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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Embryonale Stammzellen

Die Embryonalentwicklung beginnt mit der Teilung der befruchteten Eizelle, die ihr
totipotentes Stadium verlasst und die Blastozyste bildet. Umliegend entsteht der
Trophoblast, der spater die Plazenta und das Extraembryonalgewebe formt. Innen
liegend hat sich die innere Zellmasse (inner cell mass, ICM) abgesetzt (Abb. 1),
deren Zellen weiter in die drei Keimblatter sowie in die Zellen der Keimbahn
differenzieren. Durch die fortlaufende Spezifizierung entwickelt sich final der gesamte
Embryo. Die embryonalen Stammzellen (embryonic stem cells, ESC) werden aus der
ICM der Blastozyste gewonnen (Abb. 1). In diesem Stadium sind sie undifferenziert,

pluripotent, und fahig sich selbst zu erneuern.

Embryo Blastozyste

S
O-O-ED-{ §einm

Befruchtung ]
- Isolation
o
|‘
QB8P ~ Embryonale Stammzellen
Ektoderm Mesoderm Endoderm Keimbahn
Gehirn, Haut Muskel, Blut, Lunge, Darm, Leber Spermien, Eizellen

Knochen, Knorpel

Abb. 1: Gewinnung von humanen pluripotenten embryonalen Stammzellen.

Fur die Generierung von humanen embryonalen Stammzellen (embryonic stem cells, ESC) wird die
befruchtete Eizelle in Kultur genommen und in vitro differenziert. Die pluripotenten Zellen werden aus
der inneren Zellmasse der Blastozyste gewonnen und in einem definierten Medium Kkultiviert.
Schliel3lich werden die pluripotenten Zellpopulationen mechanisch isoliert. Die so entstandenen
humanen ESC-Linien kénnen in die drei Keimblatter Ektoderm, Mesoderm und Endoderm sowie in die
Zellen der Keimbahn differenziert werden. Maodifiziert nach Yabut & Bernstein, 2011.

Erstmals gelang es 1981 zwei Forschungsgruppen gleichzeitig, murine ESCs zu
isolieren und in Kultur zu bringen (Evans & Kaufman, 1981; Martin, 1981). Erst
17 Jahre spater schafften Thomson et al den Durchbruch und isolierten erfolgreich
humane ESCs (Thomson et al, 1998). Die Stammzellen formten kompakte
Zellkolonien und zeigten eine robuste Zellerneuerung. Sie exprimierten pluripotenz-
assoziierte Oberflachenantigene und waren in der Lage, in alle drei Keimblatter zu

differenzieren.



Einleitung

Aufgrund ihrer pluripotenten Eigenschaften sind ESCs fur die Forschung und Medizin
von groflem Nutzen. Durch die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und des hohen
Differenzierungspotentials stellen sie eine unbegrenzte Quelle flr den
therapeutischen Einsatz gewebespezifischer Zellen und mdglicherweise sogar fur
Gewebe oder gesamte Organe dar. Dieser Therapieansatz ist besonders
vielversprechend fur Krankheiten, die mit einem bleibenden Verlust von Gewebe
oder spezifischen Zelltypen einhergehen, wie bei Morbus Parkinson oder einem
Herzinfarkt. Neben dem Gewebeersatz eignen sich ESCs auch als in vitro-Modell. Es
konnen die molekularen Mechanismen einer Zelle untersucht werden, wie die
Genregulation, Proteininteraktionen oder die Zellkommunikation. Des Weiteren kann
die Embryonalentwicklung studiert und Medikamente in einem humanen System
entwickelt und getestet werden. Fur Fragestellungen, die einen bestimmten Zelltyp
betreffen, ist es notwendig, die ESCs in der Zellkulturschale gezielt in den
gewunschten somatischen Zelltyp zu differenzieren. Zahlreiche Studien
demonstrierten bereits ein Differenzierungspotential von murinen ESCs, aber auch
von humanen ESCs in verschiedene Zelltypen. Unter spezifischen Zellkultur-
bedingungen konnten z. B. Zellen mesodermalen Ursprungs, wie hamatopoetische
Zellen (Pick et al, 2007; Chadwick et al, 2003; Kaufman et al, 2001) oder Zellen
endodermalen Ursprungs, wie Hepatozyten (Agarwal et al, 2008; Cai et al, 2007),
aber auch Zellen des Ektoderms, wie dopaminerge Neurone (Yan et al, 2005; Perrier

et al, 2004) oder Motorneurone (Li et al, 2005), generiert werden.

1.2 Induziert pluripotente Stammazellen

In den letzten Jahrzehnten wurden die Mechanismen der Pluripotenz eingehend
studiert. Die Arbeiten Uber den somatischen Zellkerntransfer (Wilmut et al, 1997,
Briggs & King, 1952) und die Fusion von somatischen Zellen mit Stammzellen (Tada
et al, 2001) zeigten auf, dass Stammzellen Faktoren exprimieren, die Pluripotenz
induzieren und aufrechterhalten kdénnen. Diese Erkenntnisse wurden genutzt, um,
neben den ESCs, alternative Wege fur die Generierung pluripotenter Stammzellen zu
finden. Im Jahr 2006 beschrieben Takahashi und Yamanaka zum ersten Mal die
Reprogrammierung somatischer Zellen der Maus in induziert pluripotente
Stammzellen (induced pluripotent stem cells, iPSC; Takahashi & Yamanaka, 2006).
Sie nutzten die retrovirale Transduktion der vier Transkriptionsfaktoren Octamer
(Oct) 4, sex-determining region Y-related HMG box (Sox) 2, Kruppel-like factor (KIf) 4
und c-Myc (Takahashi & Yamanaka, 2006). Die entstandenen iPSCs ahnelten den
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ESCs in vielen Haupteigenschaften, wie der Morphologie und dem in vitro- und
in vivo-Differenzierungspotential in alle drei Keimblatter. Bereits Ende 2007
beschrieben zwei Forschungsgruppen zeitgleich die Generierung von iPSCs aus
humanen Fibroblasten (Takahashi et al, 2007; Yu et al, 2007). Nach diesem
Durchbruch folgten zahlreiche Arbeiten, die eine Generierung humaner iPSCs
(hiPSCs; Lowry et al, 2008; Mali et al, 2008) sowie die Generierung von iPSCs aus
anderen humanen somatischen Zellen zeigten, wie Keratinozyten (Aasen et al, 2008;
Aasen & Izpisua Belmonte, 2010), Stammzellen der Nabelschnur (Ye et al, 2009)
oder Hepatozyten (Liu et al, 2010).

Die iPSC-Technologie revolutionierte die Stammzellforschung. Neben einer
unerschopfbaren Quelle an Stammzellen kdénnen auch patientenspezifische und
damit autologe Stammzellen generiert werden, die bei einer mdglichen Zellersatz-
therapie nicht abgestol’en werden. Bei genetisch bedingten Krankheiten kann der
Gendefekt in den patientenspezifischen iPSCs korrigiert werden. Nach einer
Differenzierung der korrigierten Zellen in den zu ersetzenden somatischen Zelltyp
kénnen sie anschlielend in das gewulnschte Zielorgan des Patienten transplantiert
werden (Abb. 2). Daruber hinaus konnen Erkrankungen, bei denen die
krankheitsspezifischen Zellen schwer zu isolieren sind (z. B. Gehirn oder Herz), mit
Hilfe von hiPSCs in der Zellkulturschale modelliert und die molekularen
Pathomechanismen untersucht werden. Zusatzlich kdnnen diese Krankheitsmodelle
auch fur Wirkstoffscreenings und Toxizitatsassays herangezogen werden (Abb. 2).
Bevor eine klinische Anwendung von hiPSCs in Betracht gezogen werden kann,
muss die Generierung der iPSCs optimiert werden. Die Effizienz der
Reprogrammierung soll gesteigert und das Risiko der Tumorigenitat, welches durch
die retrovirale Integration und die Verwendung der Onkogene c¢c-MYC und KLF4
hervorgerufen wird, vermindert werden. Als Alternative zu den Retroviren wurden
andere Methoden verwendet, um die Transkriptionsfaktoren in die Zellen
einzubringen. Dazu zahlen nicht-integrative Adenoviren (Zhou & Freed, 2009;
Stadtfeld et al, 2008) und Expressionsplasmide (Okita et al, 2008; Si-Tayeb et al,
2010b) sowie episomale (Yu et al, 2009), lentivirale (Sommer et al, 2009) oder
Transposonvektoren, die wieder aus dem Empfangergenom entfernt werden kénnen
(Kaji et al, 2009; Woltjen et al, 2009).
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Abb. 2: Medizinische Anwendung von patientenspezifischen iPSCs.

Fur die Generierung autologer induziert pluripotenter Stammzellen (induced pluripotent stem cells,
iPSC) wird dem Patienten eine Hautbiopsie entnommen und in Kultur genommen (Mitte). Die
auswachsenden Fibroblasten werden durch die retrovirale Transduktion der vier Transkriptions-
faktoren OCT4, SOX2, KLF4 und cMYC in iPSCs reprogrammiert. Die generierten patienten-
spezifischen iPSCs kdnnen fur die Entwicklung von Medikamenten herangezogen werden (links).
Hierfir werden die Zellen in vitro in den beeintrachtigten Zelltypen differenziert. Diese werden flr das
Screening von therapeutischen Komponenten genutzt. Der Patient kann final mit dem krankheits-
spezifischen Medikament behandelt werden. Dariiber hinaus kann in den patientenspezifischen iPSCs
der genetische Defekt korrigiert und die iPSCs weiter in den gewinschten Zelltyp in vitro differenziert
werden. Schlie3lich kdnnen die korrigierten Zellen in das gewinschte Zielorgan des Patienten zur
Zellersatztherapie transplantiert werden (rechts). Modifiziert nach Robinton & Daley, 2012.

IPSCs wurden auch mit Hilfe von DNA-freien Methoden generiert, wie rekombinante
Proteine (Zhou et al, 2009; Kim et al, 2009a), nicht-integrierende RNA-Viren (Fusaki
et al, 2009), synthetische mRNAs (Warren et al, 2010) oder microRNAs (Miyoshi et
al, 2011). Daruber hinaus wurden fur die Onkogene ¢c-MYC und KLF4 Alternativen
gefunden. Beide konnten durch die Zugabe von NANOG und LIN28 (Haase et al,
2009; Yu et al, 2009, 2007) oder durch die Verabreichung der Chemikalie
Valproinsaure (valproic acid, VPA; Huangfu et al, 2008) ersetzt werden. Zusatzlich
ermoglichte die Verwendung bestimmter somatischer Zellen den Ausschluss
verschiedener Transkriptionsfaktoren. Bei Stammzellen der Nabelschnur sowie bei
Nierenepithelzellen, die sich im Urin befinden, reichten OCT4 und SOX2 fur die
Generierung der hiPSCs aus (Zhou et al, 2012; Giorgetti et al, 2010). Neurale
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Stammzellen bendtigten aufgrund ihrer hohen endogenen SOX2-Expression nur
OCT4, um erfolgreich reprogrammiert zu werden (Kim et al, 2009b).

Um die Effizienz der Reprogrammierung zu steigern, setzten Judson und Kollegen
microRNAs ein (Judson et al, 2009). Weitere Arbeiten zeigten auch, dass eine
sauerstoffarme Umgebung der zu reprogrammierenden Zellen (Yoshida et al, 2009)
sowie die Zugabe von Vitamin C (Esteban et al, 2010) zu einer Steigerung der
Reprogrammierungseffizienz fuhren kann.

Neben dem Ziel, das Krebsrisiko zu senken und die Effizienz der Reprogrammierung
zu steigern, mussen die iPSCs, um therapeutisch eingesetzt werden zu kdnnen,
in vitro zielgerichtet in den gewulnschten Zelltypen differenziert werden. Das stellt
eine weitere Herausforderung dar. Viele Differenzierungsprotokolle sind sehr
komplex und zeitaufwendig. Dadurch kann es zu einer hohen Variabilitat in der
Zielzellpopulation kommen. Je nach Gewebeart liegt die Schwierigkeit darin, die
iPSCs nicht nur vollstandig, sondern auch moglichst effizient in den gewulnschten
Zelltypen zu differenzieren. Es wurden bereits verschiedene aus hiPSCs abgeleitete
somatische Zellenlinien generiert, z. B. Hepatozyten (Cho et al, 2012; Si-Tayeb et al,
2010a), Lungenepithelzellen (Wong & Rossant, 2013) sowie neurale Zellen
(Chambers et al, 2009; Zhou et al, 2010; Kreitzer et al, 2013; Karumbayaram et al,
2009) oder Blutzellen (Ebihara et al, 2012; Dias et al, 2011).

1.3 Anwendungsmaoglichkeiten von humanen iPSCs im Fokus der
Neurobiologie

1.3.1 IPSC-basierte in vitro-Modelle neurologischer Erkrankungen

Eine grolRe Herausforderung bei der Generierung von stammzellbasierten in vitro-
Modellen einer Krankheit ist die gerichtete Differenzierung der hiPSCs in den
beeintrachtigten somatischen Zelltyp. Dieser soll idealerweise die charakteristischen
Merkmale der Krankheit aufweisen. Es ist wichtig, ein entsprechendes
Differenzierungsprotokoll zu Verfugung zu haben, um nicht nur den richtigen
Gewebetyp, sondern auch spezifische und vor allem reifere Zelltypen eines
Gewebes zu generieren. Da viele neurodegenerative Krankheiten erst im spaten
Lebensalter auftreten, ist eine lange in vitro-Differenzierung in den beeintrachtigten
Zelltyp vorherzusehen. Aufllerdem werden einige Erkrankungen nicht nur durch
genetische Faktoren bestimmt, sondern kommen sporadisch vor und/oder werden
durch &uRere Umstande beeinflusst, die schwierig in einem in vitro-Modell

experimentell dargestellt werden kdnnen. Schliellich missen geeignete Methoden
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verfugbar sein, um einen mdglichen Phanotyp der entsprechenden Krankheit
aufdecken zu kénnen.

Die ersten Arbeiten Uber iPSC-basierte in vitro-Modelle demonstrierten zwar die
Generierung von patientenspezifischen iPSCs, scheiterten aber an dem Nachweis
maoglicher krankheitsspezifischer Merkmale (Park et al, 2008; Dimos et al, 2008;
Soldner et al, 2009). Es fehlten entsprechende Differenzierungsprotokolle und die
untersuchten Krankheiten traten sporadisch auf. Dimos et al hatten dartber hinaus
Schwierigkeiten, die Fibroblasten von einer alteren Patientin zu reprogrammieren.
Demzufolge stellt nicht nur die Differenzierung des krankheitsspezifischen
somatischen Zelltyps, sondern auch das Alter der Fibroblasten selbst eine
Herausforderung fur die Generierung von in vitro-Modellen dar. Zum ersten Mal
gelang es Ebert et al 2009 von einem Patienten, der an spinaler Muskelatrophie
(SMA) litt, hiPSCs zu generieren, diese in den beeintrachtigten Zelltypen zu
differenzieren und einen krankheitsspezifischen Phanotyp aufzuzeigen (Ebert et al,
2009). Bei der SMA handelt es sich um eine monogenetische Erkrankung, die durch
Mutationen im survival motor neuron (SMN)-Gen ausgeldst wird. Das fuhrt zu einer
reduzierten Expression des SMN-Proteins und im weiteren Verlauf zu einem Verlust
der unteren Motoneuronen. Mit einem entsprechenden Differenzierungsprotokoll
demonstrierte diese Arbeitsgruppe, dass die patientenspezifischen Zellen zwar
Motoneurone bilden konnten, diese aber aufgrund der reduzierten SMN-Expression
nicht weiter differenzierten bzw. verfriht degenerierten (Ebert et al, 2009). Im selben
Jahr wurde ein iPSC-basiertes in vitro-Modell der Familiaren Dysautonomie (FD)
vorgestellt (Lee et al, 2009). Bei der FD handelt es sich um eine tddliche periphere
Neuropathie. Sie wird durch eine Punktmutation im IKBKAP (I-k-B kinase complex-
associated protein)-Gen ausgelost. Das fuhrt zu einem Verlust der autonomen und
sensorischen Neuronen. Lee und Kollegen generierten FD-abgeleitete Vorlaufer-
zellen der Neuralleiste (Lee et al, 2009). Bei der Differenzierung dieser Zellen in
periphere Neurone stellten sie neben dem Splicing-Defekt im IKBKAP-Gen zusatzlich
Defizite in der neuronalen Differenzierung und dem Migrationsverhalten fest.

Andere Arbeitsgruppen konnten bei weiteren monogenetischen Erkrankungen, die
das Nervensystem betreffen, einen krankheitsspezifischen Phanotyp in vitro
demonstrieren. Dazu gehorten unter anderen das Rett-Syndrom (Marchetto et al,
2010; Ananiev et al, 2011; Cheung et al, 2011), die Adrenoleukodystrophie (Jang et
al, 2011) und die Spinocerebellare Ataxie Typ 3 (SCA3; Koch et al, 2011). Zusatzlich
konnten auch Krankheiten, die durch verschiedene Mutationen und aul3ere Faktoren
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beeinflusst werden, in der Zellkulturschale modelliert werden, wie Morbus Alzheimer
(Alzheimer’s disease, AD; Duan et al, 2014; Israel et al, 2012; Kondo et al, 2013;
Yagi et al, 2011) oder Morbus Parkinson (Parkinson’s disease, PD; Devine et al,
2011; Imaizumi et al, 2012; Nguyen et al, 2011; Sanchez-Danés et al, 2012; Seibler
et al, 2011).

Methoden zur Induktion krankheitsspezifischer Merkmale in in vitro-Modellen

Wenn in einem krankheitsspezifischen in vitro-Modell, trotz bekannter Mutationen,
kein Phanotyp festgestellt werden kann, kann das verschiedene Grinde haben.
Beispielsweise treten die Krankheiten im Menschen sporadisch auf und/oder werden
nicht nur durch genetische Faktoren, sondern auch durch aufRere Einflisse, wie den
Lebensgewohnheiten oder der Umwelt, bestimmt. Das spate Auftreten einer
Krankheiten im Menschen kann auch ein Grund fur das Ausbleiben eines krankheits-
spezifischen Erscheinungsbildes in in vitro-Kulturen sein. Meistens weisen die in den
Zellkultursystemen enthaltenen Zellen ein junges Reifestadium auf und konnen
deshalb keinen krankheitsspezifischen Phanotyp entwickeln. Um Zellen mit einem
hoheren Reifegrad zu erhalten, kénnen die Zellen Uber einen langeren Zeitraum
differenziert werden. Eine langer andauernde Kultivierung ist jedoch zeitaufwendig,
mit Kosten verbunden und durch &duflere Einflisse limitiert. Die Gefahr einer
Kontamination ist grof3 und die heute zur Verfugung stehenden Zellkultursubstrate,
auf denen die Zellen wachsen, reichen fur eine lang andauernde Kultivierung meist
nicht aus. Die Zellen sterben oder schwimmen ab. Ein 3D-Kultursystem kann dem
entgegenwirken. Choi und Kollegen differenzierten in einem basalmembranartigen
Matrix-basierten System AD-abgeleitete Neurone und konnten AD-spezifisches
Krankheitsmerkmale aufzeigen. Die Neurone wiesen Aggregate des Tau-Proteins auf
und in der umliegenden Matrix konnten 3-Amyloid-Plaques detektiert werden (Choi et
al, 2014).

Neben der Kultivierung der Zellen Uber einen langeren Zeitraum, kann der
Alterungsprozess in den Zellen auch aktiv beschleunigt werden. Reaktive Sauerstoff-
verbindungen lésen in Zellen Stress aus, was wiederum mit Altern assoziiert wird.
Demzufolge kann der Einsatz von oxidativen Stressfaktoren, wie Rotenon oder
Wasserstoffperoxid, einen altersbedingten Phanotyp in vitro induzieren. Nguyen und
Kollegen generierten iPCS-abgeleitete dopaminerge Neurone von Patienten, die an
sporadischer PD litten (Nguyen et al, 2011). Bei PD kommt es zum Absterben dieser

Zellen in der Substantia nigra und es entstehen Proteinaggregate aus a-Synuclein.
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Nguyen et al kultivierten krankheitsspezifische dopaminerge Neurone mit
Wasserstoffperoxid und stellten eine sensitivere Reaktion dieser Neurone im
Vergleich zu den Kontrollzellen fest. Die Zellen reagierten mit Aktivierung der
Caspase-3 und einem darauffolgenden Zelltod. Auch Progerin, eine verkurzte Form
von Lamin A, verursacht ein vorzeitiges Altern im Menschen. Eine Studie
demonstrierte durch die Expression dieses Proteins in iPSC-abgeleiteten
Fibroblasten und Neurone charakteristische Altersmerkmale, wie die Kiurzung der
Telomere und eine Verminderung der Zellteilungen (Miller et al, 2013). Zusatzlich
konnte in PD-spezifischen dopaminergen Neuronen durch die Progerin-Expression
ein altersbedingter Phanotyp demonstriert werden. Die Neuriten der Neurone waren
degeneriert und die Mitochondrien vergroRert (Miller et al, 2013). Darlber hinaus
kann der Phanotyp einer neurodegenerativen Krankheit in vitro auch durch eine
Glutamat-induzierte neuronale Aktivitdt ausgeldst werden. Koch und Kollegen
setzten Neurone von SCAS3-Patienten hohen extrazelluldaren Konzentrationen an
Glutamat aus. Das fuhrte in den Zellen zur Aggregation des Ataxin3-Proteins und

spiegelte so den krankheitsrelevanten Phanotyp wider (Koch et al, 2011).

Generierung von in vitro-Modellen durch Gene Editing

Viele genetisch bedingte neurodegenerative Erkrankungen kommen sehr selten vor.
Das stellt fur die Generierung eines krankheitsspezifischen Zellkulturmodells eine
weitere Herausforderung dar. Es gibt wenige Patienten, denen eine Gewebeprobe
entnommen werden kann und der Wissenschaft steht somit wenig Zellmaterial zur
Verfligung. Einen Ldsungsweg bietet das sogenannte Gene Editing, bei dem ein
Gendefekt artifiziell in die Zellen eingebracht wird. Durch die homologe
Rekombination wird das mutierte Gen mittels viraler Vektoren in das Genom der
Zellen eingefugt. Die zielgerichtete Induktion von Doppelstrangbrichen mittels
Zinkfingernukleasen (Hockemeyer et al, 2009), TALENs (transcription activator-like
effector nucleases; Hockemeyer et al, 2011; Miller et al, 2011) oder CRISPR-Cas9
(clustered regularly interspaced short palindromic repeat-associated 9; Cong et al,
2013; Fu et al, 2013; Mali et al, 2013; Ran et al, 2013) kann die Effizienz des Gene
Editing deutlich erhdhen. Umgekehrt kbnnen mit dieser Methode auch Gendefekte in
patientenspezifischen Zellen eliminiert werden. Dabei wird der mutierte Bereich des
Gens durch eine gesunde Sequenz ersetzt. So konnten bereits isogene Zelllinien von
verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen generiert werden (Corti et al, 2012;
An et al, 2012; Ryan et al, 2013; Soldner et al, 2011; Reinhardt et al, 2013b; Sanders
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et al, 2014). Diese Linien haben den Vorteil, dass das Genom, bis auf den Gendefekt,
identisch ist und sich so linienspezifische Unterschiede minimieren lassen und

krankheitsspezifische Charakteristika genau studiert werden kénnen.

1.3.2 IPSC-basierte Therapieansatze zur Behandlung neurologischer
Erkrankungen

Viele neurologische Erkrankungen gehen mit dem Verlust von Nervenzellen einher.
Dazu gehdren neben den neurodegenerativen Erkrankungen auch traumatische
Hirn- und Ruckenmarksverletzungen. Dabei kann sich das abgestorbene
Nervengewebe nicht regenerieren, und es kommt zu irreversiblen Schaden. Ein
therapeutischer Ansatz ist, das geschadigte Gewebe durch neues zu ersetzen, wobei
die Herausforderung sowohl in einem strukturellen als auch in einem funktionellen
Zellersatz liegt. Nicht nur das zerstorte Gewebe muss an der richtigen Stelle erneuert
werden, sondern die transplantierten Zellen miassen in das Empfangergewebe
migrieren, sich integrieren und die entsprechenden Funktionen aufnehmen. Es ist
wichtig, dass der richtige Zelltyp transplantiert wird, der idealerweise keinen Krebs
auslost und vom Empfanger nicht abgestoRen wird. Bevor zellbasierte Therapien im
Menschen Anwendung finden, missen diese zuvor praklinisch in entsprechenden
Tiermodellen evaluiert werden.

Die Entwicklung der iPSC-Technologie hat die regenerative Medizin vorangebracht.
Wo zuvor ESC-basierte Therapieansatze studiert wurden, kdnnen heute patienten-
spezifische iPSCs als Grundlage dienen und neben einer unbegrenzten Quelle an
pluripotenten Zellen eine AbstoRungsreaktion im Patienten vermeiden. Bei genetisch
bedingten Krankheiten mit einem bekannten Gendefekt kann dieser mittels Gene
Editing in den patientenspezifischen Zellen korrigiert werden und dem Patienten
konnen die eigenen genetisch modifizierten Zellen transplantiert werden (Abb. 2).
Der erste iPSC-basierte Therapieeinsatz auf dem Gebiet der neurodegenerativen
Erkrankungen gelang Wernig und Kollegen. Sie generierten aus reprogrammierten
murinen Fibroblasten dopaminerge Neurone, da diese vornehmlich in der PD
betroffen sind, und transplantierten die Zellen in PD-Modellratten (Wernig et al, 2008).
Die Tiere zeigten eine Verbesserung in den motorischen Tests. Es folgten weitere
Studien, in denen gesunde humane iPSCs in neurale Zellen differenziert und in
verschiedene PD-Tiermodelle transplantiert wurden (Han et al, 2015; Doi et al, 2014;
Rhee et al, 2011; Kikuchi et al, 2011). Auch hier differenzierten die transplantierten
Zellen in dopmaninerge Neurone und flhrten zu einer Verbesserung der motorischen

Fahigkeiten in den Tieren. Ein weiteres Beispiel flr einen iPSC-basierten Therapie-
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ansatz einer neurodegenerativen Erkrankungen stellten Nizzardo et al vor. Sie
forschten an der Amyotrophe Lateralsklerose (ALS). Bei dieser Krankheit kommt es
im Patienten zu einem Verlust der oberen und unteren Motoneuronen, was
schlieBlich zu Lahmungen und einem frihzeitigem Tod fuhrt. Nizzardo et al
transplantierten gesunde hiPSC-abgeleitete neurale Stammzellen in ein ALS-
Mausmodell (Nizzardo et al, 2014). Nach der Transplantation konnten in den Mausen
die motorischen Stérungen vermindert und die Lebenserwartung der Tiere erhoht
werden.

Eine erste klinische Studie fur einen iPSC-basierten Therapieansatz beschreibt das
Moorfields Eye Hospital in England (Clinical Trial NCT02464956, 2016). Von
Patienten, die an der altersbedingten Makuladegeneration (AMD) leiden, sollen
iPSC-abgeleitete Zellen des retinalen Pigmentepithels (RPE) generiert werden. Das
Ziel ist es, die Sicherheit und Effizienz der Methode zu Uberprufen. Mdglicherweise
kénnen die Zellen flr Transplantationen zur Behandlung der AMD herangezogen
werden. Bei der AMD sterben mit zunehmendem Alter die RPE-Zellen ab. Das kann
zu einer Beeintrachtigung der Sehfahigkeit und schlieRlich zum Erblinden flhren.
Eine Transplantation der patientenspezifischen RPE-Zellen soll den Krankheits-
verlauf verlangsamen oder sogar aufhalten kénnen.

Dennoch birgt die therapeutische Verwendung von hiPSCs weiterhin das Risiko der
Tumorigenitat. AuRerdem dauern sowohl der Prozess der Reprogrammierung an
sich als auch die Differenzierung in entsprechende somatische Zelltypen sehr lange.
Das kann zu genetischen und epigenetischen Veranderungen in den Zellen flhren
(Pera, 2011; Hussein et al, 2011; Gore et al, 2011; Lister et al, 2011). Um dem
entgegenzuwirken, kann dieser Prozess verkiurzt werden. Bei der direkten
Konversion wird das pluripotente Stadium umgangen und leicht zugangliche
somatische Zellen direkt in den praferierten Zelltypen transdifferenziert. Bei neuralen
Zellen gelang zum ersten Mal 2010 die Induktion funktioneller Neurone (induzierte
Neurone, iN) aus murinen Fibroblasten durch die ektopische Expression der
Transkriptionsfaktoren achaete-scute complex homolog (Ascl) 1, Brn2 (Pou3f2) und
myelintranscription factor 1 like (Myt1l) (Vierbuchen et al, 2010). Durch die Zugabe
eines vierten Faktors, neurogenic differentiation 1 (NeuroD1), gelang derselben
Forschungsgruppe kurz darauf die Generierung von iNs aus humanen Fibroblasten
(Pang et al, 2011). Yoo und Kollegen zeigten im selben Jahr mit Hilfe der microRNAs
miR-9/9* und miR-124 die direkte Konversion von humanen Fibroblasten in iNs (Yoo
et al, 2011). Ladewig et al demonstrierten durch den Einsatz von Faktoren, die eine
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neurale Differenzierung begunstigen, wie Inhibitoren des SMAD-Signalwegs oder der
Glykogensynthase-Kinase 33, eine gesteigerte Effizienz der Transdifferenzierung
(Ladewig et al, 2012). SchlieBlich konnten auch tripotente neurale Vorlaufer- bzw.
Stammzellen (Lujan et al, 2012; Thier et al, 2012) sowie oligodendrogliale
Vorlauferzellen (Najm et al, 2013; Yang et al, 2013; Kim et al, 2015) aus murinen

Fibroblasten transdifferenziert werden.

1.3.3 IPSC-basierte in vitro-Modelle fiir Wirkstoffscreenings zur Behandlung
von neurologischen Erkrankungen

Neben der Untersuchung von Krankheitsaspekten auf zellularer Ebene eignet sich
ein iPSC-basiertes Zellkulturmodell auch fur Toxizitatsstudien und Wirkstoff-
screenings im Kontext einer praklinischen Arzneimittelentwicklung. Lange wurden
hierfir Tiermodelle und daraus gewonnene primare Zellen verwendet. Diese spiegeln
aber nicht exakt die humanen physiologischen Gegebenheiten und die damit
verbundenen phanotypischen Eigenschaften wider. Das kann dazu fuhren, dass
bestimmte Substanzen unterschiedliche Effekte in den verschiedenen Spezies
hervorrufen. Zum Beispiel fuhrte die Gabe von Vitamin E oder Kreatin in einem
transgenen Mausmodell fur ALS zu einer Verbesserung der motorischen Fahigkeiten
und einer verlangerten Lebenserwartung der Tiere. Im Menschen war dagegen keine
deutliche Besserung zu erkennen (Desnuelle et al, 2001; Groeneveld et al, 2003;
Shefner et al, 2004; Gurney et al, 1996). Um solche speziesspezifischen
Unterschiede besser verifizieren zu kdnnen, kdnnen iPSC-basierte Zellkultursysteme
herangezogen werden. Es kdnnen Zeit und Geld gespart sowie klinische Studien
schneller in die Wege geleitet werden (zusammengefasst nach Singh et al, 2015).

Bei neurodegenerativen Erkrankungen haben schon viele Arbeitsgruppen Nutzen
aus iPSC-abgeleiteten Krankheitsmodellen gezogen und Wirkstoffe gefunden, die
den krankheitsrelevanten Phanotyp verbessern konnten. Beispielsweise zeigten
Ebert und Kollegen 2009 in einem iPSC-basierten Modell fur die SMA, dass im
Vergleich zu gesunden Motoneuronen in SMA-abgeleiteten Zellen, die einen
reduzierten Proteingehalt von SMN aufwiesen, die Verabreichung der Substanzen
VPA und Tobramycin zu einem Anstieg des Proteinlevels von SMN flhrte (Ebert et al,
2009). In einer weiteren Studie zur Familiaren Dysautonomie (FD) konnten die
Wissenschaftler durch bereits bekannte Substanzen sowie durch ein groRangelegtes
Wirkstoffscreening zwei Substanzen ausfindig machen, die einen positiven Effekt
zeigten (Lee et al, 2009, 2012). Das Pflanzenhormon Kinetin und der ao-

Andrenozeptor-Antagonist SKF-86466 verbesserten beide die neuronale
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Differenzierung und das Migrationsverhalten der FD-spezifischen Zellen. Fur die
Adrenoleukodystrophie (ALD) wurden auch iPSC-abgeleitete Zellen herangezogen,
um Wirkstoffe ausfindig zu machen. Die ALD resultiert aus einer Mutation im ABCD1
(adenosine  triphosphate  [ATP]-binding-cassette  transporter  superfamily D
member 1)-Gen. Das fuhrt unter anderem zu Anhaufungen von Fettsauren in
Oligodendrozyten, die dadurch ihr Myelinisierungspotential verlieren. Jang et al
generierten ALD-spezifische Oligodendrozyten, in denen sie Akkumulationen dieser
Fettsdauren detektieren konnten. Durch Behandlung der Zellen mit den Arzneistoffen
Lovastatin oder Natriumphenylbutyrat konnte eine Reduktion der Fettsauren erreicht
werden (Jang et al, 2011). Auch fur weitere neurodegenerative Erkrankungen, wie
der AD oder der ALS wurden Wirkstoffe entdeckt, die einen positiven Effekt auf das
krankheits-spezifische Erscheinungsbild in den entsprechenden iPSC-basierten
Zellkultursystemen zeigten (AD: Israel et al, 2012; Kondo et al, 2013; Mertens et al,
2013; Yagi et al, 2011; Yahata et al, 2011; ALS: Burkhardt et al, 2013; Egawa et al,
2012).

1.4 Oligodendrozyten

Das zentrale Nervensystem (ZNS) von Saugetieren besteht aus Neuronen,
Astrozyten und Oligodendrozyten sowie aus Mikrogliazellen, Ependymzellen und
Blutgefalien. Die Oligodendrozyten sind die myelinbildenden Zellen und vorwiegend
in der weillen Substanz des Gehirns zu finden. Ihre Hauptfunktion ist die Bildung der
Myelinmembranen. Diese dienen der elektrischen Isolierung der Axone von
Neuronen und gewabhrleisten eine schnelle und exakte Reizweiterleitung. Neben der
Myelinmembran ist die Plasmamembran der Oligodendrozyten wichtig fur die

Biogenese, Sortierung und den Transport von Komponenten der Myelinmembran.

1.4.1 Entstehung der Oligodendrozyten

Wahrend der Embryonalentwicklung entstehen die Oligodendrozytenvorlauferzellen
(oligodendrocyte precursor cells, OPC) zu unterschiedlichen Zeitpunkten in
verschiedenen Bereichen des Nervensystems (Richardson et al, 2006). Da der
Zugang zu humanem fetalen Gewebe limitiert ist, beruhen die Erkenntnisse der
Oligodendrozytenentwicklung hauptsachlich auf Studien in Nagetieren. Dabei ist die
Entstehung der OPCs im Ruckenmark am besten erforscht. Der Groldteil dieser
OPCs (85-90 %) entsteht im ventralen Bereich des sich entwickelnden Rickenmarks

in einer spezialisierten Domane, der Motoneurondomane (pMN-Domane, Richardson
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et al, 2006). Diese Domane formt sich mit anderen neuralen Vorlauferdomanen in
dorso-ventraler Orientierung unter Einfluss eines gegenlaufigen Gradienten von
ventral sezerniertem sonic hedgehog (SHH) und dorsal wirkenden bone
morphogenetic proteins (BMP) und Wnt (Wingless/Integrated)-Proteinen (Wilson &
Maden, 2005). Die Domanen sind durch die Expression bestimmter Transkriptions-
faktoren charakterisiert und bringen unterschiedliche Zelltypen hervor (Briscoe et al,
2000; Richardson et al, 2006; Abb. 3).

Pax7 Msx3 dorsal

77777777777777777777777777 P4 Interneurone,
_______________ Dix1 s Nl L. ... |Astrozyten, OPCs
| dPs |

dP6
p0 Interneurone,
""""""""" i T i o | Astrozyten

7] Motoneurone,
OPCs, Astrozyten?

ventral

Abb. 3: Neurale Vorlauferdomanen im embryonalen Rickenmark.

Wahrend der Embryogenese entstehen im Ruickenmark unter Einfluss eines gegenlaufigen
Gradienten von SHH (sonic hedgehog) und BMPs (bone morphogenetic proteins) in Kombination mit
Whnt-Proteinen neurale Vorlauferdomanen in dorso-ventraler Orientierung. Die Neurone werden vor
den Gliazellen (Astrozyten und Oligodendrozytenvorlauferzellen (oligodendrocyte precursor cells;
OPC)) generiert. Grundséatzlich bilden sich OPCs vor Astrozyten und ventrale vor dorsalen Zellen. In
der Grafik wird deutlich, dass jede Vorlauferdomane durch die Expression bestimmter Transkriptions-
faktoren beeinflusst wird. OPCs entstehen nach der Entwicklung von Motoneuronen durch einen
Neuron-zu-Glia Wechsel aus der pMN-Domane. Danach entwickeln sich OPCs auch in den dorsalen
Bereichen des Rickenmarks. Modifiziert nach Richardson et al, 2006.

Die Vorlauferzellen der pMN-Domane sind durch die Expression der Transkriptions-
faktoren Nkx6- (Qiu et al, 1998; Briscoe et al, 2000) und oligodendrocyte
transcription factor 2 (Olig2) gekennzeichnet (Abb. 3; Mizuguchi et al, 2001; Novitch
et al, 2001). Es entstehen zuerst Motoneurone und anschlielend nach einem
Neuron-zu-Glia Wechsel die OPCs (Richardson et al, 1997; Sun et al, 1998; Zhou &
Anderson, 2002). In einer spateren Phase der Embryogenese entwickeln sich
zusatzlich OPCs, unabhangig von Nkx6 und SHH in den dorsalen Bereichen des
Ruckenmarks. Sie machen hier den kleineren Anteil (10-15 %) der OPC-Population
aus (Cai et al, 2005; Fogarty et al, 2005; Vallstedt et al, 2005; Zhu et al, 2011).

Weitere OPCs entstehen im Vorderhirn zu zwei aufeinanderfolgenden Zeitpunkten in
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verschiedenen Bereichen des ventralen Telencephalon. Von hier aus bevolkern sie
das gesamte embryonale Telencephalon und den cerebralen Cortex. Spater bilden
sich zusatzlich OPCs im postnatalen Cortex (Kessaris et al, 2006).

