nach Behandlung der NDZs mit Flavonoiden 

Mithilfe der Western Blot Analyse erfolgte nach 24-stündiger Behandlung der NDZs mit 150 

µM Quercetin bzw. 100 µM Kaempferol sowie der DMSO-Kontrolle die Bestimmung des Ka-

talase-Proteinniveaus (60kDa) mit β-Aktin als Referenzprotein (42 kDa) (N=3-5, n=3-8). Sig-

nifikante Reduktionen unter Behandlung wurden bei der Mutation A und C (A, C) beobachtet. 

Bei Mutation B (B) und bei der NPC2-Linie (D) waren keine Veränderungen zu sehen. Jewei-

lige, repräsentative Darstellungen der Katalase- und β-Aktin-Bande desselben Gels sind unter 

den Balkendiagrammen abgebildet. Im Anhang in Abb. 41 ist eine repräsentative Darstellung 

von Western Blots der vier Zelllinien unter Flavonoid-Behandlung zu finden. 
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3.2.4 Betrachtung des enzymatischen Abwehrsystems nach hoch dosierter Flavonoid-

Behandlung auf Genexpressionsebene 

Nachdem vereinzelt Erhöhungen der Proteine SOD1 und SOD2 in NPC-defizienten neuralen 

Zellen beobachtet wurden, blieb die Frage offen, ob die Unterschiede ebenfalls auf Genexpres-

sionsebene vorhanden sind. Für die Untersuchung dieser Fragestellung erfolgten RT-qPCR-

Analysen nach 24-stündiger Behandlung der NPC-defizienten NDZs mit 150 µM Quercetin 

bzw. 100 µM Kaempferol, wobei stets eine DMSO-Kontrolle mitgeführt wurde.  

Bei der Expressionsanalyse des SOD1-Gens wurde in keiner untersuchten NPC-defizienten 

Zelllinie ein signifikanter Unterschied im Vergleich zu der DMSO-Kontrolle beobachtet (Abb. 

29). Bei der Mutation C wurde, entsprechend dem signifikant gesteigerten SOD1-Proteinniveau 

(Abb. 26 C), ebenfalls auf Genexpressionsebene eine Steigerung um 178 % der SOD1-Expres-

sion nach Quercetin-Behandlung festgestellt verglichen mit DMSO. Bei einem hohen Standard-

fehler war die Erhöhung nicht statistisch signifikant (Abb. 29 C). Eine geringe Steigerung der 

SOD1-Expression nach Quercetin-Behandlung ohne statistische Signifikanz war ebenfalls bei 

Mutation A zu erkennen, während Kaempferol keinen Effekt zeigte (Abb. 29 A). Sowohl die 

mRNA der SOD1 von Mutation B als auch von NPC2 blieben unbeeinflusst von den Flavonoid-

Behandlungen verglichen mit der DMSO-Kontrolle (Abb. 29 B, D). 

Die Analyse der SOD2-Genexpression der NPC-defizienten NDZs nach Quercetin- bzw. Ka-

empferol-Behandlung ergab keine signifikanten Veränderungen im Vergleich zu der DMSO-

Kontrolle (Abb. 30). Während bei Mutation B und in der NPC2-Linie das Niveau an SOD2 

mRNA nach der Behandlung mit den Flavonoiden vergleichbar hoch war wie nach der DMSO-

Behandlung (Abb. 30 B, D), wurde in Mutation A eine Steigerung ohne statistische Signifikanz 

unter Flavonoid-Behandlung bei hoher Abweichung vom Mittelwert beobachtet (Abb. 30 A). 

Nach Quercetin-Behandlung wurde bei der Mutation C ein um das Doppelte erhöhter SOD2 

mRNA-Gehalt verglichen mit der DMSO-Kontrolle festgestellt, der nicht signifikant war (Abb. 

30 C). 



65 3 Ergebnisse  

 

 
Abb. 29: Fehlender Einfluss der Flavonoide auf die SOD1 mRNA-Expression der NDZs 

Nach 24-stündiger Behandlung der NDZs mit den Testsubstanzen bzw. DMSO wurde der 

SOD1 mRNA-Gehalt mittels RT-qPCR bestimmt (N=3, n=3). Es wurden keine signifikanten 

Veränderungen der SOD1-Genexpression festgestellt. 
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Abb. 30: Bestimmung der SOD2-Genexpression nach Flavonoid-Behandlung der NPC-

defizienten NDZs 

Nach 24-stündiger Behandlung der NDZs mit den Testsubstanzen bzw. DMSO wurde der 

SOD2 mRNA-Gehalt mittels RT-qPCR bestimmt (N=3, n=3). Es wurden keine signifikanten 

Veränderungen der SOD2-Genexpression festgestellt. 

Bei nachgewiesener verminderter Genexpression der Katalase in allen untersuchten NPC1-de-

fizienten neuralen Zellen erfolgte die Bestimmung der Katalase-Expression nach Behandlung 

der NDZs mit Quercetin und Kaempferol (Abb. 31). Entsprechend der Ergebnisse der Katalase-

Expression auf Proteinebene nach Flavonoid-Behandlung wurden auf Genebene ebenfalls keine 

Erhöhungen der Katalase-Expression nach Behandlung mit den Testsubstanzen verglichen mit 

der DMSO-Kontrolle festgestellt (Abb. 31). 
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Abb. 31: Keine Beeinflussung der Katalase durch Flavonoide 

Nach 24-stündiger Behandlung der NDZs mit den Testsubstanzen bzw. mit der DMSO-Kon-

trolle wurde die mRNA der Katalase mittels RT-qPCR bestimmt (N=3, n=3). Es wurden keine 

signifikanten Veränderungen der Katalase-Genexpression nach Flavonoid-Behandlung vergli-

chen mit der DMSO-Kontrolle beobachtet. 

Des Weiteren wurden Parameter der regulatorischen Ebene betrachtet, die u. a. als wichtiger 

Signalweg bei der Expression von antioxidativen Enzymen eine Rolle spielen. Einer dieser Pa-

rameter ist der Transkriptionsfaktor Nrf-2, wobei in Arredondo et al. (2010) eine Steigerung 

der Nrf-2-Expression in primären zerebellären Körnerzellen über einen direkten Einfluss von 

Quercetin beschrieben wurde. In den hier verwendeten NDZs wurde bei allen drei NPC1-defi-

zienten Zelllinien eine Steigerung unter Quercetin-Behandlung verglichen mit der jeweiligen 

DMSO-Kontrolle beobachtet, wobei der Anstieg um 121 % bei der Mutation C signifikant war 

(Abb. 32). In der NPC2-Mutante zeigt sich keine Veränderung der Nrf-2-Expression unter 

Quercetin-Behandlung im Vergleich zu der DMSO-Kontrolle (Abb. 32 D). Nach Kaempferol-

Behandlung zeigte Mutation A eine nicht signifikante Steigerung der Nrf-2 mRNA verglichen 

mit DMSO, wobei ebenfalls ein hoher Standardfehler gesehen wurde (Abb. 32 A). Die Nrf-2-

Expression der Mutation B, Mutation C und von der NPC2-Linie waren nach Kaempferol-Be-

handlung im Vergleich zur DMSO-Kontrolle nicht verändert (Abb. 32). 

HMOX-1 (kurz für heme oxygenase 1), die ebenfalls durch Nrf-2 reguliert wird, wurde nach 

Behandlung der NDZs mit den Testsubstanzen auf Expressionsebene untersucht. Auffallend 
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war hierbei die signifikant gesteigerte HMOX-1-Expression nach der Behandlung mit 150 µM 

Quercetin bei der Mutation B um 396 % (Abb. 33 B) sowie der Mutation C um 417 % (Abb. 

33 C) verglichen mit der jeweiligen DMSO-Kontrolle. Des Weiteren wurde eine nicht signifi-

kante Steigerung bei Mutation A nach Quercetin-Behandlung im Vergleich zu DMSO detek-

tiert. Quercetin zeigte keinen Einfluss auf die HMOX-1-Expression in NPC2 (Abb. 33 D). Die 

Behandlung der NPC1-defizienten NDZs mit 100 µM Kaempferol zeigte keinen Einfluss auf 

die HMOX-1-Expression verglichen mit DMSO, wohingegen bei der NPC2-Linie ein nicht 

signifikanter Anstieg der HMOX-1 mRNA im Vergleich zu DMSO beobachtet wurde (Abb. 

33). 

 
Abb. 32: Expression von Nrf-2 nach Behandlung der NDZs mit Flavonoiden 

Nach 24-stündiger Behandlung der NDZs mit Quercetin bzw. Kaempferol unter Mitführung 

einer DMSO-Kontrolle wurde die mRNA von Nrf-2 mittels RT-qPCR bestimmt (N=3, n=3). 

Dabei war die mRNA-Expression nach Quercetin-Behandlung bei der Mutation C signifikant 

(C). Bei den Zelllinien Mutation A (A), Mutation B (B) und NPC2 (D) konnten keine signifi-

kanten Veränderungen der Nrf-2-Genexpression nach Flavonoid-Behandlung verglichen mit 

der DMSO-Kontrolle festgestellt werden. 
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Abb. 33: Beeinflussung der HMOX-1-Expression der NDZs durch Flavonoide  

Nach 24-stündiger Behandlung der NDZs mit Quercetin bzw. Kaempferol unter Mitführung 

einer DMSO-Kontrolle wurde die mRNA von HMOX-1 mittels RT-qPCR bestimmt (N=3, 

n=3). Die Mutation B (B) und Mutation C (C) zeigten nach Quercetin-Behandlung verglichen 

mit DMSO eine signifikante Steigerung der HMOX-1-Expression.  

3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Ziel der Arbeit war es, oxidativen Stress in einem neuralen Zellmodell des Morbus Niemann-

Pick zu untersuchen. Hierzu wurden neurale, differenzierte Patienten-spezifische induzierte 

pluripotente Stammzellen mit verschiedenen Mutationen des NPC1- bzw. NPC2-Gens verwen-

det. Oxidativer Stress und Enzyme des antioxidativen Abwehrsystems wurden hierbei mithilfe 

verschiedener molekularbiologischer Methoden analysiert. Oxidativer Stress wurde mittels 

DCFDA-Assay, Western Blot Bestimmung von nitrierten Tyrosylresten und der kolorimetri-

schen Bestimmung der SOD-Aktivität untersucht. Der Nachweis der Enzyme SOD1, SOD2 

und Katalase des antioxidativen Abwehrsystems erfolgte auf Proteinebene mittels Western Blot 

Analyse und auf Transkriptionsebene mit RT-q-PCR-Analysen. Des Weiteren wurde der Ein-

fluss der antioxidativ wirksamen Substanzen Quercetin und Kaempferol auf die oben benannten 

Parameter untersucht. Hierbei wurden folgende Ergebnisse erzielt:  

- NPC1-defiziente, aber nicht NPC2-defiziente NDZs, wiesen eine erhöhte Menge an 

ROS auf. 
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- NPC1-defiziente, aber nicht NPC2-defiziente NDZs, besaßen einen erhöhten Anteil an 

nitrierten Tyrosylresten in Proteinen, insbesondere nGAPDH und nSOD2. 

- NPC1-defiziente, aber nicht NPC2-defiziente NDZs, wiesen eine verminderte SOD-

Aktivität auf. 

- NPC1- und NPC2-defiziente NDZs zeigten keine Veränderung des Proteingehalts oder 

der Genexpression der SOD1 oder SOD2. 

- NPC1-defiziente, aber nicht NPC2-defiziente NDZs, wiesen eine signifikante starke Re-

duktion der Katalase auf Protein- und Genexpressionsebene auf. 

- Quercetin und Kaempferol erniedrigten, statistisch nicht signifikant, die ROS-Menge in 

NPC1- und NPC2-defizienten NDZs. 

- Quercetin und Kaempferol hatten keinen Einfluss auf die SOD-Aktivität in NPC1- und 

NPC2-defizienten NDZs. 

- Quercetin und Kaempferol beeinflussten die SOD1-, SOD2- und Katalase-Expression 

in NPC1- und NPC2-defizienten NDZs nicht. 

- Quercetin, aber nicht Kaempferol, erhöhte die HMOX-1- und die Nrf-2-Expression in 

NPC1-defizienten NDZs, aber nicht in NPC2-defizienten NDZs. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die neuralen NPC1-defizienten Zellen erhöhte OS-

Parameter aufweisen, wohingegen bei den NPC2-defizienten Zellen keine Anzeichen für OS 

gefunden werden konnten. Herausstechend erscheint hierbei der Verlust der Katalase in NPC1-

defizienten Zellen. Die Behandlung mit den Flavonoiden Quercetin und Kaempferol, zur Wie-

derherstellung der Balance zwischen ROS-Produktion und -Abbau, zeigte nur geringe Effekte 

bei der Betrachtung der OS-Parameter in NPC1-defizienten Zellen. Ein Effekt auf die NPC2-

defizienten NDZs wurde weder erwartet noch beobachtet.  
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4 Diskussion  

Morbus Niemann-Pick Typ C ist eine seltene, neuroviszerale Erkrankung mit dysfunktionalem 

NPC1- bzw. NPC2-Protein, woraus eine Akkumulation von Cholesterol und Sphingolipiden 

resultiert. Diese Anreicherung ist vornehmlich in Lysosomen zu finden, wobei sich die Lipide 

auch in anderen zellulären Organellen wie Mitochondrien anreichern (Kelly et al., 1993; Vanier 

et al., 1988). Bei einem erhöhten Gehalt an mitochondrialem Cholesterol in NPC1-Modellen 

(Balboa et al., 2017) sind kürzlich mitochondriale Dysfunktionen in NPC1- und NPC2-defizi-

enten, neural differenzierten Zellen von Liedtke et al. (2022) beschrieben wurden. Daraus re-

sultiert nicht nur ein hohes Maß an Veränderungen im gesamten Metabolismus der Zellen, son-

dern auch in der Regulation der Enzyme des antioxidativen Abwehrsystems, wodurch ein cir-

culus vitiosus entsteht (Kennedy et al., 2013; Wos̈ et al., 2016). Dabei ist oxidativer Stress als 

herausstechende Pathophysiologie nicht nur im Morbus Niemann-Pick Typ C zu sehen, sondern 

tritt ebenfalls in anderen neurodegenerativen Erkrankungen auf (Lin & Beal, 2006). Beispiels-

weise sind neben mitochondrialen Dysfunktionen erhöhte OS-Parameter mit resultierender Ent-

zündung und Destruktion von neuralem Gewebe für die Encephalitis disseminata (ED), oder 

auch Multiple Sklerose (MS) genannt, beschrieben (Haider et al., 2011; Sadeghian et al., 2016). 

Aber auch im Morbus Parkinson und der Amyotrophen Lateralsklerose (ALS) sind neben den 

Nachweisen von veränderten Makromolekülen durch OS abweichende Regulationen von anti-

oxidativen Enzymen im Vergleich zu Kontrollen beobachtet worden (Deas et al., 2016; Tam et 

al., 2019). In NP-C erscheint der therapeutische Ansatz vielversprechend, neben einer her-

kömmlichen Therapie wie Miglustat eine ergänzende Behandlung mit antioxidativen Substan-

zen durchzuführen, um ebendiesen OS zu mindern. Daher bestand das Ziel dieser Arbeit im 

Nachweis von OS und Veränderungen im enzymatischen Abwehrsystem der NPC-defizienten 

neuralen Zellen sowie der Testung von antioxidativ wirksamen Flavonoiden als potenzieller 

therapeutischer Ansatz des NP-C. 

4.1 Oxidativer Stress als pathophysiologisches Merkmal neurodegenerati-

ver Erkrankungen 

Oxidativer Stress ist definiert als Dysbalance zwischen der Synthese und dem Abbau reaktiver 

Moleküle, bei der die Produktion ebendieser überwiegt. Diese reaktiven Metaboliten greifen 

Biomoleküle wie die DNS, Proteine und Lipide an und führen zum ROS/ RNS induzierten 

Schaden. Allerdings muss ebenfalls betont werden, dass auch unter physiologischen Bedingun-

gen 1-2 % des verwendeten Sauerstoffs zu reaktiven Molekülen konvertieren, was überdies 

essenziell für spezifische Signalwege ist, die zelluläre Funktionen modulieren (Apel & Hirt, 
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2004; Uttara et al., 2009). Eine erhöhte Produktion von reaktiven Molekülen steht bei vielen 

Erkrankungen in der Pathogenese im Vordergrund. Beim Diabetes mellitus beispielweise spielt 

OS in der Entstehung und Progression der Erkrankung eine fundamentale Rolle. Die mit erhöh-

ten OS-Parametern einhergehenden zellulären Veränderungen induzieren insbesondere beim 

Diabetes mellitus Typ 2 vermehrt Komplikationen wie Schlaganfälle, Neuropathien, Retinopa-

thien und Nephropathien (Asfandiyarova et al., 2006; Collier et al., 1992; Phillips et al., 2004). 

