iPS-abgeleitete humane Mikroglia als neuroinflammatorisches
in-vitro Modell der
Amyotrophen Lateralsklerose

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Hohen Medizinischen Fakultat
der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat

Bonn

Johannes Herbert Friese
aus Siegburg
2014



Angefertigt mit Genehmigung der
Medizinischen Fakultat der Universitat Bonn

1. Gutachter: Prof. Dr. med. Harald Neumann
2. Gutachter: Prof. Dr. rer. nat. Wolfgang Kunz

Tag der Mindlichen Priifung: 12.09.2014

Aus dem Institut fir Rekonstruktive Neurobiologie
Prof. Dr. med. Oliver Bristle



Fir meine lieben Eltern






1. Inhaltsverzeichnis

1. 1] g F= 1L E3Y7=T 7= (o g g1 5
2. ADKUrZUNGSVEIZEICNNIS ....ceeiiiei ittt 8
3. BINIEITUNG - e e e 13
3.1 Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) .......coouueiiiiiiiiiee e 13
K 2 I T = o1 o =1 4 o 1T} (o T = TP 13
3.1.2 Symptomatik, Diagnose und Prognose............cceiiiiiiiiiiiiiiiieieeieeeeeee e 13
3.1.3 HiStopathOlOGie ......eeeeeiieieeee e 14
3.1.4 PathOgENESE. . ... 14
3.2 MIKIOGHA e e e e 15
3.3 iPS-abgeleitete Mikroglia (IPSAM) ..o 16
3.4 Neuroinflammation Dei ALS .........ooiiiiiiie e 17
3.5 Mutante Superoxiddismutase 1 (MSODT) .....eeviiieiiiiiiiieeee e 18
3.5.1 MSODT iN MIKIOQHA ...ceiieiiiiiiieieeee e e a e 19
3.6 Mitochondriale Dysfunktion bei ALS ...........oemiiiiiieie e 20
3.7 Mitochondrien in Mikroglia und NeurotoXizitat ...........ccooeeeeiiieiiiieieeeeeeeeeeeeen 22
3.8  Ziele der ArDEIL ... 22
4. MaLEHALIEN . 24
4.1 LaborDedart ... 24
2 € 7= - (= TSP 24
4.3 Materialien flr die ZellKURUF........coooeeeeeeeeeeee e 25
4.3.1 ZEIINNIEN .. 27
4.3.2 Puffer, Nahrmedien und Chemikalien ...........cooovuiiiiiiiiieiieeeeeeee e, 27
G T A= Y| | U] (0 g 1= 1= o 28
4.4 SMUIALION/ZYIOKING ....eeiiiiiiii e 29
I (o] o 1T (U o To [= o 1P 29
4.6 Sequenz des PGK-Promoters. ... 30
A 11101 30
4.8 KIS i 31
RS B V1A UE=T o] foTe [F] 141 o] o F TP ERPRT 31
4.10 Mitochondriale AKLVItAISMESSUNGEN.....ccooiiiiiiieieeee e 31
411 IMMUNOZYIOCHEMIE. ... 32



412
4.13

5.1

5.1.1
5.1.2
5.2

5.2.1
5.2.2
5.2.3
5.2.4
5.2.5
5.3

5.3.1
5.3.2
5.3.3
5.3.4
5.3.5
5.3.6
5.3.7
5.3.8
5.4

6.1
6.1.1
6.1.2
6.1.3
6.2
6.3
6.4
6.4.1
6.5
6.6

ST 117= (= TP 33
ONliNE RESSOUICEN .....eeiiiiieie ettt e e e e e e e e e e e e nnneeees 34
METNOAEN ... . 35
Zellbiologische Methoden ............eeeieiiiiiiiiiiiiiiiiiei e eeeeaaees 35
Passagieren der Zellen........ ..o 35
Auftauen und Einfrieren von Zellen...........oooiee 35
Etablierung von transgenen Mikrogliazelllinien ............cccccooiiiiinnnes 35
Herstellung vOn LentiVIren ... 36
Transduktion der IPSAM .........eeiiiiiiiiiiiiieeeeeee et eeeeeeeneeeneennnnnnne 37
DUrChfluSSZYIOMELIIE . ... 37
Immunzytochemische FArbUNGeN ............ooo e 38
Analyse der mitochondrialen AKLIVItaL ... 39
Molekularbiologische Methoden ... 42
Vermehrung von Plasmiden in kompetenten E. coli ..., 42
P O R e e e e s 43
GeleleKIrOPNOIESE ....coiiiiie e 44
C T 1= =1 x0T o PR 44
LV 2=1 0 =T ISP 44
Ligation pLL3.7 und PGK-Promoter ... 45
LI V=100 £ U0 RSP RRRRTRRRRRRRRN 45
S T=Y o [U1=T P4 (=T UL g T [T o TR 46
Messung von reaktiven SauerstoffSpezies..........ooccvveiiieiiiiiiieciieeeee e 47
ErgE IS S 49
Molekularbiologische Arbeiten .........cooo oo 49
Maxipraparation N1-VeKtor ... 49
Klonierung des PGK-Promoters in den pLL3.7-Vektor ... 50
Klonierung der SOD1-Mutanten in den pLL3.7-Vektor ... 50
Transduktion der iPSAM mit Lentiviren ... 53
Durchflusszytometrische Sortierung der transduzierten Zellen...................... 54
Immunozytochemische Farbungen, confocales Mikroskop..........ccccccceeiiinnneee 61
Colokalisation von Ibal und EGFP-SODT ... 65
Messung der mitochondrialen AKEVItAL ... 65
Messung von reaktiven SauerstoffSpezies.........oooouuiiieeiiiiiiiiii e 70



7.1
7.2
7.3
7.4
7.5
7.6

10.
11.
12.

DISKUSSION .. 72
Transduktion und DurchfluSSZytOMEtrie..........uuuuueiieiiiiiiiiiiiiiiieiieeeieieeiveeeieeaaees 72
Stimulation Mit GM-CSF ... 73
IMMUNOZYIOCNEIMIE. ... s 74
Mitochondriale MeSSUNGEN ......cooii e 75
MESSUNQG VON SUPEIOXIA ......eeiiiiiieiieiiiiieie et e e e e e e e 77
Seneszenz von iIPSAM..........ooo 78
ZUSAMMENTASSUNG ...eeteeeieeeee ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e e nsn e e e ee e e e e e e e e annneneees 78
U 1] o] o PRSP 79
AbDIlAUNGSVEIZEICANIS ... 81
LiteraturverzeiChnis..........oooe oo 83

D=1 7=To U T PP PPPUPTPR 93



2. Abklrzungsverzeichnis

Abb.
Acetyl-CoA
ALS

APS

Aqua bidest.
Aqua dest.
ATP

BCA

Bcl2

bp
BSA
CaCly
CCR7
CD14
CcDs8o

DAPI
DHE
DMSO
DNA
dNTP
DTNB

E. coli

Abbildung

acetyliertes Coenzym A

Amyotrophe Lateralsklerose

Ammoniumpersulfat

zweifach destilliertes Wasser

einfach destilliertes Wasser

Adenosintriphosphat

Bicinchoninsaure (2,2'-Bichinolin-4,4'-dicarbonsaure)
B-Zell Lymphom 2, Apoptose regulierendes Protein (B-cell-
lymphoma 2)

Basenpaare

bovines Serumalbumin

Calciumchlorid

C-C-Chemokin Rezeptor Typ 7
Mustererkennungsrezeptor (Cluster of differentiation 14)
Protein, das von aktivierten B-Zellen, Makrophagen und
Mikroglia exprimiert wird . (Cluster of differentation 80)
komplementare DNA (complementary DNA)
zellulares Myc (cellular Myc)

Kohlendioxid

Coenzym A

Reduziertes Coenzym A

Coenzym Q1 (Ubichinon 1)

Kupfer

Indocarbocyanin

4'6-Diamidin-2-phenylindol

Dihydroethidium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure (desoxyribonucleic acid)
Desoxyribonukleosidtriphosphate
Dithio-bis-2-Nitrobenzoe Saure

Escherichia Coli



EDTA Ethylendiamin-tetraacetat

EGFP verstarktes grin fluoreszierendes Protein (enhanced green
fluorescent protein)

ESdM aus embryonalen Stammzellen abgeleitete Mikroglia
(embryonic stemcell derived microglia)

FACS Fluoreszenz aktivierte Zellsortierung (fluorescence activated
cell sorting)

fALS familiare ALS

FCS fetales Kéalberserum (fetal calf serum)