Wahrend die Proliferation und Migration von Neuronen hauptsachlich pranatal
stattfinden, sind die Proliferation und Migration von glialen Zellen weitestgehend
postnatale Prozesse. Vor allem die Differenzierung und Reifung der Zellen findet
nach der Geburt statt. In Nagern laufen die Entstehung der OPCs und deren
Migration und Reifung innerhalb von wenigen Wochen ab. Im Menschen dauern
diese Prozesse gemal deren Entwicklung langer, sind aber in den Grundzigen
miteinander vergleichbar. Die ersten OPCs erscheinen im Nager an Embryonaltag 9
und im Menschen in der 10 Schwangerschaftswoche (SW). Deren Ausreifung findet
bei Nagetieren weitestgehend postnatal statt, beim Menschen beginnt sie noch
pranatal in der 18 SW. Erste myelin basic protein (MBP)-positive Zellen und damit
reife Oligodendrozyten sind beim Menschen wahrend der Schwangerschaft zwischen
der 28-40 SW zu beobachten, im Nager erst eine Woche nach der Geburt. Wahrend
in den Nagetieren die Myelinisierung nach wenigen Wochen vollstandig
abgeschlossen ist, dauert diese beim Menschen sogar bis ins Jugendalter an

(zusammengefasst nach Barateiro & Fernandes, 2014)

1.4.2 Entwicklung der Oligodendrozyten

Die entstandenen OPCs besitzen ein sehr grof3es Migrationspotential und wandern
von ihren Entstehungsorten in die Faserstrukturen des ZNS. Dort vermehren sie sich
und reifen schlieBlich zu myelinisierenden Oligodendrozyten aus (Ono et al, 2001).
Wahrend dieser Entwicklung passieren die Zellen gewisse Stadien, wobei jedes
Stadium durch bestimmte morphologische Eigenschaften, dem Proliferations- und
Migrationsverhalten sowie dem Myelinisierungspotential und einem spezifischen
Expressionsmuster charakterisiert ist (Abb. 4).

OPCs haben eine bipolare Morphologie, sie proliferieren und sind migratorisch aktiv
(Abb. 4). Die typischen Marker in dieser Phase sind der platelet-derived growth factor
receptor alpha (PDGFRa; Pringle et al, 1992) und das Chondroitin-Sulfat-
Proteoglykan CSPG4/NG2 (NG2; Nishiyama et al, 1999; Polito & Reynolds, 2005),
die auf der Oberflache der OPCs detektiert werden konnen. Der Transkriptionsfaktor
Olig2 als fruhester oligodendrozytenspezifischer Marker ist ein weiteres wichtiges
charakteristisches Merkmal (Lu et al, 2000; Zhou et al, 2000).
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Abb. 4: Die Entwicklung von Oligodendrozyten.

Die Entwicklung der Oligodendrozyten kann in vier verschiedene Stadien unterteilt werden. Zuerst
entstehen bipolare OPCs, die vorwiegend PDGFRa, NG2 und Olig2 exprimieren. Pre-
Oligodendrozyten bilden bereits mehrere Auslaufer aus und zeigen zusatzlich eine Expression von O4.
Wahrend der Differenzierung zu unreifen Oligodendrozyten erhéht sich der Verzweigungsgrad der
Zellen und sie exprimieren CNPase und GalC. Final bilden die Oligodendrozyten reich verzweigte
Fortsatze und Myelinmembranen aus. Sie exprimieren die Myelinproteine MBP, MAG, MOG und PLP
sowie verschiedene Transkriptionsfaktoren, wie z. B. Sox70. Bild von Julia Fischer, modifiziert nach
Buchet & Baron-Van Evercooren, 2009.

Pre-Oligodendrozyten exprimieren neben NG2 zusatzlich das Glykolipid Sulfatid O4
auf der Zelloberflache (Berg & Schachner, 1981; Sommer & Schachner, 1981). In der
weiteren Entwicklung verlassen die noch unreifen, nicht-myelinisierenden
Oligodendrozyten das proliferative Stadium und beginnen langsam auszureifen. Die
Komplexitat der Zellmorphologie nimmt zu und sie bilden multiple Fortsatze aus. In
diesem Stadium ist die Expression der 2'3'-cyclischen Nukleotid-3'
Phosphodiesterase (CNPase; Buchet & Baron-Van Evercooren, 2009; Zhang, 2001)
und der Galactocerebrosidase (GalC; Ranscht et al, 1982) typisch. Reife und
myelinisierende Oligodendrozyten haben reich verzweigte Fortsatze ausgebildet und
exprimieren verschiedene Myelinproteine, z. B. das proteolipid protein (PLP) oder
MBP (zusammengefasst nach Buchet & Baron-Van Evercooren, 2009).

Auf molekularer Ebene wird die Oligodendrozytenspezifizierung und -differenzierung
durch verschiedene Transkriptionsfaktoren, wie Olig1/2, Nkx2.2, Sox9 und Sox10
reguliert (Rowitch, 2004; Richardson et al, 2006). Viele Studien haben gezeigt, dass
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Olig1 und Olig2 besonders wichtig fur die Spezifizierung der Oligodendrozyten sind
(Lu et al, 2000, 2002; Zhou et al, 2000; Takebayashi et al, 2002). Die Expression der
Transkriptionsfaktoren Sox70 und Nkx2.2 spielt wahrend der terminalen
Differenzierung und Myelinisierung der Oligodendrozyten eine wichtige Rolle (Stolt et
al, 2002; Qi et al, 2001). Neben den intrinsischen Faktoren gibt es auch
Komponenten, die von aufden auf den Prozess der Oligodendrozytendifferenzierung
einwirken. PDGF-AA, ein Homodimer des PDGFs, wirkt positiv auf die Proliferation
der OPCs (Noble et al, 1988; Richardson et al, 1988; Wilson et al, 2003). Zusatzlich
wirken Trijod-L-Thyronin (T3) und Retinsaure (retinoic acid, RA) stimulierend auf die
Differenzierung der OPCs (Barres et al, 1994; Huang et al, 2011).

1.4.3 Aufbau und Funktion von Myelin

Im ZNS wird das Myelin von den Oligodendrozyten gebildet und besteht aus
mehreren Lagen von Membranen. Ein Oligodendrozyt kann mehrere Axone
ummanteln. Die Ummantelung ist in Segmente kompakten Myelins, den
sogenannten Internodien, und in kurze freiliegende Bereiche des Axons, den

Ranvier-Schnurringen, unterteilt (Abb. 5).

Internodium
e

Ranvier-Schnurring

Oligodendrozyt

Axon

Myelin

f/:)
S&——
Abb. 5: Myelinisierung im ZNS.

Der Oligodendrozyt bildet mehrlagige Myelinmembranen aus und ummantelt damit mehrere Axone
von Neuronen. Dabei entstehen kompakte Myelinsegmente (Internodien), die durch myelinfreie
Bereiche, den Ranvier-Schnlrringen, unterteilt werden. In den Schnirringen befinden sich
lonenkanéle, die eine saltatorische Reizweiterleitung ermdglichen. Modifiziert nach Popko, 2003.

Reifes Myelin besteht zu 70 % aus Glykolipiden, wobei Galactosylceramid und das
sulfatierte Derivat Sulfatid den Hauptanteil ausmachen. Der Rest besteht aus
Proteinen. MBP und PLP machen dabei 80 % der Gesamtproteine aus. Die Lipide

und Proteine werden grofdtenteils in den Zellkompartimenten des Oligodendrozyten
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gebildet und schliel3lich zur Membran transportiert. MBP ist eine Ausnahme und wird
in der Myelinmembran synthetisiert. Die Myelinmembranen sind sehr stabil und die
Metabolisierung der Komponenten dauert Wochen bis Monate (Saher & Simons,
2010). In den Ranvier-Schnurringen befinden sich spannungsabhangige lonenkanale.
Das ermdoglicht die saltatorische Reizweiterleitung, eine sprunghafte Weiterleitung
der Reize von Schnirring zu Schnarring, die dadurch um ein 100-faches erhdht wird.
Neben der elektrischen Isolierung modulieren die Oligodendrozyten durch die
Myelinisierung auch Reifung, Uberleben und Regenerationsfahigkeit von Axonen.
Eine Fehlfunktion oder Verlust von Myelin kann zu einer axonalen und neuronalen

Degeneration fihren (zusammengefasst nach Paz Soldan & Pirko, 2012).

1.4.4 Differenzierung von humanen Oligodendrozyten in vitro

Aufgrund einer Vielzahl von neurologischen Erkrankungen, die mit dem Verlust oder
der Schadigung von Myelin einhergehen, ist das Interesse sehr grol3, humane
Oligodendrozyten in vitro zu generieren. Das ermoglicht unter pathologischen
Bedingungen, molekulare Mechanismen in den Zellen zu untersuchen sowie
potentielle Zellen flr eine Ersatztherapie zur Verfligung stehen zu haben.

Eine Quelle fir humane oligodendrogliale Zellen stellt das humane Nervengewebe
selbst dar. Das ist allerdings schwer zuganglich und es muss auf abgetriebene Foten
zuruckgegriffen werden. Verschiedene Arbeitsgruppen gelang eine erfolgreiche
Isolierung der humanen fetalen oligodendroglialen Zellen und deren Differenzierung
in reifere Zellstadien (Monaco et al, 2012; Cui et al, 2012; Zhang et al, 2000).
Dennoch wurden alternative Differenzierungsprotokolle generiert, welche die
Gewinnung von oligodendroglialen Zellen aus humanen ESCs ermdglichten und die
Verwendung von humanen Foéten vermieden. Die Grundlage fur diese Protokolle
waren Studien an murinen ESCs, die nicht nur eine Differenzierung in
Oligodendrozyten, sondern auch erste Transplantationsexperimente dieser Zellen in
das Gehirn und Rickenmark von Mausen demonstrierten (Glaser et al, 2005; Liu et
al, 2000; Brustle et al, 1999; Zhang et al, 2006). 2005 stellten Nistor und Kollegen die
ersten aus humanen ESCs gewonnenen Oligodendrozyten vor (Nistor et al, 2005).
Sie nutzten unabhangig von SHH ein RA-basiertes Protokoll mit Unterstitzung von
Insulin, T3 und fibroblast growth factor (FGF). Die Funktionalitat der Zellen wurde
in vivo in adulten Ratten mit Rickenmarksverletzungen demonstriert (Keirstead et al,
2005). Sieben Tage nach der Verletzung wurden hESC-abgeleitete OPCs in das

Rickenmark transplantiert. Die OPCs differenzierten in Oligodendrozyten,
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remyelinisierten das geschadigte Gewebe und flihrten so zu einer Verbesserung der
motorischen Fahigkeiten der Tiere. Es folgten weitere Differenzierungsprotokolle an
hESCs, die auf die verschiedenen entwicklungsbiologischen Aspekte der
embryonalen und postnatalen Oligodendrogenese zurlckgriffen. Dazu gehdrte die
Expression der fur die Entstehung von Oligodendrozyten wichtigen Transkriptions-
faktoren, wie Nkx2.2, Olig2 und Sox10 (Stacpoole et al, 2013; Sundberg et al, 2011)
sowie die Antagonisierung von BMPs, wie z. B. durch Noggin (Izrael et al, 2007) oder
die Spezifizierung der Zellen in Abhangigkeit von SHH (Hu et al, 2009; Stacpoole et
al, 2013; Sundberg et al, 2011). Nachdem 2006 die Generierung von iPSCs
beschrieben wurde, wurden auch diese Zellen herangezogen, um funktionelle
Oligodendrozyten zu differenzieren (Ogawa et al, 2011b; Pouya et al, 2011; Czepiel
et al, 2011; Piao et al, 2015; Wang et al, 2013), wobei die Ergebnisse stark variierten.
Wang und Kollegen, deren Differenzierung auf den Arbeiten von Izrael et al und Hu
et al basierte, konnten nach ca. 150 Tagen Oligodendrozyten mit einer Effizienz von
79 % bilden und deren Funktionalitat in vivo in myelindefizienten Mausen bestatigen
(Wang et al, 2013). Vor kurzem wurden auch Oligodendrozyten aus patienten-
spezifischen iPSCs generiert (Douvaras et al, 2014; Numasawa-Kuroiwa et al, 2014;
Jang et al, 2011). Zum Beispiel differenzierten Douvaras et al Multiple Sklerose
(MS)-spezifische Oligodendrozyten. Sie konnten zwar ein Myelinisierungspotential
der Zellen in vivo zeigen, aber keine krankheitsspezifischen Merkmale aufdecken.

Die oben erwahnten Protokolle fur die Differenzierung von humanen ESC- und iPSC-
abgeleiteten Oligodendrozyten sind technisch sehr anspruchsvoll und zeitintensiv
(Nistor et al, 2005; Izrael et al, 2007; Hu et al, 2009; Kang et al, 2007; Sundberg et al,
2011; Stacpoole et al, 2013; Jang et al, 2011; Ogawa et al, 2011b; Pouya et al, 2011;
Czepiel et al, 2011; Wang et al, 2013; Piao et al, 2015). Als Ausgangszellpopulation
dienten immer pluripotente Stammzellen, die auf einem direkten Differenzierungsweg
in Oligodendrozyten und deren Vorlauferzellen differenziert wurden. Die langen
Differenzierungsphasen (> 100 Tage) konnen zu einer hohen Variabilitat in den
Ergebnissen verschiedener Ansatze fuhren. Eine Population von neuralen Stamm-
zellen als stabiler Zwischenschritt kann dem vorbeugen und aufgrund der Fahigkeit
dieser Zellen, sich selbst zu erneuern, als konstante Ausgangszellpopulation fur die
Generierung der Oligodendrozyten dienen. Es wurden bereits neurale Stammzell-
populationen beschrieben, die aber wenig bis gar nicht in Oligodendrozyten
differenziert werden konnten (Chambers et al, 2012; Elkabetz et al, 2008; Falk et al,
2012; Koch et al, 2009; Lee et al, 2010; Li et al, 2011; Reinhardt et al, 2013a). Ein in
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unserem Labor kurzlich etabliertes Protokoll beschreibt die Generierung einer
stabilen Zellpopulation von radialgliadhnlichen neuralen Vorlauferzellen (radial glia-
like, RGL; neural precursor cells, NPC; RGL-NPC; Gorris et al, 2015). Verschiedene
vorangegangene Studien zeigten bereits, dass sowohl aus murinen als auch aus
humanen radialen Gliazellen (RG-Zellen) Oligodendrozyten entstehen kdnnen
(Fogarty et al, 2005; Ganat et al, 2006; Sun et al, 2008; Mo & Zecevic, 2009; Casper
& McCarthy, 2006). Die RGL-NPCs sollen somit vorwiegend als effiziente Quelle fur
humane Oligodendrozyten dienen. Wahrend der Embryogenese entstehen RG-
Zellen im sich entwickelnden ZNS durch asymmetrische Zellteilung aus
neuroepithelialen Zellen. Die RG-Zellen stellen sowohl in der Gliogenese als auch in
der Neurogenese eine wichtige Vorlauferzellpopulation dar (Barry et al, 2014).
Typische Merkmale flr diese Zellen sind neben der Expression von brain lipid-
binding protein (BLBP) und dem Glutamat-Aspartat Transporter (GLAST) (Morest &
Silver, 2003), zytoplasmatische Glycogengranulate (Gadisseux & Evrard, 1985)
sowie die Expression des fur neurale Stammzellen wichtigen Faktors Nestin
(Hartfuss et al, 2001). Sie haben eine langliche bipolare Morphologie und
multipotente Differenzierungseigenschaften (Barry et al, 2014). Die in Gorris et al
beschriebenen RGL-NPCs spiegelten viele dieser Merkmale wider und erhielten
folglich den Namen einer radialgliadhnlichen neuralen Vorlauferzellpopulation. Sie
kénnen in einem Embryoidkdrper (embryonic body, EB)-basierten Protokoll sowohl
von humanen ESCs als auch von iPSCs generiert werden. EBs sind Aggregate aus
Stammzellen, die entstehen, wenn die pluripotenten Zellkolonien ohne Kontakt zu
einer Oberflache kultiviert werden. Nach ihrer Entstehung enthalten die EBs alle
Zellen der drei Keimblatter (Keller, 1995). Im Differenzierungsprotokoll nach Gorris et
al wird die neurale Differenzierung der ektodermalen Zellen durch die Zugabe von
Retinsaure (all-trans retinoic acid, ATRA) angeregt. Nach 4 Wochen werden die EBs
plattiert und aus den auszuwachsenden Zellen werden die RGL-NPCs mit Hilfe einer
Immunselektion nach CD133 angereichert. CD133 ist ein Stammzellmarker, mit dem
bereits Stammzellen aus humanen Gehirngewebe gewonnen werden konnten
(Tamaki et al, 2002; Uchida et al, 2000). Die isolierten RGL-NPCs wachsen adharent
und sind Uber mehrere Wochen stabil proliferativ. Sie kdnnen expandiert und
kryokonserviert werden. Unter Entzug von Wachstumsfaktoren und der Zugabe
entsprechender Faktoren konnen sie in Neurone, Astrozyten und besonders in
Oligodendrozyten differenziert werden. Damit bestatigen sie ihr tripotentes
Differenzierungsvermogen. Aufgrund ihres starken oligodendroglialen
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Differenzierungspotentials kdénnen die RGL-NPCs herangezogen werden, um
oligodendrozyten- und krankheitsspezifische Mechanismen zu untersuchen. Daruber
hinaus konnen sie fur einen mdoglichen Zellersatz in der regenerativen Medizin

eingesetzt werden.

1.4.5 Die Funktionalitat von in vitro generierten humanen Oligodendrozyten

in vivo

Eine Schadigung oder der Verlust von Myelin kdnnen verschiedene Ursachen haben.
Dazu gehdren traumatische Verletzungen (z. B. im Rickenmark) sowie chronische
(z.B. MS) wund neurodegenerative Erkrankungen (z.B. Metachromatische
Leukodystrophie, Pelizeus-Merzbacher-Krankheit). In den meisten Fallen sind die
myelinbildenden Zellen geschadigt und/oder sterben ab. Im weiteren Verlauf kann es
zur Degeneration der Axone und schliel3lich zum Absterben der Neurone kommen.
Zellersatztherapien kdnnen helfen, das geschadigte Gewebe wieder aufzubauen und
freigelegte Axone mit Hilfe von intakten Oligodendrozyten zu remyelinisieren. Um
diese Therapieansatze zu evaluieren und die Funktionalitédt der Oligodendrozyten zu
Uberprufen, kdnnen die Zellen in entsprechenden Tiermodellen untersucht werden.
Die ersten Arbeiten wurden mit humanen embryonalen Gewebefragmenten bzw.
Zellen durchgefuhrt (Gumpel et al, 1987; Brustle et al, 1998; Seilhean et al, 1996).
1987 beschrieben Gumpel und Kollegen zum ersten Mal, dass transplantierte
humane Zellen fahig sind, das ZNS von myelindefizienten Mausen zu remyelinisieren
(Gumpel et al, 1987). Sie verwendeten kleine Gehirnfragmente von humanen Foéten,
die im ersten Trimester der Schwangerschaft abgetrieben wurden, und
transplantierten diese in das Gehirn der Shiverer-Maus. In diesem Tiermodell kann
aufgrund einer Deletion im Mbp-Gen kein kompaktes Myelin gebildet werden
(Molineaux et al, 1986; Dupouey et al, 1979). Demzufolge ist diese Maus gut
geeignet, um die Remyelinisierung von transplantierten Zellen in vivo zu studieren. In
spateren Experimenten wurden die oligodendroglialen Zellen gezielt aus bereits
gewonnenem humanen Gehirngewebe isoliert und anschlieRend in die Shiverer-
Maus transplantiert (Windrem et al, 2004, 2008, 2014). Die Zellen integrierten
erfolgreich in das Mausgewebe und reiften zu myelinbildenden Zellen aus. Die
Lebensdauer der Tiere konnte teilweise durch die Remyelinisierung verlangert
werden (Windrem et al, 2008, 2014). Trotzdem stellt der eingeschrankte Zugang zu
humanem primaren Nervengewebe einen Nachteil der vorgestellten Studien dar.
Eine Alternative stellen invitro generierte, von Stammzellen abgeleitete

oligodendrogliale Zellen dar. Das erste Transplantationsexperiment wurde mit aus
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murinen ESCs abgeleiteten Oligodendrozytenvorlauferzellen durchgefuhrt (Brustle et
al, 1999). Die Zellen wurden in myelindefiziente (MD) Ratten eingebracht. Im Gehirn
der Tiere konnte anschliefend eine Remyelinisierung beobachtet werden. Sechs
Jahre spater wurden zum ersten Mal humane ESC-abgeleitete OPCs in die Shiverer-
Maus transplantiert. Auch hier konnte eine erfolgreiche Integration, Reifung und
Myelinausbildung der eingebrachten Zellen demonstriert werden (Nistor et al, 2005).
Neben weiteren Transplantationsstudien an ESC-abgeleiteten oligodendroglialen
Zellen (Keirstead et al, 2005; lzrael et al, 2007; Hu et al, 2009; Sharp et al, 2010;
Erceg et al, 2010; Kim et al, 2012) wurden mit Entwicklung der iPSC-Technologie
auch iPSC-abgeleitete Zellen invivo hinsichtlich ihrer Funktionalitdt Myelin
auszubilden untersucht (Wang et al, 2013; Douvaras et al, 2014). Wang und
Kollegen zeigten in ihrer Arbeit, dass die transplantierten hiPSC-abgeleiteten OPCs
in die Shiverer-Maus nicht nur zu einer weitreichenden Myelinisierung, sondern auch
zu einer deutlichen Verlangerungen der Lebenserwartung der Tiere fuhrte (Wang et
al, 2013).

Neben der Shiverer-Maus gibt es weitere Tiermodelle, um in vivo-Myelinisierung zu
studieren. Dazu gehort die bereits erwahnte MD-Ratte. Durch eine Mutation im X-
Chromosom-gekoppelten Plp-Gen kann bei den mannlichen Tragern im Gehirn kein
PLP gebildet werden, was zu einer Demyelinisierung fuhrt (Csiza & de Lahunta, 1979;
Simons & Riordan, 1990). In Tieren mit traumatischen Ruckenmarksverletzungen
oder in denen eine Demyelinisierung kunstlich erzeugt wurde, kann auch eine
Remyelinisierung durch die eingebrachten Zellen untersucht werden. Die
Demyelinisierung kann artifiziell z. B. durch die Immunisierung mit Myelinproteinen
(Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis; Steinman, 1999) oder durch die
Verabreichung von Lysolecithin (Blakemore et al, 1977; Woodruff & Franklin, 1999)

hervorgerufen werden.

1.5 Lysosomale Speichererkrankungen

Lysosomale Speichererkrankungen umfassen eine Gruppe von mehr als 40
Stoffwechselkrankheiten. Sie werden meist durch einen Gendefekt verursacht, der
wiederum zur einer Fehlfunktion von lysosomalen Enzymen, Membran- oder
Transportproteinen fuhrt (Futerman & van Meer, 2004). Dadurch wird der
intrazellulare Stoffwechsel gestort, was wiederum zu intralysosomalen Ablagerungen
von verschiedenen Substraten, wie Sphingolipiden, Glykosaminoglykanen, Glyko-

proteinen und Glykogen, in verschiedenen Geweben und Organen fuhrt. Der
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entstehende Phanotyp einer lysosomalen Speicherkrankheit ist meist sehr komplex
und betrifft mehrere Gewebe oder Organe (zusammengefasst nach Parenti et al,
2013).

1.5.1 Transport lysosomaler Enzyme

Lysosomen sind membranumgebene zytoplasmatische Organellen tierischer Zellen.
Sie haben ein inneres saures pH-Optimum und ermoglichen den Abbau von
Substraten in einer geschutzten Umgebung. Lysosomen enthalten mehr als 50
I6sliche saure Hydrolasen (z. B. Proteasen, Lipasen oder Sulfatasen) und mehr als
120 Membranproteine, die standig neu ersetzt werden mussen (Braulke & Bonifacino,
2009). Sie werden im Endoplasmatischen Retikulum (ER) gebildet, danach im Golgi-
Apparat modifiziert und schlieBlich in Vesikel verpackt zum Endosom transportiert
(Abb. 6; Braulke & Bonifacino, 2009). Final werden die Proteine durch die
vollstandige Fusion von Endosom und Lysosom oder durch wiederholte transiente
Fusionsprozesse zwischen den beiden Kompartimenten in das Lysosom ubertragen
(Pryor & Luzio, 2009). Der vesikulare Transport der Proteine erfordert komplexe
Sortierungssignale und Erkennungsproteine. Ein wichtiges Signal stellen die
Mannose-6-Phosphat-(M6P)-Reste dar, die als lysosomales Lokalisierungssignal
dienen und an M6P-spezifische Rezeptoren (MPR) binden kénnen (Abb. 6; Braulke
& Bonifacino, 2009). Die MPRs befinden sich nicht nur in der Membran des Golgi-
Apparats und der Endosomen, sondern auch in der auf’eren Plasmamembran aller
Saugetierzellen (Braulke et al, 1987; Braulke & Bonifacino, 2009). Somit ist es
moglich, extrazellulare lysosomale Enzyme, die an einen M6P-Rest gekoppelt sind,
aufzunehmen und zu den Lysosomen zu transportieren (Abb. 6, Schritt 9). Zusatzlich
entkommt wahrend der Sortierung ein gewisser Anteil (5-20 %) der I6slichen
lysosomalen Enzyme und wird aus den Zellen in den Extrazellularraum sezerniert
(Abb. 6; Schritt 10; Chao et al, 1990; Braulke & Bonifacino, 2009). Diese Prozesse
ermoglichen den Vorgang der sogenannten Kreuzkorrektur. Exogen verabreichtes
oder von einer benachbarten Zelle sekretiertes lysosomales Enzym kann von einer
anderen Zelle Uber die M6P-Rezeptoren aufgenommen, zum Lysosomen
transportiert werden und dort die enzymatische Funktion aufnehmen (Platt &
Lachmann, 2009; Matzner & Gieselmann, 2005). Auf diesem Vorgang beruhen
verschiedenen Therapieansatze lysosomaler Speichererkrankungen, die das Ziel

haben, das defekte Enzym durch Enzymsubstitution zu ersetzen, wie bei der
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Enzymersatztherapie, in vivo Gentherapien oder zellbasierten Therapien (siehe
Punkt 1.5.4).

sekretiertes lysosomales

Plasmamembran ®_~ Enzym

Endozytose

cis-Golgi

lysosomales Enzym

phosphoryliertes
lysosomales Enzym

sekretorisches Protein

M6P-Rezeptor

Clathrin

At e < B Be

Lysosom

Abb. 6: Synthese und Transport lysosomaler Enzyme.

Lysosomale Enzyme werden im rauen Endoplasmatischen Retikulum (ER) synthetisiert und ko-
translational glykolisiert (1). AnschlieBend werden sie an den cis-Golgi-Apparat Ubergeben (2), wo
mindestens ein Mannose-Rest des Enzyms phosphoryliert wird (3). Die phosphorylierten Enzyme
binden an Mannose-6-Phosphat-(M6P)-Rezeptoren. Diese befinden sich in der Membran von Vesikeln,
die sich vom trans-Golgi-Netzwerk formen und schlie3lich 16sen (4). Die Clathrin-umhillten Vesikel
fusionieren mit spaten Endosomen (5). Der niedrige pH-Wert flhrt zur Freisetzung des
phosphorylieten Enzyms. Durch eine weitere Fusion (transient oder vollstdndig) wird das aktive
Enzym in das Lysosom ubergeben (6). Der M6P-Rezeptor wird wiederverwendet und zuriick zum
Golgi-Apparat transportiert (7). Ein Teil der Rezeptoren wird auch zur Plasmamembran gebracht (8).
Hier kdénnen sezernierte lysosomale Enzyme {ber M6P durch rezeptorvermittelte Endozytose
aufgenommen werden und Uber das Endosom zum Lysosom transportiert werden (9). Zusatzlich
kénnen im rauen ER synthetisierte Proteine mittels Exozytose aus den Zellen sekretiert werden (10).
Modifiziert nach Desnick & Schuchman, 2002.

1.5.2 Metachromatische Leukodystrophie

Die Metachromatische Leukodystrophie (MLD) ist eine lysosomale Speicherkrankheit
und gehodrt zu den Sphingolipidosen. Sie ist monogenetisch und wird autosomal-
rezessiv vererbt. Die Erkrankung ist panethnisch und somit in vielen verschiedenen
Volksgruppen, z. B. bei Europaern, Japanern, Arabern, Sudafrikanern, Iranern und
Indern vertreten (von Figura et al, 2001). In Europa liegt die Pravalenz bei 1:100.000
(Heim et al, 1997; Poorthuis et al, 1999). Die MLD wird verursacht durch eine
Defizienz des lysosomalen Enzyms Arylsulfatase A (ARSA, EC 3.1.6.8). Unter
physiologischen Bedingungen katalysiet ARSA den Abbau von 3’-O-Sulfo-
Galaktosylceramid (Sulfatid; Abb. 7).
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Aufgrund der ARSA-Defizienz kann Sulfatid nicht abgebaut werden und lagert sich
intralysosomal ab. Pathologische Sulfatidakkumulationen finden sich in
verschiedenen Geweben, wie in der Gallenblase, der Niere und insbesondere im
Nervengewebe (Baier & Harzer, 1983; Satoh et al, 1988; Joosten et al, 1975). Als
Glycosphingolipid stellt Sulfatid eine Hauptkomponente der Myelinmembranen dar
(Saher & Simons, 2010). Demzufolge betreffen die pathologischen Ablagerungen
hauptsachlich die myelinbildenden Zellen, die Oligodendrozyten im ZNS und die
Schwann-Zellen im peripheren Nervensystem (PNS). Dabei kann das pathologische
Speichermaterial nicht nur in den Lysosomen, sondern auch in der Myelinmembran
auftreten (Saravanan et al, 2004). Zusatzlich kdbnnen die Ablagerungen in Neuronen
und Astrozyten vorkommen (Molander-Melin et al, 2004; Hess et al, 1996; Peng &
Suzuki, 1987).

O Ghaom ?
- Hy AN
0350 o "
NN
H, H OH
Sulfatid

OH

HO ARSA

HSO, (Sap-B)

Galaktosylceramld
OH CH20H

' o /\/\/\/\/\/\/\/\/\
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% >\/\/\/\/\/\/\/\/\/

H, H OH
Abb. 7: Hydrolyse von Sulfatid.

Das lysosomale Enzym Arylsulfatase A (ARSA) hydrolysiert durch die Abspaltung eines Sulfatrestes
an der Glukoseeinheit den Abbau von 3’-O-Sulfo-Galaktosylceramid (Sulfatid) zu Galaktosylceramid.
Das Aktivatorprotein Saponin B (Sap-B) wird bendtigt, um das Sulfatid der ARSA zuganglich zu
machen (Gieselmann & Krageloh-Mann, 2010).

Im Verlauf der MLD kommt es zu einer fortschreitenden Demyelinisierung des
Nervensystems, die von verschiedenen neurologischen Symptomen begleitet wird,
wie Bewegungsstorungen, Krampfen und zunehmenden Koordinations- und
Sprachschwierigkeiten (Gieselmann, 2008). Vermutlich sind die zu Anfang
auftretenden neurologischen Symptome ein Resultat der Sulfatidablagerungen in
Neuronen und nicht durch den Verlust von Myelin verursacht (Hess et al, 1996). Im
weiteren Krankheitsverlauf tritt die Demyelinisierung mehr in den Vordergrund und
deren klinische Konsequenzen dominieren den MLD-Phanotyp. Die Schadigung des

Myelins fuhrt sekundar zu einem weiteren Verfall der Axone.
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Warum die Sulfatidablagerungen in Neuronen zu einem Funktionsverlust und in der
weillen Substanz zur Demyelinisierung fuhren, ist bislang noch nicht genau geklart
(Gieselmann & Krageloh-Mann, 2010). Vermutlich flihren die zunehmenden
Sulfatidakkumulationen zu einer Storung des lysosomalen-endosomalen Systems
und I6sen so weitere sekundare pathogene Prozesse aus, die eine Apoptose in den
Zellen herbeifuhren kénnen (Vitner et al, 2010). In den myelinbildenden Zellen kann
das negative Auswirkungen auf die Zusammensetzung des Myelins haben und so
zur Instabilitat der Membran fuhren (O’Brien & Sampson, 1965).

Je nach Beginn der Krankheit kénnen drei verschiedene Kklinische Formen
unterschieden werden, die spatinfantile, die juvenile und die adulte Form (von Figura
et al, 2001; Kolodny & Moser, 1983). Die Erstgenannte ist die schwerwiegendste
Form der MLD und entwickelt sich in den ersten beiden Lebensjahren. Diese
Patienten Uberleben kaum das erste Lebensjahrzehnt. Bei der juvenilen Form treten
die ersten Symptome zwischen dem 3. und 16. Lebensjahr auf. Die Krankheit endet
meist im zweiten oder dritten Jahrzehnt tddlich. Die adulte Form stellt die schwachste
Form dar. Sie beginnt erst nach dem 16. Lebensjahr, fihrt aber dennoch mit der Zeit
zum Tod (Polten et al, 1991). Insgesamt ist der Verlauf der adulten Form langsamer
als bei der juvenilen und spatinfantilen Form, wobei die adulte und juvenile Form
teilweise Uberlappen kénnen (von Figura et al, 2001).

Genetisch betrachtet ist die MLD sehr heterogen. Bis heute sind mehr als 150
Mutationen im ARSA-Gen bekannt (The Human Gene Mutation Database ARSA,
2016). Die Mutationen kommen sowohl in hetero- als auch in homozygoter Form vor,
und in einem Patienten kdnnen verschiedene Mutationen gleichzeitig im ARSA-Gen
auftreten. Daraus resultieren die unterschiedlichen Schweregrade der MLD (siehe
oben). Von den genetischen Veranderungen sind ungefahr 75 % durch Punkt-
mutationen ausgeldst (The Human Gene Mutation Database ARSA, 2016). Es kann
aber auch zu Veranderungen in Schnittstellen zwischen Exon und Intron, sowie zu
Deletionen oder friihzeitigen Stopp-Sequenzen kommen (Gieselmann & Krageloh-
Mann, 2010). Welche Form der MLD entsteht, hangt von den jeweiligen Mutationen
ab und korreliert mit der ARSA-Enzymaktivitdt. Homozygote Nullallel-Trager leiden
immer an der spatinfantiien Form. Die Mutationen fuhren zu starken Struktur-
veranderungen des ARSA-Proteins, sodass es sofort proteasomal abgebaut wird und
kein funktionelles Enzym das Lysosom erreicht (Poeppel et al, 2005, 2010). Bei der
juvenilen und adulten Form besteht eine ARSA-Restaktivitat. Das Protein ist nur
teilweise falsch gefaltet, und ein geringer Anteil gelangt vorbei an der Qualitats-
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kontrolle der Zelle zum Lysosom (von Figura et al, 1983; von Bulow et al, 2002). Das
erklart sowohl den spateren Beginn als auch den langsameren Verlauf der beiden
Formen (Gieselmann, 2008). Bei der adulten Form liegt meist eine homo- oder
heterozygote Mutation vor, die mit einer Restaktivitat assoziiert ist (Berger et al, 1997;
Polten et al, 1991). Die juvenile MLD beinhaltet zusatzlich oder einzeln eine
heterozygote Mutation, die mit einem vollstandigen Verlust der Enzymaktivitat
assoziiert wird (Berger et al, 1997). Bei einem Vergleich von Geschwistern mit
identischen Genotypen wurde ein unterschiedlicher Krankheitsverlauf der MLD
festgestellt (Arbour et al, 2000). Diese Heterogenitat lasst vermuten, dass weitere
unbekannte genetische und epigenetische Faktoren einen Einfluss auf den Phanotyp

und Krankheitsverlauf der MLD haben kénnen (Gieselmann, 2008).

1.5.3 Krankheitsmodelle der MLD

Die molekularen Pathomechanismen der MLD sind noch nicht ausreichend geklart,
und die Erkrankung ist bis heute nicht heilbar. Um die Krankheit besser verstehen zu
koénnen und um geeignete Therapiemdoglichkeiten zu finden, ist es wichtig, ein
passendes Krankheitsmodell zur Verfigung zu haben. Das sollte idealerweise die
Hauptmerkmale der MLD, wie Sulfatidablagerungen, Demyelinisierung und
neuronale Degenration, widerspiegeln.

Da die MLD bislang nur im Menschen beschrieben wurde, existiert kein naturlich
vorkommendes Tiermodell. 1996 generierten Hess und Kollegen die Arsa-defiziente
(Arsa”)-Maus. Durch die Eliminierung des Arsa-Gens mittels homologer
Rekombination wird das Arsa-Protein nicht gebildet (Hess et al, 1996). Das
Tiermodell spiegelt biochemisch die spatinfantile Form der MLD wider. Im Vergleich
zum Menschen zeigt die Maus allerdings einen milderen Phanotyp. Mit
zunehmendem Alter entstehen in dem Tier, wie beim Menschen, fortschreitende
Sulfatidakkumulationen. Dennoch treten nur milde neurologische Symptome auf und
es findet keine weitreichende Demyelinisierung im Nervensystem statt. Lediglich der
Durchmesser der myelinisierten Axone ist vermindert (Hess et al, 1996). Um den
Phanotypen zu verstarken, wurde ein weiteres Tiermodell generiert. Zusatzlich zur
Arsa-Defizienz ~ wurden die sulfatidsynthetisierenden Enzyme (UDP-
Galaktose:Ceramid Galaktosyltransferase und 3'-Phosphoadenosin-5'-
Phosphosulfat:Cerebrosid Sulfotransferase) in den neuralen Zellen Uberexprimiert
(Ramakrishnan et al, 2007; Eckhardt et al, 2007). Das fuhrte im Tier zu einem
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Anstieg der Sulfatidakkumulationen und zu einer Degenration der Axone. Die Maus
entwickelte vergleichbare neurologische Symptome wie im MLD-Patienten.