Darüber hinaus spielt OS eine Schlüsselrolle bei Ischämien wie beispielsweise beim Myokard-

infarkt. Die Arbeitsgruppe Calvieri et al. (2018) weist auf die wichtige Rolle von OS zusammen 

mit der Plättchenaktivierung bei der Thrombusbildung und dem -wachstum im Rahmen von 

myokardialen Ischämien hin. Dies sei in der progressiven Erhöhung der OS-Marker bei solchen 

Patienten zu sehen (Calvieri et al., 2018). Ebenfalls wurde bei diversen Krebsarten ein großer 

Einfluss des OS in der Entstehung und Progression der Erkrankung bestätigt. Erhöhte ROS-

Werte, wie sie auch in dieser Arbeit für NP-C1 nachgewiesen wurden, aktivieren Tumor för-

dernde Signalwege, die das Zellüberleben und die ungeregelte zelluläre Proliferation stimulie-

ren. Dies führt in den Tumorzellen zu DNS-Schäden und genetischer Instabilität. Allerdings ist 

der Reduktions-Oxidationsstatus bei Krebszellen komplexer. Hier würden zu hohe Spiegel an 

reaktiven Molekülen zum programmierten Zelltod führen wie in neuralen Zellen von neurode-

generativen Erkrankungen. Auch für NP-C wurde eine erhöhte Apoptoserate beschrieben 

(Klein et al., 2011; Wu et al., 2005). In Tumorzellen führen spezielle Signalwege zu einer Er-

höhung von antioxidativen Enzymen und wirken auf diese Weise einem Zelluntergang entge-

gen. Somit entsteht ein erhöhter, jedoch kein zu hoher Gehalt an reaktiven Molekülen, sodass 

die Tumorzellen sich ungerichtet vermehren können (Arfin et al., 2021). Darüber hinaus können 

reaktive Moleküle ebenfalls direkt die DNS angreifen und Chromosomeninstabilität sowie Mu-

tationen hervorrufen, sodass es zur Karzinogenese kommt (Du et al., 1994). 

Nicht überraschend ist die hohe Relevanz von OS bei neurologischen Erkrankungen. Insbeson-

dere im Gehirn führen begünstigende Faktoren zu einer überschießenden Synthese von reakti-

ven Metaboliten sowie zu einer Hypersensibilität gegenüber OS. Einer dieser Faktoren ist der 

hohe Energiemetabolismus mit einer sehr hohen aeroben ATP-Produktion. Das Gehirn macht 

2 % des Körpergewichts aus, verbraucht aber 20 % des Sauerstoffs des Körpers (Schipper, 

2004). Einen weiteren begünstigenden Faktor für die Produktion von ROS und RNS stellt der 

hohe Anteil an ungesättigten Fettsäuren dar. Durch in Beschlag nehmen eines Elektrons einer 

Doppelbindung der ungesättigten Fettsäure und der somit ausgelösten Kettenreaktion durch 

eine erneute Bildung eines Radikals, kommt es zur Modifizierung von vielen Lipidmolekülen 

durch ein einziges Hydroxylradikal. Dieser Vorgang wird auch als Lipidperoxidation 
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bezeichnet (Butterfield et al., 2002; Löffler et al., 2007). Die Modifizierung der Lipide führt 

zur Reduktion der Membranfluidität sowie zu veränderten zellulären Funktionen bis hin zum 

Zelluntergang (Cazzola et al., 2004; Pegoretti et al., 2020). Bei NP-C wurde äquivalent dazu 

eine verminderte Membranfluidität beobachtet, die in einem gestörten Transport von antioxi-

dativ wirksamen Molekülen resultiert (Fernandez-Checa & Kaplowitz, 2005; Torres et al., 

2017). Cerebral führen zusätzlich der Metabolismus der Neurotransmitter und der hohe Eisen-

gehalt, entsprechend der Fenton-Reaktion, ebenfalls zur Produktion vieler reaktiver Metabolite 

(Floyd & Carney, 1992; Gilgun-Sherki et al., 2001; Lloyd et al., 1997). In anderen Körperregi-

onen haben reaktive Moleküle eine geringe Überlebensdauer durch das umfangreiche antioxi-

dative Abwehrsystem einer Zelle. Allerdings ist im zentralen Nervensystem im Vergleich zu 

anderen Organen das Maß an antioxidativen Abwehrmechanismen geringer, insbesondere die 

Enzyme Glutathionperoxidase und Katalase, die in dieser Arbeit näher betrachtet wurde. Dieses 

Ungleichgewicht zwischen hoher oxidativer Belastung und geringen Abwehrmechanismen 

führt bei den postmitotischen Neuronen und Gliazellen zu zellulären Schäden (Cadet & 

Brannock, 1997). Da zu viele reaktive Moleküle zu einer Aktivierung des programmierten Zell-

tods führen, wird ein Untergang von Neuronen hervorgerufen (S. Wang et al., 2017; 

Whittemore et al., 1994). Dieser Vorgang wird als Neurodegeneration bezeichnet. Somit ist es 

nicht verwunderlich, dass in neurodegenerativen Erkrankungen OS eine essenzielle Rolle in der 

Pathogenese spielt wie in der chronisch-entzündlich demyelinisierenden ZNS-Erkrankung 

Encephalomyelitis disseminata (ED) oder auch Multiple Sklerose (MS) genannt. Einer der un-

tersuchten OS-Parameter ist die ebenfalls in dieser Arbeit verwendete Beladung der Zellen mit 

DCFDA. Äquivalent zu den hier demonstrierten Untersuchungen der NPC-defizienten NDZs 

konnte auch in ED-erkrankten Zellen ein erhöhter ROS-Gehalt aufgezeigt werden (De Rasmo 

et al., 2020). Darüber hinaus ist in immunhistochemischen Untersuchungen von post mortem 

entnommenem ZNS-Gewebe von ED-Patienten vermehrt Nitrotyrosin als Marker für OS-ver-

mittelten Schaden zu sehen (Cross et al., 1998). Dies ist im Einklang mit den hier beobachteten 

erhöhten Werten an nitrierten Proteinen in NPC-defizienten NDZs. Weiterhin gemeinsam ha-

ben ED und NP-C das Vorkommen von Veränderungen im antioxidativen Abwehrsystem. So 

ist analog zu der in dieser Arbeit gezeigten, verminderten SOD-Aktivität ebenfalls in ED er-

krankten Zellen eine reduzierte SOD1-Aktivität vorhanden (Zagórski et al., 1991). Dabei be-

schreiben neuste Studien die Beteiligung der SOD1 in wichtigen pathophysiologischen Signal-

wegen in ED (Rubino et al., 2021), die ebenfalls in dem Pathomechanismus von NP-C einen 

Einfluss spielen könnten. Wie auch in NP-C sind mitochondriale Veränderungen als wahr-

scheinliche Hauptquelle von reaktiven Molekülen ebenfalls in ED zu sehen (Liedtke et al., 
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2022; Sadeghian et al., 2016). OS ist in ED erkrankten Zellen involviert in der Destruktion von 

Myelin, axonaler Degeneration und Inflammation. Interessanterweise korreliert der Grad des 

oxidativen Schadens mit dem Ausmaß der Entzündung (Haider et al., 2011). Obwohl in NP-C 

erhöhte Entzündungszeichen zu sehen sind (Walkley & Suzuki, 2004), wurde eine Korrelation 

zwischen der Entzündung und dem oxidativen Schaden bisher nicht untersucht. In der neuro-

degenerativen Krankheit Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) wird, trotz unbekanntem Patho-

mechanismus, eine exzessive ROS-Produktion bei ineffektivem antioxidativem Abwehrsystem 

beschrieben, wie es auch in den hier untersuchten NPC-defizienten Zellen zu beobachten ist. 

Somit ist OS involviert in dem für die Erkrankung typischen Absterben von Motoneuronen 

(Ferrante et al., 1997; Tam et al., 2019). Wie in den hier durchgeführten Experimenten mit 

NPC-defizienten Zellen suggeriert ebenfalls in ALS erkrankten neuralen Zellen eine Erhöhung 

ohne statistische Signifikanz von 3-Nitrotyrosin als OS-Marker eine Beteiligung von Peroxy-

nitrit-vermitteltem Zellschaden in der Pathogenese von ALS (Fang et al., 2010). Weitere Stu-

dien zeigen oxidative Schäden an Makromolekülen wie Proteinen, Lipiden und der DNS in 

neuronalem Gewebe von ALS-Patienten (Cunha-Oliveira et al., 2020; Fang et al., 2010; 

Ferrante et al., 1997). Für die genetisch determinierte Form der ALS sind verschiedene Muta-

tionen beschrieben, wobei Mutationen in der SOD1 zu diesem Spektrum gehören. Durch 

SOD1-Mutationen konvertiert das Enzym zu einem pro-oxidativen Protein mit erhöhter ROS-

Produktion (Lin & Beal, 2006) und verminderter SOD-Aktivität, wie es in post mortem Studien 

von kortikalen Zellen und Blutzellen der genetischen Formen der ALS zu sehen ist (Gilgun-

Sherki et al., 2001). Bei ebenfalls verminderter SOD-Aktivität in NP-C unterscheidet sich die 

SOD1-Expression von der in ALS, die bei den hier verwendeten NPC-defizienten Zellen nicht 

signifikant verändert ist. Das lässt vermuten, dass die SOD1-Expression in NP-C nur einen 

geringen Einfluss auf die Pathogenese der Erkrankung hat. Auch der Morbus Alzheimer zeigt, 

wie die anderen neurodegenerativen Erkrankungen, erhöhte OS-Marker. So konnte ein erhöhter 

ROS-Gehalt im Morbus Alzheimer über die ebenfalls hier verwendete Substanz DCFDA de-

tektiert werden (Yatin et al., 1999). Hierbei führen die für die Erkrankung charakteristischen 

Amyloid-Ablagerungen zur Oxidation von Biomolekülen wie Lipiden und Proteinen und somit 

zur Neurotoxizität (Butterfield et al., 2002; Koppal et al., 1998; Sultana, Boyd-Kimball et al., 

2006). Darüber hinaus sind Veränderungen von antioxidativen Enzymen für Morbus Alzheimer 

beschrieben. In verschiedenen Gehirnarealen konnte beispielsweise ein erhöhter Gehalt der 

SOD und der Katalase, als potenzieller Kompensationsmechanismus gegen OS, gezeigt werden 

(Lovell et al., 1995). Die Expression der Katalase sowie die SOD-Aktivität zeigen sich auch in 

dieser Arbeit mit NPC-defizienten Zellen verändert. Jedoch sind hier sowohl die SOD-Aktivität 
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als auch der Katalase Gehalt vermindert, sodass nicht von einem Kompensationsmechanismus 

in den neuralen NPC-defizienten Zellen ausgegangen werden kann. Vielmehr scheinen die Ver-

änderungen im antioxidativen Abwehrsystem zu einer Aggravation des OS zu führen. Das 

letzte, hier angeführte Beispiel für die Beteiligung von OS in neurodegenerativen Erkrankungen 

ist der Morbus Parkinson. Diese Erkrankung ist charakterisiert durch Ablagerungen von aus α-

Synuklein bestehenden Lewy Körperchen. Neben diesen Proteinaggregaten stellen wie auch im 

NP-C mitochondriale Veränderungen eine Hauptquelle von ROS dar (Banerjee et al., 2010; 

Devi et al., 2008; Wos̈ et al., 2016). Analog zu NP-C geht der erhöhte Gehalt an α-Synuklein 

einher mit einer vermehrten Bildung von 3-Nitrotyrosin in Proteinen (C. Y. Chung et al., 2013), 

was die Funktion der Proteine stark beeinflussen kann. Aber auch veränderte antioxidative En-

zyme sind für den Morbus Parkinson beschrieben wie Fehlfaltungen der SOD1 mit folgender 

Dysfunktion, ähnlich wie es bei ALS zu sehen ist (Trist et al., 2017). Der daraus resultierende 

OS führt zum progressiven Verlust von dopaminergen Neuronen (Bose & Beal, 2019; Dagda 

et al., 2009; Deas et al., 2016). 

Charakteristisch für den Morbus Niemann-Pick als neurodegenerative Erkrankung ist die De-

generation von Purkinjezellen im Kleinhirn, die früh einsetzt und sich schnell entwickelt. Zu-

sätzlich degenerieren Neurone im Thalamus, Hirnstamm sowie in geringerem Ausmaß eben-

falls im Hippocampus, Neostriatum und Neokortex (Tang et al., 2010). Allerdings ist bisher der 

pathogenetische Mechanismus der Degeneration der speziellen Neurone noch nicht bekannt. 

Wie auch in den beschriebenen anderen neurodegenerativen Erkrankungen spielt OS in NP-C 

eine elementare Rolle in den pathophysiologischen Prozessen der Krankheitsentstehung und -

progression. So konnten in verschiedenen in vivo und in vitro NP-C Modellen erhöhte OS-

Parameter und Veränderungen im endogenen und exogenen antioxidativen Abwehrsystem 

nachgewiesen werden. Jedoch erfolgten zum derzeitigen Kenntnisstand zuvor keine Untersu-

chungen von OS in NP-C in einem humanen neuralen Zellmodell. Somit wurden im Rahmen 

dieser Arbeit verschiedene OS-Parameter wie die direkte ROS-Messung und die durch OS in-

duzierte Nitrierung von Proteinen untersucht. Zudem wurde das antioxidative Abwehrsystem 

begutachtet und insbesondere die Expression der Schlüsselenzyme SOD und Katalase be-

stimmt. Verwendet wurden hierfür die gut charakterisierten, neural differenzierten Zellen, die 

von NPC-Patienten-spezifischen induzierten pluripotenten Stammzellen stammen (Peter, 

Trilck et al., 2017; Trilck et al., 2013, 2017; Völkner et al., 2019). 

4.1.1 Oxidativer Stress in neuralen NPC1-defizienten Zellen 

Als direkter Parameter konnten in allen drei NPC1-Mutanten signifikant erhöhte ROS-Werte 

als Indikator für OS beobachtet werden über eine Beladung der Zellen mit DCFDA und 
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anschließender Fluoreszenzmessung. Die verwendete Methode wird als zuverlässiger Nach-

weis von ROS in vielen Studien zur Bestimmung des Maßes an OS genutzt (De Rasmo et al., 

2020; Eruslanov & Kusmartsev, 2009; Yatin et al., 1999). Die Bestimmung des ROS-Niveaus 

gilt als herausstechendes Kriterium in der Beurteilung, ob OS in den untersuchten Zellen vor-

liegt. So zeigen andere neurodegenerative Erkrankungen ebenfalls erhöhte ROS-Werte. Für pe-

riphere Blutzellen von ED-Patienten konnte über den Fluoreszenzfarbstoff DCFDA ein erhöh-

ter ROS-Gehalt nachgewiesen werden (De Rasmo et al., 2020) wie auch in hippocampalen 

Zellen von an Morbus Alzheimer leidenden Ratten (Yatin et al., 1999). Die Erhöhung von ROS 

in den verwendeten NPC1-defizienten NDZs steht im Einklang mit anderen Studien in NP-C, 

in denen verschiedene Modelle untersucht wurden. In hippocampalen Neuronen von dem weit 

verbreiteten BALB/c-Mausmodell sowie in hippocampalen Neuronen von Ratten, die zur In-

duktion des NPC1-Phänotyps mit U18666A behandelt wurden, konnte eine Anreicherung von 

DCF über dessen fluoreszierende Eigenschaften nach Oxidation lichtmikroskopisch dargestellt 

werden (Klein et al., 2011). Unter Verwendung des Amplex Red-basierenden, fluorometrischen 

Tests zeigen auch NPC1-defiziente CHO-Zellen gesteigerte ROS-Werte (Kennedy et al., 2014). 