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

GTP Guanosintriphosphat

H20> Wasserstoffperoxid

HCI Hydrogenchlorid

HEK293FT Zelllinie von humanen, embryonalen Nierenzellen (human

embryonic kidney cells 293FT)

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
HIV humanes Immundefizienzvirus

HRP Meerrettichperoxidase (horseradishperoxidase)

Ibai ionisiertes Calcium bindendes Adaptermolekil 1 (ionized

calcium binding adaptor molecule 1)

ICDH Isocitratdehydrogenase

IGF1 Insulin @hnlicher Wachstumsfaktor 1 (insulin like growth
factor 1)

IL Interleukin

IL1B Interleukin 13

INFy Interferon y

iINOS induzierbare NO-Synthase

iPS Induzierte pluripotente Stammzellen

iPSdM iPS abgeleitete Mikroglia (induced pluripotent stemcell
derived microglia)

KCI Kaliumchlorid

KCN Kaliumcyanid

LB Bakterienkulturmedium (lysogeny broth)



LPS
MCP1

M-CSF

MEF-Medium

mg
MgCI2
mil

mmol

Hg

pl

MRT
mSOD1
NADH
NADPH

NaHCO3
NANOG

NFkB

ng
NGS
]
nmol
NO
NOX2
Oct4

P/S

10

Lipopolysaccharid

Makrophagen chemotaktisches Protein 1 (macrophage
chemoattractant protein-1)

Makrophagen Kolonie stimulierender Faktor (macrophage
colony stimulating factor)

murines embryonales Fibroblasten Medium (mouse embry-
onic fibroblast-medium)

Milligramm

Magnesiumchlorid

Milliliter

Millimol

Mikrogramm

Mikroliter

Magnetresonanztomographie

mutierte Formen der Superoxiddismutase 1

reduzierte Form von Nikotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid
reduzierte Form von Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid-
Phosphat

Natriumhydrogencarbonat

Transkriptionsfaktor, der in der Ausbildung von Pluripotenz
wirkt.

Kappa-Leichtketten férdernder nuklearer Faktor in aktivier-
ten B-Zellen (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells)

Nanogramm

normales Ziegenserum (normal goat serum)

Nanoliter

Nanomol

Stickstoffmonoxid

NADPH-Oxidase 2 (Phagozyten NADPH-Oxidase)
Octamer bindender Transkriptionsfaktor 4 (octamer binding
transcription factor 4)

Penicillin/Streptomycin



PBS

PBST

PCR

PET
PFA

PGK-Promoter

PLL
pLL3.7
PLP 1-3
PRR
rhGM-CSF

RNA

ROS

RPM

SALS

SDS
SDS-PAGE

SOD1
Sox2

T4-Ligase
TBE-Puffer

TDP-43

TEMED
TGFB

TLR

11

Phosphat gepufferte Kochsalzlésung (phosphate buffered
saline)

Phosphat gepufferte Kochsalzlésung mit Tween 20 (phos-
phate buffered saline + Tween-20

Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Positronenemissionstomographie

Paraformaldehyd

Phosphoglycerat Kinase Promoter

Poly-L-Lysin

pLentiLox3.7, lentiviraler Vektor

Packplasmide 1-3 fir lentivirale Vektoren
Mustererkennungsrezeptor (pattern recognition receptor)
rekombinanter, humaner Granulozyten Monozyten Kolonie
stimulierender Faktor (recombinant human granulocyte-
monocyte colony stimulating factor)

Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

Sauerstoffradikale (radical oxygen species)
Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
sporadische ALS

Natriumlaurylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
Natriumlaurylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (sodi-
um dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
Superoxiddismutase 1

sex determining region Y (SRY)- box 2 (Gen auf
ChromosomY)

Ligase aus T4-Bakteriophagen

TRIS-Borat-EDTA-Puffer

Transaktiv wirkendes DNA-Bindeprotein (transactive res-
ponse DNA binding proteine 43)
N,N,N+,N+-Tetramethylethylendiamin

transformierender Wachstumsfaktor 8 (transforming growth
factor B)

Toll ahnlicher Rezeptor (toll like receptor)



TNB
TNFa
TRA
TREM2

TRIS
Tween-20
VS-Virus
wtSOD1
Zn

ZNS

12

Thionitrobezoesaure

Tumor Nekrose Faktor a

Triethanolamin

von myeolischen Zellen exprimierter Trigger Rezeptor 2
(triggering receptor expressed on myeloid cells-2)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Polysorbat-20

vesikulares Stomatitis Virus

Wildtypform der Superoxiddismutase 1

Zink

Zentrales Nervensystem



13

3. Einleitung
3.1 Amyotrophe Lateralsklerose (ALS)

3.1.1 Epidemiologie

Die amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist die haufigste Motorneuronerkrankung des
Erwachsenen. Sie ist durch eine progressive Degeneration der ersten und zweiten
Motorneurone charakterisiert. Es gibt sporadische Formen (sALS), die einer neuen
Metaanalyse nach 95% der Erkrankungen ausmachen (Byrne et al., 2011). AuBer-
dem gibt es familiare Formen (fALS), denen eine Reihe von Mutationen zu Grunde
liegen, wobei Mutationen im Superoxiddismutase 1 (SOD1) -Gen am haufigsten vor-
kommen. Die Inzidenz der ALS betragt 0,4-2,6/ 100.000 (Beghi et al., 2006), das Le-
benszeitrisiko betragt 1/400 bis 1/700 (bzw. 1:800 Dunckley et al., 2007). Manner
sind im Verhéltnis von 1,5 zu 1 haufiger betroffen als Frauen. (Bento-Abreu et al.,
2010). Die Inzidenz bei Frauen hat sich Uber einen langeren Zeitraum der der Man-
ner angeglichen, wogegen die Inzidenz bei Mannern stabil blieb. Dies wird auf sich
verdandernde Umweltfaktoren, denen Frauen ausgesetzt sind, zurtckgefihrt, z. B.

Expositionen auf bisher unbekannte berufsbedingte Noxen (Beghi et al., 2006).

Das mittlere Alter bei Beginn der Erkrankung ist 66 Jahre (Ahmeti et al., 2013). Risi-
kofaktoren der sporadischen ALS sind Lebensalter, mannliches Geschlecht und
Rauchen; Profi-FuBballer haben eventuell ein héheres Risiko (Beghi et al., 2006).
Zudem gibt es in der Westpazifischen Region eine endemische Form der ALS, haufig
kombiniert mit einer Parkinson-plus Demenz Erkrankung (Hermosura und Garruto,
2007).

3.1.2 Symptomatik, Diagnose und Prognose

Klinisch wird die Erkrankung zunéachst durch Faszikulationen und Muskelschwéache
auffallig und fihrt in zumeist schneller Progression zur schlaffen und spastischen Pa-
rese der quergestreiften Muskulatur. Die Erkrankung manifestiert sich in der Mehr-
zahl der Falle zuerst in den Motorneuronen, welche die Extremitaten innervieren, sel-
tener in den bulbaren motorischen Kernen (Bento-Abreu et al., 2010). Die Diagnose
der Erkrankung erfolgt priméar klinisch anhand der revidierten El-Escorial Kriterien
und durch Ausschluss der Differentialdiagnosen.
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Die ALS verlauft stets letal, meist infolge respiratorischer Insuffizienz durch Lahmung
der Atemmuskulatur oder Pneumonien vor dem Hintergrund einer Langzeitbeatmung.
Es gibt bislang keine wirksame Therapie- lediglich supportive MaBnahmen sind még-
lich- daher betragt die mittlere Uberlebenszeit nach Diagnosestellung nur 3-5 Jahre.
Das einzige zugelassene spezifische ALS-Medikament ist Riluzol, ein Glutamat An-
tagonist, der eine mittlere Uberlebensverldngerung um 2 - 3 Monate bringt (Borras-
Blasco et al., 1998), (Miller et al., 2012).

Bemerkenswerterweise sind die motorischen Kerne der inneren und auBeren Au-
genmuskeln in den allermeisten Fallen von der Degeneration ausgespart (Takeda et
al., 2012). In seltenen Fallen wurden auch kognitive Einschrankungen, verursacht

durch Degeneration im Frontallappen berichtet.