Auch wenn die Arsa”-Maus nicht den umfassenden MLD-Phanotyp widerspiegelt,
dient sie heute als wichtiges Tiermodell, um Therapiemdoglichkeiten fur die MLD zu
evaluieren. Gerade bei Therapien, die darauf basieren, das defekte Enzym zu
ersetzen, konnten in diesem Tiermodell erste Erfolge sichtbar gezeigt werden (siehe
Punkt 1.5.4). Dagegen kdonnen Therapien, die neben der Wiederherstellung der
Enzymaktivitat zusatzlich auf einen Zellersatz und eine Remyelinisierung abzielen,
nur vermindert in der Arsa”-Maus studiert werden. Eine zusatzliche Mutation im
Tiermodell, die dazu fuhren wirde, dass kein Myelin gebildet werden kann oder es
zu einer Demyelinisierung kommt, kann dieses Problem beheben.

Neben Tiermodellen sind krankheitsspezifische in vitro-Modelle von grofer
Wichtigkeit fur die Erforschung von Erkrankungen. Sie sind leichter zuganglich und
ermoglichen, molekulare Mechanismen in der Zellkulturschale zu untersuchen. Fur
die MLD existieren bereits derartige Modelle. Humane primare Fibroblasten von
MLD-Patienten wurden herangezogen, um verschiedene Aspekte der Krankheit zu
studieren, wie die ARSA-Enzymaktivitdt oder die molekularen Grundlagen der
unterschiedlichen Mutationen (Polten et al, 1991; von Figura et al, 1983, 1986). Im
Jahr 2004 stellten Saravanan et al ein in vitro-Modell von sulfatidspeichernden Zellen
vor. Dabei handelte es sich um primare Nierenzellen, die aus der Arsa”-Maus
gewonnen wurden (Saravanan et al, 2004). In der MLD speichern Nierenzellen, nach
den Zellen des Nervensystems, am meisten Sulfatid (Gieselmann et al, 1998; Hess
et al, 1996; Lullmann-Rauch et al, 2001). Saravanan und Kollegen stellten mit Hilfe
dieser Zellen fest, dass das myelin and lymphocyte protein (MAL) in Arsa-defizienten
Nierenzellen fehllokalisiert ist und im Zusammenhang mit den Sulfatidablagerungen
und der MLD-Pathologie steht (Saravanan et al, 2004). Klein und Kollegen nutzten
ebenfalls die Arsa-defizienten Nierenzellen und untersuchten den Prozess der
lysosomalen Exozytose von Sulfatid. Sie zeigten, dass ein Teil des akkumulierten
Speichermaterials in den Extrazellularraum abgegeben werden kann (Klein et al,
2005). Allerdings kdnnen mit den beschriebenen Zellen nur gewisse Fragestellungen,
wie Mutationen, die Enzymaktivitat oder die Speicherung von Sulfatid studiert werden.
Viele Fragen, die gerade die myelinbildenden Zellen, aber auch Neurone und deren
gemeinsame Interaktion sowie die Auswirkungen der Demyelinisierung betreffen,
bleiben offen. Weitere Arbeitsgruppen isolierten aus der Arsa”-Maus Schwann-
Zellen oder neurale Vorlauferzellen, die weiter in Oligodendrozytenvorlaufer
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differenziert wurden (Pituch et al, 2015; Saravanan et al, 2007). Allerdings handelt es
sich hierbei um murine Modelle, die aus der Arsa”-Maus gewonnen wurden und
nicht alle Krankheitsmerkmale aufweisen. Es fehlt ein robustes Kultursystem auf der
Basis humaner und vorzugsweise oligodendroglialer Zellen. Humane Fibroblasten
sind am einfachsten zuganglich, bergen aber das Problem, nicht alle MLD-Merkmale
widerzuspiegeln. Mit Hilfe der iPSC-Technologie (siehe Punkt 1.2) ist es mdglich,
Fibroblasten, die von MLD-Patienten gewonnen wurden, zu reprogrammieren. Die
generierten MLD-spezifischen iPSCs koénnen anschlielfend mit entsprechenden

Protokollen in Oligodendrozyten oder Schwann-Zellen differenziert werden.

1.5.4 Therapiemadglichkeiten zur Behandlung der MLD

Die MLD ist bis heute nicht heilbar. Patienten werden haufig nur symptomatisch
behandelt. Allerdings wurden bereits viele Ansatze kausaler Therapiemoglichkeiten
beschrieben (Abb. 8). Die meisten beruhen darauf, dass ARSA Uber MG6P-
Rezeptoren von den MLD-spezifischen Zellen aufgenommen und so die
Enzymaktivitat wiederhergestellt werden kann (siehe Punkt 1.5.1). Dazu gehdrt die
hamatopoetische Stammzelltherapie (haematopoetic stem cell therapy, HSCT), die
Enzymersatztherapie (enzyme replacement therapy, ERT) sowie die Gen- und
Zelltherapie (Abb. 8).

Die HSCT macht sich zu Nutze, dass die transplantierten hamatopoetischen
Stammzellen (haematopoetic stem cells; HSC) Uber die Bluthirnschranke zum
Wirkungsort gelangen (Asheuer et al, 2004; Simard & Rivest, 2004) und dort ARSA
abgeben, welches von den defizienten Zellen aufgenommen werden kann (Platt &
Lachmann, 2009; Matzner & Gieselmann, 2005). Es wurden bereits viele MLD-
Patienten, die an unterschiedlichen Formen der MLD litten, mittels HSCT behandelt
(Gorg et al, 2007; Solders et al, 1998; Kidd et al, 1998; Navarro et al, 1996; Malm et
al, 1996; Kapaun et al, 1999; Guffon et al, 1995; Krivit et al, 1999; Bredius et al,
2007). Dabei wurde ersichtlich, dass Transplantationen in Patienten, die an der
spatinfantilen Form leiden, weniger effektiv sind (Bredius et al, 2007; Malm et al,
1996; Malatack et al, 2003). Im Gegensatz dazu konnten Patienten in frGhen Stadien
der juvenilen und adulten Form durchaus von den Transplantationen profitieren, da
der Krankheitsverlauf langsamer voranschreitet (Gorg et al, 2007; Guffon et al, 1995;
Kapaun et al, 1999; Kidd et al, 1998; Malm et al, 1996; Navarro et al, 1996; Solders
et al, 1998). Es konnte ein Aufschub der Krankheitsentwicklung, aber keine

vollstandige Heilung erreicht werden. Ein deutlicherer Effekt konnte in einem
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weiteren Ansatz erzielt werden, in dem HSCs genetisch verandert wurden und ARSA
Uberexprimierten. In der Arsa”-Maus fiihrte die Transplantation dieser Zellen zu
einer fast vollstandigen Umkehrung der Sulfatidablagerungen im ZNS und PNS (Biffi
et al, 2006, 2004). Basierend auf diesen Ergebnissen wurde eine klinische Phase /1|
Studie eingeleitet (Clinical Trial NCT01560182, 2016). Erste Ergebnisse zeigten,
dass an der spatinfantilen MLD leidende Patienten, die vor dem Auftreten erster
schwerwiegender Symptome behandelt wurden, von dieser Therapie profitieren
konnten (Biffi et al, 2013).

in vivo Gentherapie HSCT ERT Chaperontherapie

Zelltherapie //
/ \ defekte

V l t Sulfatid gyfatid ARSA
erlust von ¢ _
Zellen und Gewebe e 1 Sulfatid + Galaktosylceramid J'

Sulfatid Sulfatid
Sulfatid T
Substratreduktionstherapie

Abb. 8: Therapiemdglichkeiten zur Behandlung der MLD.

Die meisten Therapieansatze der MLD verfolgen das Ziel, das defekte ARSA-Enzym zu ersetzen. Die
hamatopoetische = Stammzelltherapie  (haematopoetic = stem cell therapy, HSCT), die
Enzymersatztherapie (enzyme replacement therapy, ERT) und Zelltherapien machen sich zu Nutze,
dass extrazelluldre ARSA von defizienten Zellen aufgenommen werden kann. Einen weiteren Ansatz
stellt die in vivo Gentherapie dar, die durch Vektor-vermittelte ARSA-Expression die Enzymaktivitat
wiederherstellt. Bei der Chaperontherapie schitzen Enzyminhibitoren fehlgefaltete ARSA-Proteine vor
einem schnellen proteasomalen Abbau. Die Substratreduktionstherapie zielt darauf ab, die
Sulfatidsynthese zu blockieren und so die pathologischen Akkumulationen zu verhindern (Patil &
Maegawa, 2013).

ERTs werden bereits erfolgreich bei anderen lysosomalen Speichererkrankungen
eingesetzt (Beck, 2010). Allerdings stellen Speichererkrankungen, bei denen das
Nervensystem involviert ist, eine besondere Herausforderung dar. Das verabreichte
rekombinante Protein muss die Bluthirnschranke passieren. Trotzdem konnten bei
der MLD erste Therapieerfolge erzielt werden. Durch mehrfache intravendse
Verabreichung von ARSA in die Arsa”-Maus konnte die Pathologie und Funktion im
ZNS verbessert werden (Matthes et al, 2012; Matzner et al, 2005, 2009b). In einem
weiteren Ansatz wurde versucht, die Bluthirnschranke zu umgehen, indem
Minipumpen intrecerebroventrikular in MLD-Tiermodelle implantiert wurden, die
kontinuierlich rekombinantes ARSA in die Cerebrospinalflissigkeit abgaben
(Stroobants et al, 2011). Die Sulfatidablagerungen und neurologischen Symptome

konnten so reduziert werden. Ein ahnlicher Ansatz, bei dem ARSA direkt intrathekal
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verabreicht wird, ist bereits in der klinischen Phase I/ll (Clinical Trial NCT01510028,
2016).

Zelltherapien kdnnen neben dem ARSA-Protein gleichzeitig, in Abhangigkeit vom
gewahlten Zelltyp, das geschadigte Gehirngewebe ersetzen. Es wurden bereits
primare murine Oligodendrozytenvorlaufer und neurale Vorlauferzellen sowie murine
ESC-abgeleitete gliale Vorlauferzellen in die Arsa”-Maus transplantiert (Klein et al,
2006; Kawabata et al, 2006; Givogri et al, 2006, 2008). Kurzlich generierten Doerr et
al humane MLD-spezifische iPSCs und differenzierten diese weiter in neurale und
astrogliale Vorlduferzellen. Durch eine Uberexpression von ARSA wurde der
Gendefekt in den Zellen korrigiert. Eine Transplantation der Zellen in das Gehirn von
Arsa”-Mausen filhrte zu einer Reduktion der Sulfatidablagerungen (Doerr et al,
2015).

Da die MLD vorwiegend durch den Defekt in einem Enzym verursacht wird, eignen
sich auch in vivo Gentherapien zur Behandlung der Krankheit. Dabei wird ARSA uber
Lentiviren, Adenoviren oder Adeno-assoziierte Vektoren direkt intracerebral
verabreicht. Dies fuhrte in bereits erfolgten Studien sowohl zu einer weitreichenden
Expression von ARSA im Gehirn von Ratten und nichtmenschlichen Primaten als
auch zu einer Verbesserung der neuropathologischen Veranderungen und
Bewegungsstorungen in den genannten MLD-Tiermodellen (Colle et al, 2010;
Consiglio et al, 2001; Kurai et al, 2007; Miyake et al, 2014; Piguet et al, 2012;
Rosenberg et al, 2014; Zerah et al, 2015). In vivo Gentherapien haben den Vorteil
der Langzeitkorrektur, greifen aber auch durch Verwendung viraler Vektoren in das
Genom des Patienten ein.

Ein weiterer Therapieansatz macht sich zu Nutze, dass das defekte ARSA-Enzym
aufgrund seiner Fehlfaltung im Proteasom schnell abgebaut wird, aber grundsatzlich
aktiv ist. Bei dieser sogenannten Chaperontherapie werden Enzyminhibitoren
verabreicht, die eine korrekte Faltung des ARSA-Enzyms unterstitzen und somit
einen frihzeitigen Abbau verhindern sollen (Fan, 2008). Das Enzym gelangt in das
Lysosom und kann seiner Funktion nachgehen.

Die Substratreduktionstherapie zielt darauf ab, die Synthese von Sulfatid zu
inhibieren und so die pathologischen Ablagerungen zu minimieren (Platt & Lachmann,
2009; Beck, 2010).
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1.6 Ziel der Arbeit

Mit Hilfe der iPSC-Technologie kdnnen patientenspezifische Zellkulturmodelle
generiert werden, die es nicht nur erlauben, die krankheitsverursachenden Prozesse
zu studieren, sondern auch ermoglichen, therapeutische Wirkstoffe auszutesten. Das
Ziel dieser Arbeit war es, ein iPSC-basiertes humanes MLD-spezifisches in vitro-
Modell zu generieren. Es wurden Hautfibroblasten von vier MLD-Patienten in iPSCs
reprogrammiert und unter Verwendung eines in unserem Labor etablierten
Differenzierungsprotokolls in einen der am meisten betroffenen Zelltypen der MLD,
den Oligodendrozyten, differenziert. Der Vorteil an diesem Protokoll ist die
Generierung einer stabilen Zellpopulation an RGL-NPCs (Gorris et al, 2015). Diese
Zellen kdénnen nicht nur wiederholt als Ausgangszellpopulation fur Oligodendrozyten,
sondern auch fur Astrozyten und Neurone herangezogen werden. Das erlaubt,
zelltypspezifische Untersuchungen sowie Interaktionen zwischen den einzelnen
Subtypen zu studieren. Das generierte MLD-spezifische in vitro-System sollte
idealerweise vielseitig einsetzbar sein und Aufschluss Uber die Pathomechanismen
der MLD geben. Eine Herausforderung stellte hierbei die Differenzierung in
Oligodendrozyten selbst und die Aufdeckung von krankheitsspezifischen
Unterschieden in den Kulturen dar. Dartber hinaus sollen die generierten RGL-NPCs
genutzt werden, um die Aufnahme von extrazellularer ARSA in den ARSA-
defizienten Zellen invitro zu studieren. Auf diesem Vorgang der sogenannten
Kreuzkorrektur basieren verschiedene Therapieansatze der MLD und die RGL-NPCs
konnen demzufolge flr Vorversuche entsprechender Therapiestrategien heran-
gezogen werden.

Neben Zellkulturmodellen sind in vivo-Modelle ein unverzichtbares Hilfsmittel in der
Forschung. Es kdnnen krankheitsrelevante Prozesse verfolgt und maogliche
Therapieansatze erforscht werden. In dieser Arbeit wurde durch die Kreuzung der
Arsa”- und Shiverer-Maus ein neues Tiermodell generiert. Resultierend aus der
Defizienz des Arsa-Proteins entstehen in der Maus Sulfatidablagerungen, der
Genotyp der Shiverer-Maus fuhrt zu einem Verlust des kompakten Myelins. Dieses
Mausmodell wurde genutzt, um die Funktionalitdt und das Differenzierungsverhalten
in vitro-generierter MLD-RGL-NPCs in einem krankheitsspezifischen Milieu zu
studieren. Mit diesem Ansatz konnen mdogliche Zusammenhange zwischen

Sulfatidablagerungen und Demyelinisierung aufgedeckt werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Hersteller

Adobe, Irland

Analytical Instrument, USA
AppliChem, Deutschland
Axxora, Deutschland

Bayer Healthcare,
Deutschland

BD Bioscience, Belgien
Biocare Medical, USA
Biometra, Deutschland
BioRad, Deutschland
Biozym, Deutschland
Brand, Deutschland
Branson, USA

Canon, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Carl Zeiss, Deutschland
CellSystems, Deutschland
Chart Industries, USA

Coriell Institute for Medical
Research, USA

Corning, USA

Covance, USA

DAKO, Deutschland
Dianova, Deutschland
DNAstar®, USA

DSHB, USA

Engelbrecht, Deutschland

Eppendorf, Deutschland
Faust, Deutschland

Fresenius Kabi, Deutschland
Graphpad, USA

Greiner Bio-One, Deutschland
lllumina, USA

Kendro, Deutschland

Leica, Deutschland

Life Technologies,
Deutschland

Merck Millipore, Deutschland
Mettler Toledo, Deutschland
Microsoft, USA

Miltenyi Biotech, Deutschland

Molecular Devices,
Deutschland

NeolLab, Deutschland

New England BioLabs, USA
NIH, USA

Nikon, Deutschland

Nunc, Deutschland

PAA Laboratories,
Deutschland

Panasonic, Deutschland
Peprotech, USA
PEQLAB, Deutschland

Pfizer, Deutschland

2.2 Technische Ausstattung

Promega, Deutschland
Qiagen, Deutschland

R&D Systems, Deutschland
RAD Source, USA

Sakura Finetek, Deutschland
Sarstedt, Deutschland
Sartorius, Deutschland
Schott, Deutschland

Serva, Deutschland

Severin, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
SPL Life Sciences, Korea
StemCells, Inc, UK

Systec, Deutschland

The Jackson Laboratory, USA

Thermo Fisher Scientific,
Deutschland

Tree Star, USA

Vector Laboratories, USA
VELP Scientifica, USA
VWR, Deutschland

Zymo Research Europe,
Deutschland

Zytomed Systems,
Deutschland

Alle Gerate, die im Folgenden nicht aufgefihrt worden sind, gehdren zum
allgemeinen Laborstandard.

Gerat Hersteller Gerat Hersteller
DFC290 Kamera (fir DM . Biological Irradiator RS
1000 LED) Leica 2000 RAD Source
Autoklav D-150 Systec Cryostat Microm Cryo-Star

HM 560 GMi
AxioCam MRm Carl Zeiss
Axioskop 2 Carl Zeiss glgltalkamera Powershot Canon
Axiovert 200M Carl Zeiss Elektrophoresekammern Biometra
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Gerat Hersteller Gerat Hersteller
FACS® Calibur g:?;sciences Multipipette Eppendorf
Nano Drop ND-1000 PEQLAB
FACS® DiVa o e Netzteil
Elektrophoresekammer Biometra
Fluoreszenzlampe mbq 52 | Carl Zeiss Standard P25
Flissigstickstoff ﬁgirsttries pH Meter Mettler Toledo
Pipette-boy Accu-Jet Brand
Gefriertruhe -170 °C Panasonic Pipetten Eppendorf
GelDoc BioRad
Spectrophotometer .
Thermo OptiMax Tunable Analytical
Inkubator HeraCell150 Scientific Microplate Reader Instrument
Inverse Lichtmikroskope Carl Zeiss Stereomikroskop SMZ1500 | Nikon
(Axiovert 25, 40C, 40CFL) Thermo
Thermo Sterilbank HERAsafe/guard Scientific
Kuhlschréanke (4 °C); Scientific Thermocvacler T
Gefrierer (-20 °C, -80 °C); | (Liebherr, Professioynal o Biometra
Trockenschrank; Backofen Kendro,
Heraeus) Thermocycler T3000 Biometra
Leica DM 1000 LED Leica Thermomixer compact Eppendorf
Leica DM IL LED Leica Tischzentrifuge 5415R Eppendorf
Leica Live Cell DMIGO00 B | Leica Ultraschallbad 1510 Branson
Thermo . VELP
Megafuge 40R & 1.0 R Scientific Vortex Mixer 2X3 Scientifica
Microzentrifuge Galaxy Mini | VWR Waage Sartorius
Mikrowelle Severin Zahlkammer nach Fuchs-
Rosenthal Faust
Minizentrifuge NeolLab
Zeiss ;
Thermo . Carl Zeiss
Mr Frosty Scientific Axiolmager.Z1/ApoTome
2.3 Material

2.3.1 Verbrauchsmaterialien

Alle Verbrauchsmaterialien, die im Folgenden nicht aufgeflhrt worden sind, gehdren
zum allgemeinen Laborstandard.

Verbrauchsmaterialien Hersteller
12-, 24-, 96-Well Zellkulturschale Corning
4-Well Zellkulturschale Nunc

6-Well Zellkulturschale
Cellstar™ 175 cm? Flasche
Deckglaser

FACS Rd&hrchen (5 ml)
Glaspipetten (5; 10; 25 ml)
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Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Glasware (Flaschen; Kolben; Becherglaser)

Kryoréhrchen (1; 1,8 ml)

Brand, Schott, VWR

Nunc

Multipipette Spitzen

Objekttrager Superfrost® Plus

Pasteurpipetten

Pasteurplastikpipette (3 ml)

PCR-Stripes (0,2 ml)
Petrischale (& 10 cm)

Pipettenspitzen

Serologische Plastikpipetten (1; 2; 5; 10; 25 ml)
Spritzen (10; 20; 50 ml)

Tubes (0,5; 1,5)
Tubes (15; 50 ml)

Zellkulturflasche (25, 75 cm?)
Zellkulturschale @ 15 cm
Zellkulturschalen (@ 3,5; 6; 1 cm)

Zellschaber

Zellsieb 40 um Nylon

Eppendorf
Thermo Scientific
Brand

Brand

Biozym

BD Bioscience
Greiner Bio-One
BD Bioscience
BD Bioscience
Eppendorf
Greiner Bio-One
Nunc

SPL Life Sciences
VWR

Corning

BD Bioscience

2.3.2 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie Hersteller/Nr. Chemikalie Hersteller/Nr.
Sigma Aldirch Life Technologies/
2-Mercaptoethanol /63689 bFGF 13256-029
4-Nitrocatechol sulfate | Sigma Aldrich/ Blocklésun Zytomed Systems/
dipotassium salt N7251 9 ZUC007-100
Agarose PEQLAB/35-1020 Bromophenol blau Slgma
. , Aldrich/B0126
. Sigma Aldrich/
Alcian Blue 8GX -
A3157 BSA Sigma
Alfazvm PAA Laboratories/ Aldrich/A7030
y L11-012 BSA Fraktion V Life Technologies/
o) -
Ampuwa® H,O Fresenius Kabi (7.5 %) 15260-037
Apo-Transferrin, Sigma Aldrich/ Cytoseal™ XYL Thermo Scientific/
8312-4
human T1147
Ascorbinsiur Sigma Aldrich/ D-Glukose Sigma Aldrich/
scorbinsaure A4403
. Life Technologies/ D-Saccharose Carl Roth/4621
17504-044 Sigma Aldirch/
DABCO
. . 290734
B27 ohne Vitamin A | i€ Technologies/ . .
12587-010 Sigma Aldirch/
DAPI D9542
BDNE R&D Systems/248-
BD-025 DMSO Sigma Aldrich/
D2650
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Chemikalie Hersteller/Nr. Chemikalie Hersteller/Nr.
DNA-Leiter (1 kb) PEQLAB/25-2030 Mowiol 4-88 Carl Roth/0713
DNA-Leiter (100 bp) PEQLAB/25-2010 Matrigel™ SD .

Life Technologies/ ioscience/354230
DNAse (RNA) 18068-015 Methanol Carl Roth/4627
DNAse (Zellkultur) | SISy’ N2-Supplement Pou Lanoratories!

dNTPs
EDTA

EGF, human

Essigsaure
Eisessig 96 %

Eosin 1 % wassrige
Lésung

Ethanol
Ethidiumbromid

FGF-2, human

Forskolin

Gelatine

Glukose-6-Phosphat
Glutaraldehyd (25 %)
Glycerin

Glycin

Haematoxylin

HCI

Insulin

Isopropanol

Ketanest S 25 mg/ml

Kollagenase Typ IV

L-Glutamin 200 mM

Laminin

Magnesiumchlorid
Hexahydrat

Mannose-6-Phosphat

PEQLAB/20-2011
Carl Roth/X986

R&D Systems/236-
EG-01M

Merck/100063
Carl Roth/T179

Carl Roth/3137

Merck, AppliChem
Carl Roth/2218

R&D Systems/Bulk
233-FB/CF

Sigma
Aldrich/F6886

Life Technologies/
G-1890

Sigma Aldrich/
G7250

Serva/23114.01

Sigma Aldrich/
G5516

Carl Roth/3908

Biocare Medical/
CATHE-H

Carl Roth/X942

Sigma Aldrich/
16634-1G

AppliChem/A3928
Pfizer/Apotheke

Life Technologies/
17104019

Life Technologies/
25030024

Sigma Aldrich/
L2020

Carl Roth/A537

Sigma Aldrich
/M3655
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Natriumchlorid (NaCl)

Natriumhydroxid
(NaOH)

NGS
Noggin

Paraformaldehyd
PDGF-AA

Poly-L-Ornithin
Propidiumiodid

Retinsaure

rhARSA
Rompun 2 %

Tissue-Tek®

Trijod-L-Thyronin
Tris base
Triton-X 100

Triton™ N-101

Trypanblau Lésung
(0,4 %)

Trypsin-EDTA

Trypsin-Inhibitor

Tween-20
Vectashield®

Wasserstoff-
peroxidase 30 %

Xylene Cyanol

Xylol
Y27632

Carl Roth/9265
Carl Roth/6771
Life Technologies/

16050130

R&D Systems/
6057-NG

Sigma Aldrich/
P6148

Peprotech/100-13A

Sigma Aldrich/P-
3655

Molecular
Devices/P-21493

Sigma Aldrich/
R2625

Prof. V Gieselmann
Bayer/Apotheke

Sakura Finetek/
4583

Sigma Aldrich/T551
Carl Roth/AE15
Sigma Aldrich/T878

Sigma
Aldrich/303135

Life Technologies/
15250-061

Life Technologies/
15400-054

Life Technologies/
17075029

Carl Roth/9127
Axxora//A-1000

Carl Roth/CP26

Sigma Aldrich/
X4126
Carl Roth/CN80

Merck//688000
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2.3.3 Gebrauchsfahige Reagenzien

Kits Hersteller
CytoTune®-iPS Sendai Reprogramming Kit Life Technologies
DAB-Subtrate Kit High Contrast Zytomed Systems
DNA Clean & Concentrator -5 Kit Zymo Research
DNase |, Amplification Grade Life Technologies
DNeasy® Blood & Tissue Kit Qiagen

GoTaq® Flexi DNA Polymerase Promega
iScript™cDNA Synthese Kit BioRad

LongAmp® Taq PCR Kit New England BioLabs
Quick-RNA™ MiniPrep Zymo Research
REDEXxtract-N-Amp Tissue PCR Kit Sigma Aldrich
RNeasy® Mini Kit Qiagen

Taq DNA Polymerase Kit Life Technologies
Vgctor® Blue Alkaline Phosphatase Substrate Vector Laboratories
Kit 11l SK-5300

2.3.4 Mausstamme
CD1-Maus

Der CD1-Mausstamm wurde verwendet, um embryonale Mausfibroblasten (mouse
embryonic fibroblasts, MEF) zu gewinnen und diese nach Bestrahlung als Feeder-
Zellen (siehe Punkt 2.4.5) einzusetzen. Die Mause stammen aus dem Haus fur
Experimentelle Therapie der Universitat Bonn.

Rag2-defiziente Maus

Rag2-defiziente (Rag2”, C57BL/6-Rag2™'®®"/J) Mause besitzen durch eine
homozygote Mutation im recombination activating gene 2 (Rag2) keine reifen und
immunkompetenten B- und T-Lymphozyten (Shinkai et al, 1992). Dieser Mausstamm
ist immundefizient und wurde fir Teratomanalysen (siehe Punkt 2.5.10) verwendet.
AulRerdem wurde dieser Mausstamm in die nachfolgend beschriebenen
Mausstamme eingekreuzt. Dadurch wurde bei einer Transplantation von humanen
Zellen eine AbstoRungsreaktion vermindert. Es waren somit keine zusatzlichen
immunsupressiven Malinahmen notwendig. Die Mause stammen aus dem Haus fur
Experimentelle Therapie der Universitat Bonn.

Arsa- und Rag2-defiziente Maus

In der Arsa”-Maus (CST-tg/ASA-KO; Hess et al, 1996) wurde das Arsa-Gen mittels
homologer Rekombination inaktiviert. Somit weisen sie keine Enzymaktivitat fur Arsa
auf und koénnen kein Sulfatid metabolisieren. Die Sulfatidablagerungen entstehen
schon wenige Wochen nach der Geburt und nehmen mit fortschreitendem Alter zu.
Genetisch und biochemisch spiegelt die Arsa”-Maus den Phanotyp der MLD wider.
Im Vergleich zum Menschen zeigt die Maus aber keine weitreichende
Demyelinisierung und schwachere neurologische Symptome. Sie reflektieren ein

42



Material und Methoden

frihes Stadium der humanen MLD. Im spateren Alter entwickeln die Mause unter
anderem Gang- und Bewegungsstorungen, sowie Hyperaktivitat und Ataxien. Die
Lebenserwartung der Tiere ist nicht verkiirzt (Hess et al, 1996). Um die Arsa”-Maus
fur Transplantationen zu verwenden, wurde im Vorfeld der genetische Hintergrund
der Rag2”-Maus eingekreuzt (Arsa’/Rag2”, CST-tg/ASA-KO /Rag2™'°“N/J). Die
Arsa”-Maus wurde von Prof. Volkmar Gieselmann (Institut far Biochemie und
Molekularbiologie, Universitat Bonn) zur Verfligung gestellit.

Shiverer/Rag2”-Maus

Die Shiverer (Shi) Maus (C3Fe.SWV.B6-Mbp®"/J) besitzt eine Deletion im Mbp-Gen.
Dadurch kann im homozygoten Fall kein kompaktes Myelin im ZNS dieser Maus
gebildet werden. Ab dem 12. postnatalen Tag zeigen sich erste neurologische
Symptome in Form von Tremor. Die Symptome verstarken sich mit zunehmendem
Alter und fUhren spater zu lang anhaltenden Krampfanfallen. Fir homozygote Tiere
liegt die Lebenserwartung zwischen 50-100 Tagen (Chernoff, 1981; Molineaux et al,

1986).
Um die Shiverer-Maus fur Transplantationen zu verwenden, wurde zusatzlich der
genetische Hintergrund der Rag2”-Maus eingekreuzt (Shi/Rag2™,

C3Fe.SWV.C57BL/6-Mbp*"*"Rag2™'“®N/J). Die Shiverer-Maus wurde vom Jackson
Laboratory (USA) bezogen.

Arsa™/Shi/Rag2”-Maus

Die Arsa’/Shi/Rag2”(C3Fe.SWV.C57BL/6-ASAM S\ ppEhisiiRag2tmICENY j). Maus
wurde im Vorfeld durch die Einkreuzung der verschiedenen Mausstamme generiert.
Dieses Tiermodell kombiniert den Verlust der Enzymaktivitat von Arsa (Arsa™) mit
dem Verlust von kompakten Myelin im ZNS (Shi).

2.3.5 Primare Zellpraparationen

Offizielle Labor-
Nomenklatur | bezeichnung Zelityp Herkunft
Humane Institut fir Rekonstruktive Neurobiologie,
LB-C-31f Ctrl-1 Hautfibroblasten | Bonn, Deutschland
Humane Coriell Institute for Medical Research,
LB-C-6m Ctrl-3 Hautfibroblasten | Camden, USA (GM00200)
Humane Dr. Volkmar Gieselmann; Institut far
LB-MLD-1f aMLD ' Biochemie und Molekularbiologie,
Hautfibroblasten . -
Universitat Bonn, Deutschland
. Humane Coriell Institute for Medical Research,
LB-MLD-3m | liMLD-2 Hautfibroblasten | Camden, USA (GM00243)
. Humane Coriell Institute for Medical Research,
LB-MLD-4m | liMLD-3 Hautfibroblasten | Camden, USA (GM00197)
. Humane Coriell Institute for Medical Research,
LB-MLD-5m | liIMLD-4 Hautfibroblasten | Camden, USA (GM02331)
RG Cirl-2 Humane Raphaela Gorris, Institut fiir Rekonstruktive
Hautfibroblasten | Neurobiologie, Bonn, Deutschland
CD1 cD1 Embryonale Institut fir Rekonstruktive Neurobiologie,
Mausfibroblasten | Bonn, Deutschland
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2.3.6 Antikorper

Priméarantikorper

Epitop Verdiinnung Immunglobolin | Hersteller
473HD 1:300 Ratte IgM Faissner et al, 1994
4860 1:800 Ratte IgM Czopka et al, 2009
AFP 1:200 Kaninchen IgG DAKO
Cd133-APC 1:20 Maus 1gG Miltenyi Biotech
Cd133-Biotin 1:11 biotinylated Miltenyi Biotech
GFAP 1:1000 Kaninchen 1gG DAKO

GLAST-PE 1:11 Maus IgG Miltenyi Biotech
HN 1:500 Maus 1gG Life Technologies
Isotyp-PE 1:11 Maus 1gG Miltenyi Biotech
Map2ab 1:500 Maus 1gG Sigma Aldrich
MBP 1:25 Maus 1gG Merck Millipore
Nestin 1:100 Kaninchen 1gG Merck Millipore
NG2 1:100 Kaninchen 1gG Merck Millipore
Nogo-A 1:20 Schaf IgG R&D Systems

04 1:100 Maus IgM R&D Systems
OLIG2 1:500 Kaninchen 1gG Merck Millipore
PDGFRa 1:100 Ziege IgG R&D Systems
SMA 1:200 Maus IgM DAKO

SOX2 1:100 Maus 1gG R&D Systems
SOX9 1:200 Ziege IgG R&D Systems
SSEA-4 1:200 Maus 1gG DSHB
STEM121™ 1:1000 Maus IgG StemCells
STEM123™ 1:1000 Maus IgG StemCells

Sulph1 (SU:R3) 1:100/400 Maus 1gG Prof. Jan-Eric Mansson
Tra-1-60 1:500 Maus IgM Merck Millipore
Tra-1-81 1:500 Maus 1gG Merck Millipore
TUBB3 1:1000 Kaninchen 1gG Covance

TUBB3 1:1000 Maus IgG Covance

Vimentin 1:100 Maus IgM Merck Millipore
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Sekundarantikorper

Epitop, Konjugat Verdiinnung | Hersteller
anti-Kaninchen 1gG, Alexa 488/555 1:1000 Life Technologies
anti-Maus 1gG, Alexa 488/555 1:1000 Life Technologies
anti-Maus 1gG, Biotin 1:200 Dianova
anti-Maus IgM, Alexa 488/555 1:1000 Life Technologies
anti-Ratte 1gG, Alexa 555 1:1000 Life Technologies
anti-Ratte IgM, Alexa 488 1:1000 Life Technologies
anti-Schaf IgG, Alexa 555 1:1000 Life Technologies
anti-Ziege IgG, Alexa 555 1:1000 Life Technologies
Streptavidin, Cy3 1:450 Dianova
ZytoChemPlus (HRP) Polymer anti-Maus / Zytomed Systems

2.3.7 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurde von Life Technologies bezogen.

oordieringe: | Produk:
o0c | e
R
ascuy | SSGCMEIOMEN DT 0c | w0
e | SSCACTOCOOMERGTTIOY 2c | o
cors | SECATISGEATCTICTATGT w0c | o
capo | SAIACECET TN CEToNCr e | s
rap | SToATCETTCRCGACTICET S R
w0c | o
ouee | SECIECETCTOMOn oACA o0c | o
paxe | SETCICCRCCONTOTOTONG S o0c |z
pocrRs | SSTCEAATEIOMCASTIC 2 w0c | s
Sov | SOOI AT oy | WO | et
s | SETAICASACTOTeAGRCACNG ) o0c |
sowo | SEACTEGCCACACTCC 0T 2c | e
VIM 5-GGAAGAGAACTTTGCCGTTG-3’ 56 °C 174 bp

5-TCCAGCAGCTTCCTGTAGGT-3
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2.4 Zellkultur

Alle Zellen wurden bei 37°C in 5% CO;, in einer wasserdampfgesattigten
Atmosphare kultiviert. Falls nicht abweichend erwahnt, wurden hiPSCs bei 130 x g
fur 3 min, RGL-NPCs und Fibroblasten bei 300 x g fur 5 min zentrifugiert.

Zellzahlen wurden unter Verwendung einer Fuchs-Rosenthal Zahlkammer bestimmt.
Dafur wurden die Zellen in einer 1:4 Verdinnung mit Trypanblau-Lésung versetzt
und in die Zahlkammer gegeben. Anschliellend wurden 4 Kleinquadrate ausgezahlt
und die Zellzahlgesamt Wie folgt berechnet. Der Faktor 5 bertcksichtigt die Tiefe der
Zahlkammer:

Zellzahl
4

Zellzahl =

Gesamt

4 X 5 x Vol (ul)

Alle Grundmedien sowie die Natrium-Pyruvat-Losung, NEAA-L6sung, L-Glutamin-
Lésung, Penicillin/Streptomycin-Losung (Pen/Strep), 2-Mercaptoethanol-Lésung, das
KnockOut™ Serum Replacement, fetale Kalberserum (fetal calf serum, FCS) und
PBS wurden von Life Technologies bezogen.

2.4.1 Zellkulturmedien

1 X MEF-Einfriermedium
DMEM

10 % FCS, hitzeinaktiviert
10 % DMSO

MEF-Medium

DMEM

10 % FCS, hitzeinaktiviert
1 mM Natrium Pyruvat
0,1 mM NEAA

1 mM L-Glutamin

DMEM/F-12 hiPSC-Medium
DMEM/F-12

50 % KnockOut™ Serum Replacement
0,1 mM NEAA

0,5 mM L-Glutamin

1 x Pen/Strep

0,1 mM 2-Mercaptoethanol

4-10 ng/ml bFGF

hiPSC-Medium

KnockOut™ DMEM

20 % KnockOut™ Serum Replacement
0,1 mM NEAA

1 mM L-Glutamin

0,1 mM 2-Mercaptoethanol

4-10 ng/ml bFGF

46

Einfriermedium hiPSC/RGL-NPC
90 % KnockOut™ Serum Replacement
10 % DMSO

2 X MEF-Einfriermedium
DMEM

20 % FCS, hitzeinaktiviert
20 % DMSO

5 % Adv. DMEM
Advanced DMEM

5 % FCS, hitzeinaktiviert
1 mM L-Glutamin

1 x Pen/Strep

EB-Medium

KnockOut™ DMEM

20 % KnockOut™ Serum Replacement
0,1 mM NEAA

1 mM L-Glutamin

N2-Medium

DMEM/F-12

1,6 g/l D-Glukose

1 x N2-Supplement

0,02 mg/ml Insulin

0,1 mg/ml humanes Apo-Transferrin
1 x Pen/Strep
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2.4.2 Zellkulturreagenzien

Gelatine (0,1 %)
1 g Gelatine in 1 1 ddH.0 I6sen,
autoklavieren und bei 4 °C lagern.

Matrigel® (MG)

MG bei 4 °C auf Eis U. N. auftauen lassen.

Mit einer vorgekihlten Pipette Aliquots a
1 ml auf Eis pipettieren und bei -20 °C
lagern.

Trypsin-EDTA (TE)

0,5 %ige Trypsin/EDTA Stock-L&ésung mit
PBS zur gewlinschten Konzentration
verdinnen und bei 4 °C lagern.