In NPC1-defizienten Patienten-spezifischen Fibroblasten sind durchflusszytometrisch mit dem 

DCFDA-Assay ebenfalls erhöhte ROS-Werte detektiert wurden (Zampieri et al., 2009). 

Als weiterer Marker für reaktive Moleküle ist ein erhöhter Gehalt an nitrierten Proteinen be-

stimmt worden. Durch eine erhöhte Anzahl an reaktiven Molekülen reagiert das inerte NO mit 

Superoxiden, wodurch Peroxynitrit entsteht. Da Peroxynitrit sehr reaktiv ist, attackiert es direkt 

Biomoleküle, die dann eine Bindung eingehen. Bei Proteinen geschieht dies vornehmlich an 

Tyrosylresten, was über spezifische Antikörper detektiert werden kann und somit eine Quanti-

fizierung der RNS indirekt möglich macht (Beckman, 1996). So wurde ein erhöhtes Maß an 

nitrierten Proteinen, als Zeichen für ein gesteigertes RNS-Niveau und somit als Stressparame-

ter, in den NPC1-defizienten neural differenzierten Zellen beobachtet. Äquivalent dazu konnte 

ebenfalls in anderen neurodegenerativen Erkrankungen die vermehrte Nitrotyrosin-Bildung de-

tektiert werden. Neben den beschriebenen, erhöhten ROS-Werten als direktem OS-Marker 

konnte in neuronalem Gewebe immunhistochemisch vermehrt RNS über die Nitrotyrosin-Fär-

bung in ED-Patienten gesehen werden (Cross et al., 1998). Zusätzlich zeigen Anreicherungen 

von α-Synuklein wie beim Morbus Parkinson als α-Synukleinopathie einen erhöhten Gehalt an 

nitrierten Proteinen, die über den Nachweis von 3-Nitrotyrosin mittels Western Blot Analyse 

wie in dieser Arbeit belegt wurden (C. Y. Chung et al., 2013). Für die neurodegenerative Er-

krankung ALS ist ebenfalls in Rückenmarkszellen ein erhöhter Gehalt an 3-Nitrotyrosin be-

schrieben (Fang et al., 2010), der Ausdruck von OS ist. Die in den hier verwendeten, humanen 
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NPC1-defizienten NDZs detektierten, erhöhten Werte an nitrierten Proteinen stehen im Ein-

klang mit weiteren Studien in NP-C. Im murinen NPC1-Modell erfolgte mehrfach der Nach-

weis von Tyrosin-Veränderungen durch einen erhöhten Gehalt an reaktiven Molekülen. So zei-

gen Immunfluoreszenzfärbungen mit Nitrotyrosin von Thalami von NPC1-/- Mäusen eine ver-

mehrte Färbung als Marker von oxidativem Schaden in NP-C (D. Smith et al., 2009). Nochmals 

bestätigt wurde das gesteigerte RNS-Niveau in NP-C über immunhistochemische Färbungen 

von Nitrotyrosin in Kleinhirnlysaten von NPC1-/--Mäusen (Marín et al., 2014; Torres et al., 

2017). Im Kontrast zu den zuvor beschriebenen Studien, die Immunfluoreszenzfärbungen nutz-

ten, erfolgte die Untersuchung von nitrierten Proteinen in dieser Arbeit mittels semiquantitati-

ver Western Blot Analyse. Dies wurde zuvor ebenfalls durch Klein et al. (2011) an murinen 

NPC1-defizienten Kleinhirnlysaten durchgeführt, die zusätzlich Immunfluoreszenzfärbungen 

mit Nitrotyrosin anfertigte. Beide Nachweismethoden spiegeln einen deutlich erhöhten Gehalt 

an nitrierten Proteinen in NPC-defizienten Zellen wider (Klein et al., 2011). In den in dieser 

Arbeit verwendeten NPC-defizienten NDZs konnte insbesondere in Mutation B und Mutation 

C ein intensives Bandenmuster gesehen werden, was ein starker Hinweis für ein erhöhtes RNS-

Niveau in diesen neuralen Zellen ist. Um das Ausmaß des oxidativen Schadens noch genauer 

zu quantifizieren, erfolgte die Begutachtung von dem nitrierten GAPDH-Anteil (nGAPDH). 

GAPDH wird als Teil der Glykolyse in jeder Zelle exprimiert (Barber et al., 2005) und bei 

einem erhöhten RNS-Niveau nitriert mit resultierender verminderter Aktivität des Enzyms 

(Buchczyk et al., 2003; Xiao et al., 2005). In den bereits bei der Betrachtung des Bandenmusters 

für nitrierte Proteine auffälligen NPC1-defizienten Zelllinien ergab sich ein erhöhtes Verhältnis 

von nGAPDH/ GAPDH, was die Annahme auf ein erhöhtes Stressniveau in diesen Zellen be-

kräftigt. Damit einher gehen Studien, die wahrscheinlich als dessen Folge auf einen verminder-

ten ATP-Gehalt sowie erhöhte Laktatwerte in NPC1-defizienten Zellen hinweisen (Kennedy et 

al., 2014; Wos̈ et al., 2016). Aus der Datenlage geht hervor, dass neben der zuverlässigen di-

rekten ROS-Messung über die Fluoreszenz von DCFDA die Betrachtung von nitrierten Protei-

nen ein weiterer verlässlicher Marker für OS ist. Die durchgeführten Untersuchungen bestäti-

gen somit, dass die untersuchten neuralen NPC1-defizienten Zellen, die von Patienten-spezifi-

schen iPS abgeleitet wurden, an einem hohen Maß an OS leiden. 

Eine wichtige Quelle für die nachgewiesenen reaktiven Metaboliten sind dysfunktionale Mito-

chondrien (Vázquez et al., 2012). In der lysosomalen Speichererkrankung NP-C konnte gezeigt 

werden, dass nicht nur in Lysosomen, sondern auch in Mitochondrien eine Cholesterol-Akku-

mulation stattfindet (Balboa et al., 2017; Wos̈ et al., 2016). Derzeit wird ein Cholesteroltrans-

port von den Lysosomen zu Mitochondrien über MLN64 und das NPC2-Protein angenommen 
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(Balboa et al., 2017; Charman et al., 2010; Kennedy et al., 2014). Bei erhöhtem Anteil an Cho-

lesterol ist die Membranfluidität der mitochondrialen Membran verringert (Colell et al., 2003). 

Dies geht einher mit einem verminderten, mitochondrialen Membranpotential in NPC1-defizi-

enten CHO-Zellen (Balboa et al., 2017). Dadurch entsteht eine Störung des Energiemetabolis-

mus mit reduzierter ATP-Produktion (Wos̈ et al., 2016; Yu et al., 2005). Aufgrund des vermin-

derten ATP-Spiegels entstehen Beeinträchtigungen des Neuritenwachstums und somit eine er-

höhte Anfälligkeit für die hier nachgewiesenen, vermehrt vorkommenden Sauerstoffradikale 

(Yu et al., 2005). Allerdings zeigt die kürzlich erschienene Studie von Liedtke et al. (2022) in 

den hier verwendeten humanen neuralen NPC-defizienten Zellen keine signifikante Verände-

rung des mitochondrialen Membranpotentials im Gegensatz zu morphologischen Veränderun-

gen der Mitochondrien, die durch besagte Arbeitsgruppe gesehen wurden. So sind kleinere Mi-

tochondrien mit reduzierter Länge und Breite zu beobachten in NPC1- und NPC2-defiziente 

Zellen (Liedtke et al., 2022). Durch die bereits erwähnte Verminderung der Membranfluidität 

kommt es überdies zum gestörten Transport von GSH aus dem Zytosol in die Mitochondrien 

(Fernandez-Checa & Kaplowitz, 2005; Torres et al., 2017). Durch den hervorgerufenen, redu-

zierten mitochondrialen GSH-Gehalt, als Teil des antioxidativen Abwehrsystems, verschiebt 

sich das Reduktions-Oxidations-Gleichgewicht weiter Richtung ROS-Überschuss, wie es in 

dieser Arbeit für NP-C1 ermittelt wurde. Mitochondrien stellen einen Hauptentstehungsort für 

ROS dar (Murphy, 2009). So erscheint eine gestörte Beseitigung von Mitochondrien, was auch 

Mitophagie genannt wird, die ROS-Konzentration und damit den durch ROS-induzierten Scha-

den, wie nitrierte Proteine, zu erhöhen. Beide Komponenten wurden, wie zuvor dargestellt, für 

die NPC1-defizienten NDZs nachgewiesen. Die Arbeitsgruppe Liedtke et al. (2022) beobach-

tete ebensolche Störungen der Mitophagie sowie einen reduzierten Transport von Mitochond-

rien in den hier verwendeten NPC1- und NPC2-defizienten Zellen. Dadurch kann die Zelle 

nicht adäquat auf mitochondrialen Schaden reagieren und defekte Mitochondrien akkumulieren 

in der Zelle (Elrick et al., 2012; Lieberman et al., 2012; Liedtke et al., 2022). Solche Defekte 

führen zur Akkumulation von reaktiven Molekülen. Dazu gehören die in dieser Arbeit nachge-

wiesene ROS-Erhöhung und die gesteigerte RNS-induzierte Proteinnitrierung in allen NPC1-

defizienten neuralen Zellen. Aber nicht nur der Abbau der Mitochondrien ist in NP-C defekt, 

sondern auch die Beseitigung anderer zellulärer Komponenten ist betroffen, was unter dem Be-

griff Autophagie zusammenfasst wird. Autophagie ist ein physiologischer, kataboler Prozess 

zum Recyclen von Proteinen und Organellen sowie zur Elimination dysfunktionaler zellulärer 

Bestandteile (Lionaki et al., 2015). Störungen der Autophagie sind in vielen neurodegenerati-

ven Erkrankungen zu sehen, wie auch in den verwendeten NPC-defizienten NDZs (Liedtke et 
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al., 2022; Liedtke, Völkner & Jürs et al., 2021). Zusätzlich trägt die Autophagie ebenfalls zur 

Aktivierung von zellulären Signalwegen bei, die auf Stress reagieren (Jiménez-Moreno et al., 

2017). Einer dieser Signalwege umfasst das multifunktionale zytoplasmatische Protein p62, das 

während der Autophagie-Induktion an das zu degradierende Material bindet. In einem p62-

Knockout Modell wurde eine verminderte Expression des antioxidativen Transkriptionsfaktors 

Nrf-2 nach oxidativer Stressinduktion beschrieben. Umgekehrt gibt es auch Hinweise, dass eine 

erhöhte Nrf-2-Expression ebenfalls die p62-Expression steigert (Gureev et al., 2020; W. Liao 

et al., 2019). In dem hier verwendeten Zellmodell konnte eine verminderte p62 Expression ge-

sehen werden in NPC-defizienten Zellen (Liedtke et al., 2022), was konsekutiv zu einer ver-

minderten Nrf-2-Expression führen könnte. Somit könnte ein enger Zusammenhang zwischen 

hier beobachteten Veränderungen des antioxidativen Abwehrsystems, insbesondere der ver-

minderten SOD-Aktivität und der stark reduzierten Katalase-Expression, in NPC-defizienten 

NDZs zu den beobachteten Veränderungen der Autophagie bestehen. Denn Nrf-2 als wichtiger 

Regulator für das antioxidative Abwehrsystem erhöht bei dessen Aktivierung unter anderem 

die Katalase und SOD-Expression (J. Chen et al., 2014). 

4.1.2 Veränderung des antioxidativen Abwehrsystems in NP-C1 

Das zelluläre System kann auf viele Wege auf OS reagieren. Einer der wichtigsten Akteure zur 

enzymatischen Bekämpfung des OS stellt hierbei die SOD dar. Diese ist ubiquitär im Gehirn 

vorhanden und katalysiert die Dismutation von Superoxidradikalen in Wasserstoffperoxid 

(H2O2) und molekularem Sauerstoff (Fridovich, 1997; Löffler et al., 2007). In dieser Arbeit 

wurde die SOD als elementarer Bestandteil des antioxidativen Abwehrsystems im Hinblick auf 

ihre Aktivität sowie auf die Expression der Unterformen SOD1 und SOD2 untersucht. Hierbei 

ergab sich eine signifikante Reduktion der SOD-Aktivität in allen drei NPC1-defizienten neu-

ralen Zelllinien. Zuvor wurde die SOD-Aktivität in mehreren Studien in verschiedenen Zell-

modellen betrachtet, wobei sich inkonsistente Ergebnisse darstellten. In Erythrozyten von Pa-

tienten ergaben sich keine Veränderungen der SOD-Aktivität (Ribas et al., 2012), während sie 

in CHO-Zellen mit einem NPC1-Knockout erhöht war (Dominko et al., 2020), was als zellulä-

rer Kompensationsmechanismus gedeutet werden kann. Eine Verminderung der SOD-Aktivität 

wurde wie in den hier untersuchten NPC1-defizienten NDZs in einem Hefemodell des NP-C1 

gefunden. Dort zeigte sich, im Gegensatz zu hier vorliegenden Studie, bei unveränderter Akti-

vität der gesamten SOD eine verminderte SOD2-Aktivität (Vilaça et al., 2014). Eine Ursache 

für die verminderte SOD-Aktivität in NP-C1 könnte eine Veränderung der Sekundärstruktur 

des Proteins im Rahmen von posttranslationalen Modifizierungen sein. Dabei spielen struktu-

relle Veränderungen im aktiven Zentrum eine wichtige Rolle, die zu einer verminderten 
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Aktivität oder gar zum Verlust der Funktionstüchtigkeit des Proteins führen. Erhöhte Werte an 

reaktiven Molekülen, die in OS münden, führen häufig zu solchen funktionsverändernden Mo-

difizierungen an Makromolekülen, insbesondere an Proteinen. Mit dem Nachweis eines erhöh-

ten Anteils an nitrierten Proteinen in NPC1-defizienten NDZs, die durch ein erhöhtes Maß an 

RNS entstanden sind, wurden bereits solche funktionsverändernden Modifizierungen an Prote-

inen gezeigt. Somit stellte sich die Frage, ob die nachgewiesene, verminderte SOD-Aktivität in 

NP-C1 durch eine erhöhte Nitrierungsrate der SOD1 oder SOD2 zu erklären ist. Hierbei gilt 

insbesondere die SOD2 als Hauptziel für Nitrierungen an Tyrosylresten im aktiven Zentrum 

des Enzyms, wodurch die katalytische Aktivität inaktiviert wird (Macmillan-Crow & 

Thompson, 1999; Yamakura et al., 1998). Für die SOD1 ist ebenfalls eine Nitrierung an Tyro-

sylresten beschrieben, die im Gegensatz zu der SOD2 nicht zu einer Inaktivierung der enzyma-

tischen Aktivität des Proteins führen soll (Ischiropoulos et al., 1992; Yamakura et al., 1998). 

Für diese Fragestellung wurde das Verhältnis von nitrierter SOD1 (nSOD1) und der Gesamt-

proteinmenge der SOD1 (nSOD1/SOD1) sowie nSOD2/SOD2 in den NPC1-defizienten NDZs 

bestimmt. In keiner der drei NPC1-Mutanten konnte eine signifikant erhöhte Nitrierung der 

SOD1 gesehen werden. Im Gegensatz dazu zeigte sich ein erhöhter Anteil an nitrierter SOD2 

in den NPC1-defizienten neuralen Zellen. Durch die erhöhte Anzahl an Tyrosylresten im akti-

ven Zentrum der SOD2 mit konsekutiver Nitrierung dieser ist eine folgende Verminderung der 

SOD Aktivität plausibel, insbesondere da die SOD2 die wichtigste Unterform der SOD für den 

Erhalt der zellulären Funktionen ist (Miao & St. Clair, 2010). Zur weiteren Untersuchung des 

SOD Status der hier verwendeten NPC1-defizienten Zelllinien erfolgte zur Proteinquantifizie-

rung eine Western Blot Analyse sowie eine Untersuchung des Expressionsstatus mittels RT-

qPCR von der SOD1 und der SOD2. Für die Regulation des OS und des Überlebens der Zelle 

ist die SOD2, die auch als Mn-SOD bekannt und hauptsächlich in der mitochondrialen Matrix 

lokalisiert ist, von höchster Relevanz (Carlioz & Touati, 1986; Lebovitz et al., 1996). Allerdings 

ergaben die Untersuchungen an den iPS-basierten NPC1-defizienten Zellen keine Änderung 

der SOD1- oder SOD2-Expression, weder auf Protein- noch auf Genexpressionsebene. Die Li-

teratur zu der SOD-Expression in NP-C1 ergab inkonsistente Ergebnisse. In Kleinhirnlysaten 

eines murinen NP-C1-Modells wurde eine erhöhte SOD2-Proteinexpression detektiert 

(Kennedy et al., 2013), wie auch in murinen zerebellären Purkinjezellen (C. Chung et al., 2016). 