3.1.3 Histopathologie

Hier besteht eine Verbindung zur Frontotemporalen Demenz, der - wie bei einer
Form der fALS (non SOD1 fALS) - in einigen Féllen eine Mutation im Gen fur TDP-43
zu Grunde liegt (Wang et al., 2008). Neuere Erkenntnisse zeigen, dass sich TDP-43
fast immer in zytoplasmatischen Einschliissen von Patienten mit sporadischer ALS
findet, auch wenn keine Mutation dieses Proteins vorliegt. (Polymenidou und Cleve-
land, 2011), (Arai et al., 2006). Diese Einschlisse liegen in der Regel ubiquitiniert vor
(Manuela Neumann, 2011) und stellen als solche ein schon frih erkanntes
histopathologisches Kennzeichen der ALS dar (Al-Chalabi et al., 2012). TDP-43 Ag-
gregate finden sich jedoch nicht bei den durch mSOD1 verursachten Formen der
fALS. Daher wurde auch eine histopathologische Einteilung der ALS in Formen mit
und ohne TDP-43 Aggregate vorgeschlagen (Kanouchi et al., 2012). Weitere
histopathologische Anzeichen sind eine Degeneration der distalen Axone der a-

Motorneurone (Fischer et al., 2004).

3.1.4 Pathogenese

Die genaue Pathogenese der sporadischen ALS ist noch unklar. Die in den ange-
sprochenen charakteristischen intrazellularen Einschlissen auch bei sALS gefunde-
nen Proteine SOD1 und TDP-43 sind z. T. fehlgefaltet und bilden unphysiologische
Oligomere (Chattopadhyay und Valentine, 2009). Weitere bei ALS bekannte
pathogenetische Phanomene seien hier im Folgenden genannt:



15

Dazu zahlt eine durch den Neurotransmitter Glutamat vermittelte Exzitotoxizitat, wel-
che eine Calciumiberladung der Motorneurone zur Folge hat. Die Exzitotoxizitat wird
wahrscheinlich durch eine verringerte astrozytare Glutamataufnahme verstarkt
(Rothstein et al., 1995). Auch werden Stérungen im Gleichgewicht von Wachstums-
faktoren und des axonalen Transportes vermutet (Bento-Abreu et al., 2010). Schliefl3-
lich findet man im Gewebe von ALS Patienten einen vermehrten Anfall von Sauer-
stoff- und Stickstoffradikalen, die auch als Ursache fiir die motorneuronale Degenera-
tion in Frage kommen (Ferrante et al., 1997). Ob die genannten Beobachtungen nun
Folge der Proteinfehlfaltung von SOD1 bzw. TDP-43 sind, oder deren Ursache, ist
nicht klar. Es ist sicher, dass zumindest in einigen Fallen auch Umweltfaktoren wie
z.B. Schwermetallbelastung eine Rolle spielen (Vinceti et al., 2010). Mit spezifischen
Uberlegungen zur Pathogenese im mSOD1 Modell beschéftigen sich die Kapitel 1.4-
1.7.

3.2 Mikroglia

Mikroglia sind fir die angeborene Immunabwehr im zentralen Nervensystem (ZNS)
verantwortlich und gehéren zum Monozyten-Makrophagen-System. Wahrend der
Embryogenese wandern hamatopoetische Zellen aus dem Dottersack in das ZNS
ein. Dort Gbernehmen sie ihre Aufgabe als residente Immunzellen im ZNS (Napoli et
al., 2009). Unter physiologischen Bedingungen erneuert sich die Mikroglia-Population
autark  (Ajami et al., 2007). In experimentellen Situationen  wie
Knochenmarksablationen mittels Bestrahlung und anschlieBender Transplantation
mit Stammzellen konnte eine Einwanderung von hamatopoetischen Stammzellen in
das ZNS und deren Differenzierung in Mikroglia nachgewiesen werden. (Hess et al.,
2004). Jedoch scheint dies mit der Schadigung der Blut-Hirn-Schranke durch die Be-
strahlung sowie dem artifiziellen Auswaschen von Stammzellen aus dem Knochen-

mark zusammenzuh@ngen (Ajami et al., 2007).

Unter pathologischen Bedingungen wie Infektionen, Autoimmunerkrankungen,
Ischdmien, Tumoren oder neurodegenerativen Prozessen wandern Mikroglia in die
geschadigte Region, wo sie eine Reihe léslicher Faktoren wie Zytotoxine und Im-
munmodulatoren sezernieren (Napoli und Neumann, 2009), (Neumann et al., 2008).
Zu den von Mikroglia im aktivierten Zustand sezernierten Faktoren zahlen: TNF-a, IL
1 B, IL-12, IL-6, Chemokine, Proteasen, Glutamat und Redox Proteine (Mosley und



16

Gendelman, 2010). Mikroglia sezernieren im aktivierten Zustand auch die Radikale
Superoxid und NO, die durch die Enzyme NADPH Oxidase 2 (NOX2) respektive NO-
Synthetase (vor allem induzierbare NO-Synthetase, INOS) gebildet werden. Zusam-
men reagieren Superoxid und NO zu Peroxynitrit. Diese Radikale sind Teil der anti-
mikrobiellen Abwehr, beide spielen zudem eine Rolle als Second Messenger (For-
man und Torres, 2001). Im Anschluss an die proinflammatorische Phase tragen
Mikroglia durch Sekretion von Neurotrophinen und Phagozytose von Zelltrimmern
zur Ausheilung des Entztindungsgeschehens bei (Neumann et al., 2008).

Mikroglia lassen sich in-vitro und in-vivo (Hu et al., 2012) &hnlich den Blut-Monozyten
in einen M1 und einen M2 Phanotyp polarisieren. Im M1 Phanotyp agieren sie eher
neuroinflammatorisch, fungieren als antigenprasentierende Zellen und sezernieren
gréBere Mengen an TNFa und IL-12p40. Im M2 Phanotyp Uberwiegen die neurore-
generativen Eigenschaften mit Sekretion von TGF und IGF1 sowie der Phagozytose
von Zelltrammern (Durafourt et al., 2012), (Neumann et al., 2008). Die Aktivierung
von Mikroglia wird u.a. Uber pattern recognition receptors (PRRs) wie z.B. toll like
receptors (TLRs) vermittelt, welche nach Bindung von Lipopolysaccharid (LPS) oder
Doppelstrang-RNA aktiviert werden. Die nachgeschalteten Signalwege fihren u. a.
zur vermehrten Sekretion der genannten pro-inflammatorischen Molekule. Zusatzlich
locken Mikroglia Gber Chemokine Blut-Makrophagen, T-Zellen und dendritische Zel-
len an, welche die durch die Entzindungsvorgange durchlassigere Blut-Hirn-
Schranke (Blamire et al., 2000) passieren kénnen.

3.3 iPS-abgeleitete Mikroglia (iPSdM)

Induzierte pluripotente Stammzellen (iPS-Zellen) gehen aus der Reprogrammierung
von adulten somatischen Zellen hervor. Diese wird erreicht entweder durch
Transduktion mittels viraler Vektoren, welche Gene fir Oct4, Sox2, c-Myc und
NANOG enthalten (Takahashi und Yamanaka, 2006) oder durch Einschleusung der
rekombinanten Proteine in die Zellen (Zhou et al., 2009). Bis heute wurden verschie-
dene murine und humane somatische Zellen erfolgreich in iPS-Zellen reprogrammiert
(Hanley et al., 2010). IPS-abgeleitete Mikroglia wurden nach einem Protokoll diffe-
renziert, das aus dem Protokoll fir die Differenzierung von Mikroglia aus embryona-
len Stammzellen (ESdM) hervorging (Beutner et al., 2010), (Napoli et al., 2009).
ESdM entsprechen in ihren Oberflachenrezeptoren, der Hochregulierung
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proinflammatorischer Zytokine nach Stimulation und dem Migrationspotential auf ei-
nen chemotaktischen Reiz hin primédren Mikroglia (Napoli et al., 2009). IPS-
abgeleitete Mikroglia entsprechen in den genannten Eigenschaften weitgehend den
ES-abgeleiteten Mikroglia (unverdffentlichte Beobachtung).