Kollagenase Typ IV (1 mg/ml)
Kollagenase Typ IV in KnockOut™ DMEM
I6sen, steril filtrieren und nicht langer als
eine Woche bei 4 °C lagern.

2.4.3 Zellkulturlésungen

Poly-L-Ornithin (PO, 15 yg/ml)
Stock-Lésung (1,5 mg/ml):

100 mg PO in 67 ml ddH,0 |6sen, steril
filtrieren und bei -20 °C lagern.
Arbeitsldsung: Stock-Lésung 1:100 in
ddH,0O verdinnen und bei 4 °C lagern.

Trypsin-Inhibitor (TI)

2,5 g Trypsin-Inhibitor in 1 1 ddH.0 Iésen,
steril filtrieren, aliquotieren und bei -20 °C
lagern.

Hitzinaktiviertes FCS

FCS bei 37 °C im Wasserbad auftauen
und anschlielend unter wiederholtem
Schitteln bei 56 °C 30 min inkubieren.
Aliquots & 50 ml bei -20 °C lagern.

Reagenz Konzentration und Losungsmittel Lagerung
Apo-Transferrin 10 mg/ml in ddH,O -20 °C
Ascorbinsaure 100 mM in ddH,O -20 °C
BDNF 10 pg/mlin 0,1 % BSA in PBS -20 °C
DNase 1% 10 mg/ml in PBS -20 °C
EGF 10 pg/mlin 0,1 % BSA/10 mM Eisessig in ddH,O | -20 °C
bFGF 10 pg/mlin 0,1 % BSA in PBS -20 °C
FGF-2 10 pg/mlin 0,1 % BSA in PBS -20 °C
Forskolin 10 mM in Ethanol -20 °C
G6P 0,75 M in ddH,O -20 °C
Insulin 5 mg/mlin 10 mM NaOH -20 °C
M6P 0,75 M in ddH,0 -20 °C
Noggin 100 pg/mlin PBS -20 °C
PDGF-AA 10 pg/mlin 0,1 % BSA/4 mM HCl in ddH,O -20 °C
Trijod-L-Thyronin 30 pg/mlin 0,33 M Natriumhydroxid -80 °C
Retinsaure 10 mM in DMSO -80 °C
Y27632 10 mM in ddH,0 -20 °C
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2.4.4 Oberflachenbeschichtung fur Zellkulturschalen

Reagenz Beschichtung

Poly-L-Ornithin (PO) Die Zellkulturschalen wurden mit der PO-Ldsung bedeckt und 0. N.
bei 37 °C inkubiert (PO-Schalen). Vor dem Gebrauch wurde die PO-
Lésung abgenommen und die Schalen 2 x mit PBS gewaschen.

Gelatine (0,1 %) Die Zellkulturschalen wurden mit Gelatine-Lésung bedeckt und
mindestens 20 min bei 37 °C inkubiert.

Laminin (Ln) Die PO-Schalen wurden 2 x mit PBS gewaschen und mit einer
2 ug/ml Ln-Lésung in PBS flr mindestens 4 h bei 37 °C oder . N.
bei 4 °C beschichtet (PO/Ln-Schalen).

Matrigel® (MG) Das MG wurde uber Nacht bei 4 °C auf Eis aufgetaut. Mit einer
vorgekuhlten Pipette wurde 1 ml MG in 29 ml gekihltem DMEM/F-12
Medium geldst. Die Zellkulturschalen wurden mit der verdiinnten
MG-L6sung fiir 4 h bei RT oder 0. N. bei 4 °C beschichtet.

2.4.5 Mitotische Inaktivierung von primaren murinen embryonalen Fibroblasten

Die MEFs wurden aus Embryonen des Mausstammes CD1 gewonnen und zur
Expansion, Bestrahlung und weiteren Verwendung als sogenannte Feeder-Zellen zur
Verfligung gestellt. Die Feeder-Zellen dienten der Kokultivierung mit humanen
Stammzellen, um so deren Wachstum und Erhaltung der Pluripotenz wahrend der
Proliferation zu gewahrleisten (Lim & Bodnar, 2002).
Bevor MEFs als Feeder-Zellen verwendet werden konnten, wurden sie mittels y-
Bestrahlung mitotisch inaktiviert. Die zuvor isolierten MEFs wurden bei Passage
(P) 0 eingefroren. Ein Kryoréhrchen wurde auf 3 x 15 cm Zellkulturschalen aufgetaut
und bis P3 expandiert. Dafur wurde das gefrorene Rohrchen im Wasserbad bei
37 °C angetaut, die Zellsuspension in 9ml vorgewarmten MEF-Medium
aufgenommen und die Zellen durch Zentrifugation sedimentiert. Die Zellen wurden in
frischem MEF-Medium als P1 ausplattiert. Sobald die Zellen konfluent waren, wurden
sie mit 0,05 % TE abgelost, die enzymatische Reaktion mit MEF-Medium gestoppt,
und die Zellen durch Zentrifugation gesammelt. AnschlieBend wurden sie auf neue
Zellkulturschalen ausplattiert, wobei im ersten Expansionsschritt die Zellen von 3 auf
10 und im zweiten von 10 auf 30 x 15 cm Zellkulturschalen ausplattiert wurden. Das
Medium wurde wahrend der Expansion alle 2-3 Tage erneuert. Zellen von
konfluenten P3-Zellkulturschalen wurden mit 0,05 % TE gelost, die Reaktion mit
MEF-Medium gestoppt und die Zellen mittels Zentrifugation sedimentiert. Sie wurden
in 30 ml MEF-Medium aufgenommen und in eine T175 cm?-Zellkulturflasche mit
geschlossenem Deckel uberfuhrt. Die mitotische Inaktivierung erfolgte durch die
Bestrahlung der Zellen mit 15 Gy in einem y-Bestrahlungsgerat (160 kV, 25 mA flur
6 min, 45 s).
Anschlieend wurden die y-bestrahlten MEFs oder auch Feeder-Zellen zur weiteren
Lagerung und Verwendung eingefroren. Hierfir wurde die Zellzahl bestimmt und die
Zellen mittels Zentrifugation sedimentiert. In einem Kryoréhrchen wurden je 2,4 x 10°
Zellen in 1 ml 1 x MEF-Einfriermedium eingefroren. Zu diesem Zweck wurden die
Zellen in der Halfte des entsprechenden Volumens an DMEM-Grundmedium geldst,
sukzessive mit gekuhltem 2 x MEF-Einfriermedium gemischt, in Kryoréhrchen gefullt
und in eine auf -20 °C vorgekuhlte Styroporbox Uberfihrt. Nach 1 h bei -20 °C
wurden die Zellen U. N. bei -80 °C gelagert und anschliel3end zur Langzeitlagerung in
flussigem Stickstoff Gberfuhrt.
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2.4.6 Generierung, Charakterisierung und Kultivierung von humanen iPSCs

Fiir die Generierung von hiPSCs wurde das CytoTune™-iPS Sendai Reprogramming
Kit verwendet. Dieses Kit basiert auf der Reprogrammierung von somatischen Zellen
mit Hilfe von nicht-integrativen Sendaiviren (Fusaki et al, 2009). Die Viren kodieren
fur die Transkriptionsfaktoren c-MYC, KLF4, OCT-4 und SOX2. Nach Entstehung der
gewulnschten Stammzellkolonien werden die Viren nach einigen Passagen aus den
Zellen ausgeschleust. Die Existenz der Viren kann mit Hilfe von entsprechenden
Oligonukleotiden, die die Virussequenz erkennen und der Expression des
Hamagglutinin-Neuraminidase(HN)-Proteins an der Zelloberflache Gberpruft werden.

Reprogrammierung der Hautfibroblasten

Fur die Reprogrammierung mussten zuerst die Hautfibroblasten aufgetaut werden.
Dafur wurde das gefrorene Kryorohrchen im Wasserbad bei 37 °C angetaut, die
Zellsuspension in 9 ml vorgewarmten MEF-Medium aufgenommen und die Zellen
durch Zentrifugation sedimentiert. Die Zellen wurden in frischem MEF-Medium auf
unbeschichtete Zellkulturschalen oder -flaschen ausplattiert. Zum Start der
Reprogrammierung wurden an Tag 1 150.000 Fibroblasten pro Vertiefung einer MG-
beschichteten 12-Well Zellkulturplatte ausgesat. Am nachsten Tag wurden die Viren
nach Herstellerangaben in 5 % Adv. DMEM verdinnt und auf die Zellen gegeben.
Anschlieflend wurden diese durch Zentrifugation bei 37 °C, 3000 x g und 45 min mit
den Viren infiziert. Die darauffolgenden Tage wurde das Medium der infizierten
Zellen jeden Tag erneuert. An Tag 6 nach der Infektion wurden entsprechende 10 cm
Zellkulturschalen mit Feeder-Zellen vorbereitet, wobei ein Kryoréhrchen auf eine
10 cm Zellkulturschale aufgetaut wurde. Einen Tag spater wurden 100.000 infizierte
Zellen pro 10 cm Zellkulturschale in 5% Adv. DMEM-Medium ausgesat. Um
Apoptose zu verringern und das Uberleben der infizierten Zellen zu steigern, wurden
diese 1 h vor Ablésung mit 10 uM Rho Kinase Inhibitor Y (Y27632, ROCK-Inhibitor)
inkubiert (Ishizaki et al, 2000; Watanabe et al, 2007). AnschlieRend wurden sie mit
0,025 % TE abgeldst und die Reaktion mit 50 %igem TI gestoppt. Die Zellen wurden
mittels Zentrifugation gesammelt und entsprechend ausgesat. Einen Tag spater
wurde das Medium zu DMEM/F-12-basierten hiPSC-Medium gewechselt und alle
zwei Tage erneuert. Die ersten Kolonien konnten 4-7 Wochen nach der Infektion
gepickt werden. Das Picken der Kolonien wurde unter einer Horizontal-Sterilbank mit
Hilfe eines Stereomikroskops durchgefuhrt. Gepickte Kolonien wurden trituriert und
zusammen mit  ROCK-Inihibitor  auf  Feeder-Zell-beschichtete 12-Well
Zellkulturplatten Uberfihrt. Entstandene iPSC-Klone wurden mindestens 5 x
passagiert, bevor sie eingefroren oder zur weiteren Charakterisierung und
Differenzierung verwendet wurden.

Charakterisierung der generierten iPSCs

Ausgewahlte Klone (3 Linien pro Patient) wurden zur Charakterisierung
herangezogen. Daflr wurde die Expression verschiedener Pluripotenzmarker (Tra-1-
60, Tra-1-81 und SSEA-4) sowie des HN-Proteins mittels immunozytochemischer
Farbungen (siehe Punkt 2.5.9) Uberpruft. Die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase
(AP) wurde mit dem Blue Alkaline Phosphatase Substrate Kit Ill SK-5300 untersucht.
Wie oben bereits erwahnt wurde zusatzlich die Expression der Sendaivirus-
assoziierten Gene mittels spezifischen Oligonukleotiden und RT-PCR (RT: reverse
transcription; PCR: polymerase chain reaction) Uberprift. Um die genomische
Integritdt der hiPSCs zu untersuchen, wurde eine genomweite Einzelnukleotid-
Polymorphismus (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) Analyse wie in Punkt 2.5.6
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beschrieben durchgefuhrt. Die Differenzierung in alle drei Keimblatter wurde in vitro
und in vivo (Teratomanalyse, Wesselschmidt, 2011) Gberpruft (siehe Punkt 2.4.7 und
2.5.10).

Kultivierung und Passagieren der generierten iPSCs

Die generierten hiPSCs wurden nach Standardprotokollen in hiPSC-Medium auf
Feeder-Zellen kultiviert (Thomson et al, 1998). Die Zellen wurden alle 3-4 Tage
passagiert und das Medium wurde taglich erneuert. Einen Tag vor dem Passagieren
der hiPSCs wurden Feeder-Zellen in einem Verhaltnis von einem Kryoréhrchen auf
zwei gelatinebeschichtete 6-Well-Zellkulturplatten in MEF-Medium aufgetaut. Dazu
wurden die eingefrorenen Feeder-Zellen bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut, die
Zellsuspension in 9 ml vorgewarmtem MEF-Medium aufgenommen und die Zellen
durch Zentrifugation sedimentiert. Die Zellen wurden in frischem MEF-Medium in
Suspension gebracht, auf die 6-Well-Zellkulturplatten Uberfuhrt und Uber Nacht
kultiviert. Am nachsten Tag wurden die hiPSC-Kolonien mit 1 mg/ml Kollagenase
Typ IV-Lésung fur 60 min bei 37 °C abgelést, mit PBS abgespult und durch
Zentrifugation gesammelt. Die hiPSCs wurden mechanisch durch mehrfaches
Triturieren mit einer 1 ml Feinpipette zerkleinert und in einem Verhaltnis von 1:3 in
hiPSC-Medium auf die vorbereiteten Feeder-Zellen Uberfuhrt.

Kryokonservierung der generierten iPSCs

Um hiPSCs zu lagern, wurden sie als Einzelzellsuspension eingefroren. Hierfur
wurden die Kulturen zunachst fur 60 min bei 37 °C mit 10 yM ROCK-Inhibitor
behandelt, anschliellend mit PBS gewaschen und 5-10 min bei Raumtemperatur (RT)
mit Alfazym inkubiert bis einzelne hiPSCs durch sanftes Klopfen von der Schale
gelost werden konnten. Die Zellen wurden mit PBS abgespult, zur Einzelzell-
suspension trituriert und durch Zentrifugation bei 4 °C und 300 xg fur 5 min
gesammelt. Danach wurde das Zellpellet im Einfriermedium resuspendiert, wobei die
Zellen aus einem Well einer 6-Well-Zellkulturplatte in 1 ml in einem Kryoréhrchen
eingefroren wurden. Die Zellen wurden langsam bei -80 °C eingefroren und fur die
Langzeitlagerung am folgenden Tag in flussigen Stickstoff Uberfuhrt.

Um hiPSCs aufzutauen, wurden einen Tag zuvor auf entsprechende 6-Well
Zellkulturplatten wie oben beschrieben frische Feeder-Zellen ausgesat. Eingefrorene
hiPSCs wurden im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut, die Zellsuspension in 9 ml
vorgewarmtem hiPSC-Medium aufgenommen und zentrifugiert (5 min, 210 x g). Ein
Kryoréhrchen wurde auf eine 6-Well Zellkulturplatte mit Feeder-Zellen in frischem
hiPSC-Medium mit 10 uM ROCK-Inhibitor ausgesat.

2.4.7 Keimblattdifferenzierung in vitro

Fir die in vitro-Keimblattdifferenzierung wurden die hiPSCs als intakte Kolonien
mittels Kollagenase Typ IV wie in Punkt 2.4.6 beschrieben abgeldst und bei 4 °C und
130 x g fur 3 min gesammelt. Anschliellend wurden sie ohne zu triturieren in hiPSC-
Medium auf nicht-adhasive 10 cm Zellkulturschalen Uberfuhrt. Am nachsten Tag
hatten sich aus den hiPSC-Kolonien freischwimmende runde EBs gebildet. Das
Medium wurde zu EB-Medium gewechselt und die Aggregate fur 7 Tage kultiviert,
wobei alle 2 Tage das Medium erneuert wurde. Anschliefiend wurden sie auf MG-
beschichtete 6 cm Zellkulturschalen plattiert und das Medium am darauffolgenden
Tag gewechselt. Fur die Differenzierung in ektodermales Gewebe wurden die
plattierten EBs in N2-Medium und fur die Differenzierung in Derivate von Mesoderm
und Endoderm im MEF-Medium kultiviert. Drei Wochen spater konnten die aus den
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EBs ausgewachsenen und differenzierten Zellen mittels immunzytochemischer
Farbungen (siehe Punkt 2.5.9) analysiert werden.

2.4.8 Generierung und Kultivierung von RGL-NPCs

Die Generierung von RGL-NPCs erfolgte nach einem an hESCs etablierten Protokoll
(Gorris et al, 2015). Dieses basiert auf der Bildung von EBs und der Differenzierung
in einem Medium mit absteigender Konzentration von ATRA.

Um die neurale Differenzierung zu starten, wurden hiPSCs so lange kultiviert bis sie
grolRe und andifferenzierte Kolonien gebildet hatten. Diese wurden mit Hilfe von
Kollagenase Typ IV wie in Punkt 2.4.6 beschrieben als intakte Kolonien abgeldst und
durch Zentrifugation (4 °C,130 x g, 3 min) abgesetzt. Anschliefend wurden sie ohne
zu triturieren in hiPSC-Medium auf unbeschichteten 10 cm Zellkulturschalen
Uberfuhrt und U. N. kultiviert. Die mit Uberfuhrten Feeder-Zellen sollten dadurch
entfernt werden und sich absetzen. Am darauffolgenden Tag hatten sich aus den
hiPSC-Kolonien nicht-adharente runde EBs gebildet, die im weiteren Verlauf auf
nicht-adhasive 10 cm Zellkulturschalen dberfuhrt und far 7 Tage in EB-Medium
kultiviert wurden. Das Medium wurde alle 2 Tage gewechselt. Um die neurale
Differenzierung zu initileren, wurden die EBs in Medium Uberfuhrt, das zu gleichen
Teilen aus EB-Medium und N2-Medium bestand. Am nachsten Tag wurde dem
Medium 10 yM ATRA zugeflgt und einen weiteren Tag spater wurde das Medium
vollstandig zu N2-Medium gewechselt, dem neben 10 yM ATRA auch 1 % B27-
Supplement, 20 ng/ml epidermal growth factor (EGF) und 30 ng/ml T3 zugefugt
wurde. Das Medium wurde taglich erneuert. Nach weiteren 7 Tagen wurde dem
Medium keine zusatzliche ATRA zugefigt und ein Medienwechsel erfolgte fur
14 Tage jeden zweiten Tag. Fur eine weitere Woche wurden die EBs in N2-Medium
kultiviert, dem 1 % B27-Supplement ohne Retinsaure, 20 ng/ml EGF und 30 ng/ml T3
zugesetzt wurde. Das Medium wurde weiterhin jeden zweiten Tag erneuert. Im
letzten EB-Kultivierungsschritt wurden die EBs im zuletzt verwendeten Medium auf
MG-beschichtete 10 cm Zellkulturschalen dberfuhrt. Nicht-adharente Aggregate
wurden am nachfolgenden Tag mit einem Medienwechsel entfernt, und die Zellen
wurden fur eine Woche zusatzlich mit 20 ng/ml FGF-2 kultiviert. Es erfolgte jeden
zweiten Tag ein Medienwechsel, wobei an den Ubrigen Tagen den Kulturen je
20 ng/ml EGF und FGF-2 zugeflugt wurde.

Isolierung der RGL-NPCs mittels FACS

Aus den plattierten EBs wuchsen heterogene Zellpopulationen heraus, die unter
anderen Kolonien mit bipolaren Zellen beinhalteten. Die RGL-NPCs wurden mittels
fluoreszenzaktivierter Zellsortierung (Fluorescent activated cell sorting, FACS)
angereichert. Alle durchflusszytometrischen Experimente wurden von der Flow
Cytometry Core Facility am Institut fur Molekulare Medizin und Experimentelle
Immunologie der Universitat Bonn durchgefihrt. Zur Anreicherung neuraler Zellen
aus plattierten EBs wurden die Zellen mit 0,05 % TE und Tl abgeldst und trituriert.
Die Zellen wurden durch ein 40 um-Zellsieb gegeben, um eine Einzelzellsuspension
zu erhalten. Die Zellkonzentration wurde auf 10° Zellen/50 pl in FACS Block-Lésung
eingestellt. Dann wurden die Zellen fur 15 min auf Eis inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen abzudecken. AnschlielRend wurde ein APC-konjugierter anti-CD133
Antikorper in einer Verdunnung von 1:20 hinzugefugt, kurz mit den Zellen vermischt
und flr weitere 15 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Ungebundener Antikorper
wurde durch die Zugabe von PBS entfernt und die Zellen im Anschluss durch
Zentrifugation sedimentiert. Sie wurden anschlieBend in einer Konzentration von
5 x 10° Zellen/ml in FACS-Puffer resuspendiert. Unmittelbar vor dem Sortieren wurde
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20 ug/ml DNase zu den Zellen gegeben und die Zellsuspension durch eine 40 upm-
Nylonmembran pipettiert. Um zwischen lebenden und toten Zellen differenzieren zu
kénnen, wurde 500 ng/ml Propidiumiodid hinzugefligt. AnschlieBend wurden die
Zellen mit einem FACS® DiVa Sortierer durch eine 90 um Diise sortiert.

FACS Block-Losung FACS-Puffer
PBS mit PBS mit

0,1 % BSA 0,1 % BSA
5 % NGS

Kultivierung der generierten RGL-NPCs

Aus hiPSCs abgeleitete RGL-NPCs wurden in N2-Medium unter dem Einfluss von je
20 ng/ml EGF und FGF-2 auf PO/Ln-beschichteten Zellkulturschalen kultiviert. An
einem Tag wurde das Medium gewechselt, am nachsten Tag wurden die Faktoren
erneut dem Medium zugegeben. Konfluente Zellen wurden mit 0,025 % TE und 50 %
Tl in einem Verhaltnis von 1:2 passagiert. Um die RGL-NPCs zu lagern, wurden
konfluente 6 cm Zellkulturschalen jeweils in 1 ml Einfriermedium in 1 Kryoréhrchen
eingefroren. Die Zellen wurden wie Fibroblasten im entsprechenden Medium sowie
auf entsprechende Zellkulturschalen aufgetaut.

2.4.9 Oligodendrogliale, astrogliale und neuronale Differenzierung von RGL-
NPCs

Oligodendrogliale Differenzierung

Die Differenzierung in Oligodendrozyten erfolgte nach dem an hESC-abgeleiteten
RGL-NPCs etablierten 3-stufigen Differenzierungsprotokoll (Gorris et al, 2015). Im
ersten Schritt wurden die RGL-NPCs in einer Dichte von 1 x 10° Zellen pro MG-
beschichtete 3 cm Zellkulturschale in N2-Medium (je 20 ng/ml EGF und FGF-2)
ausgesat. Am nachsten Tag wurde das Medium zu N2-Medium mit 20 ng/ml EGF,
10 ng/ml PDGF-AA und 10 uM Forskolin gewechselt. Uber 2 Wochen wurde die
Halfte des Mediums alle 2-3 Tage erneuert. Im zweiten Schritt wurde dem N2-
Medium 1 Woche neben 10 ng/ml PDGF-AA auch 30 ng/ml T3, 500 ng/ml Noggin
sowie 200 yM Ascorbinsaure (ascorbic acid; AA) zugefugt. Ein halber
Mediumwechsel erfolgte wiederum alle 2-3 Tage. Im letzten Schritt wurde das N2-
Medium mit 30 ng/ml T3, 200 uM AA und 2 ug/ml Ln versetzt. Unter diesen
Bedingungen wurden die Zellen fur mindestens vier weitere Wochen kultiviert und
das Medium alle 2-3 Tage zur Halfte gewechselt.

Astrogliale Differenzierung

Fir die Differenzierung von hiPSC-abgeleiteten RGL-NPCs in Astrozyten wurden
1 x 10° Zellen pro PO/Ln-beschichteter 3 cm Zellkulturschale in N2-Medium mit je
20 ng/ml EGF und FGF-2 ausplattiert. Am nachsten Tag wurde das Medium erneuert,
die Wachstumsfaktoren entzogen und dem Medium 10 % FCS =zugeflgt. Das
Medium wurde Uber 14 Tage alle 3-4 Tage gewechselt.
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Neuronale Differenzierung

Die neuronale Differenzierung von hiPSC-abgeleiteten RGL-NPCs erfolgte auf MG-
beschichteten 3 cm und 6 cm Zellkulturschalen. Die Zellen wurden mit einer Dichte
von 1 x 10° bzw. 2,2 x 10° Zellen pro Schale in N2-Medium (je 20 ng/ml EGF und
FGF-2) ausgesat. Am darauffolgenden Tag wurde das Medium gewechselt, die
Wachstumsfaktoren entzogen und die Zellen unter dem Einfluss von 20 ng/ml brain
derived neurotrophic factor (BDNF) fur 3-6 Wochen kultiviert. Ein Mediumwechsel
erfolgte alle 2-3 Tage.

2.4.10 Quantitative Durchflusszytometrie

Die RGL-NPCs wurden mit 0,025 % TE und 50%igem TI abgeldst, gezahlt und durch
Zentrifugation gesammelt. Die Zellkonzentration wurde auf 10° Zellen/100 pl in FACS
Block-Losung eingestellt. Pro Zelllinien wurden 2 Ansatze vorbereitet. Die
Zellsuspensionen wurden zunachst 15 min auf Eis geblockt. Anschliel3end wurde sie
fur weitere 12min mit einem PE-gekoppelten GLAST-Antikorper bzw. der
dazugehdrigen Isotypkontrolle (Maus IgG-PE) bei 4 °C inkubiert. Ungebundener
Antikdrper wurde durch die Zugabe von PBS entfernt. Im Anschluss wurden die
Zellen durch Zentrifugation sedimentiert und in einer Konzentration von 1 x 10°
Zellen/ml in PBS resuspendiert und in FACS-Rdhrchen Uberfuhrt. Die quantitative,
durchflusszytometrische Analyse wurde in einem FACS Calibur Durchflusszytometer
durchgefuhrt. FUr die spatere Auswertung der ermittelten Ergebnisse mittels FlowJo
8.7 Software wurden Forward Scatter, Side Scatter und die Fluoreszenz
aufgenommen.

2.4.11 Quantifizierung der Zellen

Die Quantifizierung der neural differenzierten Zellen erfolgte an immunzytochemisch
angefarbten Kulturen. Die Bilder wurden mit dem Zeiss Axiolmanager.Z1/ApoTome
aufgenommen. AnschlieRend wurden die Zellen mit Hilfe der Imaged 1.42q Software
gezahlt. In einem Gesichtsfeld wurden alle DAPI-positiven Zellen sowie alle Zellen,
die positiv fur einen zellspezifischen Marker waren, quantifiziert. Im Anschluss wurde
der prozentuale Anteil dieser Zellen mit Hilfe von Excel 2008 berechnet und
schlieBlich aus den Zahlen der unterschiedlichen Gesichtsfelder unter Verwendung
von Prism6 der Mittelwert und die Standardabweichung ermittelt sowie eine Grafik
erstellt. In den oligodendroglialen Kulturen wurden die O4-positiven Zellen gezahlt
und jeweils drei Gesichtsfelder in drei unabhangigen Experimenten ausgewertet. Fur
die astroglialen Kulturen wurden GFAP-positive Zellen in drei Gesichtsfelder von drei
unabhangigen Experimenten quantifiziert. Bei den neuronal differenzierten Kulturen
wurden jeweils zwei Gesichtsfelder in zwei unabhangigen Experimenten
herangezogen und die TUBB3-positiven Zellen gezahilt.

2.4.12 Behandlung der MLD-RGL-NPCs mit rhARSA

Um RGL-NPCs mit rekombinanter humaner Arylsulfatase A (rhARSA) zu behandeln,
wurden die Zellen bis zu einer Konfluenz von 90 % kultiviert. Bevor die Zellen
behandelt wurden, wurden sie 1x mit PBS gewaschen, und das Medium
anschlieBend im entsprechenden Volumen auf die Zellen gegeben und fur 24 h
inkubiert. Um eine bessere Aufnahme des ARSA-Proteins zu erhalten, wurde den
Zellen zusatzlich 0,3 % BSA hinzugefiigt (Matthes et al, 2011). Nach der Behandlung
wurde der Uberstand gesammelt und die Zellen zunachst 2 x mit PBS gewaschen.
Anschlielend wurden sie mit einem sauren Waschpuffer fir 3 min inkubiert, um
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mogliches Protein, welches an der Zelloberflache haftet, zu entfernen (Bockenhoff et
al, 2014). Danach wurden die Zellen erneut 2 x mit PBS gewaschen und pelletiert.
Sie wurden entweder direkt weiter verwendet oder bei -80 °C gelagert.

Um die Aufnahme von ARSA uber den M6P-Weg zu hemmen, wurde zusatzlich bei
der Behandlung der Zellen M6P (7,5 mM) zu den Kulturen hinzugefugt. Um einen
Unterschied der ARSA-Aufnahme durch eine Veranderung der Osmolaritat im
Medium auszuschlielen, wurde als Kontrolle neben M6P immer ein Ansatz mit
Glukose-6-Phosphat (G6P; 7,5 mM) durchgefuhrt (Bockenhoff et al, 2014).

Das rhARSA wurde von Dr. Ulrich Matzner (Institut far Biochemie und
Molekularbiologie, Universitat Bonn) zur Verfligung gestellt und gemal} Matthes et al,
2012 hergestellt.

Saurer Waschpuffer
50 mM Glycin, 150 mM NaCl
Zusatze in H,O l6sen, pH-Wert auf 3,0 einstellen, bei 4 °C lagern.

2.4.13 Bestimmung des intrazellularen Sulfatidmetabolismus

FuUr die Bestimmung des Sulfatidmetabolismus der RGL-NPCs wurden die Zellen in
einer Dichte von 0,6 x 10° Zellen pro Well einer MG-beschichteten 6-Well-
Zellkulturplatte ausgesat. Am nachsten Tag wurden die Zellen 24 h mit
konzentriertem konditioniertem Uberstand bzw. rhARSA wie in Punkt 2.4.12
behandelt. Nach einem zweifachen Waschschritt mit PBS wurden die Zellen in N2-
Medium ohne Phenolrot kultiviert (je 20 ng/ml EGF und FGF-2). Anschliefend
wurden sie fur 6 h mit 5 nmol des fluoreszenzmarkierten Sulfatidanalogons N-[12-[(7-
nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]dodecanoyl]-cerebroside 3-sulfate (NBD-
Sulfatid; Matreya, Pleasant Gap, PA, USA) inkubiert (nach Monti et al, 1992). Im
Anschluss wurden sie in PBS gewaschen und fur weitere 18 h in frischem N2-
Medium ohne Phenolrot (je 20 ng/ml EGF und FGF-2) gehalten. Wenn NBD-Sulfatid
abgebaut wird, entstehen neben NBD-Galactosylceramid noch weitere NBD-
markierte Abbauprodukte, die aufgrund der hohen Wasserldslichkeit des Fluorophors
von den Zellen in das Medium abgegeben werden. Die Gesamtlipide wurden aus
dem Medium durch Festphasenextraktion isoliert und mittels Dunnschicht-
chromatographie aufgetrennt. Durch die angehangte Fluoreszenz kdénnen die
Banden der Abbauprodukte mit Hilfe eines Fluoreszenzscanners bei einer
Wellenlange von 473 bzw. 537 nm detektiert werden. Die Prasenz der Banden der
Abbauprodukte kann als Indikator fur die Funktionalitdt der zellularen ARSA
herangezogen werden. Das Experiment wurde zum groRten Teil im Institut fur
Biochemie und Molekularbiologie der Universitat Bonn durch Herrn Dr. Ulrich
Matzner durchgefuhrt.

2.5 Molekularbiologie
2.5.1 Ernte von Zellen

Fur die Isolation von RNA, genomischer DNA oder Protein missen die Zellen zuerst
geerntet werden. Bei hiPSC-Kolonien wurden die Zellen entsprechend des
Passagiervorgangs mit Hilfe von Kollagenase Typ IV gewonnen, um eine maogliche
Kontamination durch Feeder-Zellen zu vermeiden. Bei allen anderen Zelltypen
wurden die lebenden Zellen 1 x mit PBS gewaschen, um diese anschliefend in PBS
mit einem Zellschaber von der Zellkulturschale zu I6sen und mittels Zentrifugation
(4.000 U/min und 4 °C fur 5 min) zu sedimentieren. Die Zellpellets wurden entweder
direkt weiterverwendet oder bei -80 °C eingefroren.
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2.5.2 Isolation von RNA

Die Gesamt-RNA der Zellen wurde unter Verwendung des Quick-RNA™ MiniPrep Kit
gemal} Herstellerangaben isoliert. Die RNA wurde in 40 yl DNase- und RNase-freiem
Wasser eluiert. AnschlieBend wurde eine Verdauung mit DNase | vorgenommen.
Hierfur wurde die RNA-Lésung mit je 5 yl DNase-Puffer und DNase versetzt und fur
15 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 5 yl 25 mM EDTA wurde die DNase fur
10 min bei 65 °C unter leichter Rotation inaktiviert. Der Gehalt an RNA wurde mit
Hilfe des Nano Drop (ND)-1000 gemessen. Danach konnte die RNA flr weitere
Experimente verwendet werden oder wurde bei -80 °C gelagert.

2.5.3 Isolation von genomischer DNA

Fur die Isolation von genomischer DNA wurde das DNeasy® Blood & Tissue Kit laut
Herstellerangaben verwendet. Der Gehalt an genomischer DNA wurde mit Hilfe des
ND-1000 gemessen. Die eluierte genomische DNA wurde direkt weiterverwendet
oder bei -20 °C gelagert.

2.5.4 Isolation von Proteinen

Fir die Isolation von Proteinen fur den ARSA-Enzymaktivitdtsassay wurde das Pellet
in eiskaltem TN-101-Puffer resuspendiert. Das Volumen der Pufferldsungen variierte
entsprechend der PelletgrolRe, und die Isolation fand weitestgehend auf Eis bzw. bei
4 °C statt. Im nachsten Schritt wurde die Proteinldsung fur 3 min in einem
Ultraschallbad behandelt. Das fuhrt zum Aufschluss der Zellwande. Anschlieffend
wurden die Lysate bei 13.000 U/min und 4 °C fur 15 min zentrifugiert. Das Pellet
wurde verworfen und der Uberstand gesammelt, der entweder direkt verwendet oder
bei -20 °C gelagert wurde.

TN-101-Puffer
0,5 % TritonTM TN-101 werden in 1x TBS pH 7,0 geldst und bei 4 °C gelagert. Der Puffer
kann bis zu einer Woche gelagert werden.

Bestimmung der Proteinkonzentration

Um die Proteinkonzentrationen der Zelllysate zu bestimmen wurde das Pierce® BCA
Protein Assay Kit gemaly Herstellerangaben verwendet. Zuerst wurde eine
Verdunnungsreihe (2 mg/ml; 1 mg/ml; 0,5 mg/ml; 0,25 mg/ml; 0,125 mg/ml,
0,025 mg/ml und 0,0 mg/ml) mit bovinem Serumalbumin (BSA) in TN-101-Puffer
angesetzt. Es wurden jeweils 12,5 ul der Verdunnungen mit 100 pl der Arbeitslésung
des Kits vermischt und fur 30 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurde die
Absorption bei einer Wellenlange von 562 nm im ND-1000 gemessen. Mit den
daraus ermittelten Werten wurde eine Standardkurve erstellt, mithilfe derer die
Proteinkonzentrationen von unbekannten Proteinproben unter Verwendung des Kits
bestimmt werden konnten. Als Leerwert dienten die Pufferlésungen.

2.5.5 RT-PCR

Im Vorfeld wurde die RNA mit dem iScript™cDNA Synthese Kit gemal
Herstellerangaben in cDNA umgeschrieben. Der cDNA Gehalt wurde mit dem
ND1000 gemessen und die Konzentrationen entsprechend mit ddH,O angeglichen.
Alle PCRs wurden in Thermocyclern der Firma Biometra mit der GoTaq® Flexi DNA
Polymerase nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Die Hybridisierungstemperatur (X)
variierte je nach Oligonukleotidpaar. Alle Proben wurden anhand der Expression von
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GAPDH normiert. Als Positivkontrolle diente cDNA, die aus humaner fetaler Hirn-
RNA (Agilent Technologies/540157) synthetisiert wurde.

Die Reaktionskomponenten und Zyklenkonditionen waren wie folgt:

1x Reaktionsansatz:

Green GoTag® Flexi Puffer 1x 94°C 2min

dNTPs (10 mM) 0,4 mM 94°C 30s 30-36
Oligonukleotid-Mix (100 uM) 8,0 uM X°C 30s Zyklen
cDNA 6 ng 72°C 30s ]

GoTaq® DNA Polymerase 1,25 U 72°C 10 min

H,O ad 25 pl 4°C o0

Zur Darstellung der amplifizierten PCR-Produkte wurde die DNA Uber ein 1,5 %iges
(in 1 x TAE-Puffer + 1 ng/ml Ethidiumbromid) Agarosegel aufgetrennt und unter UV-
Licht detektiert.

50 x Tris-Acetat EDTA (TAE)-Puffer

2 M Tris, 50 mM EDTA pH 8,0, 1 M Eisessig

Reagenzien in H,O lI6sen bzw. mischen und bei RT lagern, fir Einfachkonzentrierung 1:50
mit H,O verdinnen.

0,5 M EDTA Loésung (fur 50 x TAE)
0,5 M EDTA in ddH,0O bei alkalischem pH (NaOH Plattchen) l16sen, pH-Wert mit 1 M HCI auf
8,0 einstellen, Volumen auf 1 | mit H,O aufgefllit.

2.5.6 Einzelnukleotid-Polymorphismus Analyse

FUr die SNP-Analyse wurde die genomische DNA wie in Punkt 2.5.3 beschrieben
isoliert. Der Elutionsschritt wurde anstatt mit dem zur Verfigung gestellten Puffer mit
TE-4-Puffer durchgefuhrt. Anschlielend wurde der DNA-Gehalt mit Hilfe des ND-
1000 gemessen und die Konzentration der DNA auf 60 ng/ul eingestellt. Die SNP-
Analyse wurde am Institut fir Humangenetik der Universitat Bonn durchgefuhrt. Die
genomische DNA wurde fragmentiert und an sequenzspezifische Oligomere, die an
Beads an einem HumanCytoSNP-12 DNA Analysis BeadChip von lllumina®
gebunden waren, hybridisiert. Die Datenanalyse erfolgte mit Hilfe der von lllumina®
bereitgestellten Software BeadStudio und GenomeStudio.

TE-4-Puffer
10 mM Tris base, 0,1 mM EDTA
Reagenzien in H,O 16sen, pH-Wert auf 8,0 einstellen, bei 4 °C lagern.