Im Gegensatz dazu zeigte die Arbeitsgruppe von Kim et al. (2007) in murinen neuralen Stamm-

zellen mit einem NPC1-Knockout eine verminderte Genexpression der SOD2. Dies wurde 

ebenfalls von Studien mit NP-C1-Patienten-spezifischen Fibroblasten bestätigt, die sowohl auf 

Gen- als auch auf Proteinebene eine Herabregulierung der SOD2 beschrieben (Rauniyar et al., 
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2015; Wos̈ et al., 2016). In Übereinstimmung mit den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen 

konnte in CHO-Zellen mit einem NPC1-Knockout weder Veränderungen der SOD1- noch der 

SOD2-Proteinexpression beobachtet werden (Dominko et al., 2020). 

Verschiedene regulatorische Elemente können einen Einfluss auf die Genexpression der SOD2 

nehmen. Hierbei spielt das epigenetische Silencing durch Cytosinmethylierung in CpG-Inseln 

der Promotorregion der SOD2 eine elementare Rolle, wodurch die SOD2-Expression herunter 

reguliert wird, wie es für Tumorzellen beschrieben wurde (Y. Huang et al., 1999). Zusätzlich 

sind genetische Polymorphismen der SOD2 mit folgender Veränderung der Expression be-

schrieben (H. Li et al., 2005). Darüber hinaus können erhöhte ROS-Werte, wie sie auch in die-

ser Arbeit für alle NPC1-defizienten neuralen Zellen nachgewiesen wurden, die SOD2-Expres-

sion erhöhen (Miao & St. Clair, 2010). Dies würde als Kompensationsmechanismus das antio-

xidative Abwehrsystem stärken und die Dysbalance zwischen ROS-Produktion und ROS-Ab-

bau lindern. Allerdings stehen die hier erzielten Ergebnisse im Kontrast zu dieser Theorie, denn 

trotz erhöhter ROS-Werte in den NPC1-defizienten NDZs ergab sich keine veränderte SOD 

Expression. Vielmehr zeigte sich die SOD-Aktivität in NP-C1 vermindert, was somit durch 

andere Einflussfaktoren erklärt werden muss. In der Regulierung der SOD2-Expression spielt 

ebenfalls das SOD2-RNS-Bindungsprotein eine wichtige Rolle, dessen Aktivität negativ durch 

Phosphorylierung reguliert wird. Hierbei erhöht die dephosphorylierte Form, die durch Tyro-

sinkinasen erzeugt wird, die RNS-Bindungsaktivität. In verschiedenen Phasen von OS können 

reaktive Moleküle diese Tyrosinkinasen inaktivieren, sodass ein größerer Teil des Bindungs-

proteins in der phosphorylierten Form verweilt. Das führt zu einer geringeren Aktivität des 

Bindungsproteins und somit zu einer verminderten Translation bei unveränderter Transkription 

(Knirsch & Clerch, 2001). Dies könnte die ausbleibende kompensatorische Erhöhung der SOD2 

bei OS erklären. Da in den hier durchgeführten Untersuchungen jedoch weder auf Gen- noch 

auf Proteinebene eine veränderte Expression detektiert werden konnte, liegt die regulatorische 

Komponente, die verantwortlich für die verminderte SOD-Aktivität ist, höchstwahrscheinlich 

posttranslational. Neben posttranslationalen Nitrierung können andere posttranslationale Mo-

difizierungen zu einer verminderten SOD-Aktivität führen wie die Inaktivierung durch S-Thi-

olierungsreaktionen, was zu einer Instabilität des Enzyms führen kann (Borgstahl et al., 1996). 

Somit kann beispielsweise ein erhöhter Proteinumsatz durch eine vorzeitige und überdurch-

schnittliche proteasomale Degradierung im Rahmen von post-translationalen Modifizierungen 

bei gleichzeitiger Translationsinduktion zu einer verminderten Gesamtaktivität der SOD füh-

ren. Dies könnte für die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit eine mögliche Erklärung für die 
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verminderte SOD-Aktivität bei unveränderter Expression der SOD in NPC1-defizienten NDZs 

sein. 

Die SOD1 oder auch Cu/Zn-SOD ist v. a. im Zytoplasma lokalisiert, kann aber auch im Zell-

kern, in Mikrosomen und in dem mitochondrialen Intermembranraum gefunden werden 

(Okado-Matsumoto & Fridovich, 2001). Veränderungen der SOD1 sind bei anderen neurode-

generativen Erkrankungen bereits beschrieben wurden. Hierzu zählt eine erbliche Variante der 

ALS mit einer Mutation im SOD1-Gen, sodass die SOD1 statt als antioxidatives Enzym pro-

oxidativ wirkt (Valentine & Hart, 2003). Ähnliches konnte für die SOD1 in post-mortem Stu-

dien für Morbus Parkinson Fehlfaltungen gezeigt werden (Trist et al., 2017), wodurch der OS 

verstärkt und der oxidativen Schaden vergrößert wird. Jedoch konnte im Gegensatz dazu keine 

Veränderung der SOD1-Expression in den verwendeten NPC1-defizienten neuralen Zellen be-

obachtet werden. So unterschieden sich sowohl die Protein- als auch die Genexpression der 

SOD1 in NP-C1 nicht von der Kontrolle. Auffälliger Weise wurde in der kombiniert heterozy-

goten NPC1-Mutante (Mut B) in den Western Blot Analysen stets eine Doppelbande bei der 

SOD1-Detektion gesehen. Eine Erklärung hierfür bietet das Vorhandensein von zwei Isoformen 

der SOD1, die sich lediglich um 2 kDa voneinander unterscheiden und am ehesten hier zur 

Darstellung kommen (UniProt 1, 2). Ob das isolierte Auftreten mit der Heterozygotie der 

NPC1-Mutation im Zusammenhang steht, bleibt lediglich zu spekulieren. Bei der Betrachtung 

der SOD1-Expression in andere NP-C1-Studien zeigten sich im Gegensatz zu dieser Arbeit ein 

veränderter SOD1-Gehalt. So konnte im Liquor von NP-C1-Patienten erhöhte SOD1 Werte im 

Vergleich zu Gesunden gefunden werden (Cologna et al., 2012). Im NPC1-Mausmodell wurden 

ähnliche Ergebnisse erzielt mit erhöhter mRNA Konzentration der SOD1 in den NPC1-defizi-

enten Zellen (Kennedy et al., 2013). Im Gegensatz dazu erwiesen Studien mit NPC1-defizienten 

Fibroblasten eine verminderte SOD1-Proteinmenge (Wos̈ et al., 2016). Regulatorische Kom-

ponenten der SOD1-Expression in NP-C1 wurden jedoch zum derzeitigen Stand nicht betrach-

tet. 

Diese Unterschiede der SOD-Expression in den verschiedenen Zellmodellen könnten als zell-

typspezifische Effekte in verschiedenen Modellen einer Erkrankung gedeutet werden. Dies ver-

deutlicht erneut die Notwendigkeit der Verwendung von neuralen Modellen bei neurologischen 

Erkrankungen wie NP-C für eine differenzierte Betrachtung der zellulären Regulationen, ins-

besondere im Hinblick auf die Entwicklung von neuen Therapieoptionen. 

4.1.3 Verminderte Katalase als Auslöser oder Resultat von oxidativem Stress in NP-C1? 

Das bei der Katalyse durch die SOD entstehende H2O2 kann durch weitere Enzyme des Ab-

wehrsystems eliminiert werden wie der Glutathionperoxidase, Peroxiredoxine und der Katalase 
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(Chae et al., 1994; Kirkman & Gaetani, 1984; Rupérez et al., 2014). Hierbei beugt das Gluta-

thion-System radikalische Kettenreaktionen im Rahmen von Lipidperoxidationen vor und sorgt 

somit für die Membranstabilisierung (Cadet & Brannock, 1997). Die Peroxiredoxine gehören 

zu der Familie der Peroxidasen und können neben H2O2 ebenfalls Peroxynitrit und andere Per-

oxide reduzieren. Diese werden sowohl in humanen Astrozyten als auch in Neuronen expri-

miert. Interessanterweise konnte eine Erhöhung der Expression verschiedener Subtypen der 

Peroxiredoxine in neurodegenerativen Erkrankungen wie dem Morbus Parkinson und Morbus 

Alzheimer festgestellt werden (Szeliga, 2020), was als kompensatorische Reaktion bei erhöh-

tem OS gedeutet werden kann. Die Katalase, als weiteres Schlüsselenzym des antioxidativen 

Abwehrsystems, kann neben H2O2 auch Peroxynitrit eliminieren (Heinzelmann & Bauer, 

2010), wobei Wasser und molekularer Sauerstoff entsteht (Kirkman & Gaetani, 2007). Die Ka-

talase ist hauptsächlich in Lysosomen, Peroxisomen und Mitochondrien zu finden (Cadet & 

Brannock, 1997; Murakami et al., 2013; Walton et al., 2017), da dort in Relation zu anderen 

zellulären Kompartimenten die meisten reaktiven Moleküle anzutreffen sind. Zum derzeitigen 

Wissensstand sind die Untersuchungen in dieser Arbeit die einzige Bestimmung der Katalase-

Expression in humanen neuralen NPC1-defizienten Zellen. So zeigte sich in allen drei unter-

suchten NPC1-defizienten Zelllinien eine stark verminderte Genexpression der Katalase mit 

einem fast vollständigen Verlust des Katalase-Proteins. Dabei deutet der Mangel der Katalase 

als wichtiges Teil des enzymatischen antioxidativen Abwehrsystems zur Beseitigung von reak-

tiven Molekülen, der im Einklang steht mit dem aufgezeigten erhöhten Niveau an ROS und 

RNS, auf eine elementare Bedeutung in der Pathogenese des NP-C1 hin. Bisher wurde in ver-

schiedenen NPC1-Modellen lediglich die Katalase Aktivität betrachtet ohne Bestimmung der 

Expression dieser. So konnte sowohl in NPC1-defizienten Hefezellen, als auch in Homogeni-

saten von Leber und Gehirnen in dem gängigen BALB/c Mausmodell eine verminderte Kata-

lase Aktivität gezeigt werden (Schedin et al., 1997; Vilaça et al., 2014). Die reduzierte Aktivität 

der Katalase wurde ebenfalls in NP-C1-Patienten spezifischen Fibroblasten beobachtet 

(Zampieri et al., 2009), wobei dies am ehesten als Folge der hier gezeigten verminderten Ex-

pression der Katalase anzusehen ist. Cadet und Brannock (1997) beschreiben eine Inaktivierung 

der Katalase durch Superoxidradikale. In diesem Fall würde die hier aufgezeigte verminderte 

SOD-Aktivität in den NPC1-defizienten NDZs eine erhöhte Anzahl von Superoxidradikalen 

und somit eine gesteigerte Inaktivierung der Katalase Aktivität zur Folge haben. Dadurch ist 

allerdings die enorm verminderte Expression der Katalase in den hier verwendeten NPC1-de-

fizienten neuralen Zellen nicht erklärt.  
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Eine Begründung für die in dieser Arbeit beobachtete Herunterregulierung der Katalase auf 

Genexpressionsebene ist die Herabregulierung durch erhöhte ROS-Werte, die ebenfalls in den 

NPC1-defizienten neuralen Zellen gefunden wurden. Dieses als epigenetisches Silencing be-

zeichnete Phänomen wurde in diesem Zusammenhang in Zellen eines hepatozellulären Karzi-

noms gezeigt, die ebenfalls wie in NP-C1 durch erhöhte ROS- und RNS-Niveaus unter OS 

leiden. Dabei führten verlängerte ROS-Expositionen zur Induktion der Methylierung der CpG-

Insel II innerhalb der Promotorregion der Katalase (Min et al., 2010). CpG-Inseln setzen sich 

aus einer Ansammlung eines Dinukleotids bestehend aus Cytosin und Guanin zusammen. Die 

Methylierung dieser CpG-Inseln innerhalb eines Promotors führt zur Blockierung der Tran-

skription und somit zum epigenetischen Silencing des betreffenden Gens (Jones & Takai, 

2001), sodass dieses nicht mehr abgelesen und exprimiert werden kann. Übertragen auf das 

verwendete NP-C1-Zellmodell würden die nachgewiesenen erhöhten Werte an ROS und RNS 

zu einer Methylierung des Katalasepromotors führen. Dies hätte die verminderte Transkription 

mit folgender Reduktion der Katalase mRNA sowie verminderter Translation mit konsekutiver 

Minderung des Proteinniveaus zur Folge, wie es in den hier verwendeten NPC1-defizienten 

NDZs nachgewiesen wurde. Die mangelnde Beseitigung von H2O2 durch die Katalase würde 

das ROS-Niveau erneut erhöhen, wodurch die Expression der Katalase noch stärker inhibiert 

werden würde. Denn nicht nur durch exogen zugeführte zelluläre ROS-Erhöhungen konnte eine 

Methylierung des Katalasepromotors induziert werden. Vielmehr wurde beobachtet, dass im 

Tumorgewebe, das durch ein erhöhtes Maß an ROS an OS leidet, ebenfalls eine Hypermethyl-

ierung der CpG-Insel II im Vergleich zum Nicht-Tumorgewebe vorhanden ist. Diese führt dann 

wiederum zu einer verringerten mRNA- und Proteinexpression der Katalase (Min et al., 2010) 

äquivalent zu den hier gezeigten Ergebnissen. Die protektive Funktion der Katalase im zellulä-

ren Metabolismus besteht in dem Abbau von reaktiven Metaboliten als Schutz vor oxidativen 

Schäden. Ein Beispiel für die hohe antioxidative Potenz des Enzyms ist eine durch Überexpres-

sion der Katalase in hepatozellulären Karzinomzellen hervorgerufene, signifikante Reduktion 

des intrazellulären ROS-Niveaus (Min et al., 2010). Umgekehrt bedeutet ein Mangel der Kata-

lase, wie hier für NPC1-defiziente Zellen gezeigt, eine unkontrollierbare Überproduktion von 

ROS und RNS. Diese wiederum ruft oxidative Schäden an Makromolekülen hervor wie die 

demonstrierten Nitrierungen von Proteinen in den NPC1-defizienten neuralen Zellen.  

Neben der direkten Methylierung des Katalasepromotors fand die Arbeitsgruppe von Quan et 

al. (2011) einen indirekten Mechanismus, wodurch erhöhte ROS-Werte die Katalase-Expres-

sion negativ regulieren. Dabei fungiert der Transkriptionsfaktor Oct-1 als Sensor für zellulären 

Stress. Dieser dient physiologisch als Katalase Aktivator, indem er an den Promotor bindet. Bei 
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erhöhten ROS-Werten stieg jedoch ebenfalls die Methylierung der Promotorregion von Oct-1 

mit folgender verminderter Expression, wodurch eine Aktivierung der Transkription der Kata-

lase ausblieb (Quan et al., 2011). Dies bedeutet, dass die ROS-Erhöhung in NP-C1 zum einen 

direkt die Katalase-Expression vermindert und zum anderen regulatorische Komponenten inhi-

biert, die unter physiologischen Bedingungen zu einer Erhöhung des zellulären Katalasegehalts 

und somit zur Erhöhung der antioxidativen Abwehr führen. Welcher dieser Mechanismen in 

den neuralen NPC1-defizienten Zellen führend ist, bleibt letztendlich ungeklärt. Zusammenfas-

send kann allerdings gesagt werden, dass die hier detektierte, stark verminderte Katalase-Ex-

pression in NPC1-defizienten NDZs in engem Zusammenhang steht mit dem hohen Maß an 

OS, das die Zellen aufweisen. Dabei führt eine Dysregulation von pro- und antioxidativen Kom-

ponenten des zellulären Stresssystems zu einem stark erhöhten Maß an reaktiven Molekülen, 

wobei der nahezu vollständige Verlust der Katalase einen großen Einfluss auf diesen Regulati-

onsprozess in NP-C1 zu haben scheint. 