3.4 Neuroinflammation bei ALS

In letzter Zeit wurden die Bedeutung des Immunsystems und damit auch der
Mikroglia bei der Pathogenese der ALS immer deutlicher. In histologischen post-
mortem Schnitten fand man eine Anhaufung von Mikroglia und dendritischen Zellen
zusammen mit einer Hochregulierung des Chemokins MCP-1 im Vorderhorn des Ru-
ckenmarks von Patienten (Henkel et al., 2004) und Mausen (Henkel et al., 2006).
Zudem wurde bei ALS-Patienten mit Hilfe kombinierter PET und MRT-Aufnahmen ei-
ne starke Aktivierung der Mikroglia fast im gesamten ZNS nachgewiesen (Turner et
al., 2004). Weitere Studien zeigten eine Erhdéhung von proinflammatorischen
Zytokinen im Serum und Liguor von ALS-Patienten (Rentzos et al., 2010), sowie eine
Aktivierung des Komplementsystems in histopathologischen ZNS-Praparaten (Sta et
al.,, 2011). Auch Zhang et al., 2005 beschrieben einer systemische Aktivierung des
Immunsystems bei ALS-Patienten. Es wurden oxidative Schaden an Proteinen, Lipi-
den und DNA bei Gewebeproben von Patienten mit sporadischer wie mit familiarer
ALS beobachtet (Ferrante et al., 1997). Im SOD1 Mausmodell flihrt eine selektive
Reduzierung der SOD1 Expression in Motorneuronen zu einem spateren Krankheits-
beginn und einer verlangsamten frihen Erkrankungsphase, wahrend die selektive
Reduzierung in Mikroglia zu einer langsameren Progression im spateren Krankheits-
verlauf fihrt (Boillée et al., 2006). Dazu passt die Beobachtung, dass mSOD1 trans-
gene Mause, die nach Bestrahlung mit GFP markierten Knochenmarkstammzellen
von wt Mausen transplantiert wurden einen langsameren Krankheitsverlauf hatten;
man fand bei diesen Mausen GFP und Ibal (mikroglialer Marker) doppelt positive
Zellen im Rickenmark (Ohnishi et al., 2009).

Eine ausschlieBliche Expression von mSOD1 G85R, G93A (Lino et al., 2002) bzw.
G37R (Pramatarova et al., 2001) nur in Motorneuronen fihrt im Mausmodell dagegen
weder zu einem ALS-Phéanotyp noch zu den prototypischen histopathologischen

Veranderungen. Eine neuere Arbeit unterstreicht die Bedeutung einer Kontrolle der
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Neuroinflammation als therapeutisches Prinzip im ALS Tiermodell (Shin et al., 2012).
Zusammengefasst lasst sich sagen, dass der ALS Phanotyp im Mausmodell nicht
ohne die inflammatorische Komponente entstehen kann und die artifizielle Modulati-
on der Immunantwort den Krankheitsverlauf beeinflusst.

3.5 Mutante Superoxiddismutase 1 (mSOD1)

Der SOD1 kommt eine fuhrende Funktion bei der zellularen Abwehr von oxidativem
Stress durch die Umsetzung des Radikals Superoxid in Wasserstoffperoxid (H2O2) zu
(Fridovich, 1975). Letzteres wird von dem Enzym Katalase in O, und H,O umgewan-
delt. Superoxid entsteht als Nebenprodukt der mitochondrialen Atmungskette sowie
als Hauptprodukt des Enzyms NADPH-Oxidase. Mutationen des SOD1-Gens sind
mit 20 % die haufigste Ursache fir die familidre ALS. Es wurden allerdings auch in
Gewebeproben von Patienten mit sporadischer ALS Proteinaggregate von SOD1
nachgewiesen (Shibata et al., 1996), (Shibata et al., 1994). Mause (und seltener Rat-
ten: Howland et al., 2002) mit verschiedenen Mutationen des SOD1-Gens entwickeln
eine Motorneuron-Degeneration, die der Erkrankung beim Menschen klinisch und pa-
thologisch gleicht. Der Beginn der Symptomatik ist dabei abh&ngig von der Art der
Mutation, dem Expressionslevel von mSOD1 und dem genetischen Hintergrund der
Mause. (Gurney et al., 1994), (Dal Canto und Gurney, 1995). Diese transgenen Mau-
se sind der allgemein verwendete Modellorganismus zur Erforschung der ALS.

Die Toxizitat des mutanten SOD1 Proteins wird durch einen gain-of-function Mecha-
nismus vermittelt, da auch enzymatisch vollaktive SOD1 Mutanten wie z.B. die Mu-
tanten G37A und G93A krankheitsverursachend sind und auch eine gleichzeitige
Uberexpression von wtSOD1 und dem enzymatisch inaktiven mSOD1 G85R in M&u-
sen keine Anderung des Krankheitsverlaufes mit sich bringt (Bruijn et al., 1998). Es
ist unklar, ob eine bestimmte kritische Menge an mSOD1 notwendig ist, um den
Krankheitsprozess auszulésen. Im Mausmodell scheint dies der Fall zu sein (Dal
Canto und Gurney, 1995), (Deng et al., 2006), wahrend beim Menschen schon ge-
ringe Mengen an mSOD1 fir die Krankheitsentstehung ausreichen (Jonsson et al.,
2004).

Dass die SOD1 auch bei der sporadischen ALS eine Schllisselrolle spielen kdnnte,
wird durch eine Untersuchung belegt, welche zeigte, dass durch Oxidation verander-
tes wtSOD1 ahnliche Epitope wie mSOD1 aufweist und dass Antikérper, die diese
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Epitope spezifisch erkennen, auch in Gewebeschnitten des Rickenmarks von sALS
Patienten binden (Bosco et al., 2010). Die Oxidation von wtSOD1 tragt Uber eine for-
cierte Disulfid-Briickenbindung, die auch bei mSOD1 besteht, zur Aggregation bei
(Deng et al., 2006). Oxidativer Stress in Form von H,O, in der Zellkultur fihrt dazu,
dass wtSOD1 wie mSOD1 poly-ubiquitiniert vorliegt und zum Zelltod von Motorneu-
ronen fuhrt. (Ezzi et al., 2007). Gleichwohl die prinzipielle Fahigkeit von mSOD1 zur
Aggregation mit der Toxizitat korreliert, wird angenommen, dass im Zytosol nur die
I6slichen Formen und hier vor allem die Oligomere des mutierten Proteins flir die To-
xizitat verantwortlich sind (Witan et al., 2008). Im mitochondrialen Intermembranraum
kénnen SOD1 Aggregate durch Bindung des anti-apoptotischen Faktors Bcl2 zur To-
xizitat beitragen (Pasinelli et al., 2004).

Einen andere Arbeit belegt eine weitere physiologische Rolle fiir SOD1, namlich die
eines Sensors fur Sauerstoffradikale: WtSOD1 bindet an die Untereinheit Rac1 der
NAPDH-Oxidase 2 (NOX2) und schitzt darin enthaltendes GTP vor Hydrolisierung.
Steigende Wasserstoffperoxid-Konzentrationen fliihren zur Dissoziation von SOD1
aus dem Komplex, wodurch GTP leichter hydrolysiert wird, was zur Inaktivierung des
Komplexes fihrt. Mutantes SOD1 kann nicht mehr aus dem Komplex dissoziieren,
was zu einer vermehrten Produktion von Sauerstoffradikalen fuhrt (Harraz et al.,
2008). NOX2 wird im ZNS v. A. von Mikroglia exprimiert. Vor diesem Hintergrund
konnte von derselben Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass eine Deletion von NOX2
bei transgenen SOD1 G93A Méusen zu einer deutlich signifikanten Uberlebensver-
langerung fuhrt, zusammen mit einem Ruckgang an aktivierter Mikroglia in den lum-

balen Vorderhérnern (Marden et al., 2007).

3.5.1 mSOD1 in Mikroglia

Die Expression von mSOD1 in Mikroglia ist flir die Progression der Erkrankung in
Mausen verantwortlich (Boillée et al., 2006), die alleinige Expression in Mikroglia
fihrt aber nicht zur Erkrankung (Beers et al., 2006).

In Mikroglia erh6éht die Expression von mSOD1 die Produktion des
proinflammatorischen Zytokins IL13 (Meissner et al., 2010). Nach TLR2-abhangiger
Stimulation sezernieren mSOD1 exprimierende Mikroglia erhéhte Mengen an TNFa.
Dies geschieht infolge vermehrter Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies durch
die NAPDH-Oxidase (Liu et al., 2009). Eine Uberexprimierung von wtSOD1 fiihrte
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dagegen zu einer verringerten Produktion von NO (Chang et al., 2001) und ROS in
Mikroglia und reduzierte auch die Zytokinproduktion nach Stimulation sowie die Neu-
rotoxizitat in der Co-Kultur (Dimayuga et al., 2007). Oxidiertes wtSOD1 erhéht dage-
gen wie mSOD1 in Mikroglia die Expression von TNFa und iNOS in-vitro (Ezzi et al.,
2007). Selbst die alleinige Zugabe von mSOD1 in das Kulturmedium flhrt dazu, dass
nicht mSOD1 transgene Mikroglia neurotoxisch werden und benachbarte Neurone in
der Co-Kultur abtéten (Zhao et al.,, 2010). Mikroglia, die kein mutantes SOD1
exprimieren, erhdhen die Uberlebenschancen von mSOD1 exprimierenden Motor-
neuronen in der Nachbarschaft im Mausmodell (Clement et al., 2003).