2.5.7 Sequenzierung der Mutationen im ARSA-Gen

Die Mutationen im ARSA-Gen der MLD-Patienten, die vom Coriell Institute for
Medical Research (USA) erhalten wurden, waren nicht bekannt. Sie wurden wie folgt
ermittelt:

Das ARSA-Gen liegt auf Chromosom 22 (22913.33) und beinhaltet 8 Exons
(Kreysing et al, 1990). Aufgrund der Grolie von 3 kb der kodierenden Region wurden
zunachst funf Oligonukleotidpaare, die die gesamte Sequenz, einschliel3lich Stop-
und Start-Codon sowie Exons und Introns abdecken, konstruiert (Quelle:
NG_009260.2, NCBI; Kreysing et al, 1990). Die Oligonukleotidpaare wurden unter
bestimmten Bedingungen generiert. Das 5°- und 3°-Ende sollte mit der Base C oder
G beginnen bzw. enden, wobei das 3-Ende nicht mehr als drei Basen der Base C
bzw. G beinhalten sollte. Die Lange eines Oligonukleotids sollte zwischen 18 und
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22 bp liegen und die Hybridisierungstemperatur zwischen 52 und 58 °C, wobei die
Temperaturen zwischen den beiden Oligonukleotidpaaren nicht mehr als 2 °C
voneinander abweichen sollten. Ein weiteres Kriterium war der Gehalt an GCs, der
zwischen 40 und 60 % liegen sollte. Die Lage der Oligonukleotide eines Paares in
der Gensequenz sollte so gewahlt werden, dass sie mindestens 500 bp auseinander
liegen. Wenn Oligonukleotidpaare mit Hilfe dieser Kriterien im ARSA-Gen ermittelt
worden waren, wurden sie zusatzlich auf zweifache Basenwiederholungen und lange
Reihe an einzelnen Basen uberprift, wobei beides ein Ausschlusskriterium darstellte.
Um die Oligonukleotide zu erstellen, wurden verschiedene Programme, wie ApE,
Primer BLAST (NCBI) und Oligonucleotide Properties Calculator verwendet. Unter
Berucksichtigung der genannten Kriterien ergaben sich folgende Oligonukleotidpaare
fur die Sequenzierung des gesamten ARSA-Gens:

Hybridisierungs- Produkt-

Name Sequenz temperatur grofe

5"- AGAGCCTGCTGGAGCCAAGTAG-3’ 0
ARSAT | 5 GTGGTTCCTACCTGGTCGTG-3' 60"C 680 bp

5"-CTCTACCACTCCCAACCTGGAC-3’ :
ARSA 2 | 5 CTGAACTGAGGGTAGTGGGTGTG-3" °8°C 908 bp

5-CAGTGCTAACTCCAGTCTTTGC-3 .
ARSA 3 | o AAGGTGACATTGGGCAGTGG-3" 60 °C 820 bp

5-GGTCTCTTGCGGTGTGGAAAGG-3 :
ARSA4 | 5 CAGGTTGTAGTTCTCACCAGGGTC-3 62°C 896 bp

5-CCTCGGCAGTCTCTCTTCTTC-3' .
ARSA S | o TCAAATCCCAGCCCAACCTC-3 60 °C 816 bp

Um die Mutation der einzelnen Patienten im ARSA-Gen zu Uberprufen, wurde aus
den Hautfibroblasten die genomische DNA wie in Punkt 2.5.3 isoliert und
anschlie3end unter folgenden Bedingungen mit den Oligonukleotidpaaren ARSA 1-5
mittels PCR amplifiziert. Die Reaktionskomponenten und Zyklenkonditionen waren
wie folgt:

1x Reaktionsansatz:

LongAmp® Puffer 5x 94°C 30s

dNTPs (10 mM) 0,3 mM 94°C 20s
Oligonukleotid-Mix (100 uM) 8 uM 60°C 35s 34 Zyklen
DNA (100 ng/pl) 100 ng 65°C 2min

LongAmp® Taq 1l 65°C 10 min

H.O Ad 25 pl 4°C

In Abb. 9 ist beispielhaft das Ergebnis einer PCR einer Patientenlinie dargestellt.
HierfUr wurden jeweils 1/5 der entstandenen PCR-Amplifikate verwendet und mit
10 x Agarosegel Probenpuffer versetzt. Alle Banden der funf Amplifikate liefen auf
der richtigen Hohe (Abb. 9). Im nachsten Schritt wurden die Ubriggebliebenen 4/5 der
PCR-Amplifikate mittels DNA Clean & Concentrator’-5 Kit aufgereinigt und in
mindestens 10 ul DNA Waschpuffer eluiert.
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1000 bp
700 bp

500 bp

Abb. 9: PCR-Amplifikate der Oligonukleotide ARSA 1-5.

Die PCR wurde beispielhaft an der genomischen DNA des Patienten liMLD-4 dargestellt. Anhand der
Basenpaarlange und dem Vergleich mit der 1 kb DNA-Leiter kann festgestellt werden, ob die
Oligonukleotide die richtigen DNA-Fragmente erkannt haben. Oligonukleotidpaar ARSA 1 bildet ein
680 bp grofles Amplifikat, ARSA 2 ein 908 bp, ARSA 3 ein 820 bp, ARSA 4 ein 896 bp und ARSA 5
ein 816 bp.

Fur die abschliellende Sequenzierung (durchgefuhrt von Seqlab) wurde das
aufgereinigte PCR-Produkt wie folgt eingesetzt:

Ansatz pro Oligonukleotid:

Tris-HCI 0,1 M, pH 8,4 0,7 ul
Oligonukleotid (100 uyM) 1ul
DNA (200-300 ng) 4 ul
H.O 1,3 pl

Die Ergebnisse der Sequenzanalyse wurden mit Hilfe der Lasergene 11 Software
von DNAstar® fiir jede Patientenlinie einzeln zusammengefigt. Es wurden
kodierende und nicht-kodierende Sequenzen ab dem Start- bis zum Stopcodon
berucksichtigt. Unter Verwendung eines Nukleotid BLAST Programms (NCBI) und
dem Vergleich zur wildtypischen humanen ARSA-Sequenz konnten so
Veranderungen in der Basensequenz festgestellt werden und vor allem Mutationen
an Schnittstellen von Exons und Introns aufgedeckt werden. Zur weiteren
Identifizierung von Mutationen, die zu einem Aminosaureaustausch fuhrten, wurden
die Sequenzen der Patientenlinien unter ausschlieBlicher Berlcksichtigung der
kodierenden Sequenzen mit Hilfe des EMBOSS Transeq Tool (EMBL-EBI) in die
entsprechenden Aminosaure- bzw. Proteinsequenz umgewandelt. Der Vergleich zur
wildtypischen humanen ARSA-Proteinsequenz mittels eines Protein BLAST
Programms (NCBI) konnte Austausch, Deletion und Duplikation von Aminosauren
aufdecken. Wenn alle Mutationen der Patientenlinie bekannt waren, wurden die
Sequenzen erneut in der Lasergene 11 Software auf Homo- bzw. Heterozygotie der
Mutationen Uberprift. Eine Mutation ist dann heterozygot, wenn die Kurve der Base
der Mutation im Elektropherogramm zwei Basen anzeigt. Eine der Basen sollte der
wildtypischen Sequenz entsprechen. Zusatzlich wurden die aufgedeckten Mutationen
mit Datenbanken fur bereits bekannte Mutationen im ARSA-Gen abgeglichen
(ARSA-Datenbank, 2016, The Human Gene Mutation Database ARSA, 2016).

0,1 M Tris/HCI Puffer pH 8,4
0,1 M Tris base in H,0 l6sen, pH-Wert mit 1 M HCI auf 8,4 einstellen, Volumen entsprechend
mit H,O aufflllen, bei RT lagern
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2.5.8 Bestimmung der ARSA-Enzymaktivitat

Die Proteinisolation der Zellen erfolgte wie in Punkt 2.5.4 beschrieben. Das Protokoll
zur Bestimmung der ARSA-Enzymaktivitdt wurde von Prof. Gieselmann (Institut far
Biochemie und Molekularbiologie, Universitat Bonn) zur Verfligung gestellt und in
dieser Arbeit entsprechend angepasst und optimiert. Um die ARSA-Aktivitat zu
messen, wurden 96-Well-Platten (Corning® #3599) verwendet. Die Proteinlysate
wurden in Duplikaten auf Eis auftragen, und es wurden 10 ul Proteinldsung pro
Ansatz eingesetzt. Als Leerwert diente der TN-101-Puffer. Mit einer Multipipette
wurden 100 pl/Ansatz des ARSA-Substrats 4-Nitrocatechol sulfate dipotassium salt
(PNCS) hinzugefugt und das 96-Well im Anschluss bei 37 °C fur 60 min inkubiert.
Anschlieend wurde die Substratumsetzung mit 100 pl/Ansatz 1 M NaOH gestoppt.
Die Messung der Absorption erfolgte in einem Spektrophotometer bei 515 nm. Bei
niedrigen bzw. hohen Enzymaktivitadten wurden die Volumina bzw. Inkubationszeiten
entsprechend variiert. Zur Berechnung der Enzymaktivitat wurde der Leerwert
abgezogen und folgende Gleichung angewendet:

_ | V x 10° x 1000 o
A (mU/ml) = X ODS515nm
I X €EXdXwv

A: Enzymaktivitat in mU/ml

V: Gesamtvolumen in ml

10°% Faktor zur Umrechnung von mol in €
(mol/I" x min™") auf ymol in U (umol/min)

1000: Faktor zur Umrechnung in mU

t: Inkubationszeit in min

£: Extinkionskoeffizient in (mol/I”" x min™), fir
ARSA 12,4 x 10°

d: Schichtdicke in cm; bei 96-Well Platte Corning
und 10 pl Proteinlésung: 0,6325

V: Volumen der Proteinldsung, standardmaRig
10 pl

OD515nm: Absorption bzw. optische Dichte bei 515 nm
abzuglich des Leerwertes

Um die gesamte Enzymaktivitat (Ages) in mU/mg zu bestimmen, wurde die
Enzymaktivitat auf die Gesamtproteinmenge wie folgt bezogen:

A (mU/ml)

A, (mU/mg) = . |
Protein (mg/ml)

0,5 M Na-Acetat Puffer pH 5 1 M NaOH

0,5 M Na-Acetat wurden in ddH,0 geldst, 1 M NaOH in ddH,O losen.

der pH auf 5,0 eingestellt und mit ddH,O

aufgefullt. ARSA-Substrat

1xTBSpH7,0 10 mM pNCS und 10 % (w/v) NaCl in

10 mM Tris base 0,5 M Na-Acetat Puffer (pH 5,0) I6sen,
150 mM NaCl aliquotieren und lichtgeschitzt bei -20 °C
in ddH,0 l6sen, pH-Wert mit 1 M HCI auf lagern.

7,0 einstellen und bei 4 °C lagern.
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2.5.9 Immunzytochemische Farbungen

Alle immunzytochemischen Analysen wurden, wenn nicht anders erwahnt, bei RT
durchgefuhrt, und zwischen den einzelnen Inkubationsschritten wurden die Zellen 3 x
fur je 10 min mit PBS gewaschen. Zu Beginn wurden die lebenden Zellen zuerst mit
PBS gewaschen, bevor sie in 4 % Paraformaldehyd fir 15 min fixiert wurden. Bei
Verwendung von Antikorpern, die an ein intrazellulares Epitop binden, wurden zuerst
die Zellmembranen fir 10 min permeabilisiert. AnschlieRend wurden bei allen
Farbungen die unspezifischen Bindungsstellen fur 30 min mit einer Blocklésung
abgesattigt. Nachfolgend wurde der Primarantikorper in Blockldsung verdunnt fur
mindestens 2 h (bei RT) bis U. N. (bei 4 °C) inkubiert. Der Sekundarantikorper wurde
ebenfalls in Blocklosung fir 1 h inkubiert. Zellkerne wurden flr 1 min mit DAPI
(1:10.000 in PBS) angefarbt und die Zellen schliel3lich mit Mowiol unter einem
Deckglaschen eingedeckelt.

4 % Paraformaldehydlésung Mowiol

4 % Paraformaldehyd zusammen mit 3-4 2,4 g Mowiol 4-88, 6 g Glycerol (ca.
NaOH-Plattchen in 500 ml PBS auf einem 4,8 ml), 6 ml H,O. Reagenzien 2 h auf
Magnetrihrer I6sen, pH-Wert auf 7,4 mit Magnetrihrer mischen, dann 0,2 M Tris
1 M HCI einstellen, Lésung durch pH 8,5 hinzufiigen und U. N. auf
Filterpapier filtrieren, aliquotieren und bei Magnetrihrer mischen, bei 5000 x g
-20 °C lagern. 15 min zentrifugieren, Uberstand
PBS/Azid abnehmen und mit 0,1 % (w/v) DABCO

0,5 g Natrium-Azid (0,1 %) in 500 ml PBS versetzen, mischen, aliquotieren und bei

l6sen und bei RT lagern. -20 °C lagern.
i 0,2 M Tris/HCI Puffer pH 8,5
Blocklésung ’ . ; oy .
o o . . 0,2 M Tris base in H,0 I6sen, pH-Wert mit
5 % NGS bzw. 1 % BSA in PBS/Azid 1 M HCI auf 8,5 einstellen, Volumen
Permeabilisierungslosung entsprechend mit H,O auffiillen, bei RT
0,1 % Triton X-100 in PBS/Azid. lagern.

2.5.10 Transplantationen und Gewebeaufarbeitung

Alle Tierversuche wurden nach den Richtlinien der Universitat Bonn sowie des
Tierschutzgesetzes des Landes Nordrhein-Westfalen  durchgefuhrt.  Die
Teratomtransplantationen sind im Tierversuchsantrag “Transplantation humaner
pluripotenter Stammzellen in Labornagetieren” vom Landesamt fur Natur, Umwelt
und Verbraucherschutz unter dem Aktenzeichen 8.87-50.10.37.09.290 genehmigt.
Alle weiteren durchgefuhrten Tierversuche sind im  Tierversuchsantrag
»1ransplantation iPS-Zell-abgeleiteter neuraler und glialer Vorlauferzellen in das
Nervensystem Arylsulfatase A-defizienter Mause (MLD Transplantate)® (Akten-
zeichen 84-02.04.2013.A247) genehmigt. Die Tierhaltung und -pflege erfolgte nach
Standards des Hauses fur Experimentelle Therapie des Universitatsklinikums Bonn.

Teratomanalyse

Die Bildung von Teratomen diente der Uberpriifung der pluripotenten Eigenschaften
der hiPSCs invivo. Teratome sind Tumore, die Derivate aller drei Keimblatter
beinhalten kénnen. Es wurden RagZ"'-Méuse (immundefizient) verwendet, um eine
mogliche AbstoRung der humanen Zellen in vivo zu verhindern. Zuerst wurden die
hiPSCs so lange kultiviert bis sie gro3e und andifferenzierte Kolonien gebildet hatten.
Eine komplette 6-Well Zellkulturplatte einer Linie wurde mittels Kollagenase Typ IV
wie in Punkt 2.4.6 beschrieben abgeldst und bei 4 °C und 130 x g fur 3 min abgesetzt.
AnschlieRend wurden die intakten Kolonien in 500 yl PBS aufgenommen und die
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Lésung in einen Hoden einer Rag2”-Maus injiziert. Nach 6-8 Wochen wurden die
Teratome prapariert und in 4 % Paraformaldehydldsung fixiert. AnschlieRend wurden
sie in Paraffin eingebettet, geschnitten und mittels Hamalaun-Eosin(HE)-Farbung
angefarbt (durchgefihrt von Prof. Torsten Pietsch, Diagnostiklabor, Institut fur
Neuropathologie, Universitat Bonn).

Genotypisierung der Mausstamme

Um den transgenen Phanotyp eines Mausstammes zu bestimmen, wurde die
genomische DNA der Tiere aus Schwanzspitzen unter der Verwendung des
REDEXxtract-N-Amp Tissue PCR Kits gemaly Herstellerangaben isoliert. Die DNA-
Lésung wurde im weiteren Verlauf in entsprechenden PCR-Reaktionen eingesetzt.
Um den Arsa”-Phanotyp zu iberpriifen, wurden je 0,75 ul der DNA-Lésung als
Vorlage fur die PCR eingesetzt. Mit Hilfe des REDExtract-N-Amp PCR Reaction Mix
und zwei Paaren von Oligonukleotiden konnten sowohl ein endogenes Kontroll-
Produkt von 480 bp Grolde (sense/anti) als auch ein DNA-Fragment der Mutation von
1100 bp Grdle (anti/neo) amplifiziert werden.

ARSAgense: 5-TAGGGTGGAAGTTACCCTAGA-3’
ARSA i 5-TGACCCAGGCCTTGTTCCCAT-3"
ARSAco: 5 -GGAGAGGCTATTCGGCTATGAC-3"

Die Reaktionskomponenten und Zyklenkonditionen der Arsa”-PCR sind wie folgt:

Reaktionsansatz:

REDTaq Mix 10 pl 94 °C 3 min
ARSAsense/anti/neo (100 uM) 0,75 pl 94 °C 30s
DNA-Ldsung 0,75 pl 56 °C 30s 31 Zyklen
H,0 8,5 ul 72 °C Tmin

72 °C 3 min

4°C o0

Die PCR-Produkte wurden in einem 1,5 %igem Agarosegel (in 1 x TAE Puffer +
1 ng/ml Ethidiumbromid) mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und unter UV-Licht
detektiert. Zur Grélenkontrolle wird ein 100 bp DNA-Leiter verwendet. Proben von
Wildtyp-Tieren zeigten das 480 bp groRe Kontrollfragment, wahrend Proben von
homozygoten Arsa’-Méausen ein 1100 bp groRes Fragment zeigten. PCR-Produkte
von heterozygoten Tieren wiesen beide Fragmente auf.

Der transgene Shiverer-Phanotyp wurde gemal den Anleitungen von Jackson
Laboratory bestimmt. Hierfir wurden je 2 ul der DNA-L6sung als Vorlage fur die PCR
genutzt, in der mittels Taq DNA Polymerase und zwei Oligonukleotidpaaren sowohl
ein endogenes Kontroll-Produkt von 200 bp Grofle (IMR0015/0016) als auch ein
DNA Fragment der Mutation von 308 bp GroRe (IMR0968/0969) amplifiziert werden
konnten.

IMR0015: 5-CAAATGTTGCTTGTCTGGTG-3°
IMR0016: 5-GTCAGTCGAGTGCACAGTTT-3"
IMR0968: 5'-ACCGTCCTGAGACCATTGTC-3"
IMR0969: 5-GTGCTTATCTAGTGTATGCCTGTG-3"
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Die Reaktionskomponenten und Zyklenkonditionen der Shiverer-PCR waren wie folgt:

Reaktionsansatz:

PCR Puffer 0,8 x 94 °C 3 min

MgCI2 2 mM 94 °C 30s

dNTPs 0,2 mM 60 °C 1 min 35 Zyklen
IMR0O015 0,667 uM 72 °C 1min

IMR0O0O16 0,667 uM 72 °C 2 min

IMR0968 1uM 4°C o0

IMR0969 1 uM

Tag DNA Polymerase 0,025 U/ul

H,O ad 12 ul

Auch hier wurden die PCR-Produkte mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und unter
UV-Licht detektiert. Das 200 bp grof3e Kontrollfragment wurde in Proben von Wildtyp-
Tieren angezeigt, wahrend Proben von homo- und heterozygoten Tieren ein 308 bp
groRes Fragment aufwiesen. Homozygote Tiere konnten nur phanotypisch
identifiziert werden. Bereits nach 2 Wochen entwickelten die Tiere einen Tremor, der
durch Zittern der Hinterbeine deutlich zu erkennen war.

10 x Agarosegel Probenpuffer

250 mg Bromphenol Blau, 250 mg Xylene Cyanol

in 33 ml 150 mM Tris/HCI pH 7,6 16sen und 60 ml Glycerol und 7 ml ddH,O hinzufigen und
bei RT lagern.

150 mM Tris/HCI Puffer pH 7,6
150 mM Tris base in H,O l6sen, pH-Wert mit 1M HCI auf 7,6 einstellen, Volumen
entsprechend mit H,O auffillen und bei RT lagern.

Neonatale Transplantation und Gewebeaufarbeitung

RGL-NPCs wurden mittels TE und Tl von den Schalen gel6st, gezahlt und in PBS mit
0,1 % BSA und 20 pg/ml DNase auf 50.000 Zellen/ul konzentriert. Arsa’/Rag2”- bzw.
Arsa”/Shi/Rag2”-Mause wurden 1-2 Tage nach der Geburt fiir die Transplantationen
herangezogen. Die Tiere wurden durch Hypothermie (2 min in Eis) anasthesiert. In
jede Hemisphare wurde je 1 pl der Zellsuspension mit einer gezogenen Glaskapillare
transplantiert (100.000 Zellen/Tier). Die transplantierten Mause wurden bis zum
vollstandigen Erwachen bei 37 °C beobachtet und anschlieBend zum Muttertier
zurlckgesetzt. Im Alter von 3 Wochen wurden die Tiere abgesetzt und regelmaRig
kontrolliert.

Die transplantierten Arsa”/Rag2”-Mause wurden nach 2, 8 und 12 Wochen nach
Transplantation analysiert und Arsa’/Shi/Rag2”-Mause nach 8 Wochen. Letztere
haben keine hohen Lebenserwartungen und werden in der Regel nicht alter als
9 Wochen. Alle Mause wurden zu den entsprechenden Zeitpunkten durch eine
intraperitoneale Injektion von 0,9 mg Ketanest und 0,18 mg Rompun je 10g
Kdrpergewicht anasthesiert und mit 40 ml PBS, gefolgt von 45ml 4%
Paraformaldehydlésung transkardial perfundiert. Die Gehirne wurden entnommen,
U. N. in 4 % Paraformaldehydlésung postfixiert und anschlieRend bis zum Absinken
bei 4 °C in 30 % Saccharoseldsung inkubiert. Zur weiteren Aufarbeitung wurden die
kryoprotektierten Gehirne in Tissue-Tek® eingebettet und bei -80 °C eingefroren. Mit
einem Kryostaten wurden 20 um-dicke Schnitte auf Objekttragern angefertigt, die im
weiteren Verlauf histologisch analysiert wurden.
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4 % Paraformaldehydlésung

4 % Paraformaldehyd zusammen mit 3-4 NaOH-Platichen in 500 ml PBS auf einem
Magnetrihrer I6sen, pH-Wert auf 7,6 mit 1 M HCI einstellen, Lésung durch Filterpapier
filtrieren, aliquotieren und bei -20 °C lagern.

30 % Saccharoseldésung
150 g Saccharose in 400 ml PBS/Azid I6sen, anschlieend auf 500 ml aufflllen und bei RT
lagern.

2.5.11 Histologie

Alle histologischen Farbungen an Hirnschnitten wurden, wenn nicht anders erwahnt,
bei RT in einer Feuchtkammer durchgefuhrt. Zu Beginn wurden die eingefrorenen
Hirnschnitte fur 10 min aufgetaut und fur weitere 10 min mit PBS rehydriert.
Anschliel3end konnte mit der gewinschten Farbemethode begonnen werden.

Immunhistochemie

Nach Rehydrierung der Hirnschnitte wurden sie 1 x mit PBS gewaschen und die
Schnitte far 10 min mit 0,5 %iger Triton X-100-Lésung inkubiert. Nach zwei
Waschschritten mit PBS wurden alle unspezifischen Bindungsstellen 5 min mit einer
Blocking-Losung (Zytomed) abgedeckt. AnschlieBend wurden die Schnitte
mindestens 2 x mit PBS gewaschen. Der 1. Antikdrper wurde in 0,1 %iger Triton X-
100-Lésung verdunnt und 2 h (bei RT) oder 0. N. (bei 4 °C) inkubiert. Am nachsten
Tag wurden die Schnitte erneut 2 x mit PBS gewaschen. Die Inkubation mit dem
entsprechenden 2. Antikorper erfolgte auch in 0,1 %iger Triton X-100-L6sung flr 2 h.
Nach zweimaligem Waschen wurden die Zellkerne fur 2 min mit DAPI angefarbt.
Abschliefliend wurden die Schnitte wiederholt mit PBS gewaschen und schlieRlich mit
Mowiol unter einem Deckglaschen eingedeckelt.

0,1 %ige und 0,5 %ige Triton X-100-L6sung
0,1 % bzw. 0,5 % Triton-X 100 in PBS I6sen, bei RT lagern.

Immunohistochemischer Nachweis von Sulfatid

Sulfatid wurde unter der Verwendung des Sulph1-Antikdrpers (zur Verfugung gestellt
von Prof. Jan-Eric Mansson, Sahlgrenska University Hospital, Goteborg, Schweden;
Fredman et al, 1988) auf Gehirnschnitten nachgewiesen. Hierzu wurden die
Hirnschnitte nach Rehydrierung in 0,05 %iger Glycin-Losung fur 30 min behandelt.
Danach folgte fur 3-4 h eine Inkubation mit der BSA-Blockldsung |, bevor der primare
Sulph1-Antikérper in einer Verdunnung von 1:100 in BSA-Blocklésung Il bei 4 °C
U. N. inkubiert wurde. Am nachsten Tag wurden die Schnitte 3 x 10 min mit PBS
gewaschen und anschlie®end mit dem entsprechenden sekundaren Antikorper fur
3 h bei RT inkubiert. Nach einer 2-msinutigen DAPI-Kernfarbung wurden die Schnitte
erneut mehrfach gewaschen und schlie3lich mit Mowiol eingedeckelt. Zusatzlich zum
Sulph1 Antikdrper konnten auch andere Primarantikdrper mit dieser Farbemethode
eingesetzt werden.

0,05 %ige Glycin-L6sung BSA-Blockldsung | BSA-Blockldsung Il
0,05 % Glycin in PBS 0,05 % Tween-20 und 1 % 0,01 % Tween-20 und 1 %
BSA in PBS BSA in PBS
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Alcian Blau-Farbung

Mit der Alcian Blau-Farbung wurde histologisch die Akkumulation von Sulfatid
nachgewiesen (Wittke et al, 2004; Ramakrishnan et al, 2007). Die Farbung beruht
darauf, dass Alcian Blau sich an die negative Ladung des Sulfatids im Gewebe
bindet. Es ist wichtig, den pH-Wert von 5,7 genau einzuhalten.

Zuerst wurden die gefrorenen Hirnschnitte aufgetaut. Das PBS wurde abgenommen
und die Schnitte fur insgesamt 24 h mit Scott-Losung inkubiert, wobei die Lésung
mindestens 3 x gewechselt wurde. Nach 24 h wurden die Schnitte mit 0,025 %iger
Alcian Blau-Lésung fur 3-4 h angefarbt und im Anschluss fur weitere 24 h mehrmals
mit Scott-Losung gewaschen, um die unspezifische Hintergrundfarbung zu verringern.
Nach der Alcian Blau-Farbung wurden die Hirnschnitte mehrmals mit PBS
gewaschen und falls gewlnscht, die humanen Zellen mittels DAB-Farbung detektiert.
Hierfur wurden im ersten Schritt die endogenen Peroxidasen mittels 1 %iger H2Oo-
Lésung in ddH,O gehemmt. Die Schnitte wurden im Anschluss 2 x 5 min mit PBS
gewaschen und far 30 min mit 0,5 %iger Triton X-100-Lésung behandelt. Nach
einem erneuten zweimaligen Waschschritt wurden alle unspezifischen Bindungs-
stellen 5 min mit einer Blocking-Losung (Zytomed) abgedeckt und der Primar-
antikdrper Stem121™ fiir 1 h inkubiert. Nach wiederholtem Waschen wurden die
Schnitte fur 30 min mit einem HRP-gekoppelten Antikdrper (Zytomed) inkubiert. Die
Detektion mit DAB erfolgte nach zweimaligem Waschen und unter Verwendung des
DAB-Subtrate Kit High Contrast nach Herstellerangaben. Direkt im Anschluss
wurden die Schnitte fur 5 min in destillietem Wasser gewaschen und in PBS
Uberfuhrt. Nach einer Dehydrierung (Schwenken in 100 % EtOH, erneut 100 %
EtOH, Isopropanol, jew. 2 min in Xylol, erneut Xylol) wurden die Schnitte mit
Cytoseal™ XYL eingedeckelt.

2.5 M MgCl, Lésung 0,1 M Na-Acetat Puffer pH 5,7

2.5 M MgCl; x 6 H,0 (trocken gelagert) in 0,1 M Na-Acetat in entsprechendem
entsprechendem Volumen H,O Iésen und Volumen H,0 lésen, pH-Wert auf 5,7
sofort verwenden. einstellen und bei RT lagern.
Scott-Ldsung 0,025 %ige Alcian Blau Lésung

2,5 % Glutaraldehyd 0,025 % Alcian Blue 8GX in Scott-Losung
0,3 M MgCl, unter Verwendung eines Ultraschallbads
25 mM Na-Acetat Puffer pH 5,7 I6sen. Anschlieliend Ldsung filtrieren,

aliquotieren und bei -20 °C lagern.

2.6 Software

Software Hersteller Anwendung

A Plasmid Editor 2.0.39 M (ApE) Wayne Davis Sequenzanalyse

AxioVision 40 4.5.0.0 Carl Zeiss Aufnahmen ApoTome
AxioVision Rel. 4.6/8 Carl Zeiss Aufnahmen Axioskop 2/200M
EMBOSS Transeq Tool EMBL-EBI Sequenzanalyse

Excel 2008 Microsoft Auswertung

FlowJo 8.7 Tree Star Datenerfassung FACS® Calibur
GenomeStudie lllumina Auswerung SNP Daten
lllustrator CS3 Adobe Bildbearbeitung

Imaged 1.42q NIH Bildbearbeitung
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Software Hersteller Anwendung

LAS AF Leica gtlcl‘?éa&;geg Leica Live Cell
LAS V3.3.0 Leica Aufnahmen Leica DM IL LED
Lasergene 11 DNAstar® Sequenzanalyse

NanoDrop 1000 PEQLAB NanoDrop

Nukleotid BLAST NCBI Sequenzanalyse
Oligonucleotide Properties Northwestern Pri .

Calculator University rimer Design

Photoshop CS3 Adobe Bildbearbeitung

Primer Blast NCBI Primer Design

Prism6 Graphpad Statistik

Protein BLAST NCBI Sequenzanalyse

Quantity One 4.6.8 Biorad Datenerfassung GelDoc
SOFTmax Pro Molecular Devices | Datenerfassung ARSA-Assay
Word 2011 Microsoft Textbearbeitung
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3. Ergebnisse

3.1 MLD-spezifische Hautfibroblasten weisen distinkte Mutationen im
ARSA-Gen auf
Fur die Generierung von hiPSCs wurden Hautfibroblasten verwendet, die von
Spendern stammten, die an unterschiedlichen Formen der MLD erkrankt sind. Als
Kontrollen dienten Hautfibroblasten von nicht MLD-spezifischen Spendern (Control,
Ctrl), die auch in hiPSCs reprogrammiert wurden (siehe Tabelle 1).
Die Fibroblasten der Spenderin aMLD wurden von Prof. Volkmar Gieselmann (Institut
fur Biochemie und Molekularbiologie, Universitat Bonn) zur Verfigung gestellt. Die
Patientin leidet an der adulten Form der MLD (aMLD), die durch eine homozygote (-/-)
Mutation (p.P426L) im ARSA-Gen ausgelost wird (siehe Tabelle 1; Polten et al,
1991). Ein Basenaustausch von C zu T fuhrt in der Aminosauresequenz (p) an
Position 426 zu einem Austausch von Prolin (P) durch Leucin (L; Abb. 10). Das
verursacht eine Fehlfaltung im Protein, wodurch ARSA verfriht abgebaut wird. Die
Funktionalitat des Enzyms ist nicht beeintrachtigt. Ein geringer Anteil des Proteins
entgeht dem vorzeitigen Abbauprozess und gelangt ins Lysosom. Somit kann eine
Restenzymaktivitat von ARSA in aMLD-Patienten bestehen (von Figura et al, 1983;
von Bulow et al, 2002).

Tabelle 1: Uberblick der humanen Hautfibroblasten und deren Eigenschaften.

Beginn der Mutation/en ARSA-
Spender | Geschlecht | Alter MLD MLD-Form im ARSA-Gen | Aktivitit
aMLD w 14 > 16 Jahre adult p.P426L (-/-) niedrig
: - . IVS2 +1 (-/-); .
liMLD-2 m 3 < 2 Jahre spatinfantil p.W193C (-/-) keine
: . vy . IVS3 +1(+/-); .
liMLD-3 m 4 < 2 Jahre spatinfantil 0.P426L (+/-) keine
liMLD-4 m 5 < 2 Jahre spatinfantil p.P426L (-/-) keine
Ctrl-1 w 23 / / keine normal
Ctrl-2 w 28 / / keine normal
Ctrl-3* m 5 / / keine normal

*Geschwister

Alle weiteren MLD-spezifischen Spender leiden an der spatinfantiien Form der MLD
(fate infantile MLD; liIMLD-2, -3 und -4) und weisen keine ARSA-Enzymaktivitat auf
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(siehe Tabelle 1). Die durch die Mutationen ausgeldsten strukturellen Veranderungen
im Protein fuhren zu einem sofortigen proteasomalen Abbau der ARSA und kein
funktionelles Enzym erreicht das Lysosom (Poeppel et al, 2005, 2010). Die
Fibroblasten der liMLD-Patienten und die der Kontrolle Ctrl-3, wurden vom Coriell
Institute for Medical Research (USA) bezogen. Spender Ctrl-3, dessen Zellen in der
vorliegenden Arbeit als Hauptkontrolle dienten, ist verwandt mit Spender liIMLD-3
(angezeigt durch * in Tabelle 1). Da die MLD-verursachenden Mutationen der liIMLD-
spezifischen Spender im Vorfeld nicht bekannt waren, wurde das gesamte ARSA-

Gen dieser Fibroblasten sequenziert.

1 kb
0.W193C IVS7+20C>G
ATG 1386A>G l TGA
— = :
|vs2+1G>AI I 0.P426L
IVS3+1G>A 2059C>T

Abb. 10: Aufbau des humanen ARSA-Gens mit Kennzeichnung der MLD-
verursachenden Mutationen.

Der Aufbau des humanen ARSA-Gens ist schematisch dargestellt. Die Positionen der Mutationen sind
mit roten Pfeilen angezeigt. Die Polymorphismen sind kursiv geschrieben. (Exons: Balken; Introns:
Linien; kodierende Sequenz: schwarz; 5’ bzw. 3’ untranslatierte Region: weil}; Start-/Stopp-Codon:
ATG/TGA, N-Glycolisierungsmodifikationen: schwarze Dreiecke). Modifiziert nach Gieselmann et al,
1994.

Der Patient liIMLD-2 tragt eine homozygote Mutation an einer Schnittstelle zwischen
Exon 2 und Intron2 (Intervening Sequence 2, INS2; Abb. 10). Durch den
Basenaustausch von G zu A wird die eigentliche Schnittstelle um eine Stelle (+1)
verschoben (IVS2+1G>A; Polten et al, 1991; Zlotogora et al, 1994). Zusatzlich tritt
durch einen Basenaustausch in der ARSA-Gensequenz (842G>T) eine weitere
Veranderung in der Proteinstruktur an Position 193 auf. Die Aminosaure Tryptophan
(W) wird durch Cystein (C) ersetzt (p.W193C; Abb. 10). Diese Mutation wurde alleine
die adulte Form der MLD ausldsen (Polten et al, 1991; Ricketts et al, 1996).

Der Spender liMLD-3 tragt neben der p.P426L-Mutation in heterozygoter (+/-) Form
eine weitere heterozygote Mutation an einer Schnittstelle in Intron 3 (IVS3+1G>A,
Abb. 10). Diese wird mit der spatinfantiien MLD in Verbindung gebracht (Barth et al,
1995).

Patient liIMLD-4 leidet gemall den Informationen vom Coriell Institute for Medical
Research auch an der spatinfantiien Form der MLD (Coriell GM00197, 2016). Die
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Sequenzierung des ARSA-Gens ergab, dass dieser Spender die p.P426L-Mutation
(-/-) tragt (Abb. 10). Diese hat zwar einen Effekt auf die ARSA-Proteinstruktur, wird
aber eher mit einem milderen Phanotypen der MLD (aMLD) assoziiert (Polten et al,
1991). Zusatzlich besitzt der Patient noch drei weitere Mutationen (1386A>G,
2059C>T und IVS7+20; Abb. 10), bei denen es sich aber um bereits bekannte
Polymorphismen handelt (ARSA-Datenbank, 2016; Coulter-Mackie & Gagnier, 1997;
Gort et al, 1999).

3.2 MLD-spezifische Hautfibroblasten kénnen in iPSCs reprogrammiert
werden

Die Reprogrammierung der in Tabelle 1 aufgelisteten Hautfibroblasten wurde mit
Hilfe des CytoTune™-iPS Sendai Reprogramming Kit durchgefiihrt. Es basiert auf
der Reprogrammierung von somatischen Zellen unter der Verwendung nicht-
integrativer Sendaiviren (SeV; Fusaki et al, 2009). Die Viren kodieren fur die
Transkriptionsfaktoren c-MYC, KLF4, OCT-4 und SOX2. Die Hautfibroblasten (Abb.
11 A, D) wurden mit den beschriecbenen SeV infiziert. Die Generierung und
Validierung der hiPSC-Linien wird beispielhaft jeweils fur eine Kontrolllinie (Ctrl-3
#S12) und eine MLD-spezifische Linie (iIMLD-3 #S19) dargestellt.

Hautfibroblasten Infizierte Zellen iPSC-Kolonie
o
)
++
o
O
(@)}
%)
3+
%
m)
|
E N
= y N

Abb. 11: Reprogrammierung von Hautfibroblasten zu hiPSCs.

Die Hautfibroblasten von Kontroll- (Ctrl-3 #S12; A) und MLD-spezifischen (liMLD-3 #S19; D) Spendern
wurden unter der Verwendung des CytoTuneTM-iPS Sendai Reprogramming Kit mit nicht-integrativen
Sendaiviren infiziert. Nach 7 Tagen wurden die infizierten Zellen (B, E) auf Feeder-Zellen umgesetzt.
Die entstandenen hiPSCs formten runde, definierte Kolonien (C, F, gestrichelte Linien).
MaRstabsbalken: A-F: 100 um.

Die infizierten Zellen veranderten wenige Tage nach der Infektion ihre Morphologie,

von einer langlichen ellipsoiden zu einer kompakteren kugeligen Form, wobei viele

Zellen starben (Abb. 11 B, E). Nachdem die infizierten Zellen auf einen Rasen von
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Feeder-Zellen umgesetzt wurden, bildeten sich nach wenigen Wochen dicht
gepackte Kolonien. Diese wiesen morphologische Charakteristika von Stammzell-
kolonien auf. Die Feeder-Zellen sind fur den Erhalt der Pluripotenz von Stammzellen
wichtig, da sie die dafur notwendigen Faktoren in das Medium sezernieren (Lim &
Bodnar, 2002). Die neu entstandenen iPSC-Kolonien wurden mechanisch isoliert und
auf einen frischen Feeder-Rasen gesetzt. Dort formten die gewonnenen Zellen
rundlich abgegrenzte und kompakte Kolonien (Abb. 11 C, F). Fur jede Spenderlinie
wurden drei iPSC-Klone nach morphologischen Kriterien ausgewahlt und fur die

weitere Validierung herangezogen (Tabelle 2).