Zusätzlich wurde auf Proteinebene eine Regulation der Katalase durch die c-Abl-Kinase be-

schrieben, die durch OS aktiviert werden kann und pro-apoptotisch wirkt. Diese stabilisiert das 

Protein bei einer niedrigen H2O2-Konzentration durch Phosphorylierung und dephosphoryliert 

die Katalase bei einer sehr hohen H2O2-Konzentration als pro-apoptotischer Stimulus, wodurch 

es zum Abbau des Enzyms kommt (Vázquez et al., 2012). Für NP-C1-Neurone wurde eine c-

Abl-Aktivierung beschrieben (Klein et al., 2011). Da in dieser Arbeit allerdings eine Vermin-

derung der Katalase-Expression bereits auf Transkriptionsebene zu sehen ist, kommt die c-Abl-

Aktivierung als Folge von OS nicht als alleiniger Mechanismus in Frage. Jedoch kann dies als 

zusätzlicher Faktor zu einer Aggravation der geringen Proteinexpression der Katalase in den 

NPC1-defizienten NDZs führen. Neben den beschriebenen Möglichkeiten der Regulation tra-

gen weitere regulatorische Mechanismen zur Expression der Katalase bei: darunter das Protein 

p53, der Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) und der Peroxisom Proliferator aktivierter Rezeptor-γ 

(PPARγ). PPARγ ist ein Liganden-aktivierter Transkriptionsfaktor, der durch Bindung in der 

Promotorregion zur erhöhten Expression der Katalase (Girnun et al., 2002; Kodydková et al., 

2014) sowie der SOD1 führt (Yoo et al., 1999). Es wurde gezeigt, dass eine Aktivierung von 

PPARγ eine Senkung der Superoxide, am ehesten durch eine vermehrte Katalase-Expression, 

und die Lipidperoxidation als oxidiertes Biomolekül zur Folge hat (Beheshti et al., 2019). Dar-

über hinaus ist bekannt, dass die PPAR-Isoformen notwendig für die Biosynthese der Peroxiso-

men sind. Die Arbeitsgruppe Schedin et al. beschrieb bereits 1997 Alterationen der Peroxiso-

men in einem NP-C1-Mausmodell. Bei unauffälliger Morphologie wurden funktionelle Verän-

derungen beschrieben, insbesondere eine verminderte Aktivität der Katalase (Schedin et al., 
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1997). Dies könnte in einer verminderten Expression der Katalase begründet sein, wie sie in 

dieser Arbeit gezeigt wurde. Somit könnte eine verminderte PPARγ-Aktivierung zum einen 

direkt zu einer verminderten Expression der Katalase in den NPC1-defizienten NDZs führen 

und zum anderen die Funktion der Peroxisomen beeinflussen. Interessanterweise wurden die 

Veränderungen der Peroxisomen bereits in frühen Stadien der Erkrankung beobachtet (Schedin 

et al., 1997), sodass die Vermutung nahe liegt, der beobachtete Mangel der Katalase könnte ein 

Hauptauslöser des OS in NP-C1 darstellen. Letztendlich bleibt es zu diesem Zeitpunkt unge-

klärt, ob der OS-Auslöser oder Resultat der verminderten Katalase in NP-C1 ist. Eine Expres-

sion von PPARγ in neuralem Gewebe wurde beschrieben, wobei durch Aktivierung des Tran-

skriptionsfaktors eine Neuroprotektion beobachtet werden konnte (Inestrosa et al., 2005; Kiaei 

et al., 2005), die möglichweise in der Induktion der Katalase-Expression durch PPARγ begrün-

det ist. Umgekehrt könnte das Fehlen der Katalase, wie es in den hier verwendeten NPC1-

defizienten neuralen Zellen registriert wurde, einen erheblichen Faktor in dem Prozess der Neu-

rodegeneration in NP-C1 ausmachen.  

Therapeutisch konnte bereits in einer Mischkultur von humanen Neuronen und Astrozyten mit 

Trägerschaft der Trisomie 21 die Zugabe der Katalase die Neurodegeneration verbessern, wo-

hingegen eine Addition der SOD keinen Effekt zeigte (Busciglio & Yankner, 1995). Diese Be-

obachtung weist erneut auf die hohe Relevanz der Katalase in neurodegenerativen Prozessen 

hin, die auch in NP-C1 eine wichtige Rolle spielen. Darüber hinaus konnte bei transgenen Mäu-

sen mit eine Katalase-Überexpression eine Zunahme der Neurogenese und eine gesteigerte sy-

naptische Integrität beobachtet werden (Ahn et al., 2019; A. C. Liao et al., 2013). Dies stellt 

erneut die Katalase in Bezug auf Neurogenese und im Umkehrschluss auf Neurodegeneration 

in den Vordergrund. Somit würde eine Herabregulierung der Katalase zu einer Neurodegene-

ration führen. Obwohl der genaue Mechanismus, der zur Herunterregulierung der Katalase in 

den NPC1-defizienten neuralen Zellen führt, noch ungeklärt ist, deutet der Mangel in dem hier 

verwendeten humanen Zellmodell stark auf eine elementare Beteiligung in der Pathogenese des 

NP-C1 als neurodegenerative Erkrankung hin. Die therapeutische Konsequenz wäre somit eine 

Wiederherstellung des physiologischen Katalase Niveaus zur Minimierung der Neurodegene-

ration in NP-C1. Dies könnte über eine direkte Substitution der Katalase geschehen oder über 

eine Aktivierung der Katalase-Expression beispielsweise über die Aktivierung von PPARγ. 

4.1.4 Oxidativer Stress und dessen Regulation in NP-C2 mit vergleichender Betrach-

tung zu NP-C1  

Die ebenfalls neurodegenerative Erkrankung Morbus Niemann Pick Typ C2 hat einen ähnli-

chen Phänotyp wie NP-C1. Bei verwandtem pathophysiologischen Mechanismus ist für NP-C2 
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eine Genotyp-Phänotyp-Korrelation beschrieben (Millat, Chikh et al., 2001). In der verwende-

ten NPC2-Zelllinie erfolgte eine Charakterisierung mit einem Nachweis des Verlustes des 

NPC2-Proteins sowie eine daraus resultierende Cholesterol Akkumulation, welche über eine 

Filipin Färbung gezeigt wurde (Liedtke, Völkner & Jürs et al., 2021; Völkner et al., 2019). Nach 

dem Aufdecken erhöhter OS-Markern bei einem nahezu vollständigen Verlust der Katalase in 

allen betrachteten NPC1-Zelllinien wurde ein ebenso hohes Maß an OS in den neuralen NPC2-

defizienten Zellen erwartet. Ebenso wie für NPC1-defiziente Zellen wurde für die NPC2-defi-

zienten neuralen Zellen die ROS-Werte, die SOD-Aktivität sowie die mRNA- und Proteinex-

pression der SOD1, SOD2 und Katalase untersucht. Entgegen der Erwartungen konnten keine 

eindeutigen Hinweise für OS in den NPC2-defizienten Zellen gefunden werden. Sowohl die 

ROS-Werte als auch das RNS-Niveau, gemessen über Nitrierung der Tyrosylreste, zeigten im 

Gegensatz zu den NPC1-defizienten Zellen keine Erhöhung. Im Gegenteil ergab sich nochmals 

ein leicht vermindertes Bandenmuster mit weniger Banden bei der semiquantitativen Western 

Blot Analyse gegen Nitro-Tyrosin. Eine mögliche Erklärung für den geringen OS könnte eine 

kompensatorische Gegensteuerung der Zellen gegen gering vorhandenen OS sein durch eine 

Hochregulierung des antioxidativen Abwehrsystems.  

Bei der Betrachtung der SOD als Schlüsselenzym in der antioxidativen Abwehr fielen jedoch 

keine signifikanten Veränderungen im Vergleich zur Kontrolle auf. Allenfalls der Proteingehalt 

der SOD1 erschien leicht erhöht bei unveränderter SOD-Aktivität in der NPC2-defizienten 

Zelllinie. Interessanterweise fand sich keine Veränderung der Katalase-Expression auf Protein-

ebene in der NPC2-defizienten Zelllinie, was den größten Unterschied zu dem nahezu vollstän-

digen Verlust der Katalase in den untersuchten NPC1-defiienten Zelllinien darstellt. Zusätzlich 

konnte in dieser Arbeit eine geringe Erhöhung ohne statistische Relevanz der mRNA-Expres-

sion der Katalase bei NPC2-defizienten Zellen gesehen werden. Das deutet darauf hin, dass 

NPC1-defiziente Zellen an OS leiden, weil ihnen die Katalase fehlt. Umgekehrt kann daraus 

geschlossen werden, dass NPC2-defiziente Zellen mit einer unveränderten Expression der Ka-

talase nicht an OS leiden, weil die Katalase reaktive Moleküle beseitigt. Darüber hinaus scheint 

die Funktion SOD als elementarer Bestandteil des antioxidativen Abwehrsystems erhalten zu 

sein. Diese beseitigt zusätzlich zu der erhaltenen Katalase reaktive Metaboliten des aeroben 

Stoffwechsels, wodurch eine Balance zwischen ROS-Produktion und -Abbau zustande kommt. 

Dazu muss bedacht werden, dass OS eine Dysbalance zwischen ROS-Bildung und -Abbau dar-

stellt und insgesamt ein sehr vulnerables System widerspiegelt, das durch diverse zelluläre und 

extrazelluläre Faktoren beeinflusst wird. Allerdings stellt die mRNA- und Proteinexpression 

der Katalase, bei vergleichender Betrachtung zwischen NPC1- und NPC2-defizienten Zellen, 
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einen großen Unterschied dar. Die signifikant geminderte Katalase-Expression in NPC1- im 

Vergleich zu NPC2-defizienten Zellen lässt vermuten, dass ebendieser Verlust der Katalase in 

den NPC1-defizienten Zelllinien im engen Zusammenhang mit OS steht. Somit kann der Man-

gel an Katalase als Auslöser oder Folge des OS angesehen werden. Umgekehrt kann geschluss-

folgert werden, dass in NPC2-defizienten Zellen entweder das Vorhandensein der Katalase zu 

einer Vermeidung des OS führt oder, dass nahezu kein OS vorhanden ist und deswegen die 

Katalase-Expression nicht beeinflusst wird.  

Jedoch kann die Funktion der Katalase nicht als alleiniger Grund für den großen Unterschied 

zwischen NPC1- und NPC2-defizienten Zellen bezüglich OS angesehen werden, insbesondere 

im Hinblick auf die hohe Relevanz des OS in der Pathogenese anderer neurodegenerativer Er-

krankungen. So zeigten Studien mit Hippocampi von Ratten, die eine Alzheimer Pathologie 

aufwiesen, eine ROS-Erhöhung, was mithilfe des Fluoreszenzfarbstoffs DCFDA detektiert 

wurde, der auch in dieser Arbeit zur ROS-Detektion genutzt wurde. Neben einer verminderten 

SOD-Aktivität wurde ebenfalls eine signifikant reduzierte Katalase Aktivität nachgewiesen, die 

in einer Neurodegeneration mit kognitiven Defiziten mündet. Dabei wird davon ausgegangen, 

dass durch die Amyloidakkumulation mitochondrialer OS durch ROS-Erhöhungen induziert 

wird (A. K. Singh et al., 2017). Allerdings wird keine Aussage darüber angestellt, ob die Er-

niedrigungen der Enzymaktivitäten der SOD und Katalase als Folge der gesteigerten ROS-

Werte anzusehen sind. Wenngleich eine Katalase-Überexpression in transgenen Mäusen eine 

Neurogenese hervorruft und vor Strahlungs-induzierten kognitiven Defiziten schützt (Ahn et 

al., 2019; A. C. Liao et al., 2013; V. K. Parihar et al., 2015), kann der Erhalt der Katalase allein 

nicht die Neurodegeneration aufhalten. So zeigten NP-C2-Patienten trotz des in dieser Arbeit 

detektierten Erhalts der Katalase-Expression, sowie am ehesten damit einhergehendem vermin-

derten OS-Niveau, eine progressive Neurodegeneration mit resultierender neurologischer 

Symptomatik (Yilmaz et al., 2020). Sicherlich sind weitere Studien notwendig, um zu klären, 

ob die veränderte Katalase-Expression und der Unterschied des OS einen generellen Unter-

schied zwischen NP-C1 und NP-C2 kennzeichnen oder ob die Veränderung als mutationsspe-

zifischer Effekt gedeutet werden muss.  

Darüber hinaus wäre es von Interesse den Methylierungsstatus des Katalasepromotors zu un-

tersuchen und somit, im Hinblick auf die Unterschiede zwischen NPC1- und NPC2-defizienten 

Zellen, Hinweise auf die Kausalität zu erhalten. Wir zuvor aufgeführt, führen erhöhte ROS-

Werte zum epigenetischen Silencing der Expression der Katalase (Min et al., 2010) und somit 

könnte eine epigenetische Modifizierung durch unterschiedliche ROS-Niveaus die Abwei-

chung zwischen NP-C1 und NP-C2 erklären. Dazu kommt, dass auf Proteinebene relativ milde 
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H2O2-Erhöhungen über eine Interaktion mit der c-Abl-Kinase zu einer Stabilisierung der Kata-

lase führen (Vázquez et al., 2012). Somit wird das Protein nicht degradiert und kann bei mildem 

OS gegenregulieren. Einen weiteren Aspekt in der Regulierung des OS in NP-C2 stellt Nrf-2 

dar, dessen Expression in NPC2-defizienten CHO-Zellen erhöht war (Kennedy et al., 2014). 

Der Transkriptionsfaktor stimuliert die Expression der antioxidativen Enzyme SOD1, SOD2 

und Katalase (Bellezza et al., 2020), was OS verringert. Die von OS ausgelöste Stimulation von 

Nrf-2 könnte eine mögliche Erklärung für die gesteigerte SOD1- und Katalase-Expression sein, 

die in derselben NPC2-defizienten Zelllinie wie der hier verwendeten gesehen wurde. Anderer-

seits zeigten NPC1-defiziente Zellen in der Literatur ebenfalls Nrf-2-Erhöhungen (Kennedy et 

al., 2014; Klein et al., 2011), sodass dies nicht pauschal für die Unterschiede zwischen NP-C1 

und NP-C2 bezüglich OS angesehen werden kann. Ein Vergleich zu weiteren Studien zu OS in 

NP-C2 ist jedoch nur sehr eingeschränkt möglich, da bisher nur wenige Publikation zu NPC2-

defizienten Zellen im Hinblick auf OS veröffentlicht sind. Um die Rolle von OS in NP-C2, 

sowie regulatorische Mechanismen aufzudecken, sind weitere Studien mit anderen Zellmodel-

len sowie mit weiteren NPC2-Mutationen erforderlich, ebenso wie vergleichende Analysen 

zwischen NP-C1 und NP-C2, insbesondere in Bezug auf die Katalase.  

Zusammenfassend ist das Fehlen von OS-Parametern in NPC2-defizienten neuralen Zellen auf-

fällig. Dies könnte durch eine unbeeinträchtigte Funktion der SOD sowie durch die erhaltene 

Expression der antioxidativ wirksamen Katalase erklärt werden, die bei erhöhter ROS- und 

RNS-Produktion dessen Abbau erhöhen, sodass die Balance zwischen Auf- und Abbau der re-

aktiven Moleküle wiederhergestellt ist und die Zellen nicht unter OS leiden.  