Méglicherweise tragen Mikroglia auch zur Glutamat vermittelten Exzitotoxizitat bei,
da sie nach autokriner TNFa Stimulation Glutamat sezernieren (Takeuchi et al.,
2006). Im Sinne einer positiven Rickkopplung kann das Glutamat bei den Mikroglia
wiederum die TNFa Sekretion induzieren (Taylor et al., 2005). Wichtig ist in diesem
Zusammenhang, dass bei ALS die astrozytaren Glutamattransporter, die das Gluta-
mat aus dem Extrazellularraum aufnehmen, vermindert sind (Rothstein et al., 1995).
Diese Tatsachen kdnnten den schnell progressiven Charakter der Erkrankung mit er-

klaren.

3.6 Mitochondriale Dysfunktion bei ALS

Mitochondrien sind die Hauptquelle von intrazellularen reaktiven Sauerstoffspezies,
da sie 98% des Sauerstoffs einer Zelle umsetzen (Menzies et al., 2002a). Dabei ent-
steht durch Reduktion von O2 das Superoxidanion O2". 1-2 % des im Organismus
aufgenommenen molekularen Sauerstoffs werden so zu Superoxid umgewandelt
(Orrenius et al., 2007). Dieses kann durch Reaktion mit NO zu Peroxynitrit reagieren.
Superoxid und Peroxynitrit kbnnen Proteine, Lipide und DNA schéadigen. Dabei ist die
mitochondriale DNA besonders empfindlich fir derartige Einflisse, da sie nicht wie
die nukleare DNA Uber schitzende Histone sowie Uber weniger effektive Reparatur-
mechanismen verflgt (Menzies et al., 2002a). Bereits kurz nachdem die mSOD1
Mausmodelle zur Verfligung standen, wurden ultrastrukturelle Auffalligkeiten in den
Mitochondrien des Rickenmarks dieser Tiere beobachtet (Dal Canto und Gurney,
1995), (Wong et al., 1995).
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Durch eine Uberexpression von mSOD1 G37R und G93A in einem Zellkulturmodell
von Neuronen zeigten sich strukturelle Auffélligkeiten sowie geringere Aktivitaten der
Komplexe Il und IV (Menzies, 2002b), im SOD1 G93A Mausmodell wurde eine gerin-
gere Aktivitat des mitochondrialen Komplex IV beobachtet. (Kirkinezos et al., 2005).
Li und Kollegen zeigten, dass mSOD1 in einem Rattenmodell den mitochondrialen
Proteinimport verandert, was mit einer reduzierten Aktivitat von Komplex | einherging
(Li et al., 2010), eine reduzierte Komplex | Aktivitat fand sich auch bei Son (Son et
al., 2007). Im mSOD1 Modell, sowohl an verschiedenen Mausen als auch an Ratten
wurde eine vermehrte Anreicherung von mutantem SOD1 im Intermembranraum von
Mitochondrien des Rickenmarks beobachtet. Dariliberhinaus fanden die Autoren
mSOD1 in den Mitochondrien des Rickenmarks auch bei einem mSOD1 ALS Pati-
enten (Liu et al., 2004).

Eine Arbeit zeigte eine erhéhte ROS Produktion bei Anwesenheit von wtSOD1 im
mitochondrialen Intermembranraum und gleichzeitiger Komplex Ill Blockade, sowie
eine noch héhere ROS Produktion bei isolierten Mitochondrien von mSOD1 G93A
Mausen (Goldsteins et al., 2008). Wahrend Bosco et al., 2010 zeigen konnten, dass
im Rdckenmark von sALS Patienten oxidiertes SOD1 vorliegt, welches ein gemein-
sames Epitop mit mSOD1 aufweist, wurde in der Arbeit von Deng et al., 2006 ge-
zeigt, dass wtSOD1 Uberexpression in einem mSOD1 Mausmodell die Krankheits-
progression beschleunigt, indem es die Aggregatbildung in Mitochondrien férdert.
Pasinelli et al. 2004 konnten zeigen, dass mutantes SOD1 mit dem anti-
apoptotischen Protein Bcl2 physikalisch interagiert und beide Proteine zusammen in
Detergenz-unléslichen Aggregaten in den Mitochondrien vorkommen. Mattiazzi und
Kollegen fanden auch wtSOD1 im Intermembranraum der Mitochondrien (Mattiazzi et
al., 2002). Die Zytokinstimulation von Motorneuronen, fihrt zu einem héheren Anteil
sowohl von wtSOD1 als auch mSOD1 in den Mitochondrien, nur in den mSOD1
exprimierenden Zellen jedoch fuhrt die Zytokinstimulation auch zu mitochondrialen
Schaden (Ferri et al., 2008).

Auch in Skelettmuskeln von ALS Patienten (Vielhaber et al., 1999), (Vielhaber et al.,
2000) und mSOD1 transgenen Mausen (Zhou et al., 2010) fanden sich
mitochondriale Alterationen.
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3.7 Mitochondrien in Mikroglia und Neurotoxizitat

Eine Hemmung des Komplex | in Mikroglia resultiert in-vitro in einer Inhibierung des
alternativen Aktivierungsweges, bei dem Mikroglia eher neuroprotektive Eigenschaf-
ten annehmen (Ferger et al., 2010). Die spezifische Inhibierung von Komplex Il fihrt
in-vitro und in-vivo zur Aktivierung von Mikroglia, erhéhter ROS Produktion und
Apoptose (Ryu et al., 2003). Bei ALS ist der extrazellulare Glutamatgehalt erhdht, ei-
ne Stimulation von mikroglialen Glutamatrezeptoren fihrt zur Depolarisation der Mi-
tochondrien von Mikroglia, d. h. dem Verlust des elektrochemischen Gradienten und
der Beendigung der ATP Produktion (Taylor et al., 2002). Vor diesem Hintergrund er-
scheint es sinnvoll, die Rolle der mitochondrialen Funktion in mSOD1 transgenen
Mikroglia zu untersuchen.

3.8 Ziele der Arbeit

Da Mikroglia nur im zentralen Nervensystem vorkommen, waren Biopsien oder post-
mortem Proben lange die einzige Méglichkeit humane Mikroglia zu erhalten. Die sich
daraus ergebenden technischen und ethischen Probleme machten eine Untersu-
chung humaner Mikroglia schwierig. Daneben existieren seit einiger Zeit auch
immortalisierte mikrogliale Zelllinien (Blasi et al., 1990), (Bocchini et al., 1992). Durch
die Mdglichkeit, Mikroglia aus Stammzellen zu differenzieren, erdffnen sich neue

Wege die Rolle dieser Zellen bei neurodegenerativen Erkrankungen zu studieren.

In der vorliegenden Arbeit wurden iPS-abgeleitete humane Mikroglia mit verschiede-
nen mutanten SOD1 Genen transduziert, um ein in vitro-Modell zur Untersuchung
der inflammatorischen Komponente der ALS zu erstellen. Die Zellen wurden mit ei-
nem SOD1-EGFP-Fusionsgen transduziert und anhand des EGFP Signals mittels
Durchflusszytometrie sortiert. Die EGFP-positiven Zellen wurden
immunzytochemisch auf Ibal und SOD1 angeféarbt und mit confocaler Mikroskopie
die Co-Expression des mikroglialen Markers Iba1 mit SOD1 indirekt Gber das EGFP-
Signal nachgewiesen. Via Westerblotanalyse wurde endogenes SOD1 sowie SOD1-
EGFP nachgewiesen; diese Untersuchung wurde von der Arbeitsgruppe von Dr. Alb-
recht Clement am Institut flir Pathobiochemie, Universitatsklinikum Mainz durchge-
fihrt. Die Funktion der mitochondrialen Atmungskette wurde von der Arbeitsgruppe

von Professor Wolfgang Kunz an der Klinik fir Epileptologie des Universitatsklini-
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kums Bonn untersucht. Es wurde bei den transduzierten Mikroglia die Produktion von
Superoxidanionen gemessen, diese Untersuchung wurde von Estelle Perrier aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Harald Neumann, Institut flr rekonstruktive Neurobiologie

der Universitatsklinik Bonn durchgefihrt.
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4. Materialien