Tabelle 2: Uberblick der generierten hiPSC-Klone und deren Validierung sowie
Differenzierung in RGL-NPCs.

Linie | iPSCs V};:ﬁi?:rtlﬁl:g RGL-NPCs
aMLD v #S5, 15, 17 frei v v v v #S5, 15
liMLD-2 v #S1,4 frei v v v v #S1,4
liMLD-3 v #810,17,19 | frei v v v v #S810, 17,19
liIMLD-4 v #S81,4,6,12 | frei v v v v #S81,4, 6,12
Ctrl-1 v #S9, 10, 24 frei v v v v #S9, 10
Ctrl-2* v #8* frei v v v v #8*
Ctrl-3 v #31’12’ ", frei v v v v #81’13’ ",

Es ist dargestellt, welche Klone (#) von welcher Linie verwendet wurden, welche
Validierungsprozesse (weile Uberschriften) sie durchlaufen haben und aus welchen Linien
schlieBlich RGL-NPCs gewonnen wurden. Die iPSCs und RGL-NPCs der Linie Ctrl-2 wurden
von Julia Fischer (Institut fur Rekonstruktive Neurobiologie, Universitadt Bonn) generiert und
charakterisiert (gekennzeichnet mit *).

Im Rahmen der Validierung wurde zu Beginn Uberprift, ob die ausgewahlten iPSC-
Klone noch SeV enthalten. Die SeV sind nicht-integrativ. und werden nach
Entstehung der Stammzellkolonien nach einigen Passagen aus den Zellen
ausgeschleust. AuRerdem kdnnen sie sich im Zytoplasma der Zellen nicht replizieren,
da sie durch die Deletion des F-Gens keine infektiosen Partikel bilden konnen.
Anhand einer RT-PCR und entsprechenden Oligonukleotiden, die das SeV-

Transkript erkennen, konnte Uberprift werden, ob in den Zellen noch SeV existieren.
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Zusatzlich konnte die Expression des membranstdndigen Hamagglutinin-
Neuraminidase (HN)-Proteins Aufschluss Uber die Existenz der Viren in den Zellen
geben. HN befindet sich nur auf der Zelloberflache, wenn die Zellen noch Viren
enthalten. In Kontroll- und MLD-spezifischen hiPSCs konnten nach wenigen
Passagen (P) im Vergleich zu den frisch infizierten Zellen (1 Tag nach Infektion)
sowohl auf Transkript- als auch auf Proteinebene keine SeV mehr nachgewiesen
werden (Abb. 12 A-D).

SeV PCR Infizierte Zellen Tag 1 Ctrl-3 #S12 P5 lIMLD-3 #S19 P6

Abb. 12: Nachweis der Sendaiviren in den generierten iPSCs.

Anhand einer RT-PCR mit spezifischen SeV-Oligonukleotiden (A) und einer immunzytochemischen
Anfarbung des Hamagglutinin-Neuraminidase(HN)-Proteins (B-D) konnten im Vergleich zu den frisch
infizierten Zellen (Tag 1; A, B) in den entstandenen hiPSCs keine SeV detektiert werden. In der
isolierten RNA von Kontroll- (Ctrl-3 #S12; Passage (P) 5) und MLD-spezifischen (liMLD-3 #S19; P 6)
hiPSCs konnte mit Hilfe einer RT-PCR keine SeV-RNA nachgewiesen werden (A). Beide hiPSC-
Klone zeigten auf der Zelloberflache keine HN-Expression mehr (C, D). A: Der Nachweis des GAPDH-
Transkripts diente als Ladekontrolle. B-D: Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt. MaRstabsbalken:
100 um.

Die Pluripotenz ist eine wichtige Eigenschaft von ESCs und iPSCs und kann anhand
der Expression von verschiedenen humanen pluripotenzassoziierten Zelloberflachen-
markern nachgewiesen werden. Die hiPSC-Kolonien von MLD-spezifischen und
Kontrollspendern zeigten eine positive Immunfarbung far Tra-1-60, Tra-1-81 und
SSEA-4 (Abb. 13 A-C, E-G). Zusatzlich wurden diese Ergebnisse durch eine positive
Anfarbung fur die Alkalische Phosphatase (AP) untermauert (Abb. 13 D, H). AP wird

auch von undifferenzierten pluripotenten Stammzellen exprimiert.
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Tra-1-60 Tra-1-81 SSEA4 AP
G

Abb. 13: Expression pluripotenzassoziierter Proteine in hiPSCs.
Die generierten Kontroll- (Ctrl-3 #512) und MLD-spezifischen (liMLD-3 #S19) hiPSCs exprimierten
neben den pluripotenzassoziierten Oberflachenantigenen Tra-1-60, Tra-1-81 und SSEA-4 (A-C; E-G)

auch die Alkalische Phosphatase (AP; D, H). Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt (A-C, E-G).
MaRstabsbalken: 100 um.

Ctrl-3 #S12

[IMLD-3 #S19

Weiterhin konnte die Pluripotenz durch eine ungerichtete Differenzierung der
generierten hiPSCs in die Zellen der drei Keimblatter Endoderm, Mesoderm und
Ektoderm in vitro und in vivo Uberprift werden. In vitro wurden aus den hiPSCs EBs
generiert, die nach Plattieren, Differenzieren und Auswachsen von Zellen hinsichtlich
ihrer Differenzierung in die verschiedenen Keimblattderivate analysiert wurden. Zur
Identifizierung von meso-, endo- und ektodermalen Zelltypen wurden die Marker
smooth muscle actin (SMA), alpha-fetoprotein (AFP) bzw. Blll-tubulin (TUBB3)
herangezogen und konnten sowohl in den Kontroll- als auch in MLD-spezifischen
Linien detektiert werden (Abb. 14 A-C, G-I).

Fir den invivo-Nachweis wurden die hiPSCs jeweils in einen Hoden von
immundefizienten Mausen injiziert. 6-8 Wochen spater hatten sich Teratome geformt,
die hinsichtlich der Differenzierung in die verschiedenen Keimblatter untersucht
wurden. Nach einer HE-Farbung (Prof. Torsten Pietsch, Institut fir Neuropathologie,
Universitat Bonn) konnten in allen Uberpriften und aus hiPSCs entstandenen
Teratomen Derivate der Keimblatter, wie Knorpel (Mesoderm, Abb. 14 D, J),
Drisengewebe (Endoderm, Abb. 14 E, K) oder Pigmentepithel (Ektoderm, Abb. 14 F,

L) morphologisch nachgewiesen werden.
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Abb. 14: In vitro- und in vivo-Keimblattdifferenzierung der hiPSCs.

Die generierten Kontroll- (Ctrl-3 #S12) und MLD-spezifischen (liMLD-3 #S19) hiPSCs konnten in vitro
Uber die ungerichtete Differenzierung von plattierten EBs in Zellen aller drei Keimblatter differenziert
werden, in Mesoderm (SMA; A, G), Endoderm (AFP; B, H) und Ektoderm (TUBB3; C, I). In
Teratomanalysen in immundefizienten M&usen konnte in vivo die Differenzierung in die verschiedenen
Keimblattderivate, wie Knorpelgewebe (Mesoderm; D, J), Drisengewebe (Endoderm; E, K) und
pigmentiertes Epithel (Ektoderm; F, L) anhand einer HE-Farbung nachgewiesen werden. Zellkerne
wurden mit DAPI angefarbt (A-C, G-l). Mastabsbalken: A-C, G-I: 50 ym; D-F, J-L: 100 ym.

Die genomische Integritat der generierten hiPSC-Klone wurde mit Hilfe einer SNP-
Analyse Uberprift. Hierfir wurde die genomische DNA der hiPSCs isoliert und mittels
hochauflosender SNP-Microarrays analysiert. Mit dieser Methode konnten die
Frequenzen einzelner Allele quantitativ bestimmt und Abweichungen der Anzahl der
Kopien eines bestimmten DNA-Abschnittes innerhalb des Genoms, wie Deletionen
oder Duplikationen, festgestellt werden. In den ausgewahlten hiPSC-Klonen von
Kontroll- und MLD-spezifischen Spendern konnten im Vergleich zu den
entsprechenden Fibroblastenlinien keine neuen genetischen Aberrationen detektiert
werden (Abb. 15).
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Abb. 15: Genomische Integritét der hiPSCs.

Die genomische Integritdt wurde mir Hilfe einer SNP-Analyse Uberprift. Flir jedes einzelne
Chromosom der ausgewahlten Patienten sind die B-Allelfrequenz (B Allele Freq; oben), die den
Genotyp anzeigt, und der LogR ratio, der Aufschluss Uber den DNA-Gehalt gibt (unten), dargestellt.
Durch die Reprogrammierung sind in den hier beispielhaft gezeigten Kontroll- (Ctrl-3 #S12) und MLD-
spezifischen (IMLD-3 #S19) hiPSCs keine weiteren genetischen Aberrationen aufgetreten.

3.3 MLD-spezifische iPSCs konnen unter definierten Medienbedingungen
in RGL-NPCs differenziert werden
Die neurale Differenzierung von Kontroll- und MLD-spezifischen hiPSCs in RGL-
NPCs erfolgte anhand eines an humanen ESCs etablierten Protokolls (Gorris et al,
2015). In diesem EB-basierten Protokoll wurden die hiPSCs Uber einen Zeitraum von
4 Wochen unter schrittweiser Reduktion von ATRA zunachst neuralisiert und im
weiteren Verlauf zu RGL-NPCs differenziert und angereichert. Zu Beginn wurden die
hiPSC-Kolonien (Abb. 16 A) abgeldst und in Suspension gebracht, um die Bildung
der EBs zu initiieren (Abb. 16 B). Die Medienbedingungen waren so gewahlt, dass
die Entstehung neuraler und insbesondere glialer Zellen begunstigt und die
Differenzierung in Zellen anderer Keimblatter unterdrickt wurde. Die EBs wurden
einer hohen Konzentration an ATRA ausgesetzt, die im Verlauf des Differenzierungs-
protokolls von 4 Wochen reduziert wurde. Schliel3lich wurden die EBs plattiert. Sie

enthielten sowohl proliferierende als auch ausdifferenzierte Zellen. Um die
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Proliferation der auswachsenden Zellen zu stimulieren, wurden sie unter Zusatz der
Wachstumsfaktoren epidermal growth factor (EGF), FGF-2 und dem Schilddrisen-
hormon T3 kultiviert. Die aus den plattierten EBs auswachsenden Zellen bildeten
eine heterogene Kultur unterschiedlicher Zelltypen, zwischen denen Zellen mit

bipolarer, neuraler Morphologie beobachtet werden konnten (Abb. 16 C).

hiPSC-Kolonie schwimmende EBs plattierter EB RGL-NPCs

I

Abb. 16: Neurale Differenzierung von hiPSCs in RGL-NPCs.

Die neurale Differenzierung von hiPSCs in RGL-NPCs wird beispielhaft dargestellt. Die runden,
abgegrenzten hiPSC-Kolonien (A; gestrichelte Linie) wurden in Suspension gebracht und formten
schwimmende EBs (B). Diese wurden iiber 4 Wochen Faktoren ausgesetzt, die eine neurale und
gliale Differenzierung der Zellen beglnstigten. AnschlieBend wurden sie plattiert und die
auswachsenden Zellen (C) mittels FACS zu bipolaren RGL-NPCs (D) angereichert. MaRstabsbalken:
A, C-D: 100 ym; B: 200 ym.

Aufgrund der starken Heterogenitat der auswachsenden Zellen wurden die RGL-
NPCs mittels FACS und einem Antikorper, der den neuralen Stammzellmarker
CD133 erkennt, angereichert. Die isolierten RGL-NPCs bildeten eine adharente und
homogene Zellpopulation, die stabil unter dem Einfluss von EGF und FGF-2
proliferierte. In Tabelle 2 ist aufgefuhrt, aus welchen hiPSC-Klonen erfolgreich RGL-
NPCs gewonnen werden konnten. Im weiteren Verlauf wurden die generierten RGL-
NPCs anhand von typischen neuralen Stammzell- und radialen Gliazellmarkern
charakterisiert. Die Ergebnisse werden beispielhaft an zwei Kontroll- (Ctrl-3 #S1/8)
und an mehreren MLD-spezifischen Linien (aMLD #S15, lIMLD-2 #S4, liMLD-3
#S510/19) dargestellt. Alle generierten RGL-NPC-Linien zeigten eine typische bipolare
Zellmorphologie (Abb. 17 A1-F1).
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Abb. 17: Expressionsprofil der RGL-NPCs auf Proteinebene.

Die Kontroll- (Ctrl-3 #S1/8) und MLD-spezifischen (aMLD #S15, [IMLD-2 #S4, [iIMLD-3 #S10/19) RGL-
NPCs wiesen eine bipolare Morphologie auf (A1-F1). Sie exprimierten neurale Stammzellmarker, wie
CD133, Nestin (NES), SOX2 und SOX9 (A2-F4) und den radialen Gliazellmarker Vimentin (VIM; A5-
F5) sowie PDGFRa, einen frihen Oligodendrozytenmarker (A6-F6). Zellkerne wurden mit DAPI
angefarbt. MaRRstabsbalken: A1-F1: 100 ym; A2-F6: 50 pm.

| PDGFRa |

Die Proteinexpression wurde mittels immunzytochemischer Analysen Uberprift. Die
generierten Kontroll- und MLD-spezifischen RGL-NPC-Linien exprimierten neben
CD133 auch weitere typische neurale Stammzellmarker, wie Nestin (NES), SOX2
und SOX9 (Abb. 17 A2-F4). Zusatzlich konnte die Expression des radialen
Gliazellmarkers Vimentin (VIM) und des frihen OPC-Markers PDGFRa in allen
Linien detektiert werden (Abb. 17 A5-F6).

Die Ergebnisse der immunzytochemischen Analysen konnten auf Transkriptions-
ebene mit einer semiquantitativen RT-PCR bestatigt werden (Abb. 18). Der neurale
Stammzellcharakter der generierten RGL-NPC-Linien wurde erneut durch die
Expression von CD133, Nestin (NES), SOX2 und SOX9, wie auch durch die
Expression von ASCL1 und paired box (PAX) 6 demonstriert. Neben Vimentin (VIM)
konnte eine Expression der charakteristischen radialen Gliazellmarker BLBP und

glial fibrillary acidic protein (GFAP) nachgewiesen werden. Die RGL-NPCs
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exprimierten auch PDGFRa und den Transkriptionsfaktor OLIG2, der wichtig fur die
Oligodendrozytenentwicklung ist. Ein teilweise variables Expressionsmuster, wie z. B.
bei PAX6, GFAP und PDGFRa, ist vermutlich auf linienspezifische Unterschiede

zurlckzufiuhren.
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Abb. 18: Expressionsprofil der RGL-NPCs auf Transkriptionsebene.

Das Genexpressionsprofil von Kontroll- (Ctrl-3 #S1, #S8) und MLD-spezifischen (liMLD-2 #S4, liMLD-
3 #3510/19) RGL-NPCs zeigte, dass alle Linien neurale Stammzell- bzw. radiale Gliazellmarker wie
CD133, Nestin (NES), SOX2, ASCL1, SOX9, PAX6, Vimentin (VIM), BLBP, OLIG2, GFAP und
PDGFRa exprimierten. Der Nachweis des GAPDH-Transkripts diente als Ladekontrolle. Als
Positivkontrolle wurde die cDNA von humanem, fetalen Hirn und als Negativkontrolle Wasser
eingesetzt.

Die Expression des humanen radialen Gliazellmarkers GLAST wurde mittels
quantitativer FACS-Analyse detektiert. In Abb. 19 ist zu erkennen, dass die Kontroll-
und MLD-spezifischen RGL-NPCs eine hohe Immunreaktivitat fir diesen Marker
aufwiesen (Abb. 19).
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Abb. 19: Quantitative FACS-Analyse der GLAST-Expression in RGL-NPCs.

Kontroll- (Ctrl-3 #S1) und MLD-spezifische (liMLD-2 #S4, liIMLD-3 #S10/19) RGL-NPCs zeigten eine
starke Expression des Glutamat-Transporters GLAST (dunkelblau). Die Fluoreszenzintensitat von
GLAST wird relativ zur Zellzahl angezeigt und mit einer Isotypkontrolle (hellblau) fur jede Zelllinie
verglichen.

3.4 RGL-NPCs differenzieren unter bestimmten Kulturbedingungen in
Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten

Im Folgenden wurde das tripotente Differenzierungspotential der Kontroll- und MLD-
spezifischen RGL-NPCs in die drei Hauptzelltypen des ZNS, in Neurone, Astrozyten
und Oligodendrozyten, untersucht. Fir eine gerichtete Differenzierung der RGL-
NPCs wurden den Zellen die Wachstumsfaktoren EGF und FGF-2 entzogen und
Faktoren entsprechend der Differenzierung hinzugefugt. Die Ergebnisse werden
beispielhaft an einer Kontroll- (Ctrl-3 #S1) und an zwei MLD-spezifischen Linien
(iMLD-3 #S10/19) dargestellt.

Um die RGL-NPCs von Kontroll- und MLD-spezifischen Spendern in neuronale
Zelltypen zu differenzieren, wurden sie unter dem Einfluss von brain derived
neurotrophic factor (BDNF) kultiviert. Dieser Faktor stimuliert die Differenzierung, das
Wachstum und das Uberleben von Neuronen (Vicario-Abejon et al, 1995). Nach
4 Wochen konnten in den Kulturen Zellen detektiert werden, die immunpositiv fur den
panneuronalen Marker TUBB3 und den reifen Neuronenmarker MAP2ab waren (Abb.
20 A1-C2). Die Anzahl der TUBB3-positiven Neurone war zwischen den Kontroll- und
MLD-abgeleiteten Kulturen mit ca. 35 % ahnlich (Abb. 20 D). Maogliche
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Schwankungen in der Zellzahl sind dabei eher auf linienspezifische als auf MLD-
spezifische Unterschiede zurlckzuflhren.

Die Differenzierung in Astrozyten konnte unter Einfluss von 10 % FCS induziert
werden. Es ist bekannt, dass FCS neben BMPs auch den ciliary neurotrophic factor
(CNTF) enthalt. Diese beglnstigen die astrogliale Differenzierung und fuhren zu der
Expression des astrozytaren Markers GFAP (Chiang et al, 1996; Mabie et al, 1997).
Die Kontroll- und MLD-spezifischen Kulturen enthielten nach 2 Wochen ca. 80 %
GFAP-positive Astrozyten (Abb. 20 A3-C3, E).
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Abb. 20: Astrogliale und neuronale Differenzierung der RGL-NPCs.

A-C: Kontroll- (Ctrl-3 #S1) und MLD-spezifische (liMLD-3 #S10/19) RGL-NPCs konnten unter der
Zugabe von BDNF in Neurone differenziert werden und exprimierten nach 4 Wochen den
panneuronalen Marker TUBB3 (A1-C1) sowie den reifen Neuronenmarker MAP2ab (A2-C2). Die
Differenzierung in Astrozyten (2 Wochen) wurde durch FCS initiiert und durch eine positive GFAP-
Farbung bestatigt (A3-C3). Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt. MaRstabsbalken: 50 um. D, E: Die
differenzierten Kulturen der Kontroll- (Ctrl-3 #S1; schwarz) und MLD-spezifischen Linien (liMLD-3
#510, #S19; weill) wurden quantifiziert. In den neuronalen Kulturen (4 Wochen) wurden die TUBB3-
positiven (D) und in den astroglialen Kulturen (2 Wochen) die GFAP-positiven Zellen gezahlt (E). Die
Anzahl der Zellen ist im Verhaltnis zur Gesamtzellzahl (DAPI-positive Zellkerne) angegeben. Die
Werte sind in Mittelwert + Standardabweichung dargestellt.

Fur die gerichtete Differenzierung der Kontroll- und MLD-spezifischen RGL-NPCs in
Oligodendrozyten wurde ein komplexes Differenzierungsprotokoll verwendet. Es
wurde zuvor an humanen ESCs etabliert (Gorris et al, 2015). Zu Beginn wurde die
Proliferation von Oligodendrozytenvorlaufern unter Einfluss von PDGF-AA, EGF und
Forskolin fur 2 Wochen induziert (Abb. 21 A). Zur Unterstitzung der Proliferation
dieser Vorlauferzellen wurden sie anschliefend in Gegenwart von PDGF-AA, T3,

Ascorbinsaure (ascorbic acid; AA) und dem BMP-Antagonisten Noggin fir 1 Woche
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kultiviert (Abb. 21 A). Die terminale Ausreifung der Zellen in Oligodendrozyten
erfolgte unter Einfluss von T3, AA und Laminin fur weitere 4-6 Wochen (Abb. 21 A).
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Abb. 21: Oligodendrogliale Differenzierung der RGL-NPCs.

A: Schematische Darstellung der oligodendroglialen Differenzierung nach Gorris et al, 2015. Die RGL-
NPCs wurden zunachst fir 2 Wochen in der Gegenwart von EGF, PDGF-AA und Forskolin zur
Induktion glialer Zelltypen kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen fur eine weitere Woche unter
Einfluss von PDGF-AA, T3, AA und Noggin kultiviert, um die Proliferation oligodendroglialer Zellen zu
unterstitzen, bevor diese fir 4-6 Wochen in der Gegenwart von T3, AA und Laminin terminal zu
Oligodendrozyten (OL) differenziert und ausgereift wurden. B: In den oligodendroglialen Kulturen
(4 Wochen terminal) der Kontroll- (Ctrl-3 #S1; schwarz) und der MLD-spezifischen Spendern (liMLD-3
#S510/19; weill) wurden die O4-positiven Zellen quantifiziert. Die Anzahl der Zellen ist im Verhaltnis zur
Gesamtzellzahl (DAPI-positive Zellkerne) angegeben. Die Werte sind in Mittelwert +
Standardabweichung dargestellt. C-E: Aus den Kontroll- (Ctrl-3 #S1) und MLD-spezifischen (liMLD-3
#S510/19) RGL-NPCs konnten Uber Oligodendrozytenvorlaufer (473HD, OLIG2; 3 Wochen; C1-E1),
frihe Oligodendrozyten (NG2; 4 Wochen terminal; C2-E2) bis hin zu reiferen Oligodendrozyten (O4;
4 Wochen terminal; C3-E3), die eine immer mehr verzweigte Morphologie ausbildeten (4860;
6 Wochen terminal; C4-E4), generiert werden. Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt. MaRstabsbalken:
50 pym.

Die einzelnen Entwicklungsschritte konnten immunzytochemisch in den

differenzierten Kulturen nachverfolgt werden. Nach 3 Wochen wurden bereits
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Oligodendrozytenvorlaufer detektiert. Sie waren positiv fur OLIG2 und 473HD (Abb.
21 C1-E1). Eine Ausnahme war bei der Linie liIMLD-3 #S19 festzustellen, die kein
positives OLIG2-Signal zeigte (Abb. 21 E1), aber dennoch in der Lage war,
Oligodendrozyten zu bilden (Abb. 21 E2-E4). 473HD ist ein monoklonaler Antikdrper
(mAB), der an die Oberflache von frihen Oligodendrozyten der Maus bindet
(Faissner et al, 1994; Karus et al, 2016). Karus et al zeigten, dass dieser auch
humane Oligodendrozyten eines fruhen Stadiums erkennen kann. Nach 4 Wochen
terminaler Ausreifung konnten neben Oligodendrozytenvorlauferzellen und Pre-
Oligodendrozyten, die rudimentar verzweigte bipolare Fortsatze hatten und NG2
exprimierten (Abb. 21 C2-E2), auch reifere O4-positive Oligodendrozyten in den
Kulturen nachgewiesen werden (Abb. 21 C3-E3). Letztere bildeten eine komplexere
Morphologie mit multiplen Fortsatzen aus. Die Anzahl der O4-positiven
Oligodendrozyten in den oligodendroglialen Kulturen war bei den ausgewerteten
Linien sehr variabel, lag aber im Durchschnitt bei ca. 11 % (Abb. 21 B).

Nach einer terminalen Ausreifung von 6 Wochen wiesen die Oligodendrozyten einen
noch héheren Grad an Verzweigung auf und exprimierten das Epitop fur den mAB
4860 (Abb. 21 C4-E4). Gorris et al demonstrierten bereits, dass mit diesem Marker
neben murinen auch humane Oligodendrozyten detektiert werden kdnnen (Gorris et
al, 2015). In der Erstbeschreibung des Antikdrpers markierte dieser komplex
verzweigte und MBP-exprimierende Oligodendrozyten der Maus (Czopka et al, 2009).
Neben den Oligodendrozyten fanden sich trotz gerichteter Differenzierung auch
Neurone und Astrozyten in den Kulturen (Abb. 22). Es handelt sich daher um
Mischkulturen, die im weiteren Verlauf als oligodendrogliale Kulturen bezeichnet

werden.
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Abb. 22: Neurone und Astrozyten in oligodendroglialen Kulturen.

In den 4 Wochen terminal differenzierten oligodendroglialen Kulturen von Kontroll- (Ctrl-3 #S1) und
MLD-spezifischen (liMLD-3 #S10/19) Zellen konnten neben den Oligodendrozyten (Abb. 21) auch
TUBB3-positive Neurone (A-C) und GFAP-positive Astrozyten (D-F) detektiert werden. Zellkerne
wurden mit DAPI angefarbt. Mal3stabsbalken: 50 ym.

3.5 MLD-spezifische Zellen sind ARSA-defizient

Die Hauptursache der MLD ist ein Defekt im ARSA-Gen. Das kann zu einer
eingeschrankten oder dem vollstandigen Verlust ARSA-Enzymaktivitat fuhren. Diese
Defizienz kann mit Hilfe eines pNCS-basierten Enzymaktivitatsassays Uberprift
werden (Baum et al, 1959; Lee-Vaupel & Conzelmann, 1987). Fir diesen Assay
werden die intrazellularen I6slichen Proteine aus den gewlnschten Zellen isoliert und
dem kunstlichen ARSA-Substrat pNCS ausgesetzt. Die Umsetzung des Substrates
kann anhand des Farbumschlags mit einem Spectrophotometer gemessen werden.

Die patientenspezifischen Zellen stammten von Spendern, die an unterschiedlichen
Formen der MLD erkrankt waren und eine niedrige bis gar keine ARSA-
Enzymaktivitat aufweisen sollten. Es wurde Uberprift, ob die Hautfibroblasten und
die daraus abgeleiteten RGL-NPCs gemal ihrer Krankheitsform die zu erwartenden
Enzymaktivitaten in vitro zeigten. In Abb. 23 ist zu sehen, dass die Zellen, die von
MLD-Patienten (grun, blau) gewonnen wurden, zwar das ARSA-Transkript
exprimierten (Abb. 23 A1, B1), aber im Vergleich zu den Kontrollzellen (rot) kaum

eine intrazellulare Enzymaktivitat aufwiesen (Abb. 23 A2, B2).
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Abb. 23: Expression und Enzymaktivitat von ARSA in Hautfibroblasten und RGL-
NPCs.

A1, B1: Anhand einer RT-PCR konnte festgestellt werden, dass alle untersuchten Hautfibroblasten
und RGL-NPC-Linien, sowohl von MLD-spezifischen als auch von Kontrollspendern, das Transkript
von ARSA und ARSB exprimierten. Der Nachweis des GAPDH-Transkripts diente als Ladekontrolle
und die cDNA von humanem, fetalen Hirn diente als Positivkontrolle. A2, B2: Der ARSA-
Enzymaktivitatsassay zeigte, dass bei den Hautfibroblasten (A2) und den RGL-NPCs (B2) die MLD-
spezifischen Zellen (griin, blau) eine niedrige bis keine intrazellulare Aktivitat im Vergleich zu den
Kontrollzellen (rot) aufwiesen. Die ARSA-Enzymaktivitat ist angegeben in mU/mg. Es sind Mediane
und Einzelwerte dargestellt.

Eine gemessene ARSA-Enzymaktivitat in den MLD-spezifischen Zellen (grin, blau)
ist moglicherweise auf die Expression der Arylsulfatase B (ARSB) zuruckzufuhren,
welche auch das ARSA-Substrat im Enzymaktivitats-Assay metabolisieren kann
(Lee-Vaupel & Conzelmann, 1987). ARSB wird von allen Kontroll- und MLD-
abgeleiteten Zelllinien exprimiert (Abb. 23 A1, B1).

Neben den Hautfibroblasten und RGL-NPCs wurden auch die astroglial, neuronal
und oligodendroglial differenzierten Kulturen hinsichtlich ihrer Fahigkeit das ARSA-
Substrat umzusetzen, untersucht. Erneut konnte in den MLD-abgeleiteten Kulturen
(grin, blau) eine niedrige bis keine intrazellulare ARSA-Enzymaktivitat im Vergleich

zu den Kontrollkulturen (rot) gemessen werden (Abb. 24).
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Abb. 24: ARSA-Aktivitat in astroglialen, neuronalen und oligodendroglialen
Kulturen.

Die astroglialen, neuronalen und oligodendroglialen Kulturen der MLD-spezifischen Zellen (griin, blau)
zeigten eine niedrige bis keine intrazellulare ARSA-Enzymaktivitdt im Vergleich zu Kulturen von
Kontrollzellen (rot). Die ARSA-Enzymaktivitat ist angegeben in mU/mg. Es sind Mediane und
Einzelwerte dargestellt.

3.6 MLD-spezifische und Kontroll-Oligodendrozyten zeigen eine dhnliche
Differenzierung sowie einen vergleichbaren Nachweis von Sulfatid

Im Krankheitsverlauf der MLD kann aufgrund der ARSA-Defizienz Sulfatid nicht
abgebaut werden und lagert sich intralysosomal ab. Da Sulfatid ein Hauptbestandteil
des Myelins ist, kommen die pathologischen Anhaufungen vorwiegend in den
myelinbildenden Zellen des ZNS, den Oligodendrozyten, vor. In dem hier
vorgestellten in vitro-Kultursystem war es moglich, MLD-abgeleitete
Oligodendrozyten zu generieren. Es wurde Uberprift, ob in diesen Zellen,
entsprechend der fehlenden ARSA-Enzymaktivitat, in vitro ebenfalls prominente
Sulfatidablagerungen sowie daraus resultierende Defekte in der Oligodendrozyten-
differenzierung detektiert werden kdnnen.

In Abb. 25 A-D ist mit Hilfe der oligodendrozytenspezifischen Marker zu erkennen,
dass es zu den untersuchten Zeitpunkten keinen erkennbaren Unterschied im
Differenzierungsverhalten der Oligodendrozyten zwischen Kontroll- und MLD-
abgeleiteten Zellen gab. Nach 4 Wochen terminaler Ausreifung bildeten sich in
beiden oligodendroglialen Kulturen O4-positive Oligodendrozyten mit multiplen
Fortsatzen (Abb. 25 A, C). Nach 6 Wochen differenzierten die Zellen weiter aus und
4860-positive und reich verzweigte Oligodendrozyten konnten bei beiden
dargestellten Linien detektiert werden (Abb. 25 B, D).
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Abb. 25: Vergleich der Kontroll- und MLD-spezifischen Oligodendrozyten in vitro.

Nach terminaler Ausreifung von 4 (O4; A; C) bzw. 6 Wochen (4860; B, D) konnten Oligodendrozyten
von Kontroll- (Ctrl-3 #S1) und MLD-spezifischen (liMLD-3 #S19) Spendern generiert werden. Mit Hilfe
eines spezifischen Antikérpers fir Sulfatid (Sulph1) wurde in 4 und 6 Wochen terminal differenzierten
Oligodendrozyten (Kontrolle und MLD-abgeleitet) ein positives Sulph1-Signal festgestellt (E-J). Eine
intrazellulare Kofarbung von Sulph1 mit O4, welcher auch Sulfatide erkennt, bestatigte ein
spezifisches Signal fur den Sulph1-Antikérper (G, H, Pfeile). Nach terminaler Ausreifung von 4-
6 Wochen konnten auch in weiteren Kontroll- und MLD-abgeleiteten oligodendroglialen Kulturen O4-
(K-N) sowie Sulph1-positive Zellen (O-R) detektiert werden. Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt.
MaRstabsbalken: A-D; K-R: 50 ym; E-J: 25 ym.

aMLD #S15 Q [IMLD-3 #S10 R [iIMLD-4 #S1

Auch im Vergleich zu weiteren Kontroll- und MLD-abgeleiteten O4-positiven

Oligodendrozyten konnte kein Unterschied in der Morphologie oder Quantitat der
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Zellen festgestellt werden (Abb. 21 B, Abb. 25 K-N). Um die Sulfatidablagerungen
sichtbar zu machen, wurde Sulfatid mit Hilfe des spezifischen Antikérpers Sulph1
intrazellular angefarbt (Fredman et al, 1988). Die Kontroll- und MLD-abgeleiteten
Oligodendrozyten zeigten ein vergleichbares Sulph1-Signal, sowohl nach 4 Wochen
in einer Kofarbung mit O4 (Abb. 25 E, F), als auch nach 6 Wochen in einer
Kofarbung mit 4860 (Abb. 25 1, J). Um eine Kreuzreaktion des O4-Antikorpers mit
Sulph1 auszuschlieRen, wurde die Farbung unter Anwendung von Triton-X-100
wiederholt. Dadurch wurden die Zellmembranen aufgebrochen und intrazellulare
Epitope freigelegt. Die Farbung bestatigte ein spezifisches Signal fur den Sulph1-
Antikdrper, welches nicht O4-positiv war (Abb. 25 G, H; Pfeile). Es konnte kein
Unterschied zwischen den Kontroll- und MLD-spezifischen Oligodendrozyten
festgestellt werden. Die intrazellulare Immunreaktivitat fir Sulph1 konnte auch in
weiteren Kontroll- und MLD-abgeleiteten Oligodendrozyten nachgewiesen werden
(Abb. 25 O-R).

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass es in den hier untersuchten
Differenzierungszeitpunkten der Oligodendrozyten in den oligodendroglialen
Mischkulturen (4-6 Wochen) keinen offensichtlichen Unterschied zwischen Kontroll-
und MLD-abgeleiteten Zellen gab. In den MLD-abgeleiteten Zellen konnten, bis auf

die ARSA-Defizienz, keine weiteren Charakteristika der MLD festgestellt werden.

3.7 RGL-NPCs als humanes Zellkulturmodell fiir die Aufnahme
extrazellularer ARSA

Extrazellulare ARSA kann uber M6P-Rezeptoren von ARSA-defizienten Zellen
aufgenommen und zum Lysosom transportiert werden, um dort die Enzymaktivitat
wiederherzustellen. Dieser Vorgang der Kreuzkorrektur ist ein wichtiger Angriffspunkt
fur Therapieansatze der MLD, die darauf beruhen, das defekte Enzym zu ersetzen
(Platt & Lachmann, 2009; Matzner & Gieselmann, 2005). In diesem Teil der Arbeit
wurde Uberpruft, ob die ARSA-defizienten Zellen exogene ARSA aufnehmen konnen.
Ein entsprechendes in vitro-Modell kann fur Vorversuche flr entsprechende

Therapiestrategien von gro3em Nutzen sein.

3.7.1 RGL-NPCs nehmen extrazellulare rhARSA abhangig von M6P-Rezeptoren
auf

In einem ersten Versuch wurde Uberpruft, ob die generierten humanen MLD-
abgeleiteten Zellen fahig sind, exogene ARSA aufzunehmen. Daflr wurden die MLD-

spezifische RGL-NPCs (liMLD-2 #S4) mit rhARSA (zur Verfugung gestellt von Dr.
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Ulrich Matzner, Institut fur Biochemie und Molekularbiologie, Universitat Bonn) in
verschiedenen Konzentrationen fur 24 h behandelt. Um sicherzustellen, dass
ausschlieBlich die Enzymaktivitat von intrazellularen l6slichen Proteinen gemessen
wurde, wurden die Zellen vor der Isolation mit einem sauren Waschpuffer behandelt.
Dadurch wird das rhARSA-Protein, welches nach der Behandlung noch an der
Zelloberflache haftet und nicht aufgenommen wurde, entfernt (Bockenhoff et al, 2014;
Matthes et al, 2011). AnschlieRend wurde die ARSA-Enzymaktivitdt gemessen. In
allen behandelten liMLD-spezifischen Zellen (grun) konnte im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen (0 ug/ml, rot) eine Wiederherstellung der intrazellularen ARSA-

Aktivitat demonstriert werden (Abb. 26 A).
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Abb. 26: Intrazellulare Aufnahme von rhARSA.

A: Das rhARSA-Protein wurde den liMLD-spezifischen Zellen (liMLD-2 #S4) in verschiedenen
Konzentrationen verabreicht. Im Vergleich zu unbehandelten liMLD-Zellen (0 pg/ml, rot) konnte die
Enzymaktivitédt in den behandelten Zellen (0,5 — 5 pg/ml, griin) wiederhergestellt werden. B: LiMLD-
spezifische RGL-NPCs (liMLD-2 #S4) wurden mit rhARSA in zwei verschiedenen Konzentrationen
behandelt (0,5 und 2,5 pg/ml, griin). Durch die Zugabe von M6P (orange) konnte die Aufnahme von
rhARSA reduziert werden. Die Zugabe von G6P (blau) hatte keinen Effekt auf die Aufnahme. Die
ARSA-Enzymaktivitat ist angegeben in mU/mg. Es sind Mediane und Einzelwerte dargestellt.

Die Aufnahme von rhARSA findet Uber Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren (MPR)
statt (Klein et al, 2009; Bockenhoff et al, 2014). Die MPRs konnen in vitro Uber die
Zugabe von MG6P blockiert werden. Um in der vorliegenden Arbeit eine MPR-
abhangige Aufnahme von ARSA zu demonstrieren, wurde bei der Verabreichung von
rhARSA in einem weiteren Experiment M6P hinzugegeben. Durch die Bindung von

M6P an die MPRs soll verhindert werden, dass rhARSA aufgenommen werden kann.
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Abb. 26 B zeigt, dass die ARSA-Aufnahme durch die kompetitive Hemmung der
MPRs unterdrickt werden konnte. Das bestatigt eine MPR-abhangige Aufnahme von
rhARSA in die Zellen. Die Zugabe von Glukose-6-Phosphat (G6P), einem weiteren
phosphorylierten Zuckermolekul, hatte keinen negativen Effekt auf die ARSA-
Aufnahme (Abb. 26 B, blau). Die verminderte ARSA-Aufnahme durch MG6P ist
demnach spezifisch und nicht durch unspezifische Effekte, wie z. B. durch die
Veranderungen der Osmolaritdt des Mediums, entstanden. Zusammenfassend
demonstrieren diese Ergebnisse, dass die ARSA-defizienten RGL-NPCs
grundsatzlich in der Lage sind, extrazelluldare ARSA Uber M6P-Rezeptoren

aufzunehmen.