4.1.5 Antioxidative Wirkung der Flavonoide als möglicher therapeutischer Ansatz in 

der NP-C Behandlung 

In neurodegenerativen Erkrankungen spielt OS eine verhängnisvolle Rolle in der Pathogenese 

der Erkrankung aufgrund der Toxizität der reaktiven Moleküle (Deas et al., 2016; Haider et al., 

2011; Tam et al., 2019). Durch den Nachweis von OS, der insbesondere in NP-C1 zu sehen ist, 

erscheint die Behandlung mit Antioxidantien vielversprechend. Primäre Ziele in der antioxida-

tiven Therapie ist die Minimierung der reaktiven Moleküle sowie die Modulierung der antioxi-

dativen Regulationsmechanismen, um Interaktionen der reaktiven Moleküle mit neuronalen Li-

piden, Proteinen und anderen Makromolekülen zu verhindern und die Neurodegeneration zu 

verlangsamen. Sinnvoller als medikamentöse Interventionen der oxidativen Effekte erscheint 

die Absicht, ROS und RNS zu minimieren und das antioxidative Abwehrsystem direkt zu ini-

tiieren und somit an einer Stelle anzugreifen, die oxidativen Schäden vorausgeht. Das enzyma-

tische Abwehrsystem wird dabei maßgeblich durch nicht enzymatische Substanzen unterstützt. 
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Diese Antioxidantien können endogene oder exogene Moleküle sein, die OS bekämpfen, indem 

sie insbesondere reaktive Moleküle neutralisieren. Hierbei spielen Vitamin C und E sowie 

Flavonoide eine elementare Rolle (Bleilevens et al., 2019; Cotelle et al., 1996; Salehi et al., 

2015). Vitamin E ist ein fettlösliches Vitamin und deswegen u. a. in Plasmamembranen zu 

finden. Es fängt v. a. Peroxylradikale ab, wobei Vitamin E-Defekte neurologische Symptome 

wie Gangstörungen, Hyporeflexie und sensorische Defizite hervorrufen (Cadet & Brannock, 

1997). In Fibroblasten mit der Mutation c. 3182 T>C (Mut A) im NPC1-Gen sowie in Hepato-

zyten und Neuronen von NPC1- und NPC2-Knockout-Mäusen wurde eine Störung des Vitamin 

E Stoffwechsels beschrieben mit intrazellulärer Vitamin E Akkumulation und resultierender 

verminderter Bioverfügbarkeit dessen. Die derzeit vorherrschende Erklärung hierfür ist ein 

Transport von α-Tocopherol durch die NPC-Proteine, wobei bei einem Defekt dieser Proteine 

Vitamin E in späten Endosomen und Lysosomen gefangen ist, was zu einer verminderten anti-

oxidativen Funktion führt (Ulatowski et al., 2011; Yévenes et al., 2012). Eine Behandlung von 

NPC1-/--Mäusen mit Vitamin E als antioxidative Therapie führte zu einer geringen Verbesse-

rung der Lokomotion (Bascuñan-Castillo et al., 2004). Überraschenderweise ergab sich kein 

positiver Effekt auf NPC1-defiziente Mäuse unter der antioxidativen Therapie mit Vitamin C 

(D. Smith et al., 2009), was an einer schlechten Passage von Vitamin C durch die Blut-Hirn-

Schranke liegen könnte.  

Eine weitere häufig verwendete Substanz als potenzielle antioxidative Therapie ist das liquor-

gängige N-Acetylcystein (NAC). Es wirkt hierbei als direkter Fänger von ROS sowie nach 

Deacetylierung als Vorläufer für das antioxidativ wirksame Glutathion und kann somit OS mi-

nimieren (Parasassi et al., 2010). Im NP-C1-Mausmodell konnten eine signifikante Reduktion 

des OS und ein Anstieg der Lebenserwartung nach NAC-Behandlung gezeigt werden (Fu et al., 

2013). In NPC1-defizienten Fibroblasten wurde eine signifikante Reduktion der ROS-Werte 

nach Behandlung mit NAC mittels DCFDA-Assay beobachtet (Zampieri et al., 2009). Als wei-

tere therapeutische Möglichkeit zur Behandlung des OS in NP-C kommen antioxidativ wir-

kende Flavonoide in Betracht wie Quercetin und Kaempferol, zu denen bisher keine Studien in 

NP-C vorliegen. Diese können sowohl ROS als auch RNS neutralisieren, wobei Kaempferol 

aufgrund der chemischen Struktur etwas schwächer wirksam ist als Quercetin (Heim et al., 

2002; Kumar et al., 2016). Quercetin zeigte in mehreren in vivo und in vitro Studien eine neu-

roprotektive Wirkung. Dabei schützte die Behandlung der Neurone mit dem liquorgängigen 

Quercetin vor oxidativen Schäden und förderte neuronale Regeneration in neurodegenerativen 

Erkrankungen wie der Alzheimer Erkrankung (Sabogal-Guáqueta et al., 2015), Morbus Parkin-

son (Ay et al., 2017) und Morbus Huntington (Sandhir & Mehrotra, 2013). Es zeigten sich 
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ebenfalls Verbesserungen der mitochondrialen Dysfunktion durch Wiederherstellung des mito-

chondrialen Membranpotentials und Erhöhung der ATP-Synthese nach Therapie mit Quercetin 

(Khan et al., 2020). Dies würde ebenfalls in NP-C mit selbigen Störungen zu einer Verbesse-

rung der zellulären Funktion führen. Darüber hinaus käme es infolgedessen zu einer indirekten 

Reduktion der ROS-Produktion durch das Flavonoid. Dies gilt insbesondere bei der hohen Re-

levanz der mitochondrialen Dysfunktionen in Bezug auf den aeroben Stoffwechsel und damit 

einhergehenden ROS-Steigerungen, wie auch hier in den NPC1-defizienten neuralen Zellen 

nachgewiesen. Ähnliche Ergebnisse bzgl. der Neuroprotektion erzielten Studien u. a. zu der 

Parkinson Erkrankung im Rattenmodell, die mit Kaempferol behandelt wurden (Pan et al., 

2020; Silva dos Santos et al., 2021).  

Mittels DCFDA-Assay konnten jedoch mit den hoch dosierten Flavonoiden Quercetin und Ka-

empferol keine signifikanten Unterschiede der ROS-Werte in NPC1- oder NPC2-defizienten 

Zellen festgestellt werden. Allerdings waren Verringerungen der DCF positiven Zellen in der 

Mutation A zu verzeichnen, die auf ein direktes Abfangen der freien Radikale durch die 

Flavonoide hindeuten könnten. Bei ohnehin schon geringem ROS-Niveau ergab sich bei der 

NPC2-Variante keine Veränderung, was nochmals für den milden zellulären Phänotypen be-

züglich des OS spricht. Der direkte antioxidative Effekt beider Substanzen war hingegen eben-

falls nicht bei den anderen beiden NPC1-defizienten Zelllinien Mutation B und Mutation C zu 

verzeichnen, obwohl diese einen hohen ROS-Ausgangswert zeigten. Die unterschiedliche Re-

aktion zwischen den NPC1-Mutationen auf die Flavonoide bleibt jedoch ungeklärt. Auffällig 

war allerdings bei fast allen Zelllinien, dass mit steigender Konzentration von Quercetin bzw. 

Kaempferol das ROS-Niveau sank, was für einen geringen konzentrationsabhängigen antioxi-

dativen Effekt spricht. Neben der direkten Interaktion mit reaktiven Molekülen sollte eine an-

tioxidative Behandlung auch eine Aktivierung der antioxidativen Abwehr hervorrufen als zu-

sätzlich positiven Effekt auf die Minimierung des OS. Curcumin gilt als Aktivator des Tran-

skriptionsfaktors Nrf-2 mit folgender Erhöhung der Katalase und SOD (Ashrafizadeh et al., 

2020; W. Li et al., 2015) und zeigte in der Behandlung von NPC1-/--Mäusen eine signifikante 

Verbesserung der neurologischen Symptome sowie das verlängerte Überleben der Mäuse 

(Lloyd-Evans et al., 2008). Allerdings wurden in dieser Studie weder der Nrf-2-Signalweg noch 

OS-Parameter betrachtet. Ebenfalls wurde bei Behandlungen von humanen Leber- und Lun-

genzellen bzw. Rattenneuronen mit Quercetin und Kaempferol eine Aktivierung des Nrf-2-Sig-

nalwegs nachgewiesen mit sekundärer Erhöhung des antioxidativen Abwehrsystems, insbeson-

dere der Katalase und SOD2 (Arredondo et al., 2010; Kumar et al., 2016; Pan et al., 2020). Bei 

einem nahezu vollständigen Verlust der Katalase in den NPC1-defizienten NDZs erwarteten 
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wir somit eine erhöhte Expression insbesondere der Katalase, sowie von der SOD1 und SOD2 

nach Behandlung der NPC-defizienten Zellen mit den hoch dosierten Flavonoiden. Für die Be-

handlung der NDZs mit 150 µM Quercetin ergab sich v. a. in den homozygoten NPC1-Mutati-

onen Mutation A und C eine geringe Steigerung ohne statistische Signifikanz in der SOD1- und 

SOD2-Expression. Hierbei waren der erhöhte SOD1-Proteingehalt bei Mutation C und die ge-

steigerte SOD2 auf Proteinebene bei Mutation A signifikant. Die Kaempferol-Behandlung der 

NPC-defizienten NDZs mit 100 µM erzielte auf Proteinebene ähnliche Ergebnisse, wobei das 

SOD2-Protein bei der kombiniert heterozygoten Linie Mutation B sowie bei der Mutation A 

signifikant erhöht war. Allerdings konnten keine Veränderungen weder der SOD1 noch der 

SOD2 auf Transkriptionsebene beobachtet werden. Zusätzlich ergab die Messung der SOD-

Aktivität keine Veränderung unter der Flavonoid-Behandlung. Unter der Annahme, die Regu-

lation der antioxidativen Enzyme würde über den Nrf-2-Signalweg durch die Flavonoide ge-

steigert werden, kann eine Wiederherstellung der Katalase-Expression in den NPC1-defizienten 

Zelllinien vermutet werden. Dies konnte nicht bestätigt werden, wobei die Senkung der Kata-

lase unter der Behandlung auf Proteinebene keiner biologischen Wertigkeit zugerechnet wird, 

sondern vielmehr der semiquantitativen Methode der Western Blot Auswertung zugeschrieben 

wird. Um die partielle SOD-Erhöhung genauer zu betrachten, erfolgte eine Analyse des Tran-

skriptionsfaktors Nrf-2 sowie des durch diesen regulierten, antioxidativen Enzyms HMOX-1 

auf Genexpressionsebene. Sowohl für Nrf-2 als auch für HMOX-1 konnte eine gesteigerte Ex-

pression nach Quercetin-Behandlung in NPC1-defizienten NDZs nachgewiesen werden. Die 

Behandlung mit Kaempferol ergab hingegen keine eindeutige Veränderung des Transkriptions-

faktors Nrf-2 sowie der HMOX-1. Die Tatsache, dass v. a. die homozygoten NPC1-defizienten 

Zelllinie profitierten, bleibt jedoch ungeklärt.  

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Behandlung der NDZs mit den Flavonoiden 

Quercetin und Kaempferol zu einer milden Erhöhung der SODs in den NPC-defizienten NDZs 

führte, was über den Nrf-2-ARE-Signalweg ausgelöst werden könnte. Allerdings zeigen die 

fehlende Erhöhung der SOD-Aktivität sowie die nur geringe Minderung von ROS allenfalls 

geringe antioxidative Eigenschaften der Substanzen in den verwendeten Konzentrationen. Eine 

gesteigerte Beseitigung von ROS kann ggf. durch eine höhere Konzentration oder eine längere 

Inkubationszeit bei den hier vorliegenden relativ stabilen neuralen Zellen erreicht werden. So-

mit sind weitere Untersuchungen notwendig mit veränderten Parametern wie einer Erhöhung 

der Konzentration oder einer verlängerten Behandlungsdauer, um einen therapeutischen Nutzen 

hinreichend zu evaluieren. Eine additive Behandlung mit herkömmlichen Therapeutika wie 

Miglustat könnte die antioxidative Therapie unterstützen, wobei diese ihre Wirkung gegenseitig 
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ergänzen. Unter der Annahme, dass der Verlust der Katalase eine elementare Rolle in Bezug 

auf OS in NP-C1 spielt, könnte auch eine gezielte Aktivierung dieser oder die direkte Substitu-

tion von therapeutischem Nutzen sein. 
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5 Zusammenfassung 

Morbus Niemann-Pick Typ C (NP-C) ist eine seltene, hereditäre lysosomale Speichererkran-

kung. Einen elementaren Bestandteil in der Krankheitsentstehung und -progression von NP-C 

stellt die progressive Neurodegeneration dar. Diese wird unter anderem von oxidativem Stress 

(OS) hervorgerufen und führt zu den charakteristischen, neurologischen Symptomen der NP-

C-Patienten. Hierbei sind die zugrundeliegenden Regulationsmechanismen sowie die Entste-

hung des OS in NP-C bisher nicht vollständig geklärt.  

OS entsteht durch eine Dysbalance in der Produktion und dem Abbau von reaktiven Molekülen 

und führt bei einem hohen Maß durch die Störung von essenziellen zellulären Funktionen zum 

Zelltod. Wie auch in anderen neurodegenerativen Erkrankungen wie dem Morbus Parkinson 

oder der Alzheimer Erkrankung konnte ebenfalls für NP-C ein erhöhter Gehalt an reaktiven 

Molekülen nachgewiesen werden, die funktionsverändernde Modifikation von Makromolekü-

len hervorrufen. Um solchen Modifikationen zu entgehen, besitzt jede Zelle ein Abwehrsystem, 

dessen Funktion die Beseitigung von reaktiven Molekülen ist und entsprechend dem Maß an 

OS reguliert wird. So wurden bereits Veränderungen in der Funktion und Expression von anti-

oxidativen Enzymen in verschiedenen NP-C-Modellen beschrieben. Allerdings erfolgte keine 

dieser Untersuchungen mit humanen neuralen Zellen, die durch Mutationen im NPC1- oder 

NPC2-Gen zu der neurologischen Erkrankung NP-C führen. Basierend darauf wurden in der 

angefertigten Arbeit das Maß an OS sowie dessen Regulation über die antioxidativ wirkenden 

Enzyme Superoxid-Dismutase (SOD) und Katalase untersucht.  

Erstmalig wurden für die OS Analysen neurale Zellen, abgeleitet von NP-C-Patienten-spezifi-

schen induzierten pluripotenten Stammzellen, verwendet. Für die Untersuchungen wurde 

durchflusszytometrisch der Gehalt an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) mithilfe des Fluores-

zenzfarbstoffs DCFDA bestimmt. Um das Ausmaß der zellulären reaktiven Stickstoffspezies 

(RNS) zu detektieren, erfolgten Western Blot Analysen unter Verwendung eines Nitro-Tyrosin 

Antikörpers, der durch RNS nitrierte Tyrosylreste in Proteinen nachweist. Die Betrachtung des 

zellulären antioxidativen Abwehrsystem erfolgte über eine indirekte Aktivitätsmessung der 

SOD mithilfe des Farbstoffs WST-1 sowie über die Ermittlung der Protein- und Genexpression 

der Schlüsselenzyme SOD1, SOD2 und Katalase.  

Die Detektion von DCF bestätigte in NPC1-defizienten neuralen Zellen einen erhöhten Gehalt 

an ROS als direkter OS-Parameter. Des Weiteren konnte ein erhöhtes RNS-Niveau über ein 

gesteigertes Maß an nitrierten Proteinen in NP-C1 nachgewiesen werden. So ergab sich aus 

beiden experimentellen Ansätzen ein erhöhtes Maß an OS in den humanen neuralen NPC1-

defizienten Zellen. Um die Regulation des OS im Hinblick auf die antioxidativen 
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Schlüsselenzyme näher zu inspizieren, erfolgte die Bestimmung der SOD-Aktivität, die in allen 

NPC1-defizienten Zelllinien vermindert war. Um zu ermitteln, ob die reduzierte Aktivität durch 

eine geringere Expression der SOD oder über post-translationale Modifikationen zu erklären 

ist, erfolgte eine genauere Betrachtung der SOD1 und SOD2. Dort zeigten sich keine Verände-

rungen der Expression auf Protein- oder Genebene. Da insbesondere für die SOD2 eine Nitrie-

rung des Proteins im aktiven Zentrum beschrieben wurde und diese als wichtigste Unterform 

essenziell für den Erhalt der zellulären Funktionen einer aeroben Zelle ist, erfolgte die Ermitt-

lung des nitrierten Gehalts an SOD1 und SOD2. Bei unverändertem nitriertem SOD1-Anteil 

ergab sich ein erhöhter nitrierter Anteil der SOD2, was eine mögliche Erklärung der vermin-

derten SOD-Aktivität in den NPC1-defizienten neuralen Zellen darstellt. Darüber hinaus konn-

ten weitere Veränderungen des antioxidativen Abwehrsystems detektiert werden. Sowohl die 

Protein- als auch die mRNA-Expression der Katalase ergaben eine massive Reduktion des an-

tioxidativen Proteins in neuralen NPC1-defizienten Zellen.  