4.1 Laborbedarf
Alufolie

Pipet Boy Molekularbiologie
Pipett Boy Zellkultur

Pasteurpipetten

Mikroliterpipetten Molekularbiologie
0,5-10 pl

10-100 pl

100-1000 pl

Mikroliter-Pipetten Zellkultur
1-10 pl

10-100 pl

30- 300 pl

100-1000 pl

Pipetten fir Pipett Boy 5 ml, 25 ml
Pipetten flr Pipett Boy 10 ml
Absaugung Zellkultur

Glasflaschen mit Schraubverschluss
Skalpell

4.2 Gerate
Arbeitsbanke Zellkultur
Brutschrank E.coli
Brutschrank Zellkultur

Confocales Mikroskop

Durchflusszytometrie

Roth

Accu-jet pro, Brand

MatrixCell Mate Il, Thermo Scien-
tific

Ratiolab

Proline Pipettor, Biohit
Proline Pipettor, Biohit

Biozym

Finn Pipette, Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific

Cellstar, Greiner Bio-one

Falcon

Vacuu Hand Control, Vacuu Brand
Schott Duran, Roth

Dahle

Hera Safe, Heraeus

Heraeus

Hera Cell 150, Heraeus

Olympus IX 81, Fluoview FV 1000.
Laser: Melles Griot, 633nm und
543 nm Wellenlange.

FACS DiVa Cell Sorter, Becton Di-

ckinson
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Elektrophoresekammern

Gefrierschrank -20°

Gefrierschrank -80°
Gelbetrachtungsgerat mit CCD Kamera
Gelbetrachtungsgerat zum Ausschneiden

Heizblock-Schittler

Kihlschrank 4° Ethidiumbromidraum
Kihlschrank 4° Molekularbiologie
Lichtmikroskop

Lichtmikroskop Zellkultur
Schiittler-Inkubator grof3
Schittler-Inkubator klein
Stickstofftank

Stickstofftank

Thermocycler

Tischzentrifuge Molekularbiologie
Tischzentrifuge S1 Labor
Tischzentrifuge S2 Labor
Ultrazentrifuge

Wasserbad

Zentrifuge

4.3 Materialien fir die Zellkultur

4-Kammer —Objekttrager
6-well Platte, 12-well Platte

Dichtungsfolie

Einmalhandschuhe Latex
Einmalhandschuhe Nitril

Filter mit Spritzenaufsatz
Filter mit Spritzenaufsatz
Filteraufsatz far Flaschen

Agagel-mini, Biomed Analytic
Liebherr

Hera Freeze, Heraeus

Bio RAD

Dark Reader Transilluminator, Cla-
re Chemical Research
Thermomixer Compact, Eppendorf
Amica

Liebherr Premium

Zeiss Axioskop 2, Axiocam HRm
Zeiss Axiovert 40 CFL

Innova 4300

Edmund Bihler TH15

K-Series, Cryostorage System
MVE 611, German Cryo

1300, Biometra

Bio-Fuge pico, Heraeus

Biofuge Fresco, Heraeus

Mini Centrifuge MCF2360, Tanaka
Sorvall Discovery 90 SE, Hitachi
Memmert

Megafuge 1.0 R, Heraeus

Nalge Nunc Lab-Tek

one cellstar

Parafilm “M”, Laboratory Film,
Benis

Hygrip Micro Touch, Ansell
Micro Touch, Ansell

0,2 um Filtropur S 0,2, Sarstedt
0,45 pm Corning

Steritop, Millipore



Kompressen
PCR-Reaktionsgefald

Petrischalen
Pipettenspitzen 0,1-10 pl
Pipettenspitzen 1-200 pl
Pipettenspitzen 101-1000 pl
Reaktionsgefal3 0,5 ml
Reaktionsgefal3 1,5 ml
Reaktionsgefal3 15 ml
Reaktionsgefal3 2 mi
Reaktionsgefal3 50 ml
Reaktionsgefal Durchflusszytometrie
Serologische Pipetten 3ml
Spritzen 10 ml

Spritzen 10ml

Spritzen 20 ml, 50 ml
Spritzen 50ml
Ultrazentrifugenréhrchen
Zellkultur-Objekttrager
Zellkulturschale 10 cm
Zellkulturschale 15 cm
Zellkulturschale 6 cm

Zellkulturschale 6 well
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Zellkulturschalen 3 cm, 5cm, 10 cm, 15 cm

Zellsieb
Zellzadhlkammer

Hartmann

PCR Single Cap 0,2 ml, Biozym
Scientific

B.D. Falcon

Tip one, Starlab

Sarstedt

Sarstedt

Microcentrifuge Tube, Sarstedt
Microcentrifuge Tube, Sarstedt
Cellstar Tube, Greiner Bio-one
Microcentrifuge Tube, Eppendorf
Sarstedt

B.D. Falcon

Copan

Lure Lok Tip, B.D.

Omnifix Luerlock, Braun
Omnifix, Braun

Braun

Beckmann

Lab-Tek Chamber Slide, Nunc,
Sarstedt

TPP 150

Sarstedt

Cell Star, Greiner Bio-one
Sarstedt

Cell Strainer, B.D. Falcon

Neubauerzdhlkammer, Marienfeld
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4.3.1 Zelllinien
Kompetente E. coli

HEK293FT Zellen
iPSdM

4.3.2 Puffer, Nahrmedien und Chemikalien

Top Ten, Invitrogen
Invitrogen

Kristin Roy, AG Neumann

Agarose Biozym
Dihydroethidium (DHE) 30 mM in DMSO Invitrogen
Ethanol >99,8%, DAB, reinst Roth
Ethanol vergaellt >99,8% mit ca. 1% MEK Roth
Ethidiumbromid Roth
Gelstar Lonza
PBS Gibco
Trypsin Invitrogen
PLL Sigma
PFA Sigma
Mowiol Roth
TBE Puffer

Reagenz Konzentration/Volumen
Tris 108 g Roth
Borsaure 55¢ Roth
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat 0,5 M 40 ml Roth
Ad Aqua bidest. 1000 ml

Krebs-HEPES Puffer, pH 7,4

Reagenz Konz. [mmol/l] Konz. [g/l]

HEPES 8.3 1.98 Roth
NaCl 130.0 7.60 Roth
KCI 5.6 0.42 Roth
CaCl, 2.0 0.29 Sigma
MgCl, 0.24 0.049 Sigma
Glukose 11.0 1.98 Roth



28

LB- Medium
409 LB Medium Pulver ad 2 | Aqua bidest.

Agarosegel
TBE-Puffer 50 ml
Agarose 0,59

Ethidiumbromid 3 ul

Fluka, Sigma-Aldrich

s. O.
Biozym
Roth

Das Agarosepulver wurde im TBE-Puffer aufgelést und in der Mikrowelle aufgekocht.

Nach Abklhlung wurde das Ethidiumbromid zugeflgt.

4.3.3 Zellkulturmedien
N2-Medium

5 ml N2 Supplement

1,7 ml D-Glucose 45 % 5,3 g/Mol
1,2 ml L-Glutamin 0,49mM

5ml P/S 100g/ml

Ad 500 ml DMEM/ F12

MEF-Medium

5 ml nicht essentielle Aminos&uren
5 ml Na-Pyruvat

5 ml L-Glutamin

50 ml (10%) FCS

ad 500 ml DMEM high glucose

Opti-MEM

Einfrier-Medium

50% FCS
40% N2-Medium
10% DMSO

Invitrogen

Sigma

Gibco, Invitrogen
Gibco, Invitrogen

Gibco, Invitrogen

Gibco, Invitrogen
Gibco, Invitrogen
Gibco, Invitrogen
Invitrogen

Gibco, Invitrogen

Invitrogen

Gibco, Invitrogen
s.O.
Sigma



Sortier-Medium

N2 Medium mit 2% P/S und 5% FCS

4.4 Stimulation/Zytokine

LPS
INFy

Rekombinanter humaner TNFa
Rekombinanter Humaner GM-CSF

DNA-GréBenmarker
100 bp GréBenmarker
1000 bp GréBenmarker

DNA-Praparationen

Miniprep DNA-Isolation Kit
Maxiprep DNA-Isolation Kit

4.5 Klonierungen

Restriktionsenzyme:
Nhel

Xbal

Buffer A

Ligation

Hexanukleotid Mix 10x konzentriert
Ligase-Puffer 10x konzentriert
PCR-Reaktions-Puffer 10x konzentriert