3.7.2 Funktionelle Wiederherstellung der ARSA-Enzymaktivitat in RGL-NPCs

Mit Hilfe des ARSA-Enzymaktivitatsassays wird die intrazellulare Aktivitat der Zellen
gemessen. Das in den Zellen befindliche ARSA-Protein setzt in isolierter Form das
kinstliche ARSA-Substrat pNCS um. Um sicherzustellen, dass das von den MLD-
Zellen aufgenommene ARSA-Protein seine physiologische Funktion erfullt und
Sulfatid bei saurem pH-Wert im Lysosom abbaut, wurde der Sulfatidmetabolismus in
den Zellen genauer analysiert (durchgefuhrt von Dr. Ulrich Matzner, Institut fur
Biochemie und Molekularbiologie, Universitat Bonn). Hierfur wurden die
unbehandelte und behandelte Kontroll- und MLD-spezifischen RGL-NPCs mit dem
fluoreszenzmarkiertem Sulfatidanalog NBD-Sulfatid inkubiert (nach Monti et al, 1992;
Abb. 30 B). NBD-Sulfatid wird von den Zellen aufgenommen und abhangig von der
intrazellularen Funktionalitat der ARSA metabolisiert. Die mdglich anfallenden
Abbauprodukte, wie NBD-Galactosylceramid und NBD-Dodecansaure, werden durch
die hohe Wasserloslichkeit des angehangten Fluorophors in das Medium der Zellen
abgegeben und kénnen anschlieRend gemessen werden. Dazu werden sie aus dem
Medium isoliert, anhand einer Dunnschichtchromatographie aufgetrennt und mit
einem entsprechenden Fluoreszenzscanner bei einer bestimmten Wellenldnge
sichtbar gemacht. Mit Hilfe entsprechender Standards gibt der Gehalt der
Abbauprodukte Aufschluss Uber die funktionelle ARSA-Enzymaktivitat in den Zellen.

Im Medium von unbehandelten Kontroll-RGL-NPCs konnten neben NBD-
Galactosylceramid und NBD-Dodecansaure auch weitere NBD-markierte Lipide
detektiert werden (Abb. 27, Spur 1). Das bestatigt, dass NBD-Sulfatid effizient

intrazellular im lysosomalen Kompartiment der Zellen hydrolysiert worden ist. Der
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Anteil an hydrolysiertem NBD-Sulfatid wurde durch die Behandlung der Zellen mit
rhARSA (0,5 pg/ml) nicht erhéht (Abb. 27, Spur 2).
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Abb. 27: Analyse des Sulfatidmetabolismus.

Der Fluoreszenzscan zeigt die Dinnschichtchromatographie der fluoreszierenden Abbauprodukte im
Medium von Kontroll- bzw. liMLD-spezifischen RGL-NPCs ohne Behandlung (1, 3) und behandelt mit
0,5 pg/ml rhARSA (2, 4) und nach Inkubation (6 h) mit NBD-Sulfatid. Als Kontrollen liefen bei der
Dinnschichtchromatographie NBD-Sulfatid (2 pmol, Spur 5), NBD-Galactosylceramid (2 pmol, Spur 6)
und NBD-Dodecanséure (2 pmol, Spur 7) mit.

Im Vergleich zu den Kontrollzellen produzierten lIMLD-spezifische RGL-NPCs nur
Spuren von NBD-Galactosylceramid und anderen NBD-markierten Lipiden (Abb. 27,
Spur 3). Das bestatigt eine stark reduzierte ARSA-Enzymaktivitat in diesen Zellen.
Diese Defizienz konnte durch die Behandlung der Zellen mit rhARSA ausgeglichen
werden (Abb. 27, Spur4). Im Fluoreszenzscan der Dunnschichtchromatographie
sind die Abbauprodukte von Sulfatid deutlich zu erkennen. Das bestatigt nicht nur die
intrazellulare Prasenz von ARSA, sondern auch die funktionelle Wiederherstellung
der ARSA-Enzymaktivitat.

3.7.3 Patientenspezifische Unterschiede bei der Aufnahme von exogener
rhARSA in MLD-RGL-NPCs

Die Aufnahme von exogener rhARSA wurde auch in weiteren liIMLD-spezifischen
RGL-NPC-Linien uUberpruft (Abb. 28). Neben einer Kontrolllinie (Ctrl-3 #S1, rot)
wurden von den vier zur Verfugung stehenden MLD-Patienten (siehe Tabelle 1, 2)
jeweils zwei RGL-NPC-Linien fur 24 h mit rhARSA (0,5 ug/ml) behandelt.
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Abb. 28: ARSA-Aktivitat in rhARSA-behandelten MLD-spezifischen RGL-NPCs.

Es wurden RGL-NPCs von einer Kontrolle (Ctrl-3 #S1, rot) und vier verschiedenen MLD-Patienten
(jeweils 2 NPC-Klone) fur 24 h mit rhARSA (0,5 pg/ml) behandelt. AnschlieRend wurde die ARSA-
Enzymaktivitdt gemessen. Die Ergebnisse wurden mit nicht behandelten (Medium) Kulturen
verglichen. Die ARSA-Enzymaktivitat ist angegeben in mU/mg. Es sind Einzelwerte und Mediane
dargestellt.

Es wurden drei unabhangige Experimente fur jede Patientenlinie durchgefihrt (Abb.
28). Ein p-Wert < 0,2 und > 0,05 wurde unter Berlcksichtigung der Streuung, die
beim Vergleichen von unabhangigen biologischen Praparaten zu erwarten ist, als
potentiell biologisch relevant erachtet; p < 0,05 wurde als statistisch signifikant
angesehen. In Tabelle 3 sind die p-Werte der einzelnen Vergleichspaare aufgefihrt.
Zwischen den einzelnen NPC-Klonen eines Patienten liegt weitestgehend keine
interklonale Variabilitat vor (siehe fettgedruckte Werte in Tabelle 3). Es sind aber
durchaus relevante Unterschiede zwischen den Patienten zu erkennen. Hierbei fallt
insbesondere die Linie liIMLD-2 auf, die im Vergleich zu den anderen Patienten mehr

ARSA-Enzym aufzunehmen scheint (Abb. 28, grun).
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Tabelle 3: P-Werte zu den ARSA-Enzymaktivitaitsmessungen an
patientenspezifischen RGL-NPCs nach rhARSA-Behandlung.

Werte | @MLD | iMLD-2 | iMLD2 | iMLD-3 | iMLD-3 | iMLD-4 | iMLD-4
p-vYerte 1 4s15 #S1 #S4 #S10 #S19 #S1 #S6
a#'\t"SL5D 0,539 | 0007 | 0028 | 0229 | 0072 | 0244 | 0,021
aMLD
gy - 0010 | 0038 | 0366 | 0154 | 0244 | 0,042
"'\;’LLS?'Q - 0,475 | 0040 | 0026 | 0016 | 0,045
MLD-2
! - 0130 | 0104 | 0061 | 0191
iMLD-3
o - 0,903 | 0647 | 0,040
iMLD-3
e ] 0421 | 0,369
MLD-4
451 - 0,127

Die statistische Auswertung wurde mittels t-Tests durchgefiihrt. Es sind die p-Werte zu den
ARSA-Enzymaktivitdtsmessungen an patientenspezifischen RGL-NPCs, die mit 0,5 pg/ml
rhARSA behandelt wurden, aufgelistet. Kursive p-Werte sind statistisch signifikant mit
p < 0,05 und fettgedruckte Werte stellen interklonale Ubereinstimmungen dar.

3.8 Das Verhalten von in vitro-generierten MLD-spezifischen Zellen in
einem Arsa- und myelindefizienten Milieu

Es gibt kein naturlich vorkommendes Tiermodell fur die MLD. Um dennoch die

molekularen Pathomechanismen und insbesondere madgliche Therapieansatze

invivo evaluieren zu koénnen, wurde die Arsa’-Maus mittels homologer
Rekombination generiert (Hess et al, 1996). Durch die Arsa-Defizienz entstehen
pathologische Sulfatidablagerungen, die mit dem Alter zunehmen. Dennoch
entwickelt die Arsa”-Maus einen milderen Phanotyp im Vergleich zum Menschen,
ohne weitreichende Demyelinisierung und mit schwacheren neurologischen
Symptomen. Um ein Tiermodell mit einem zusatzlichen myelindefizienten Milieu zu
schaffen, wurde flr diese Arbeit der genetische Hintergrund der Shiverer-Maus in
den der Arsa’/Rag2”-Maus eingekreuzt. Durch die Deletion im Mbp-Gen wird bei
Homozygotie im ZNS der Mause kein kompaktes Myelin gebildet (Molineaux et al,
1986; Dupouey et al, 1979). Aufgrund des Rag2-Hintergrunds wird eine AbstoRungs-
reaktion auf die transplantierten Zellen vermieden. Damit wurden Mause geschaffen,
welche Arsa-defizient sind, kein Sulfatid abbauen und kein Myelin ausbilden kénnen.
Dieses Modell soll genutzt werden, um oligodendrogliale ARSA-defiziente Zellen

in vivo zu studieren und therapeutische Anwendungen zu evaluieren.
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3.8.1 Die Arsa’/Shi/Rag2”-Maus ist myelindefizient und weist
Sulfatidablagerungen im Gehirn auf

Die Arsa’/Rag2”- und die Arsa’/Shi/Rag2”-Maus wurden im Vergleich zur
immundefizienten (Rag2”) Maus, die als Kontrolle diente, zuerst immun-
histochemisch hinsichtlich der MBP-Expression analysiert. In der neu generierten
Arsa”/Shi/Rag2”-Maus konnte im Gegensatz zur Rag2”- und zur Arsa’/Rag2”-

Maus im gesamten Gehirn keine MBP-Immunreaktivitat festgestellt werden (Abb. 29).

Rag2 - Arsa™"/ Rag2 ™" Arsa™/ Shi/ Rag2 ™"

8W

Abb. 29: MBP-Expression in vivo.

In der 8 Wochen (W) alten Arsa"'/Shi/RagZ"'-Maus (C, C1) konnte im Vergleich zu den 12 Wochen
alten Rag2”- (A, A1) bzw. Arsa’/ Rag2”-Msuse (B, B1) kein positives MBP-Signal festgestellt
werden. Das Kastchen zeigt an, welcher Bereich vergréRert dargestellt worden ist. Zellkerne wurden
mit DAPI angefarbt. CC = Corpus callosum. Mal3stabsbalken: A-C: 1000 um; A1-C1: 100 um.

Neben der MBP-Expression wurden auch die Sulfatidablagerungen in den
verschiedenen Tiermodellen Uber den Sulfatid-spezifischen Antikorper Sulph1
histologisch analysiert und verglichen (Abb. 30 A-C). Beispielhaft wurde das Corpus
callosum (CC) genauer betrachtet. Es ist zu erkennen, dass die Immunreaktivitat fur
den Antikdrper in der Arsa”/Rag2™”- und der Arsa’/Shi/Rag2”-Maus gegeniiber der
Rag2”-Maus stirker ausgepragt war (Abb. 30 A-C1). Ein vergleichbares Ergebnis
lieferte auch eine Alcian Blau-Farbung, die ebenfalls spezifisch angereicherte
Sulfatide anfarbt (Abb. 30 D-F1; Wittke et al, 2004; Ramakrishnan et al, 2007). Die
Alcian Blau-positiven Akkumulationen traten vorwiegend in den Arsa-defizienten
Mausmodellen auf (Abb. 30 E1, F1, Pfeile). Bei genauerer Betrachtung der
beispielhaft untersuchten Praparaten schienen die Sulph1- und Alcian Blau-positiven
Ablagerungen in der Arsa’/Shi/Rag2”-Maus (Abb. 30 C1, F1, Pfeile) pragnanter zu
sein als in der Arsa”/Rag2”-Maus (Abb. 30 B1, E1, Pfeile).
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Abb. 30: Sulfatidablagerungen in vivo.

Im Gegensatz zur RagZ"'-Maus (12 Wochen; A, D) konnten in der Arsa"'/RagZ'/'- und in der
Arsa"'/Shi/RagZ"'-Maus nach 12 bzw. 8 Wochen (W) deutliche Sulfatidablagerungen detektiert werden
(B-C1, E-F1). Die Ablagerungen sind mit Hilfe einer Sulph1- (A-C1) bzw. einer Alcian Blau-Farbung
(D-F1) dargestellt. Pfeile deuten auf Sulfatidakkumulationen. Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt.
CC = Corpus callosum. Malstabsbalken: A-C: 100 ym; A1-C1, D-F1: 10 ym.

Insgesamt waren in der Arsa’/Rag2”- und Arsa’/Shi/Rag2”-Maus die Sulph1-
positiven Ablagerungen hauptsachlich im Corpus callosum, im Striatum, sowie in
schwacherer Auspragung im Cortex zu finden. Alcian Blau-positive Akkumulationen
wurden neben dem Corpus callosum auch in weiteren Faserstrangen der weil3en

Substanz, wie Commisura anterior und Fimbria detektiert.

3.8.2 RGL-NPCs iiberleben in der Arsa’/Rag2”-Maus und differenzieren in
gliale Subtypen

Die nachfolgend beschriebenen Transplantationsexperimente in der Arsa"'/RagZ"'-
Maus dienten dazu, das Uberleben und die Differenzierung der transplantierten
Zellen in vivo zu untersuchen. Die Kontroll- (Ctrl-3 #S1, Ctrl) und liIMLD-spezifische
(iMLD-2 #S4, IMLD) RGL-NPCs wurden in die anterioren Anlagen des Corpus

92



Ergebnisse

callosum beider Hemisphdren von neugeborenen Arsa’/Rag2”-Mausen
transplantiert. Die Gehirne wurden nach 8 Wochen analysiert (Abb. 31). Durch die
ARSA-Defizienz wurde ausgeschlossen, dass es in den MLD-abgeleiteten Zellen zu

einer Kreuzkorrektur des ARSA-Enzyms durch das Mausgewebe kommt.

Ctrl liIMLD

Abb. 31: Analyse der transplantierten RGL-NPCs in vivo.

Es wurden RGL-NPCs von Kontroll- (Ctrl) und liMLD-spezifischen (liMLD) Spendern in die beiden
Hemispharen von neonatalen Arsa'/'/RagZ"'-Méusen transplantiert. 8 Wochen spater wurden die
transplantierten Zellen analysiert. Der Fokus wurde auf das Corpus callosum (CC) gelegt, da hier von
Beginn an STEM121-positive Zellen gefunden wurden (A, B). Sowohl unter den Ctrl- als auch unter
den liIMLD-Zellen konnten Zellen detektiert werden, die doppeltpositiv fuir GFAP/STEM123 (C, D)
sowie fir OLIG2 und den humanspezifischen Marker STEM121 bzw. Nogo-A waren (E-H; Pfeile
deuten bespielhaft auf doppeltpositive Zellen). Die weillen Kastchen zeigen den vergréfRerten
Bildausschnitt an. Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt. Mallstabsbalken: 10 pm.

Die transplantierten Zellen wurden mit Hilfe des Antikorpers STEM121, der spezifisch
humanes Zytoplasma markiert, identifiziert. 8 Wochen nach der Transplantation
konnten die humanen Zellen (Ctrl und IIMLD) hauptsachlich im Bereich des Corpus
callosum und in den darunterliegenden Strukturen des Striatums beobachtet werden
(Abb. 31 A, B). Sowohl unter den Kontroll- als auch unter den liMLD-abgeleiteten
Zellen konnten neben GFAP- und STEM123-positiven Zellen, einem Marker fur

humane Astrozyten (Abb. 31 C, D), auch STEM121-positive Zellen, die gleichzeitig
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ein positives Signal fur OLIG2 zeigten (Abb. 31 E, F), detektiert werden. OLIG2 ist
ein wichtiger Transkriptionsfaktor fur die Entwicklung der Oligodendrozyten. Dartber
hinaus waren auch Nogo-A (Neurite outgrowth inhibition protein A)- und OLIG2-
positive Oligodendrozyten zu finden (Abb. 31 G, H). Der Nogo-A-Antikorper ist
humanspezifisch und wird unter anderem von Oligodendrozyten exprimiert wird
(Chen et al, 2000).

Mit diesem Ergebnis konnte demonstriert werden, dass sowohl die Kontroll- als auch
die MLD-spezifischen transplantierten RGL-NPCs in dem Tiermodell tberlebten und

bereits nach 8 Wochen gliale Zelltypen ausbildeten.

3.8.3 RGL-NPCs differenzieren in der Arsa’/Shi/Rag2”-Maus in reife
Oligodendrozyten

Nachdem das Uberleben und Differenzierungsverhalten der transplantierten Zellen
in vivo studiert wurde, wurde ein weiteres Transplantationsexperiment durchgefihrt.
Mit Hilfe dieses Experimentes sollte Uberpruft werden, ob das Tiermodell zur
Evaluierung moglicher Charakteristika der MLD, wie Sulfatidakkumulationen und
Defekte im Myelinmetabolismus, sowohl in den transplantierten Zellen als auch in
dem umliegende Mausgewebe, herangezogen werden kann. Dazu wurden Kontroll-
und MLD-spezifische RGL-NPCs in neugeborene Arsa’/Shi/Rag2”-Mause
transplantiert. 8 Wochen nach der Transplantation wurden die Mause analysiert. Die
humanen Zellen wurden mit STEM121 detektiert (Abb. 32 A, C). Die Zellen siedelten
sich hauptsachlich im Corpus callosum an. Die Bildung von Myelin wurde durch die
immunhistochemische Anfarbung von MBP dargestellt. Durch den Genotyp der
Shiverer-Maus in der Arsa’/Shi/Rag2”-Maus ist das Mbp-Gen nicht intakt
(Molineaux et al, 1986). Demzufolge wird im Maushirn kein MBP gebildet. Ein
detektiertes MBP-Signal kann somit nur von den eingebrachten humanen Zellen
stammen (Molineaux et al, 1986; Dupouey et al, 1979). Sowohl die liIMLD-Zellen als
auch die Kontrollzellen exprimierten nach der Transplantation MBP im Gehirn der
Mause (Abb. 32 B, E, D, G). Mdégliche Sulfatidablagerungen wurden mit Hilfe einer
Alcian Blau-Farbung visualisiert (Abb. 32 F, H). Bei beiden Transplantations-
experimenten konnten Alcian Blau-positive Akkumulationen detektiert werden (Abb.
32 F, H, Pfeile).
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Abb. 32: MBP-Expression und Sulfatidnachweis in transplantierten humanen
Zellen und im Gewebe der Arsa’/Shi/Rag2”-Maus.

8 Wochen nach neonataler Transplantation von Kontroll- (Ctrl) und liMLD-spezifischen (liMLD) RGL-
NPCs in die Arsa"'/Shi/RagZ'/'-Maus wurden die humanen Zellen mit Hilfe von STEM121 identifiziert
(A, C). Sowohl die Ctrl- als auch [iIMLD-Zellen exprimierten MBP (B, E; D, G). Mit Hilfe der
Alcian Blau-Farbung konnten im Mausgehirn Sulfatidablagerungen festgestellt werden (F, H). Humane
Zellen wurden mit STEM121 angefarbt und Pfeile zeigen Alcian Blau-angefarbte und sulfatidreiche
Akkumulationen an. Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt. Malistabsbalken: A-D: 100 ym; E-H: 10 pm.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Arsa’/Shi/Rag2’-Maus prinzipiell dazu
herangezogen werden kann mogliche MLD-spezifische Merkmale nicht nur in den
eingebrachten Zellen, sondern auch im umliegenden Mausgewebe zu studieren.
Dabei kénnen sowohl die Ausbildung von Myelin als auch die Ablagerungen von

Sulfatid analysiert werden.
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4. Diskussion

4.1 MLD-spezifische oligodendrogliale Kulturen dienen als Grundlage fiir
ein humanes MLD-spezifisches in vitro-Modell

In einem in vitro-Krankheitsmodell kénnen sowohl die zugrundeliegenden
Pathomechanismen studiert als auch modgliche Therapieansatze getestet werden.
Fir die MLD existieren verschiedene Zellkulturmodelle, die fur unterschiedliche
Fragestellungen eingesetzt werden. Fibroblasten von MLD-Patienten wurden z. B.
genutzt, um die Mutationen im ARSA-Gen sowie Fehlfunktionen des Proteins zu
untersuchen (Polten et al, 1991; Berger et al, 1997; von Figura et al, 1983, 1986).
Aus der Arsa”-Maus wurden primére Zellen, wie Nierenzellen, Schwann-Zellen oder
auch neurale Vorlauferzellen, isoliert (Pituch et al, 2015; Saravanan et al, 2007, 2004;
Klein et al, 2005, 2009; Matzner et al, 2009a). Diese wurden zur Erforschung der
molekularen Mechanismen der MLD herangezogen. Trotzdem sind die bisherigen
in vitro-Modelle der MLD entweder nicht humanspezifisch und/oder spiegeln
aufgrund des gewahlten Zelltyps bzw. der Spezies nicht alle Krankheitsmerkmale
wider (Klein et al, 2005, 2009; Polten et al, 1991; Saravanan et al, 2007, 2004; von
Figura et al, 1986, 1983; Berger et al, 1997; Pituch et al, 2015). In der vorliegenden
Arbeit sollte ein humanes und MLD-spezifisches in vitro-Modell generiert werden.
Dieses sollte nicht nur einen geeigneten Zelltyp beinhalten, sondern auch
entsprechende Krankheitsmerkmale aufweisen. Als Zielzellpopulation wurden
Oligodendrozyten gewahlt. Dieser Zelltyp ist neben den Schwann-Zellen
hauptsachlich in der MLD betroffen.

4.1.1 Mit den MLD-RGL-NPCs steht eine Quelle fir humane MLD-spezifische
Oligodendrozyten zur Verfligung

Die iPSC-Technologie ermdglicht es, patientenspezifische Zellkulturmodelle zu
entwickeln. Mit entsprechenden Differenzierungsprotokollen kdnnen aus den iPSCs
die gewlnschten Zelltypen generiert werden und fir die Untersuchung von
Pathomechanismen herangezogen werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden MLD-spezifische Hautfibroblasten als
Ausgangszellpopulation genutzt und mit Hilfe nicht-integrativer Sendaiviren in iPSCs
reprogrammiert. Die iPSCs wiesen die fur pluripotente Stammzellen
charakteristischen Merkmale auf (siehe Tabelle 2). Die weitere Differenzierung der

Stammzellen in MLD-abgeleitete Oligodendrozyten erfolgte anhand eines in unserem
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Labor etablierten Differenzierungsprotokolls (Gorris et al, 2015). Das Protokoll
beinhaltet als Zwischenschritt eine stabile Zellpopulation an RGL-NPCs. Diese Zellen
haben den Vorteil, dass sie als neurale Stammzellpopulation die Eigenschaft
besitzen, sich selbst zu erneuern. Wenn sie einmal zur Verfugung stehen, kdnnen sie
immer wieder erneut als Quelle fur Oligodendrozyten eingesetzt werden. Darlber
hinaus besitzen sie ein tripotentes Differenzierungspotential. Das erlaubt neben der
Differenzierung der Zellen in Oligodendrozyten auch eine Differenzierung in
Astrozyten und Neurone. In dieser Arbeit konnten von jeder Fibroblastenlinie nach
erfolgreicher Reprogrammierung RGL-NPCs generiert werden. Die neuralen
Vorlauferzellen wiesen eine charakteristische bipolare Morphologie auf und
exprimierten typische Marker einer radialgliadhnlichen Stammzellpopulation auf
Transkript- und Proteinebene (Abb. 17-19; Gorris et al, 2015). Die Differenzierung in
Oligodendrozyten, Astrozyten und Neurone wurde mit Hilfe von zelltypspezifischen
Differenzierungsprotokollen erreicht und anhand charakteristischer Marker Uberpruft
bzw. demonstriert (Abb. 20, 21; Gorris et al, 2015). Bei den ausdifferenzierten
Kulturen, ob oligodendroglial, astroglial oder neuronal, handelte es sich um
Mischkulturen. Neben dem gewunschten Zelltyp konnten auch andere neurale Zellen
in den Kulturen detektiert werden. Das wurde in immunzytochemischen Analysen
qualitativ und quantitativ beobachtet (Abb. 20-22). Beispielsweise waren in den
oligodendroglialen Kulturen neben den Oligodendrozyten auch Neurone und
Astrozyten zu finden (Abb. 22). Der Vorteil ist, dass die Interaktion zwischen den
Zelltypen untersucht und zusatzliche Kokulturen vermieden werden kdnnen. Das ist
fur bestimmte Fragestellungen von Nutzen. In der MLD sind auch Neurone und
Astrozyten beeintrachtigt und kdnnen Sulfatidakkumulationen aufweisen (Molander-
Melin et al, 2004; Hess et al, 1996; Peng & Suzuki, 1987). Dagegen kdnnen einzelne
Zellpopulationen, z. B. die Oligodendrozyten, nur bedingt separat studiert werden.
Bei immunzytochemischen Untersuchungen stellt das keine Schwierigkeit dar. Aber
bei Versuchen, die es erfordern, aus bestimmten Zellen RNA oder Protein zu
isolieren, ist es nicht mdglich zwischen den einzelnen Zelltypen zu differenzieren. Es
wird, wie in der vorliegenden Arbeit, ein Gemisch aus den drei Zelltypen untersucht.
Um dem entgegenzuwirken, konnen die Oligodendrozyten in einer fruhen Phase der
Differenzierung durch spezifische Oberflachenmarker, wie A2B5, CD140a oder O4,
angereichert werden (Cizkova et al, 2009; Fischer et al, in Bearbeitung; Ogawa et al,
2011a; Sim et al, 2011; Sommer & Schachner, 1981). Entweder kdnnen sie danach

weiter kultiviert oder die isolierten Zellen direkt fur weitere Analysen herangezogen
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werden. Allerdings sind die Verfahren zur Anreicherung von spezialisierten Zellen
herausfordernd. In dieser Arbeit enthielten die oligodendroglialen Kulturen ca. 11 %
O4-positive Zellen (Abb. 21 B). Bei der Verwendung von O4 als Marker fur die
Isolation, wirde eine hohe Gesamtzellzahl bendtigt werden, um final genlgend
isolierte Zellen verfugbar zu haben. Auflerdem muss ein geeignetes
Differenzierungsstadium der Zellen gewahlt werden, wenn die Zellen nach der
Anreicherung weiter kultiviert werden sollen. Sind die Oligodendrozyten zu reif und
haben viele Fortsatze ausgebildet, kdnnen sie sich unter Umstanden nach der
Isolierung nicht mehr kultivieren lassen.

In der vorliegenden Arbeit konnten sowohl von den Kontroll- als auch von den MLD-
spezifischen Spendern in vitro humane Oligodendrozyten generiert werden. Auch
wenn die Anzahl der Zellen gering ist, steht ein humanes Zellkulturmodell zur
Verfligung. Es enthalt MLD-spezifische Oligodendrozyten und kann als zellulare
Grundlage fur weitere krankheitsspezifische Untersuchungen in Bezug auf die MLD
herangezogen werden.

Im Vergleich zu Gorris et al (ca. 53 % O4-positive Oligodendrozyten) war die Anzahl
der Oligodendrozyten in den oligodendroglialen Kulturen dieser Arbeit nicht sehr
hoch (ca. 11 % O4-positive Zellen; Abb. 21 B). Diese Differenz kann aufgrund der
unterschiedlichen Ausgangszellpopulationen zustande gekommen sein. Bei Gorris et
al wurden fur die Quantifizierung ESC-abgeleitete Kulturen verwendet, in der

vorliegenden Arbeit wurden iPSC-basierte Kulturen herangezogen.

4.1.2 Das generierte in vitro-Modell weist MLD-spezifische Veranderungen auf

Um als Zellkulturmodell fur eine Krankheit von Nutzen zu sein, sollten neben einem
geeigneten Zelltyp auch die Merkmale einer Erkrankung reflektiert werden. In der
MLD sind vorwiegend die myelinbildenden Zellen, die Oligodendrozyten und
Schwann-Zellen, betroffen. In diesen Zellen fuhrt die Defizienz von ARSA zu
intralysosomalen Ablagerungen von Sulfatid und im weiteren Verlauf zu einer
weitreichenden Demyelinisierung im Nervensystem. In der vorliegenden Arbeit
wurden die generierten MLD-spezifischen Zellen hinsichtlich eines krankheits-

spezifischen Phanotyps untersucht.
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PNCS-basierter ARSA-Enzymaktivitatsassay bestatigt ARSA-Defizienz in MLD-

spezifischen Zellen

Der Verlust der ARSA-Enzymaktivitat konnte sowohl in den Fibroblasten der MLD-
Patienten als auch in den daraus abgeleiteten RGL-NPCs und differenzierten
Kulturen festgestellt werden (Abb. 23 A2, B2; Abb. 24). Um den Aktivitatsverlust zu
messen, wurde ein pNCS-basierter Enzymassay herangezogen (Baum et al, 1959;
Lee-Vaupel & Conzelmann, 1987). Dieser Assay wird schon lange in der MLD-
Forschung eingesetzt, um zum einen die Krankheit nachzuweisen (Porter et al, 1969;
Berger et al, 1997; Waheed et al, 1982; Rip & Gordon, 1998; Luzi et al, 2013), aber
auch um mogliche Therapieansatze zu evaluieren (Matzner et al, 2000a, 2000b,
2002; Sevin et al, 2006; Biffi et al, 2004, 2006; Rommerskirch et al, 1991; Matthes et
al, 2011). Der Assay beruht auf der Umsetzung des kunstlichen ARSA-Substrats
pNCS bei einer festgelegten Zeit und Temperatur. Die Metabolisierung des Substrats
wird anhand des Farbumschlags in einem Spectrophotometer gemessen. Der Vorteil
des Assays liegt in der schnellen und einfachen Durchfuhrung. Dagegen ist die
Methode weniger sensitiv, und es treten leicht Schwankungen in den Ergebnissen
auf (McKhann, 1984). In der vorliegenden Arbeit zeigten z. B. die Zellen der Patientin
aMLD kein einheitliches Ergebnis in der ARSA-Aktivitat (Abb. 23 A2, B2, grun).
Generell kann in adulten MLD-Patienten eine ARSA-Restaktivitat von bis 4 % im
Vergleich zur normalen Enzymaktivitat gemessen werden (Gieselmann & Krageloh-
Mann, 2010). Allerdings wiesen die aMLD-spezifischen Fibroblasten in dieser Arbeit
keine ARSA-Aktivitat auf. Dagegen konnte in den daraus abgeleiteten RGL-NPC-
Linien teilweise eine Restaktivitat von ca. 2,5 % im Vergleich zur Enzymaktivitat der
Kontrollzellen detektiert werden. Diese UnregelmaRigkeiten in den Aktivitats-
messungen innerhalb verschiedener Zelltypen und -linien eines Spenders kdnnen
durch verschiedene Faktoren ausgeldst worden sein. Das Enzym ARSB, welches
ebenfalls das kunstliche Substrat pNCS im Aktivitatsassay umzusetzen kann (Lee-
Vaupel & Conzelmann, 1987), kann diese Abweichungen in der Aktivitatsmessung
verursacht haben. Die Aktivitat von ARSB ist in der MLD nicht beeintrachtigt (Porter
et al, 1969) und das Enzym wird von jeder Patientenlinie exprimiert (Abb. 23 A1, B1).
Zusatzlich kann die Messung der Enzymaktivitat durch den Zelltyp, die Passage
einer Zelllinie oder sogar durch das Alter des Spenders beeinflusst werden
(McKhann, 1984). Daruber hinaus wurden in dieser Arbeit nicht nur Schwankungen

in den Werten von verschiedenen Zelllinien eines Patienten, sondern auch in den
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Einzelwerten einer einzelnen Zelllinie festgestellt (Abb. 23 A2, B2). Die Ergebnisse
der ARSA-Aktivitatsmessungen sind einheitlich mit Hilfe des Medians und den
Einzelwerten dargestellt. Es ist gut zu erkennen, dass die Werte teilweise
auseinander liegen (siehe Abb. 23 A2: Ctrl-1/-2, B2: Ctrl-3 #S1/12, aMLD #S15).
Neben den bereits genannten Faktoren, die die Aktivitdtsmessungen beeinflussen
kénnen, kdénnen auch aullere Umstande auf das Ergebnis Einfluss nehmen. Dazu
zahlen z. B. die Raumtemperatur, unterschiedliche Chargen des ARSA-Substrats
oder der Probenumfang einer Aktivitatsmessung. Trotzdem konnte anhand der
gemessenen ARSA-Enzymaktivitdten deutlich zwischen den Kontroll- und MLD-
spezifischen Zellen unterschieden werden (Abb. 23 A2, B2). Es war jedoch nicht
moglich, mit Hilfe des pNCS-basierten ARSA-Enzymaktivitatsassays die drei MLD-
Formen zu unterscheiden (Abb. 23 A2, B2; grine und blaue Werte). Dafur missen
andere Diagnoseverfahren herangezogen werden. Eine Methode stellt die
Bestimmung des intrazellularen Sulfatidmetabolismus mit Hilfe von radio- oder
fluoreszenzmarkiertem Sulfatid dar (McKhann, 1984; Porter et al, 1972; Monti et al,
1992; Kudoh & Wenger, 1982). Bei diesem Verfahren korreliert der intrazellulare
Umsatz des verabreichten Sulfatids mit den drei Formen der MLD: spatinfantil O-
10 %, juvenil 15-30 % und adult 30-50 % (McKhann, 1984). Demnach kann leicht ein

Ruckschluss auf die Form der MLD gezogen werden.

Sulfatid kann sowohl! in Kontroll- als auch in MLD-abgeleiteten Oligodendrozyten

detektiert werden

Durch die Defizienz von ARSA kann Sulfatid in den Zellen nicht abgebaut werden. Es
lagert sich intralysosomal ab. Diese Ablagerungen wurden in den MLD-abgeleiteten
Oligodendrozyten immunzytochemisch mit dem Antikorper Sulph1, der spezifisch
Sulfatid erkennt, visualisiert (Fredman et al, 1988). Allerdings konnte sowohl in den
Kontroll- als auch in den MLD-abgeleiteten terminal differenzierten Kulturen nach 4
bzw. 6 Wochen ein intrazellulares Sulph1-Signal in den Oligodendrozyten detektiert
werden (Abb. 25 E-J). Dabei wiesen die MLD-spezifischen gegenuber den Kontroll-
Oligodendrozyten keine hohere Immunreaktivitat fur den Antikdrper auf. Sulfatid
kommt als Hauptbestandteil der Myelinmembran schon wahrend der Differenzierung
in unreifen Oligodendrozyten physiologisch vor (Pfeiffer et al, 1993). Das erklart,
warum es in beiden Kulturen detektiert werden konnte. Es verdeutlicht aber auch,
wie schwierig es ist, pathologische Sulfatidablagerungen in myelinbildenden Zellen

zu analysieren. Die Schwierigkeit ist, physiologisches von pathologischen Sulfatid zu
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unterscheiden. In vitro-Modelle, die keine myelinisierenden Zellen beinhalten, z. B.
primare Nierenzellen, haben dieses Problem nicht (Saravanan et al, 2004).
Physiologisch enthalten sie kein Sulfatid, aber in der MLD weisen sie
Sulfatidakkumulationen auf (Gieselmann et al, 1998; Hess et al, 1996; Lullmann-
Rauch et al, 2001). Um festzustellen, ob es sich bei dem detektierten Sulfatid in den
MLD-Oligodendrozyten um pathologische Akkumulationen handelt, wurde eine
Kofarbung mit dem Antikérper O4 durchgefuhrt (Abb. 25 G, H). O4 bindet neben
weiteren Epitopen auch an Sulfatid. In der Regel wird er fur Antigene eingesetzt, die
sich an der Zelloberflache befinden (Sommer & Schachner, 1981). In einer
intrazellularen Farbung von Sulfatid mit O4 konnte ein spezifisches Signal fur den
Sulfatid-Antikorper identifiziert werden (Abb. 25 G, H). Dieses Signal war allerdings
sowohl in MLD-abgeleiteten als auch Kontroll-Oligodendrozyten zu finden.
Demzufolge ist das detektierte Sulfatid in den MLD-Zellen vermutlich nicht

pathologisch.

Kontroll- und MLD-abgeleitete RGL-NPCs zeigen eine vergleichbare Differenzierung

in Oligodendrozyten

Die pathologischen Ablagerungen von Sulfatid fuhren in den myelinbildenden Zellen
in weiterer Konsequenz zu Defekten im Myelinmetabolismus. Das lasst in vitro ein
Defizit in der Differenzierung bzw. Reifung dieser Zellen vermuten. In der
vorliegenden Arbeit konnte in den MLD-spezifischen Oligodendrozyten im Vergleich
zu den Kontrollzellen allerdings kein Unterschied im Differenzierungsverhalten und in
der Morphologie der Zellen festgestellt werden. In beiden terminal differenzierten
Kulturen konnten nach 4 Wochen O4-positive bzw. nach 6 Wochen 4860-positive
und reich verzweigte Oligodendrozyten detektiert werden (Abb. 21 C-E; Abb. 25 A-D).
Kleinere Unterschiede, die im Erscheinungsbild der Oligodendrozyten zu erkennen
waren, sind als linienspezifisch zu betrachten. Selbst die Kontroll-Oligodendrozyten
zeigten untereinander Abweichungen in der Morphologie auf (Abb. 25 A, K, L). Die
Quantifizierung der O4-positiven Zellen lieferte ebenfalls ein vergleichbares Ergebnis
zwischen den MLD- und Kontrollzellen (Abb. 21 B). Dagegen demonstrierte eine
Studie an murinen Arsa-defizienten neuralen Vorlauferzellen ein anderes Resultat.
Nach Einleitung der Differenzierung wurde eine geringere Anzahl an O4-positiven
Oligodendrozyten im Vergleich zu den Kontrollkulturen beobachtet (Pituch et al,
2015). Es handelte sich hierbei allerdings um murine Zellen, deren Differenzierung

erfahrungsgemall kirzer als bei humanen Zellen dauert. Demzufolge ist die
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Ausbildung von Krankheitsmerkmalen schon nach wenigen Tagen moglich. In einem
in unserem Labor etablierten Protokoll kdnnen innerhalb von 4-8 Tagen aus murinen
neuralen Vorlauferzellen reife Oligodendrozyten generiert werden (Glaser et al, 2007,
2005). Die Differenzierung der humanen RGL-NPCs in Oligodendrozyten dauert
dagegen bis zu 7 Wochen, wobei es sich dann immer noch um ein jlingeres

Differenzierungsstadium der humanen Zellen gegenuber dem der murinen handelt.