In den ebenfalls untersuchten neuralen NPC2-defizienten Zellen fanden sich keine Hinweise 

für ein erhöhtes Maß an OS. Sowohl die Bestimmung des ROS-Gehalts als auch die Detektion 

von nitrierten Proteinen ergaben keine Veränderungen verglichen mit der Kontrolle. Bei kon-

stanter SOD-Aktivität fiel ebenfalls die Bestimmung der SOD1- und SOD2-Expression unauf-

fällig aus. Im Gegensatz zu dem in NP-C1 detektierten Verlust der Katalase zeigten die NPC2-

defizienten neuralen Zellen keine Veränderung der Katalase-Expression.  

Als therapeutische Konsequenz des erhöhten OS in NP-C1 wurde die Behandlung der neuralen 

NPC-defizienten Zellen mit den Flavonoiden Quercetin und Kaempferol untersucht. Diese 

zeigten neben einer direkten antioxidativen Wirkung eine Erhöhung des antioxidativen Ab-

wehrsystems über den Nrf-2-ARE-Signalweg. Jedoch minderten die Flavonoide das Maß an 

OS nur bedingt, wobei explizit die Expression der Katalase unbeeinflusst von der Behandlung 

in den neuralen Zellen blieb.  

Die Ergebnisse zeigten ein hohes Maß an OS in NPC1-defizienten neuralen Zellen. Dabei stel-

len oxidative Modifizierungen, wie hier in der erhöhten Nitrierung von Proteinen gezeigt, ein 

enormes Problem für zelluläre Funktionen dar. Diese Modifikationen resultieren in der beo-

bachteten Funktionsminderung von antioxidativen Enzymen wie der SOD, was wiederum die 

Dysbalance zwischen der Produktion und dem Abbau von reaktiven Molekülen verstärkt. Ein 

weiterer großer Faktor in der gestörten Regulation von OS in NP-C1 scheint die stark reduzierte 

Expression der Katalase in NPC1-defizienten Zellen zu sein. Eine mögliche Erklärung ist eine 

ROS-induzierte Methylierung der Promotorregion der Katalase mit konsekutivem Verlust der 

Expression der Katalase. Insbesondere im Hinblick auf den erhaltenen Katalasegehalt in NPC2-
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defizienten NDZs, die keine Anzeichen für OS vorwiesen, erscheint die ROS-induzierte redu-

zierte Expression der Katalase ätiologisch plausibel. Da OS einen großen Beitrag zu neurode-

generativen Prozessen leistet, ist die Verwendung einer antioxidativen Therapie neben her-

kömmlichen Therapieoptionen wie Miglustat vielversprechend. Neben herkömmlichen antio-

xidativen Therapien ist die Substitution der Katalase, im Sinne einer Wiederherstellung des 

physiologischen Katalase-Niveaus, in NP-C1-Patienten zur Verhinderung der Progression der 

Neurodegeneration und Förderung der Neurogenese aussichtsvoll.  
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6 Thesen 

1. Morbus Niemann-Pick Typ C (NP-C) ist eine lysosomale Speichererkrankung, die durch 

Mutationen im NPC1- oder NPC2-Gen entstehen und mit einer progressiven Neurodege-

neration einhergehen. 

 

2. Die Klinik bietet ein heterogenes Bild mit viszeralen Symptomen wie eine Hepatospleno-

megalie sowie neurologische Manifestationen, wie eine Ataxie, eine vertikale Blickparese 

und progressive kognitive Störungen. Das Erstmanifestationsalter variiert von perinatal 

bis adult.  

 

3. Therapeutisch steht für den NP-C keine kurative Therapie zur Verfügung. Allerdings ist 

eine Substratreduktionstherapie mit Miglustat zugelassen und weitere Substanzen befin-

den sich in der klinischen Forschung. Einen potenziellen therapeutischen Ansatz stellen 

ebenfalls Antioxidantien wie Flavonoide dar.  

 

4. Bei der Pathogenese von neurodegenerativen Erkrankungen spielen oxidativer Stress (OS) 

und Veränderungen im antioxidativen Abwehrsystem eine essenzielle Rolle.  

 

5. OS entsteht durch eine Dysbalance in der Produktion und dem Abbau von reaktiven Mo-

lekülen und führt zu erheblichen Störungen des zellulären Metabolismus bis hin zum Zell-

tod. 

 

6. Eine Vielzahl von Studien bestätigten OS im NP-C, wobei die meisten Untersuchungen 

mit Patienten-spezifischen Fibroblasten durchgeführt wurden. Analysen zum OS in huma-

nen, neuralen Zellen sind bisher nicht erfolgt. 

 

7. Daher war das Ziel dieser Arbeit, verschiedene Merkmale von OS sowie dessen Regula-

tion über das antioxidative Abwehrsystem in neural differenzierten Patienten-spezifischen 

induzierten pluripotenten Stammzellen zu untersuchen. Darüber hinaus wurden die antio-

xidativen Flavonoide Quercetin und Kaempferol auf ihre potenzielle therapeutische Wirk-

samkeit überprüft.  
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8. Hierfür erfolgten durchflusszytometrische Messungen der reaktiven Sauerstoffspezies 

(ROS) über den DCFDA-Assay sowie eine kolorimetrische Bestimmung der SOD-Akti-

vität. Mithilfe von Western Blot Analysen wurden Proteinexpressionen von nitrierten Pro-

teinen sowie der Enzyme SOD1, SOD2 und Katalase ermittelt, deren Expression ebenfalls 

mittels RT-q-PCR auf Transkriptionsebene untersucht wurde.  

 

9. Ein erhöhter Gehalt an ROS sowie ein gesteigertes Niveau an reaktiven Stickstoffspezies 

(RNS) konnte für NPC1-defiziente neurale Zellen als Hinweis auf ein erhöhtes Maß an 

OS bestätigt werden.  

 

10. Bei der Betrachtung des antioxidativen Abwehrsystems fiel eine verminderte SOD-Akti-

vität in allen NPC1-defizienten Zelllinien auf, ohne Veränderungen der SOD1- oder 

SOD2-Expression auf Protein- oder Genebene.  

 

11. Bei unverändertem nitriertem SOD1-Anteil ergab sich ein erhöhter nitrierter Anteil der 

SOD2 in den NPC1-defizienten Zellen.  

 

12. Auffällig war eine massive Reduktion der Katalase sowohl der Protein- als auch der 

mRNA-Expression in neuralen NPC1-defizienten Zellen. = 

 

13. NPC2-defiziente neurale Zellen hingegen zeigten keine Hinweise für ein erhöhtes Maß an 

OS oder Veränderungen des antioxidativen Abwehrsystems.  

 

14. Die antioxidative Behandlung der neuralen Zellen mit Quercetin und Kaempferol zeigte, 

neben einer geringen direkten antioxidativen Wirkung, eine Erhöhung des antioxidativen 

Abwehrsystems über den Nrf-2-ARE-Signalweg, jedoch ohne Beeinflussung der Kata-

lase-Expression.  

 

15. Die erzielten Ergebnisse weisen auf einen vielversprechenden Ansatz einer antioxidative 

Therapie zur Verhinderung der Progression der Neurodegeneration der NP-C1-Patienten 

hin. Besonders aussichtsreich erscheint hier, neben einer direkten antioxidativen Therapie, 

die Substitution der Katalase zur Wiederherstellung des physiologischen Katalase-Ni-

veaus.  
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8 Anhang 

8.1 Ergänzende Materialien zu NP-C und OS 

8.1.1 Diagnostik des Morbus Niemann-Pick Typ C 

 
Abb. 34: Algorithmus der Labordiagnostik des NP-C 

Übersicht über die Labordiagnostik von der Testung der Biomarker über Gensequenzierung bis 

zum Filipin-Test. Bei dem Filipin-Test gilt als hoch/ modert positiv eine Färbung von 80-100 

% der Zellen und als mild positiv eine Färbung von 50-80 %. VUS = „variant of unknown 

significance “. Modifiziert nach Geberhiwot et al., 2018. 

8.1.2 Die Entstehung von 3-Nitrotyrosin über Peroxynitrit 

 
Abb. 35: Entstehung von 3-Nitrotyrosin über Peroxynitrit 

Das aus der Reaktion von O2
•- und •NO entstandene OONO- zerfällt nach Protonierung zu •OH 

und •NO2. Durch Angriff des •OH entsteht aus Tyrosin das Tyrosin-hydroxyradikal, das durch 

Dehydratisierung zum Tyrosylradikal wird. Durch einen radikalischen Angriff von •NO2 erfolgt 

eine Addition einer Nitrogruppe am dritten Kohlenstoffatom im aromatischen Ring, wodurch 

3-Nitrotyrosin entsteht. Erstellt nach Radi (2004), Blough und Zafiriou (1985), Saran et 

al.(1990), Beckman (1996), Pacher, Beckman und Liaudet (2007), Ahsan (2013) und Hogg et 

al. (2015). 
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8.1.3 Strukturformeln der Flavonoide Quercetin und Kaempferol 

 
Abb. 36: Chemische Struktur von Quercetin und Kaempferol 

Abb. der Strukturformeln der Flavonoide Quercetin links (modifiziert nach Costa et al., 2016) 

und Kaempferol rechts (modifiziert nach Li et al., 2013). 

8.1.4 Nachweis von nitrierter SOD2 und nitrierter SOD1 mittels Western Blot 

 
Abb. 37: Western Blot Analyse von nitrierter SOD2 in NDZs von NP-C1 und NP-C2 

Repräsentative Darstellung der Bestimmung des Proteingehalts des nitrierten SOD2 (nSOD2) 

Anteils bei 22 kDa der NDZs. Von 1-5 sind die NPC1- bzw. NPC2-Mutationen der Zelllinien 

dargestellt. In A ist die Bestimmung der SOD2 bei 22 kDa zu sehen, wobei in B Nitro-Tyrosin 

zeigt. Hierbei wird angenommen, dass bei 22 kDa der nitrierte Anteil der SOD2 abgebildet 

wird. 



 8 Anhang X 

 

 
Abb. 38: Nitrierter Anteil der SOD1 in neuralen Zellen von NP-C1 und NP-C2 

Repräsentative Darstellung eines Western Blots zur Detektion des nitrierten Anteils der SOD1 

(nSOD1) bei 18 kDa der NDZs. Von 1-5 sind die NPC1- bzw. NPC2-Mutationen der Zelllinien 

dargestellt. In A ist die Bestimmung der SOD1 bei 18 kDa zu sehen, wobei B Nitro-Tyrosin 

zeigt. Hierbei wird angenommen, dass bei 18 kDa der nitrierte Anteil der SOD1 abgebildet 

wird. 

8.1.5 Western Blot Analysen der SOD1, SOD2 und Katalase unter Flavonoid-Behand-

lung 

 
Abb. 39: SOD1 Bestimmung der NDZs unter Flavonoid-Behandlung 

Repräsentative Darstellung eines Western Blots zur SOD1 Proteinbestimmung bei 18 kDa in 

NDZs unter Behandlung mit DMSO als Kontrolle (1), 150 µM Quercetin (2) oder 100 µM 

Kaempferol (3). Die Bezeichnung der Zelllinien ist im oberen Bereich der Abb. zu finden. 
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Abb. 40: SOD2 Proteinbestimmung mittels Western Blot unter Flavonoid-Behandlung 

Repräsentative Darstellung der SOD2 Proteinbestimmung bei 22 kDa mittels Western Blot 

Analyse in NDZs unter Behandlung mit DMSO als Kontrolle (1), 150 µM Quercetin (2) oder 

100 µM Kaempferol (3). Die Bezeichnung der Zelllinien ist im oberen Bereich der Abb. zu 

finden. 

 
Abb. 41: Bestimmung des Proteingehalts der Katalase unter Flavonoid-Behandlung 

Repräsentative Darstellung der Proteindetektion der Katalase bei 60 kDa mittels Western Blot 

Analyse in NDZs unter Behandlung mit DMSO als Kontrolle (1), 150 µM Quercetin (2) oder 

100 µM Kaempferol (3). Die Bezeichnung der Zelllinien ist im oberen Bereich der Abb. zu 

finden. 

8.2 Abkürzungsverzeichnis 

Abb.  Abbildung 

ALS  Amyotrophe Lateralsklerose  

BCA  Bichinonin-4-Carbonsäure 

bzgl.  bezüglich 
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bzw.  beziehungsweise 

cDNA  komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

CHO Zellen chinesische Hamsterovarzellen 

Ct  Zykluszeit 

DMEM Dulbecco's Modifizierte Medien 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

DNS  Desoxyribonukleinsäure 

ED  Encephalomyelitis disseminata 

EGF  epidermaler Wachstumsfaktor 

Fe  Eisen 

FGF 2  Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2 

FSC  Vorwärtsstreuung 

fw  forward 

GAPDH Glyerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

GPX  Glutathionperoxidase 

H2DCFDA 2’,7’-Dichlorofluorescin Diacetat 

H2O2  Wasserstoffperoxid 

H2O  Wasser 

iPS  induzierte pluripotente Stammzellen 

kDa  Kilodalton 

LDL  Lipoprotein niedriger Dichte 

Lyso-SM Lyso-Sphingomyelin 

MLN64 metastatic lymp node 64 

mRNA  Boten-Ribonukleinsäure 

NAC  N-Acetylcystein 

NDZs  neural differenzierte Zellen 

NF-κB  nuklearer Faktor-Kappa B 

•NO  Stickstoffmonooxidradikal 
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•NO2  Stickstoffdioxidradikal 

NO  Stickstoffmonooxid 

NP-C  Morbus Niemann-Pick Typ C 

NPZs  neurale Progenitorzellen 

Nrf-2  der mit dem Kernfaktor Erythroid 2 verwandte Faktor 2 

O2  molekularer Sauerstoff 

O2
-  Superoxidanionen 

O2
•-  Superoxidanionenradikal 

OH•  Hydroxylradikal 

ONOO- Peroxynitrit 

OS  oxidativer Stress 

PBS  Phosphat-gepufferte Salzlösung 

PLO  Poly-L-Ornithin 

PPARγ  Peroxisom Proliferator aktivierter Rezeptor-γ 

RNA  Ribonukleinsäure 

RNS  reactive nitrogen species 

ROS  reactive oxygen species  

RT  Raumtemperatur 

RT-qPCR quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion 

rv  reverse 

SDS  Natriumdodecylsulfat 

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 

SOD  Superoxid-Dismutase 

SSC  Seitwärtsstreuung 

SSD  Sterol-sensitive Domäne 

Tab.  Tabelle 

u. a.  unter anderem 

v. a.  vor allem 
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WST-1  Wasser lösliches Tetrazolium-1 
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8.6 Zellkulturmedien und Zusätze 

Tab. 7: Zellkulturmedien und Zusätze 

Bezeichnung Hersteller Katalognummer 

Accutase  Stemcell Technologies, K029.2 
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Köln, DE 

B27 serumfreies Supplement 

(50x) 

Gibco, Thermo Fisher Scientific, 

Darmstadt, DE 

17504044 

DMEM 

(Dulbecco’s Modified Eagle Me-

dium) + GlutaMAX 

Gibco, Thermo Fisher Scientific, 

Darmstadt, DE 

31966-021 

DMEM 

(Dulbecco’s Modified Eagle Me-

dium) 

Gibco, Thermo Fisher Scientific, 

Darmstadt, DE 

21063-029 

DMEM/F-12 (1:1) 

(Dulbecco’s Modified Eagle Me-

dium F-12 Nutrient Mixture) 

Gibco, Thermo Fisher Scientific, 

Darmstadt, DE 

21331-020 

EGF (epidermaler 

Wachstumsfaktor), human 

rekombinant, (gelöst in 10 mM 

Essigsäure in A.dest., 0,1 % HSA) 

Peprotech, 

Hamburg, DE 

AF-100-15 

FBS 

(fetal bovine serum) 

Gibco, Thermo Fisher Scientific, 

Darmstadt, DE 

10106-169 

FGF2 

human rekombinant, (10 μg/ml, 

gelöst in PBS, 0,1 % HSA) 

Amsbio, 

Abingdon, GB 

GSR-2001 

GlutaMAX 

(100x) 

Gibco, Thermo Fisher Scientific, 

Darmstadt, DE 

35050-038 

HBSS (1x) 

(Hanks’ Balanced Salt Solution) 

Gibco, Thermo Fisher Scientific, 

Darmstadt, DE 

14170-088 

HSA (Humanes Serum Albumin) CSL Behring GmbH, 

Marburg, DE 

E0044411F 

Laminin I (Maus) 1 mg/ml  

10 μg/ml in DMEM/F-12 

Trevigen, 

Gaithersburg, US 

3400-010-01 

Penicillin/Streptomycin  

(10000 U/ml; 10000 μg/ml) 

Biochrom, 

Berlin, DE 

A2213 
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8.7 Chemikalien 

Tab. 8: Chemikalien 

Bezeichnung Hersteller Katalognummer 

β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, 

St. Louis, US 

M-7522 

Bromphenolblau Carl Roth GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

A512.1 

BSA 

(Albumin Fraktion V) 

Carl Roth GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

8076.4 

complete mini Protease 

Inhibitor Cocktail Tabl. 