T4 DNA-Ligase
T4 DNA-Ligase

Sigma
R&D Systems
R&D Systems
Gibco

Roche

Generuler, Fermentas

Quiagen
Quiagen

Roche
Roche
Roche

Roche
Roche
Roche

Roche

Roche
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4.6 Sequenz des PGK-Promoters

GCGCTCTAGAAATTCTACCGGGTAGGGGAGGCGCTTTTCCCAAGGCAGTCTGG
AGCATGCGCTTTAGCAGCCCCGCTGGCACTTGGCGCTACACAAGTGGCCTCTG
GCCTCGCACACATTCCACATCCACCGGTAGCGCCAACCGGCTCCGTTCTTTGGT
GGCCCCTTCGCGCCACCTTCTACTCCTCCCCTAGTCAGGAAGTTCCCCCCCGC
CCCGCAGCTCGCGTCGTGCAGGACGTGACAAATGGAAGTAGCACGTCTCACTA
GTCTCGTGCAGATGGACAGCACCGCTGAGCAATGGAAGCGGGTAGGCCTTTGG
GGCAGCGGCCAATAGCAGCTTTGCTCCTTCGCTTTCTGGGCTCAGAGGCTGGG
AAGGGGTGGGTCCGGGGGCGGGCTCAGGGGCGGGCTCAGGGGCGGGGCGG
GCGCGAAGGTCCTCCCGAGGCCCGGCATTCTCGCACGCTTCAAAAGCGCACGT
CTGCCGCGCTGTTCTCCTCTTCCTCATCTCCGGGCCTTTCGAGCTAGCATGC

4.7 Primer

Primer fir die Sequenzierung des SOD1-EGFP Konstruktes im N1 Vektor und
pLL3.7-Vektor
Die folgenden Primer wurden erstellt von Dr. Yiner Wang, AG Neumann:

SeqCitriRev 5-TGC AGA TGA ACT TCA GGG TCA G-3°

Dieser Primer ist komplementéar zu einer Sequenz innerhalb des EGFP-Gens.

SeqforPlentCMV: 5°-AAA ATG TCG TAA CAA CTC CG- 3’

Dieser Primer ist komplementér zu einer Sequenz stromaufwarts des SOD1 Gens.

Primer fir die PCR des PGK-Promoters

Die folgenden Primer wurden synthetisiert von Eurofins MWG Operon, Ebersberg

For-PGK-Xbal: GCTCTAGAAATTCTACCGGGTAGGGGAG

Rev-PGK-Nhel: GCTAGCTAGCTCGAAAGGCCCGGAGATGAGGAA

Die Sequenzierungen wurden durchgefiihrt von Seglab, Géttingen
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4.8 Kits
Quia Quick Gel Extraction Kit
MiniElute Gel Extraction Kit

Maxipraparation

Minipraparation

4.9 Virusproduktion

Lipofectamine 2000
Pack-Vektoren:
PLP1, PLP2, PLP3

4.10 Mitochondriale Aktivititsmessungen

Geréte

Spektrophotometer

Ultraschall Homogenisator

Chemikalien

Acetyl-CoA
CoQ1
Cytochrom C
Dodecyl-Maltosid
DTNB

EDTA

Ethanol
Kaliumphosphat
KCI

KCN

NADH

Quiagen
Quiagen

Endo Free Plasmid Maxi Kit,

Quiagen

Qiaprep Spin Miniprep Kit, Quiagen

Invitrogen

Virapower Lentiviral System, Invi-

trogen

Aminco DW 2000, SLM Instru-

ments

GEX-600, Sonics & Materials

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
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NaHCO3 Sigma-Aldrich
Oxalacetat Sigma-Aldrich
Rotenon Sigma-Aldrich
TRA Sigma-Aldrich
Tris-HCI Sigma-Aldrich
Isocitratdehydrogenase Boehringer

Puffer und Losungen

TRA/EDTA Puffer
0,5 M Triethanolamin (ohne CI" lonen), 5 mM EDTA, pH 7.4 mit NaOH eingestellt.

KCI-Tris Puffer
10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 50 mM KCI, 1 mM EDTA

10 mM CoQq Lésung

10 mM CoQ; in 96% Ethanol.

1 mM DTNB Lésung

1 mM 5,5’-Dithio-bis-2-Nitrobenzoe Saure gelést in 1 M Tris-HCI, pH 8.1

50 mM Oxalacetat
50 mM Oxalacetat in TRA/EDTA buffer.

2 mM Rotenon
2 mM Rotenon in 96% Ethanol.

15 mM NADH Lésung
15 mM NADH in 1% NaHCO3

4.11 Immunozytochemie

Blockierlésung
10% bovines Serumalbumin (BSA) Sigma
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5% normal goat serum (NGS)

0,1% Triton X 100
in PBS

Priméare Antikérper

Kaninchen-anti- Iba1 polyklonaler Antikérper
Kaninchen-anti-SOD1 monoklonaler Antikdrper
Sekundarer Antikérper

Cy3-konjugierter Ziege-anti- Kaninchen

polyklonaler Antikérper

Kernfarbung

4.12 Software

Gelbetrachtung

Klonierung

Bildbearbeitung

Statistik

Textverarbeitung

Sigma
Sigma

Wako, eingesetzt 1:2000
Epitomics, eingesetzt 1:250

Dianova, eingesetzt 1:500

4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Sigma-Aldrich, eingesetzt 1:5000

Geldoc, Quantitiy One

APE (A Plasmid Editor), M. Wayne
Davis

Gene Runner, Hastings Software
Image J, National Institutes of
Health, USA

Photolmpac, Ulead

Graphpad Prism, Graphpad Soft-

ware

Word 2007, Microsoft
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Literaturverwaltung

4.13 Online Ressourcen

Restriktionsschnittstellensuche

Klarung von Abklrzungen

Literaturrecherche

Citavi Pro 3, Swiss Academic Soft-
ware GmbH

http://tools.neb.com/NEBcutter2/

www.wikipedia.com

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

pubmed/



35

5. Methoden

5.1 Zellbiologische Methoden

5.1.1 Passagieren der Zellen

Die iPSdM wurden bei Konfluenz gesplittet. Dazu wurde das Medium abgesaugt, und
die Zellen mit auf Raumtemperatur vorgewarmtem Trypsin (0,25 %) fur 3-5 min bei
37° C, 5% CO, inkubiert. Danach wurden die Zellen mit einer Pipette von der Platte
gelést und in ein 15 ml Tube Gberfhrt und far 3 min bei 300 g zentrifugiert. Nach Ab-
saugen des Uberstandes wurden die Zellen in N2-Medium resuspendiert und auf
neue Zellkulturplatten vereinzelt mit einem Verhéltnis von 1:5 bis 1:20, je nach ge-

winschter Anwendung.

5.1.2 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Die im Stickstofftank eingefrorenen Zellen wurden im Wasserbad bei 37° C fir 1 min
aufgetaut, in ein 15 ml Reaktionsgefal3 tberfihrt, in dem 5 ml vorgewarmtes N2-
Medium vorgelegt wurde und in dem Medium resuspendiert. Dann wurden die Zellen
bei 300 g fir 3 min zentrifugiert und anschlieBend der Uberstand abgesaugt. Das
Zellpellet wurde in N2-Medium resuspendiert und die Zellen in einer Zellkulturschale
bei 37 C, 5% CO2 kultiviert. Zum Einfrieren wurden die Zellen wie oben beschrieben
trypsiniert und zentrifugiert. Die Zellpellets wurden in Einfrier-Medium resuspendiert
und zigig bei -80° C eingefroren. Nach 1-5 Tagen wurden die Zellen in den Stick-
stofftank (-170° C) tberfiihrt.