Kritische Bewertung des generierten MLD-spezifischen Zellkulturmodells

In der vorliegenden Arbeit konnten mit den verwendeten Methoden in den MLD-
abgeleiteten Oligodendrozyten neben der ARSA-Defizienz keine weiteren
Krankheitsmerkmale, wie pathologische Sulfatidablagerungen, morphologische
Unterschiede oder Differenzierungsdefekte der Oligodendrozyten, aufgedeckt
werden. Ein Grund daflr kann das Reifestadium der Oligodendrozyten in den
oligodendroglialen Kulturen sein. Zu den untersuchten Zeitpunkten waren die Zellen
nicht lange differenziert (7-9 Wochen) und somit sehr jung. Im Menschen treten die
ersten OPCs in der 10. Schwangerschaftswoche auf und die ersten Myelinisierungs-
anzeichen kdnnen nach 28 Wochen detektiert werden (Barateiro & Fernandes, 2014).
Die Oligodendrozyten sind maoglicherweise nicht reif genug, um Uber die ARSA-
Defizienz hinaus weitere Charakteristika der MLD zu entwickeln. Die Sulfatid-
akkumulationen sind eines der ersten Krankheitsanzeichen. Damit diese
pathologischen Ansammlungen in den Oligodendrozyten entstehen kénnen, muss
das Sulfatid zuvor in die Stoffwechselprozesse eingegliedert worden sein und
anschlielend abgebaut werden. Voraussetzung hierfir ist, dass Sulfatid zuvor in der
Myelinmembran integriert worden ist, deren Aufbau zuerst erfolgt sein muss.
Zusatzlich ist die Metabolisierungsrate von Sulfatid im Myelin allgemein sehr
langsam (Davison & Gregson, 1966; Jungalwala, 1974). Zusammenfassend lasst
sich daraus schlieRen, dass pathologische Sulfatidablagerungen in dem hier
vorgestellten in vitro-System erst detektiert werden kénnen, wenn Myelin ausgebildet
worden ist und eine Metabolisierung von Sulfatid stattgefunden hat. In den
oligodendroglialen Kulturen konnten zu den untersuchten Zeitpunkten keine
Anzeichen von reifem Myelin detektiert werden, wie z. B. die Expression von MBP
(Daten nicht gezeigt). Demnach ist das in den iPSC-abgeleiteten Oligodendrozyten
detektierte Sulfatid physiologisch und eher an Aufbauprozesse der Myelin-
membranen in den Zellen beteiligt (Pfeiffer et al, 1993), als ein pathologisches
Anzeichen der MLD.
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Um einen hdheren Reifegrad der Oligodendrozyten zu erzielen, kénnen die Zellen
langer als 9 Wochen differenziert werden. Das ist allerdings schwierig, da die
differenzierten Kulturen auf dem verwendeten Zellkultursubstrat meist nicht langer
als 9-11 Wochen kultivierbar waren. Der Zellrasen |6ste sich meist nach mehr als
9 Wochen oligodendroglialer Differenzierung ab. Um diese Problematik zu umgehen,
kénnen die Zellen in Suspension als oligodendrogliale Spharen differenziert werden.
Es ist grundsatzlich mdglich, die RGL-NPCs als Spharen zu kultivieren (Gorris et al,
2015). Eine andere Mdoglichkeit ist, die Zellen in einem 3D-Kultursystem aus einer
basalmembranartigen Matrix zu kultivieren (Choi et al, 2014). Dort kdnnen sie langer
ausreifen und sich nicht verfriht von der Zellkulturschale abldosen. Des Weiteren
konnen die Zellen auch in ein entsprechendes Tiermodell transplantiert und dort
in vivo in einem MLD-spezifischen Milieu langer differenziert werden (siehe Punkt
4.3).

Die linienspezifischen Unterschiede des vorgestellten Zellkultursystems stellen einen
weiteren Nachteil dar. Von der Ausgangszellpopulation der Hautfibroblasten bis hin
zu den Oligodendrozyten ist es eine lange Differenzierungsphase (bis zu 7 Monaten).
In dieser Zeit werden die Zellen durch unterschiedliche Faktoren beeinflusst. Dazu
zahlen z.B. die Handhabung der Zellen, verschiedene Chargen der Zellkultur-
komponenten oder unterschiedliche Temperaturen im Labor. Diese Faktoren kdnnen
dazu fuhren, dass sich einzelne Zelllinien anderes verhalten und Unterschiede in den
Ergebnissen zeigen, obwohl die Zellen von Kontrollspendern oder von dem selben
Patienten abstammen. So unterscheiden sich z. B. die RGL-NPCs unterschiedlich
stark in ihrem Expressionsmuster (Abb. 18). Dabei ist auch zu beachten, dass diese
Daten mit Hilfe einer semiquantitativen PCR generiert wurden, die lediglich eine
qualitative Aussage darlber liefert, ob ein Gen transkribiert wird. Zusatzlich konnten
auch in den oligodendroglialen Kulturen linienabhangige Unterschiede festgestellt
werden. Dabei unterschieden sich sogar die Oligodendrozyten der verschiedenen
Kontrollkulturen in ihrer Morphologie (Abb. 25 A, K, L). Das erschwert, insbesondere
bei der Generierung eines krankheitsspezifischen Zellkulturmodells, minimale
Unterschiede zwischen den Kontroll- und MLD-abgeleiteten Zellen aufzudecken. Um
dem entgegenzuwirken, kdnnen isogene Zelllinien generiert werden (siehe Punkt
1.3.1; An et al, 2012; Corti et al, 2012; Reinhardt et al, 2013b; Ryan et al, 2013;
Sanders et al, 2014; Soldner et al, 2011). Diese Zellen sind bis auf den Gendefekt
genetisch identisch. Abweichungen, die aufgrund von auf3eren Einflissen entstehen,

konnen so minimiert werden. Der Gendefekt sollte in die RGL-NPCs eingefugt bzw.
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entfernt werden. Dieser Zelltyp ist leichter zu kultivieren als die iPSCs und muss
keine lange Differenzierungsphasen (von Fibroblasten Uber iPSCs hin zu RGL-NPCs)
mehr durchlaufen.

Neben dem jungen Reifegrad der Oligodendrozyten und den linienspezifischen
Unterschieden erschwert zusatzlich der genetische Hintergrund jedes einzelnen
Patienten die Bedingungen, ein in vitro-Modell zu generieren. Die MLD ist trotz der
Monogenie genetisch sehr heterogen. Viele MLD-Patienten besitzen mehrere
Mutationen im ARSA-Gen. Diese beeinflussen unterschiedlich stark und
moglicherweise abhangig vom Zusammenspiel der auftretenden Mutationen die
Entstehung der Krankheit. Auch die in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Patienten unterschieden sich in ihrem Genotyp und in der Auspragung der MLD
(Tabelle 1; Abb. 10). Der Patient lIMLD-4 zeigte zusatzlich ein widerspruchliches Bild.
Laut Coriell Institute for Medical Research leidet er an der spatinfantilen Form der
MLD (Coriell GM00197, 2016). Genetisch betrachtet und entsprechend der Literatur
musste er dagegen die adulte Form entwickeln. Er tragt neben der bereits bekannten
und mit der adulten MLD-assoziierten Mutation p.P426L (Polten et al, 1991)
zusatzlich drei ebenfalls bekannte Polymorphismen (Abb. 10; ARSA-Datenbank,
2016; Coulter-Mackie & Gagnier, 1997; Gort et al, 1999). Diese wurden alleine nicht
zum Ausbruch der MLD fuhren. Mdglicherweise ist gerade die Kombination dieser
vier Mutationen Ausloser fur die spatinfantile Form der MLD in diesem Patienten.
DarUber hinaus kdnnen auch noch bisher unbekannte genetische oder epigenetische
Faktoren einen Einfluss auf die Entstehung und den Verlauf der MLD gehabt haben
(Gieselmann, 2008). Bei Geschwistern, die die selben MLD-verursachenden
Mutationen im ARSA-Gen trugen, konnte ein unterschiedlicher Verlauf der MLD
beobachtet werden (Arbour et al, 2000). Das spricht daflir, dass neben dem Defekt
im ARSA-Gen weitere Einflisse auf die Entstehung der MLD wirken. Da diese
Einflusse nicht bekannt sind, konnen sie bei der Generierung eines MLD-
spezifischen Zellkulturmodells nicht bericksichtig werden. Das kann unter
Umstanden die Aufdeckung von MLD-spezifischen Merkmalen im Zellkultursystem
erschweren.

In der vorliegenden Arbeit konnten in den bislang untersuchten frihen Stadien des
generierten Zellkulturmodells neben der ARSA-Defizienz keine weiteren Krankheits-
merkmale der MLD festgestellt werden. Trotzdem stellt dieses in vitro-Modell eine
gute zellulare Grundlage dar. Das Differenzierungsprotokoll von Gorris et al bietet mit

den RGL-NPCs eine stabile Population an Vorlauferzellen. Diese Zellen kdnnen
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wiederholt genutzt werden, um Oligodendrozyten zu generieren. Um jedoch die
Oligodendrozyten als Modell fur die MLD verwenden zu kdénnen, bedarf es weiterer
Optimierungsmalinahmen. Die Oligodendrozyten mussen einen hdoheren Reifegrad
erreichen und die linienspezifischen Unterschiede sollten minimiert werden. Letzteres
kann durch die Generierung isogener Linien erreicht werden. Voraussichtlich wirden
sich dann auch in den MLD-Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen minimale
krankheitsspezifische Unterschiede in den Kulturen detektieren lassen. AulRerdem
konnen mit Hilfe der isogenen Zelllinien mdoglicherweise bisher unbekannte
genetische Faktoren, die aulderhalb des ARSA-Gens liegen und den Ausbruch oder

den Verlauf der MLD beeinflussen, aufgedeckt werden.

4.2 MLD-spezifische RGL-NPCs nehmen exogene ARSA auf und eignen
sich als humanes neurales Zellkulturmodell, um entsprechende
Therapieansatze zu evaluieren

Ein wesentlicher Bestandteil vieler MLD-spezifischer Therapieansatze ist, das

defekte ARSA-Enzym zu ersetzen, wie z. B. bei der Enzymersatz- oder der in vivo

Gentherapie (ERT: Matthes et al, 2012; Matzner et al, 2005, 2009b; in vivo

Gentherapie: Colle et al, 2009; Consiglio et al, 2001; Kurai et al, 2007; Miyake et al,

2014; Piguet et al, 2012; Rosenberg et al, 2014; Zerah et al, 2015). Die Therapien

basieren auf dem Mechanismus, dass extrazelluldare ARSA Uber Mannose-6-

Phosphat-Rezeptoren (MPR), die sich an der Zelloberflache befinden, aufgenommen

werden kann. Wenn ARSA einmal in der Zelle ist, wird es zum Lysosom transportiert.

Dort kann dann durch die Bereitstellung des funktionellen Enzyms der metabolische

Defekt in den ARSA-defizienten Zellen korrigiert werden (Platt & Lachmann, 2009;

Matzner & Gieselmann, 2005). Schon im Jahr 1971 zeigten Porter und Kollegen,

dass extrazelluldare ARSA im Medium von MLD-abgeleiteten Fibroblasten

aufgenommen und die Enzymaktivitat wiederhergestellt werden kann (Porter et al,

1971). Auch die bisherigen Therapieansatze zur Enzymersatztherapie (ERT) in der

Arsa”-Maus klingen sehr vielversprechend (Matthes et al, 2012; Matzner et al, 2005,

2009b). Durch eine wiederholte Verabreichung von rekombinanter ARSA konnte in

der Arsa”-Maus eine Verbesserung der Krankheitsmerkmale erzielt werden. Ebenso
wurde bereits 2001 mit Hilfe von lentiviralen Vektoren eine Uberexpression von

ARSA im Gehirn von Arsa”-Méuse erreicht und eine erfolgreiche in vivo Gentherapie

zur Behandlung der MLD demonstriert (Consiglio et al, 2001). Die anhaltende

Expression von ARSA fiuhrte in den Mausen zu einer Reduktion der Sulfatid-
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ablagerungen. Trotzdem werden weiterhin in vitro-Modelle zur Optimierung dieser
Therapiestrategien herangezogen. Zum Beispiel nutzten Bockenhoff et al murine
Arsa-defiziente Fibroblasten, um die Aufnahme verschiedener kiunstlich modifizierter
ARSA-Proteine zu evaluieren (Bockenhoff et al, 2014). Matzner und Kollegen
testeten in Zellen der Arsa”-Maus die retrovirale Uberexpression humaner ARSA
und zeigten eine Korrektur des metabolischen Defekts in diesen Zellen (Matzner et al,
2000a). Sie stellten mit dem retroviralen Vektor ein potentielles Instrument flr die
Entwicklung von Gentherapien zur Behandlung der MLD in Arsa-defizienten Mausen
vor (Matzner et al, 2000b, 2001, 2002).

Das in der vorliegenden Arbeit generierte lIMLD-spezifische Zellkulturmodell kann
ebenfalls fur Experimente zur Evaluierung entsprechender Therapien genutzt werden.
In den IlIMLD-RGL-NPCs konnte die ARSA-Enzymaktivitdt sowohl durch eine
Uberexpression von ARSA mit Hilfe lentiviraler Vektoren (Daten nicht gezeigt) als
auch durch die Zugabe von humaner rekombinanter ARSA (rhARSA) funktionell
wiederhergestellt werden (Abb. 26, 27). Die Aufnahme von rhARSA konnte durch die
Zugabe von Mannose-6-Phosphat (M6P) blockiert werden (Abb. 26). Das beweist
eine MPR-abhangige Aufnahme von ARSA und, dass das vorgestellte Zellkultur-
system durch aulere Faktoren modelliert werden kann. Die Verabreichung von M6P
ist eine gangige Methode, um die ARSA-Aufnahme Uber diese Rezeptoren zu
evaluieren. Weitere Studien zeigten ebenfalls eine Blockierung der ARSA-Aufnahme
durch M6P in verschiedenen Zellkultursystemen (Klein et al, 2009; Matzner &
Gieselmann, 2005; Matthes et al, 2011; Bockenhoff et al, 2014; Matzner et al, 2008).
In den ARSA-Enzymaktivitatsmessungen der Hautfibroblasten und RGL-NPCs
konnten in den Einzelwerten einzelner Zelllinien Schwankungen festgestellt werden
(Abb. 23 A2, B2). Derartige Abweichungen wurden auch bei den Aufnahme-
experimenten mit rhARSA detektiert (Tabelle 4; Abb. 26 B, grine und blaue Werte).
Das erschwert eine statistische Auswertung. Trotzdem lieferte jedes der Experimente,
unabhangig voneinander betrachtet, das gleiche Ergebnis. Es ist deutlich zu
erkennen, dass die Enzymaktivitat im Vergleich zu den unbehandelten lIMLD-RGL-
NPCs (Medium) durch die Verabreichung von rhARSA (0,5 bzw. 2,5 pg/ml) zunimmt
und die Aufnahme durch M6P reduziert werden konnte (Tabelle 4; Abb. 26 B).
Zusammenfassend zeigen die Aufnahmeexperimente, dass die lIMLD-RGL-NPCs
rhARSA abhangig von MPRs aufnehmen kdnnen und diese Aufnahme modelliert
werden kann. Somit kdnnen die Zellen fur die Evaluation verschiedener Therapie-

ansatze eingesetzt werden. Zum Beispiel kbnnen Wirkstoffe getestet werden, die den
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Prozess der Aufnahme von ARSA positiv beeinflussen. Bockenhoff et al Uberpriften
verschiedene Peptid-Vektoren in Arsa-defizienten Mauszellen, um eine verbesserte
Aufnahme der ARSA zu erzielen (Bockenhoff et al, 2014). Auch Molekule, die einen
verfruhten Abbau des Enzyms verhindern sollen, kdnnen in den MLD-RGL-NPCs
untersucht werden. Es wurde bereits in Fibroblasten von aMLD-Patienten gezeigt,
dass der Abbau von ARSA durch die Verabreichung von Proteinaseinhibitoren
verhindert werden kann (von Bulow et al, 2002; von Figura et al, 1983, 1986).
Daruber hinaus kann das generierte in vitro-Modell auch verwendet werden, um
potentielle patientenspezifische Therapien zu entwickeln. In der vorliegenden Arbeit
wurde demonstriert, dass es patientenspezifische Unterschiede in der ARSA-
Aufnahme geben kann (Abb. 28). Die RGL-NPCs abgeleitet von Patient liIMLD-2

nahmen im Vergleich zu den anderen MLD-spezifischen Linien mehr rhARSA auf.

Tabelle 4: Einzelwerte der ARSA-Enzymaktivitdten von liMLD-RGL-NPCs nach
rhARSA-Behandlung

liMLD-2 #S4 Experiment --- + M6P + G6P
1 0
Medium 2 1,46 / /
3 0
405 1 182,87 13,22 205,41
0.5 b 2 321,09 0 258,83
3 72 0 39,59
+ 2,5 ug/mi 1 525,24 59,94 364,01
rhARSA 2 348,68 48,08 478,71

Es sind die Einzelwerte der intrazellularen ARSA-Aktivitaten (in mU/mg) von unbehandelten
(Medium) und rhARSA-behandelten (0,5 bzw. 2,5 ug/ml) liMLD-spezifischen Zellen (liMLD-
2 #S4) ohne (---) und mit Zugabe von M6P bzw. G6P dargestellt.

Der Vorgang der Kreuzkorrektur durch benachbarte Zellen stellt eine weitere
Therapiemoglichkeit dar, die in einem entsprechenden Zellkulturmodell evaluiert
werden kann. Es ist bekannt, dass Zellen wahrend der Generierung von lysosomalen
Proteinen einen Teil davon in den Extrazellularraum abgeben (Chao et al, 1990). Bei
ARSA sind das bis zu 10 % der neu synthetisierten Proteine (Waheed et al, 1982;
von Figura et al, 1983). Das ausgeschleuste Protein kann dann von den defizienten
Zellen aufgenommen werden. Auf diesem Prinzip basieren z. B. die hamatopoetische
Stammzelltherapie (HSCT; Biffi et al, 2004, 2006, 2013) oder Zelltherapien (Doerr et
al, 2015; Givogri et al, 2008, 2006; Kawabata et al, 2006; Klein et al, 2006). Die
transplantierten Zellen wandern in das Gehirn ein (HSCT) oder werden direkt am

Wirkungsort platziert (Zelltherapie). Dort geben sie kontinuierlich funktionelle ARSA
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in das ARSA-defiziente Gewebe ab. In vitro wurde der Vorgang der Kreuzkorrektur
durch benachbarte Zellen erstmals von Sangalli und Kollegen demonstriert. Sie
kultivierten murine  ARSA-Uberexprimierende  Fibroblasten zusammen mit
Oligodendrozytenvorlaufern und Schwann-Zellen von Kontrollratten. Es konnte eine
erfolgreiche Aufnahme der sekretieten ARSA demonstriert werden (Sangalli et al,
1998).

In ersten Experimenten wurde dieser Vorgang auch an den liIMLD-spezifischen RGL-
NPCs Uberpruft (Abb. 33). Die Kultivierung von ARSA-defizienten Zellen mit
konditioniertem Medium bzw. Uberstand (US) von Kontroll-RGL-NPCs (fiir 6 Tage)
war jedoch nicht ausreichend, um die ARSA-Enzymaktivitat in den MLD-Zellen
wiederherzustellen (Daten nicht gezeigt). Mdoglicherweise wurde von den Kontroll-
RGL-NPCs nicht genugend ARSA in das Medium abgegeben. Deshalb wurde nicht
nur ARSA in den Zellen Uberexprimiert, sondern auch neuronal differenzierte
Kulturen (3-5 Wochen) herangezogen. Diese wiesen eine hohere ARSA-Aktivitat als
die RGL-NPCs auf und konnten im Gegensatz zu den astroglialen oder
oligodendroglialen Kulturen unter serumfreien Bedingungen bzw. in kurzerer Zeit
kultiviert werden. Das konditionierte Medium der ARSA-Uberexprimierenden und
neuronal differenzierten Kulturen wurde aufkonzentriert. Anschlieiend wurden die
lIMLD-RGL-NPC mit dem konzentrierten Uberstand (konz. US) kultiviert. Bereits
nach 24 Stunden konnte eine Wiederherstellung der ARSA-Enzymaktivitat in den
lIMLD-spezifischen RGL-NPCs erzielt werden (Abb. 33, grun). Die Aufnahme von
ARSA aus dem Uberstand konnte nur teilweise durch M6P geblockt werden (Abb. 33,
orange). Das lasst vermuten, dass in diesem Experiment ein Teil der Enzyme

unabhangig von den MPRs Uber andere Rezeptoren aufgenommen wurde.
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Abb. 33: Wiederherstellung der ARSA-Enzymaktivitat in liMLD-spezifischen Zellen
durch die Kultivierung mit konzentriertem Uberstand von neuronal
differenzierten und ARSA-liberexprimierenden Kulturen.

Dargestellt wird die intrazelluldre ARSA-Enzymaktivitdt von unbehandelten liMLD-spezifischen RGL-
NPCs (Medium, rot) und von IliIMLD-RGL-NPCs, die 24 Stunden mit konzentrierten Uberstand
(konz. US) von neuronal differenzierten Kontroll-Kulturen (Ctrl-3 #S1"R%* Neuro; 3-5 Wochen; grin)
behandelt wurden. Die wiederhergestellte Enzymaktivitat konnte durch die Zugabe von M6P (orange),
aber nicht von G6P (blau), reduziert werden. Die ARSA-Enzymaktivitat ist angeben in mU/mg. Es sind
Einzelwerte und Mediane dargestellt.

Zusammenfassend zeigen diese vorlaufigen Ergebnisse, dass der Vorgang der
Kreuzkorrektur in vitro in den liMLD-spezifischen Zellen studiert werden kann. Die
ARSA-defizienten Zellen nehmen das von den Kontrollzellen sezernierte ARSA auf.
Somit kdnnen sie fur Experimente zur Evaluation von zellbasierten Therapien
herangezogen werden. In zukinftigen Versuchen sollte zuséatzlich der Uberstand von
oligodendroglialen Kulturen getestet werden, da die Oligodendrozyten vermutlich die
Zellen sind, die bei einer Zelltherapie neben dem Ersatz von Gewebe bzw. der
Myelinmembran auch funktionelle ARSA bereitstellen sollen. Aufgrund der niedrigen
Fallzahl in den vorgestellten Kreuzkorrektur-Experimenten, sowohl mit rekombinanter
(Abb. 26) als auch mit von Kontrollzellen sezernierter ARSA (Abb. 33), sind weitere

Experimente notwendig, um die Ergebnisse zu untermauern.
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4.3 Die Arsa’/Shi/Rag2”-Maus eignet sich als in vivo-Modell zur
Uberprifung der Funktionalitat MLD-spezifischer Oligodendrozyten
sowie fur die Evaluation zellbasierter Therapien

Um invitro generierte Zellen invivo zu studieren, aber auch um mogliche

Therapieansatze zur Behandlung der MLD zu evaluieren, sollte ein geeignetes

Tiermodell verwendet werden. Ein entsprechendes Modell fir die MLD stellt die

Arsa”-Maus dar (Hess et al, 1996). Sie wurde kiinstlich durch die Inaktivierung des

Arsa-Gens generiert. Dadurch kann die Maus kein Arsa-Protein bilden, und Sulfatid

wird nicht mehr metabolisiert. Das Uberschussige Sulfatid lagert sich pathologisch in

verschiedenen Geweben ab, z. B. in Zellen der Niere, der Gallenblase oder des

Gehirns. Diese Ablagerungen nehmen mit dem Alter der Maus zu. Im Gegensatz

zum Menschen entsteht keine weitreichende Demyelinisierung im Nervensystem.

Lediglich der Durchmesser der myelinisierten Axone ist verringert (Hess et al, 1996).

Trotzdem wird die Arsa”-Maus vielfach in der MLD-Forschung eingesetzt. Zahlreiche

Therapieansatze, wie die HSCT oder ERT, wurden bereits in diesem Tiermodell

getestet. So =zeigten Biffi et al durch die Transplantation von ARSA-

Uberexprimierenden hamatopoetischen Stammzellen eine deutliche Verminderung

der Sulfatidakkumulationen im ZNS und PNS der Arsa-defizienten Mause (Biffi et al,

2006, 2004). Eine aufgrund dieser Resultate eingeleitete klinische Studie

demonstrierte bereits erste Erfolge in liMLD-Patienten (Biffi et al, 2013; Clinical Trial

NCT01560182, 2016). Zelltherapien, die neben einem funktionellen Ersatz des

ARSA-Enzyms auch das Gewebe ersetzen sollen, kdnnen dagegen weniger gut in

der Arsa’-Maus studiert werden. Die Arsa-defiziente Maus zeigt keine

Demyelinisierung im Gehirn. Somit kann in diesem Tiermodell die Neubildung von

Myelin durch die eingebrachten Zellen nur erschwert analysiert werden. Am besten

kann eine Remyelinisierung in einem myelindefizienten Tiermodell studiert werden.

Dafur existieren bereits entsprechende in vivo-Modelle. Die Shiverer(Shi)-Maus wird

bevorzugt fur diese Fragestellungen eingesetzt. Durch die Deletion im Mbp-Gen

kann in dieser Maus kein kompaktes Myelin gebildet werden (Molineaux et al, 1986;

Dupouey et al, 1979). Somit wird eine optimale Grundlage geschaffen, um eine

Remyelinsierung durch transplantierte Zellen zu untersuchen. Gorris et al nutzten die

Shi-Maus, um die Funktionalitat der RGL-NPC-abgeleiteten oligodendroglialen Zellen

zu demonstrieren (Gorris et al, 2015). Eine weitere Arbeitsgruppe transplantierte

hiPSC-abgeleitete Oligodendrozytenvorlauferzellen in dieses Tiermodell. Sie konnten
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eine Mpyelinausbildung im gesamten Gehirn zeigen, die zu einer hoheren
Lebenserwartung der Tiere fuhrte (Wang et al, 2013).

In der vorliegenden Arbeit wurden die beiden beschriebenen Tiermodelle miteinander
kombiniert. Durch die Arsa”-Maus wird ein Arsa-defizientes Milieu bereitgestellt und
eine Kreuzkorrektur von Arsa durch das Mausgewebe vermieden. Aufgrund des Shi-
Hintergrunds wird kein kompaktes Myelin im Gehirn gebildet. Zusatzlich wurde ein
Rag2”-Hintergrund in das Mausmodell eingekreuzt, wodurch eine Immunreaktion auf
die transplantierten Zellen unterdriickt werden sollte.

In der neu geziichteten Arsa”/Shi/Rag2”-Maus konnte im Gegensatz zu der Rag2™-
und Arsa”/Rag2”-Maus keine Expression von MBP im gesamten Gehirn detektiert
werden (Abb. 29). Demzufolge wurde in diesem Tiermodell kein kompaktes Myelin
gebildet. Die Sulph1- und Alcian Blau-positiven Sulfatidakkumulationen wurden
vorwiegend in den Arsa-defizienten Mausmodellen detektiert (Abb. 30). Dabei
schienen die Ablagerungen in den beispielhaft gezeigten Praparaten der
Arsa”/Shi/Rag2”-Maus im Vergleich zu den Préparaten der Arsa’/Rag2”-Maus
ausgepragter zu sein. Das steht moglicherweise im Zusammenhang mit der
zusétzlichen Deletion im Mbp-Gen in der Arsa’/Shi/Rag2”-Maus. Durch das
fehlende MBP kann keine kompakte Myelinmembran gebildet werden (Molineaux et
al, 1986; Dupouey et al, 1979). Das Sulfatid, welches in die Membran eingebaut
werden soll, ist demnach Uberschissig und muss abgebaut werden. Aufgrund der
fehlenden Funktionalitat von Arsa ist das nicht moglich und Sulfatid hauft sich
verfriht pathologisch an.

Erste Transplantationsexperimente in die Arsa’/Rag2”’- bzw. Arsa’/Shi/Rag2™”-
Maus demonstrierten, dass die eingebrachten Kontroll- und MLD-abgeleitete RGL-
NPCs in vivo Uberlebten, sich in das Mausgewebe integrierten und die Zellen
oligodendroglial differenzierten (Abb. 31, 32). Sie exprimierten spezifische Marker fur
Oligodendrozyten, wie OLIG2, Nogo-A oder MBP. OLIG2 stellt einen wichtigen
Transkriptionsfaktor der Oligodendrozytenentwicklung dar (Lu et al, 2000; Zhou et al,
2000). Das Transmembranprotein Nogo-A wird von Oligodendrozyten exprimiert und
inhibiert das Axonwachstum (Chen et al, 2000). MBP ist als Myelinprotein ein
wichtiger Bestandteil der Myelinmembran und ein Anzeichen fur die Bildung der
Isolierschicht (Campagnoni, 1988; Aggarwal et al, 2011).

Zusammenfassend stellt die neu generierte Arsa’/Shi/Rag2”-Maus ein geeignetes
Instrument dar, um in vivo den Phanotyp von in vitro generierten humanen MLD-

spezifischen oligodendroglialen Zellen zu untersuchen. Das Tiermodell erlaubt eine
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Differenzierung und Reifung von Oligodendrozyten in einem Arsa-defizienten Umfeld.
So kdnnen mogliche Defekte in der Myelinisierung im Zusammenhang mit den
pathologischen Sulfatidakkumulationen analysiert werden. Die Arsa’/Shi/Rag2™’-
Maus kann auflerdem fur die Evaluation von zellbasierten Therapien herangezogen
werden. Doerr et al beschrieben bereits die Transplantation von ARSA-
Uberexprimierenden humanen MLD-spezifischen neuralen und astroglialen Vorlaufer-
zellen in die Arsa-defiziente Maus. Dadurch konnte eine Reduktion der Sulfatid-
akkumulationen erzielt werden (Doerr et al, 2015). In der Arsa’/Shi/Rag2”-Maus
kann neben dem funktionellen Ersatz (ARSA-Substitution) auch ein Gewebeersatz
durch die eingebrachten Zellen (Remyelinisierung) studiert werden.

FUr zukUnftige Transplantationsexperimente sollten noch weitere Untersuchungs-
methoden herangezogen werden. Mit Hilfe von elektronenmikroskopischen
Aufnahmen kdénnen sowohl die Myelinstrukturen als auch die Sulfatidakkumulationen
detaillierter analysiert werden. Sulfatidspeichernde Lysosomen beinhalten
charakteristische lamellenartige Strukturen (Wittke et al, 2004; Klein et al, 2005;
Ramakrishnan et al, 2007). Kompaktes Myelin ist durch die Dicke der
Myelinscheiden gekennzeichnet. Human- und zelltypspezifische Marker kdnnen
zusatzliche Informationen daruber liefern, in welchen Zelltypen sich die Sulfatid-
ablagerungen genau befinden. Reifes und funktionelles Myelin kann durch weitere
Myelinmarker sichtbar gemacht werden. Zum Beispiel liefert das contactin-
associated protein (Caspr) Hinweise fur kompaktes Myelin. Auf unmyelinisierten
Axonen wird Caspr eher diffus exprimiert. Kurz nach Beginn der Myelinisierung

lokalisiert sich das Protein in den Ranvier-Schnurringen (Einheber et al, 1997).

4.4 Perspektiven

In der vorliegenden Arbeit wurden erfolgreich iPSC-abgeleitete und MLD-spezifische
RGL-NPCs und Oligodendrozyten generiert. Das Ziel war, diese Zellen zu nutzen,
um die lysosomale Speichererkrankung MLD in vitro studieren zu kdnnen. Auch
wenn in den MLD-abgeleiteten Oligodendrozyten aktuell neben der ARSA-
Enzymdefizienz keine weiteren krankheitsspezifischen Merkmale nachgewiesen
werden konnten, stellen diese Zellen eine gute zellulare Basis fur nachfolgende
Forschungsansatze dar. Mit den RGL-NPCs ist eine Quelle von neuralen
Stammzellen verfUgbar, aus denen immer wieder neue MLD-spezifische
Oligodendrozyten generiert werden kdnnen. Im Hinblick auf die Oligodendrozyten
muss dieses Zellkultursystem verbessert werden. Wenn die Zellen einen hdheren
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Reifegrad erlangen, kdnnen moglicherweise Sulfatidablagerungen oder Defekte in
der Reifung sowie im Myelinmetabolismus detektiert werden. Zusatzlich kann die
Generierung von isogenen Zelllinien die linienabhangigen Unterschiede minimieren
und eine Identifizierung krankheitsspezifischer Merkmale in vitro erleichtern.

Daruber hinaus wurde demonstriert, dass die MLD-spezifischen RGL-NPCs als
humanes neurales Zellkultursystem verwendet werden koénnen, um die
Mechanismen der ARSA-Aufnahme sowie die intrazellulare ARSA-Aktivitat zu
studieren. Es konnen Therapieansatze, die den Abbau des Enzyms verhindern oder
das Enzym ersetzen sollen, eingehend in den humanen MLD-spezifischen Zellen
evaluiert werden.

Mit der Arsa"'/Shi/RagZ"'-Maus wurde ein Tiermodell vorgestellt, welches sich dazu
eignet, invitro generierte oligodendrogliale MLD-spezifische Zellen invivo zu
studieren. Erste Transplantationsexperimente zeigten, dass die Zellen tUberleben und
in gliale Zellen differenzieren. Mit den zur Verfugung stehenden Methoden konnte
bereits demonstriert werden, dass auch Sulfatid mit Hilfe spezifischer Farbungen und
die Myelinausbildung anhand der MBP-Expression in dem Modell dargestellt werden
kénnen. Die Arsa”/Shi/Rag2”-Maus kann zusammen mit den RGL-NPCs genutzt
werden, um zellbasierte Therapien zu evaluieren. Im Tiermodell kann nach
Transplantation der Kontrollzellen sowohl der Abbau von Sulfatid als auch der

Prozess der Remyelinisierung studiert werden.

113



Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Die Metachromatische Leukodystrophie (MLD) wird verursacht durch eine
funktionelle Defizienz des metabolischen Enzyms Arylsulfatase A (ARSA). Unter
physiologischen Bedingungen baut ARSA das Membranlipid 3’-O-Sulfo-
Galaktosylceramid (Sulfatid) im Lysosom ab. In MLD-Patienten wird Sulfatid nicht
degradiert und akkumuliert Uberwiegend in den myelinbildenden Zellen des
Nervensystems, den Oligodendrozyten und Schwann-Zellen. Das fuhrt zu einer
Demyelinisierung und zu schwerwiegenden neurologischen Symptomen. Bislang
sind die zugrunde liegenden Pathomechanismen unzureichend geklart. Ein in vitro-
Modell, welches den Phanotyp der Krankheit widerspiegelt, kann neue Erkenntnisse
Uber die Krankheitsmechanismen liefern. Das neu entwickelte Verfahren, induziert
pluripotente Stammzellen (induced pluripotent stem cells, iPSC) herzustellen, bietet
die Mdoglichkeit, aus somatischen Zellen patientenspezifische Kultursysteme zu
generieren.

In der vorliegenden Arbeit wurden Hautfibroblasten von vier MLD-Patienten mit
distinkten Mutationen im ARSA-Gen erfolgreich mit Hilfe von nicht-integrierenden
Sendaiviren in iPSCs reprogrammiert. AnschlieRend wurden die vollstandig
validierten MLD-spezifischen iPSCs in radialgliadhnliche neurale Vorlauferzellen
(radial glia-like neural precursor cells, RGL-NPC) differenziert. Diese sind multipotent
und konnten nach Entzug der Wachstumsfaktoren in Astrozyten, Neurone und
Oligodendrozyten differenziert werden. Eine ARSA-Enzymaktivitatsmessung
bestatigte die funktionelle Defizienz des Enzyms in den MLD-RGL-NPCs sowie
deren ausdifferenzierten neuralen Subtypen. In den untersuchten Differenzierungs-
stadien der MLD-abgeleiteten Oligodendrozyten konnten im Vergleich zu Kontroll-
zellen sowohl bei der Ablagerung von Sulfatid als auch in der Morphologie und im
Differenzierungsverhalten der Zellen kein Unterschied festgestellt werden.

Zusatzlich wurde in den ARSA-defizienten RGL-NPCs die Aufnahme von exogener
ARSA studiert. Die Verabreichung von ARSA fuhrte in den MLD-spezifischen Zellen
zu einer Wiederherstellung der intrazellularen ARSA-Enzymaktivitat. Die MLD-RGL-
NPCs eignen sich somit als humanes neurales in vitro-Kultursystem, um die
Mechanismen der ARSA-Aufnahme und die intrazellulare ARSA-Aktivitat zu
studieren, sowie mogliche Wirkstoffe, die diese Prozesse beeinflussen kénnen, zu

evaluieren.
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Um die Funktionalitat sowie mdgliche Sulfatidakkumulationen und Myelinisierungs-
defekte in den MLD-abgeleiteten Oligodendrozyten in vivo zu untersuchen, wurden
die Zellen in ein krankheitsspezifisches Milieu eingebracht. Hierfur wurde ein
Mausmodell generiert, welches die ARSA-Defizienz mit einer Myelin-Defizienz
kombiniert. Mit Hilfe histologischer Analysen konnten prominente Sulfatid-
ablagerungen besonders in den myelindefizienten faserreichen Strukturen des
Gehirns demonstriert werden. Erste Transplantationsstudien in neonatale Mause
zeigten, dass die RGL-NPCs fur mindestens 8 Wochen uberlebten, sich in das
Empfangergewebe integrierten und in gliale Subtypen differenzierten. Die
transplantierten Zellen waren in der Lage, MBP-positive Oligodendrozyten zu bilden.
Dieses Xenotransplantat-Modell kann Aufschluss Uber mdgliche oligodendrogliale
Fehlfunktionen im Zusammenhang mit der ARSA-Defizienz und den Sulfatid-

ablagerungen geben.
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