Roche, 

Mannheim, DE 

04693124001 

Dimethyl Sulphoxide (DMSO) 

Hybri-MAX 

Sigma-Aldrich,  

St. Louis, US 

D2650 

EDTA Sigma-Aldrich, 

St. Louis, US 

E-5134 

 

Glycerol (87 % [v/v]) Merck KGaA, 

Darmstadt, DE 

1.04094 

Glycin Carl Roth GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

3908.3 

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH & Co KG, 

Karlsruhe, DE 

3957.2 

Natriumhydroxid (NaOH) Carl Roth GmbH & Co KG, 

Karlsruhe, DE 

1.06469 

Natriumazid (NaN3) Merck KGaA, 

Darmstadt, DE 

1.06688 

Natrium-Deoxycholat Sigma-Aldrich, 

St. Louis, US 

D6750 

PBS Dulbecco (PBS-/-) Biochrom, 

Berlin, DE 

L1825 

 

PhosStop 

(Phosphatase Inhibitor) 

Roche, 

Mannheim, DE 

04906837001 

PLO (Poly-L-Ornithin)  

15 mg/ml gelöst in Aqua dest. 

Sigma-Aldrich, 

St. Louis, US 

P3655-50MG 
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Precision Plus ProteinTM  

Dual Xtra Standards  

Bio Rad Laboratories GmbH, 

München, GER 

161-0377 

 

Salzsäure – HCl Carl Roth GmbH & Co KG, 

Karlsruhe, DE 

K025.1 

SDS (Natriumdodecylsulfat) Carl Roth GmbH & Co KG, 

Karlsruhe, DE 

2326.2 

TRIS (Tris(hydroxymethyl)-ami-

nomethan) 

Carl Roth GmbH & Co KG, 

Karlsruhe, DE 

4855.2 

Tris HCl Carl Roth GmbH & Co KG, 

Karlsruhe, DE 

9090.3 

Triton X-100 Carl Roth GmbH & Co KG, 

Karlsruhe, DE 

3051.3 

Tween 20 SERVA Electrophoresis GmbH, 

Heidelberg, DE 

37470 

 

8.8 Antikörper 

Tab. 9: primäre Antikörper 

Antigen Wirtsspezies Isotyp Verdün-

nung 

Hersteller Katalog-

nummer 

Nitro- 

Tyrosin 

Maus IgG2b mo-

noklonal 

1:1000 Abcam, 

Cambridge, GB 

ab7048 

GAPDH Kaninchen IgG  

monoklonal 

1:10.000 Abcam, 

Cambridge, GB 

ab181602 

SOD 1 Kaninchen IgG  

monoklonal 

1:10.000 Abcam, 

Cambridge, GB 

ab51254 

SOD 2 Kaninchen IgG  

monoklonal 

1:1000 Cell Signaling Tech-

nology, 

Danvers, US 

13194S 

Katalase Kaninchen IgG  

monoklonal 

1:1000 Cell Signaling 

Technology,  

Danvers, US 

12980S 

β- Aktin Maus IgG 

monoklonal 

1:10.000 Sigma-Aldrich,  

St. Louis, US 

A5441 
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Tab. 10: sekundäre Antikörper 

Antigen Wirtsspe-

zies 

Reaktivi-

tät 

Verdün-

nung 

Hersteller Katalog-

nummer 

DyLightTM 

680 Conjuga-

ted 

Ziege 

polyklonal 

Kaninchen 

IgG  

1:20.000 Rockland Immuno-

chemicals, Inc.  

Limerick, PA, US 

611-144-002 

DyLightTM 

800 Conjuga-

ted Pre-Ad-

sorbed 

Ziege 

polyklonal 

Maus 

IgG 

1:10.000 Rockland Immuno-

chemicals, Inc.  

Limerick, PA, US 

610-145-121 

 

8.9 Kits 

Tab. 11: Kits 

Bezeichnung Hersteller Katalognummer 

DCFDA Cellular ROS 

Detection Assay Kit 

Abcam, 

Cambridge, GB 

ab113851 

Fast Start Essential DNS 

Green Master 

Roche,  

Mannheim, DE 

06402712001 

Pierce® BCA Protein Assay 

Kit 

Thermo Scientific Inc., 

Waltham, US 

23225 

QuantiTect Reverse 

Transcription Kit 

Qiagen,  

Hilden, DE 

205313 

Quick-RNATM Mini-Prep 

Kit 

Zymo Research Europe 

GmbH, Freiburg, DE 

R1054, R1055 

SOD determination kit Sigma Aldrich, 

St. Louis, US 

19160 

 

8.10 Puffer und Lösungen 

Tab. 12: Puffer und Lösungen 

Bezeichnung Zusammensetzung 

10x SDS-Elektrophorese- 250 mM TRIS 



 8 Anhang XX 

 

Puffer 2 M Glycin 

0,1% SDS 

1x SDS-Elektrophorese- 

Puffer 

1:9 Verdünnung von dem 10x SDS-Elektrophorese-Puffer: 

Aqua dest. 

10x SDS-Transferpuffer 480 mM TRIS 

390 mM Glycin 

3,75% SDS 

1x SDS-Transferpuffer 1:2:7 Verdünnung von dem 10x SDS-Transferpuffer: Me-

thanol: Aqua dest. 

10x TBS 200 mM TRIS 

1,37 M NaCl 

→ pH 7,5 einstellen 

1x TBS 1:9 Verdünnung von dem 10x TBS: Aqua dest. 

1x TBS-Tween 20 1:9 Verdünnung von dem 10x TBS: Aqua dest. 

0,1% Tween 20 

5x Laemmli-Puffer 125 mM TRIS 

20% Glycerol 

2% SDS 

5% β-Mercaptoethanol 

10% Bromphenolblau 

RIPA-Puffer 20 mM TRIS 

137 mM NaCl 

12 mM Natrium- Deoxycholat  

2 mM EDTA 

0,1% SDS 

1% Triton X-100 

10% Glycerol 

→ 1 complete mini Protease Inhibitor-Tablette +  

     1 PhosStop Phosphatase Inhibitor-Tablette 

     in 10 ml RIPA-Puffer lösen 

SOD Lyse-Puffer 0.1M Tris/HCl, pH 7.4 

1% Triton X-100 

10% Glycerol 

0,05% SDS 
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→ 1 complete mini Protease Inhibitor-Tablette 

→ 1 PhosStop Phosphatase Inhibitor-Tablette 

     in 10 ml SOD Lyse-Puffer lösen 

 

8.11 Verbrauchsmaterialien 

Tab. 13: Verbrauchsmaterialien 

Bezeichnung Hersteller Katalognummer 

CASY ® Cups Roche, 

Mannheim, DE 

05651794001 

CASY ® ton OLS OMNI Life Science, 

Bremen, DE 

5651808 

CELLSTAR® Suspensions-

kultur- 

Mikroplatte, 96 Vertiefun-

gen 

Greiner bio-one GmbH, 

Frickenhausen, DE 

 

655185 

CriterionTM Precast Gel 

(4-15% TRIS-HCl) 

Bio-Rad Laboratories 

GmbH, 

München, DE 

345-0027 

Gel Blotting Papier  Carl Roth GmbH & Co KG, 

Karlsruhe, DE 

0048.1 

HybondTM-ECLTM Nitro-

cellulose- 

Membran 

GE Healthcare, 

Freiburg im Breisgau, DE 

 

RPN303D 

Pipettenspitzen 10 μl SARSTEDT AG & Co, 

Nümbrecht, DE 

70.1130 

Pipettenspitzen 100 μl SARSTEDT AG & Co, 

Nümbrecht, DE 

70.760 

Pipettenspitzen 200 μl SARSTEDT AG & Co, 

Nümbrecht, DE 

70.760.002 

Pipettenspitzen 1000 μl SARSTEDT AG & Co, 

Nümbrecht, DE 

70.762 

Reaktionsgefäß “SafeSeal” 

(1,5 ml) 

SARSTEDT AG & Co, 

Nümbrecht, DE 

72.706 
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Reaktionsgefäß “SafeSeal” 

(2,0 ml) 

SARSTEDT AG & Co, 

Nümbrecht, DE 

72695004 

Rotilabo® Einmal-Wiege-

schalen 

Carl Roth GmbH & Co KG, 

Karlsruhe, DE 

2159.1 

Rundbodenröhrchen Poly-

styrol (14 ml)  

Becton-Dickinson, 

Franklin Lakes, US 

352051 

Serologische Pipetten 5ml Greiner bio-one GmbH, 

Frickenhausen, DE 

606180 

Serologische Pipetten 10ml Greiner bio-one GmbH, 

Frickenhausen, DE 

607180 

Serologische Pipetten 25ml Greiner bio-one GmbH, 

Frickenhausen, DE 

760180 

Trans-Blot Turbo Nitrocel-

lulose  

Bio-Rad Laboratories 

GmbH, Transfer Packs Mün-

chen, DE 

1704159 

Zellkulturplatten 6-Well SARSTEDT AG & Co  

Nümbrecht, DE 

831839 

Zellkulturplatten 6-Well 

(Advanced TC) 

Greiner bio-one GmbH, 

Frickenhausen, DE 

657960 

Zellschaber Biochrom, 

Berlin, DE 

P99003 

Zentrifugenröhrchen 

(15ml) 

Sarstedt AG & Co., 

Nümbrecht, DE 

62554502 

Zentrifugenröhrchen 

(50ml) 

Sarstedt AG & Co., 

Nümbrecht, DE 

62547254 

 

8.12 Geräte 

Tab. 14: Geräte 

Bezeichnung Hersteller 

Blotkammer TransBlot® SD Cell Bio Rad Laboratories GmbH, 

München, DE 

CO2-Inkubator CB.150 KONC Binder Labortechnik, 

Tuttlingen, DE 
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Durchflusszytometer FACS Calibur Becton Dickinson, 

Heidelberg, DE 

Eismaschine AF80 Scotsman Ice Systems, 

Mailand, IT 

Elektrophoresekammer CriterionTM Cell Bio Rad Laboratories GmbH, 

München, DE 

Feinwaage BL610 Sartorius AG, 

Göttingen, DE 

Gefrierschrank (-20°C) Liebherr International Deutschland GmbH, 

Biberach an der Riss, DE 

Gefrierschrank (-80 °C) National Lab, 

Mölln, DE 

Geschirrspüler G7883 Miele Professional, 

Gütersloh, DE 

Hitzesterilisator T6 Heraeus, 

Hanau, DE 

IVF Workstation L224 K Systems, 

Birkenrod, DK 

Kühlschrank Comfort Liebherr International Deutschland GmbH, 

Biberach an der Riss, DE 

Magnetrührer Stuart Stir CB161 Dunn Labortechnik, 

Asbach, DE 

Magnetstäbchen-Sortiment Carl Roth GmbH & Co KG, 

Karlsruhe, DE 

Microplate Reader Spark® Tecan Group Ltd., 

Männedorf, CH 

Mikroskop Nikon Eclipse TS100 Nikon Instruments Inc., 

Melville US 

Minizentrifuge Sprout® Biozym Scientific GmbH, Hessisch, 

Oldendorf, DE 

Multipette plus® Eppendorf-GmbH, 

Wesseling-Berzdorf, DE 

pH-Meter S20-SevenEasyTM Mettler-Toledo GmbH, 

Gießen, DE 
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Pipetten: 

   0,1-2,5 μl  

   1-10 μl 

   10-100 μl 

   20-200µl 

   100-1000 μl 

Eppendorf AG, 

Wesseling-Berzdorf, DE 

Pipettierhilfe Pipetus® Hirschmann Laborgeräte, 

Eberstadt, DE 

Power Pac Universal/ Power Pac 200 Bio Rad Laboratories GmbH, 

München, DE 

Reinstwasseranlage Typ HP5 UF TKA Wasseraufbereitungssysteme GmbH, 

Niedererlberg, DE 

Rotor Gene Q Qiagen, Hilden, DE 

Scanner Odyssey Infrared Imaging 

System 

LI-COR Biosciences, 

Lincoln, US 

Schüttler KH2/500 Noctua GmbH, 

Mössingen, DE 

Schüttler KM-2AKKU Edmund Bühler GmbH, 

Hechingen, DE 

Schüttler WS5 Edmund Bühler GmbH, 

Hechingen, DE 

Nunc™ Safeflow 1.2 Sicherheitswerkbank Nunc GmbH & Co. KG, 

Langenselbold, DE 

Stickstofftank RS Series 1575 Taylor Wharton, 

Wien, AT 

Thermomixer compact Eppendorf-GmbH, 

Wesseling-Berzdorf, DE 

Thermoshaker PST-60HL-4 Lab4you GmbH, 

Berlin, DE 

Trockenschrank ED115 Binder, 

Tuttlingen, DE 

Trans-Blot Turbo Transfer System Bio-Rad, 

München, DE 

Vakuumpumpe PM20405-86 VWR, 
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Darmstadt, DE 

VARIOKLAV® Dampfsterilisator Typ300 HP Medizintechnik GmbH, 

Oberschleißheim, DE 

Vortex Genie 1 Touch Mixer Scientific Industries, 

New York, US 

Vortex MS1 Minishaker IKA-Werke GmbH & Co KG, 

Staufen, DE 

Wasserbad WB10 Memmert GmbH & Co KG, 

Schwabach, DE 

Wasserbad WNB14 mit Schüttler SV 1422 Memmert GmbH & Co KG, 

Schwabach, DE 

Zellzähler CASY® Model TT Roche, 

Mannheim, DE 

Zentrifuge 3K10 SIGMA Laborzentrifugen GmbH, 

Osterode am Harz, DE 

Zentrifuge Microfuge 16 Beckman CoulterTM, 

Krefeld, DE 

Zentrifuge Z333 MK-2 Hermle Labortechnik GmbH, 

Wehingen, DE 

Zentrifuge Z383K Hermle Labortechnik GmbH, 

Wehingen, DE 

 

8.13 Sofware 

Tab. 15: Software 

Programm Hersteller 

CellQuest Pro  

 

Becton Dickinson, 

Heidelberg, DE 

FCSalyzer 0.9.18-alpha Sven Mostböck, 

Wien, AT 

GraphPad Prism 8.0.2 

 

GraphPad Software, 

San Diego, US 

Light Cycler Nano Software Qiagen, Hilden, DE 

Mendeley Desktop, Version 1.19.8 Mendeley Ltd.,  
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New York, US 

Microsoft Office  

 

Microsoft Corporation, 

Redmond, US 

NIS-Elements F2.20  

 

Nikon Instruments inc., 

New York, US 

Odyssey® Infrared Imaging System- 

Application Software Version 1.2.15 

LI-COR Biosciences, 

Lincoln, US 

Rotor-Gene Q Series Software 

version 2.3.1 

Qiagen,  

Hilden, DE 

SparkControl magellan Version 2.2 Tecan Group Ltd., 

Männedorf, CH 
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