5.2 Etablierung von transgenen Mikrogliazelllinien

Eine Methode, um eine langhaltende Expression von Transgenen in sich teilenden
sowie nicht teilenden Saugetierzellen zu erreichen, ist die Transduktion mit Lentivi-
ren. Lentiviren gehéren zur Familie der Retroviren und ihr bekanntester Vertreter ist
das humane Immundefizienz-Virus (HIV). Lentivirale Vektoren basieren auf dem Ge-
nom des HI-Virus. Der hier verwendete Vektor pLL3.7 ist als lentiviraler Vektor der
dritten Generation replikationsinkompetent, dies wird erreicht durch die Aufteilung
des urspringlichen Genoms auf 4 Vektoren, einen Expressionsvektor pLL3.7 und 3
Hilfsvektoren, PLP1, PLP2 und PLP3. Die Bio-Sicherheit des Vektors wurde weiter
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erhéht durch die Deletion von Genen wie tat® sowie dem Austausch des HIV-
Hullproteins ,env* durch das Hillprotein VSV-G des VS-Virus; letztere Modifikation
fihrt auBerdem zu einem gréBeren Tropismus des Virus und damit zu dessen breite-
rer Einsatzfahigkeit in experimentellen Studien. (Mendoza, 2007)

5.2.1 Herstellung von Lentiviren

Zur Herstellung von Lentiviren wurden HEK293FT Zellen, das Transfektions-
Reagenz Lipofectamine 2000 sowie die Pack-Plasmide PLP1, PLP2 und PLP3 ver-
wendet. Die HEK293FT Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion auf mit PLL
beschichtete Zellkulturschalen ausgesat und in MEF-Medium gehalten. Bei einer
Konfluenz von 80-90% wurden sie mit den drei Packplasmiden (je 3 pg) sowie je ei-
nem der folgenden Plasmide (5 ug) transfiziert:

pLL3.7-PGK-EGFP; pLL3.7-PGK-SOD1 wt-EGFP; pLL3.7-PGK-SOD1 G37R-EGFP
pLL3.7-PGK-SOD1 G85R-EGFP; pLL3.7-PGK-SOD1 G93A-EGFP

2616 Xbal

1\ 7817 3128 PGK-Fromoter
Baell T4 [ 29 Hhel
EGFF 3866..4354

Abb. 1 Lentiviraler Vektor pLL3.7 mit dem PGK-Promoter vor dem SOD1-EGFP-
Fusionsgen und den verwendeten Restriktionsschnittstellen Xbal, Nhel und BsrGl.
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Fir die Transfektion wurde das Protokoll des Herstellers verwendet. Hiernach wur-
den die transfizierten HEK293FT-Zellen fur 4-6 Stunden in Opti-MEM Medium + 10
% FCS kultiviert, dann wurde auf MEF-Medium (8 ml) gewechselt. Nach 24 Stunden
wurde das Virus-haltige MEF-Medium durch 0,45 pm Filter filtriert, um im Medium
schwimmende Zellen zurlickzuhalten. Das Virus-haltige Medium der jeweils ersten
Virenernte wurde sofort zur Transduktion der iPSdM verwendet. Um eine zweite Vi-
renernte zu erhalten, wurden die HEK293FT Zellen erneut fir 24h in 8 ml MEF Medi-
um kultiviert, das Virus-haltige Medium wie beschrieben filtriert und bei -80° C einge-

froren.

5.2.2 Transduktion der iPSdM

Die iPSdM, zu Beginn bei Passage 13, wurden bei 50-60% Konfluenz mit den Lenti-
viren pLL3.7-PGK-EGFP, pLL3.7-PGK-SOD1 wt-EGFP, sowie pLL3.7-PGK-SOD1
G37R-EGFP, -SOD1 G85R-EGFP und —SOD1 G93A-EGFP transduziert. Dazu wur-
de das N2 Medium gewechselt und der gesamte Virus-haltige Uberstand in einem
Verhaltnis von 1:1 zum N2-Medium hinzugegeben. Im Abstand von 5-7 Tagen erfolg-
te die 2. bis 4. Transduktion in gleicher Weise. Bei Konfluenz wurden die
transduzierten Zellen gesplittet.

5.2.3 Durchflusszytometrie

Die transduzierten Zellen wurden anhand des EGFP-Signals mittels
Durchflusszytometrie am Institut fir molekulare Medizin und experimentelle Immuno-
logie (IMMEI) des Universitatsklinikums Bonn sortiert. Die Zellen wurden wie oben
beschrieben trypsiniert, in Sortier-Medium resuspendiert und auf Eis transportiert.
Kurz vor der Prozedur wurden die Zellen mittels Zellsieb filtriert und in ein FACS-
Gefal3 gegeben, anschlieBend mit der Pipette nochmals durchmischt, um Zellklum-
pen aufzuldsen, die das Kapillarsystem des Gerats verstopfen kénnen. Die EGFP-
positiven sortierten Zellen wurden in 2 ml Sortier-Medium aufgefangen, direkt zentri-
fugiert, nochmals in ein frisches 15 ml Gefa3 Uberfihrt und auf Eis zurtick in die Zell-
kultur gebracht. Nachdem sich die Zellen in der Kulturschale gesetzt hatten, wurde
das Medium entfernt und frisches Sortier-Medium (ohne FCS) hinzugegeben. Dieses
Vorgehen diente dem Verringern von etwaigen Kontaminationen, die wahrend des
Sortier-Prozesses auftreten kdnnen. Nach 2 Tagen wurde auf N2-Medium gewech-
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selt. Einen Tag nach der Sortierung wurden die sortierten Zellen in 25 ng/ml rhGM-
CSF kultiviert. Im Abstand von 2 Tagen wurde auf neues N2-Medium mit 25 ng/ml
rhGM-CSF gewechselt. Von Tag 10 an ab Sortierung wurden die Zellen ohne rhGM-
CSF in N2-Medium kultiviert.

5.2.4 Immunzytochemische Farbungen

Dazu wurden jeweils 40.000 Zellen in eine Kammer eines 4-Kammer-Objekitragers
ausgesat. Nach einem Tag in Kultur wurde das Medium entfernt und die Zellen drei-
mal mit PBS gewaschen. Dann wurden die Zellen mit 4 % PFA in PBS fir 10 min bei
Raumtemperatur fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen fir 60 min in Blockierlésung
bei Raumtemperatur inkubiert. Der Primarantikbrper Kaninchen-anti-lbal wurde in
einem Verhéltnis von 1:2000, der Primarantikdrper Kaninchen-anti-SOD1 in einem
Verhaltnis von 1:250 eingesetzt und die Zellen Gber Nacht bei 4° C inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen mit PBS fir 5 min wurde der Sekundéarantikdrper (Cy3-
konjugierter Ziege-anti-Kaninchen-Antikérper) in einer Konzentration von 1:500 ein-
gesetzt und fur 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
dreimal fir 5 min mit PBS gewaschen.

Zur Farbung der Zellkerne wurden die Zellen mit DAPI in einer Konzentration von 0,1
pug/ml fir 30 s inkubiert, anschlieBend nochmals dreimal fir 5 min mit PBS gewa-
schen. Die gefarbten Zellen wurden mit Mowiol und einem Objektglas eingedeckelt
und mindestens eine Nacht bei 4° C gelagert. Die Aufnahmen wurden mit einem
confocalen Mikroskop angefertigt.

Es wurden Objektive mit 10x, 20x, 40x und 60x VergréBerung verwendet. Die Exzita-
tion des EGFP erfolgte bei einer Wellenlange von 488 nm, die des Cy3 bei 543 nm.
Die Mehrschicht- Aufnahmen wurden mit 9 bis 13 Schichten bei einer Schichtdicke
von 0,41 um durchgefthrt und einer Auflésung von 1024 x 1024 Bildpunkten. Wenn
wahrend der Aufnahmen die Zellen in der Z-Achse verrutschten, wurde die Aufnah-
me abgebrochen, neu fokussiert und die Aufnahme erneut gestartet.
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5.2.5 Analyse der mitochondrialen Aktivitat

Stimulation der Zellen

Um die mitochondriale Funktion der Mikroglia in verschiedenen Aktivierungszustan-
den zu messen, wurden 1.000.000 Zellen pro 10 cm Zellkulturschale ausgesat und
Uber Nacht in den Inkubator gestellt. Nach Wechseln des Mediums wurden die Zellen
mit LPS (1pg/ml), INFy (1000U/ml), LPS und INFy oder TNFa (100ng/ml) fir 24h sti-
muliert. AnschlieBend wurden die Zellen mit einem Zellschaber von der Kulturschale
geldst und zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurden die Zellpellets an
der Luft getrocknet und danach im Stickstofftank eingefroren. Es wurden bei diesen
Experimenten Zellen der Passagen 15-20 verwendet. (untransduzierte iPSdM waren
bei P. 15-16, transduzierte iPSdM waren bei P. 17-20)

Die Messung der mitochondrialen Komplexe | (Ubichinon—Oxidoreduktase) und IV
(Cytochrom-C-Oxidase), sowie des mitochondrialen Enzyms Citrat-Synthase und der
gesamten zellularen Proteinmenge erfolgte in der Abteilung fir Neurochemie, Prof.
Kunz an der Klinik fir Epileptologie des Universitatsklinikums Bonn. Dabei wurde fol-

gendes Protkoll verwendet:

Praparation der Zell Homogenate

Die Zellen wurden mittels Ultraschall in 0,1 M Kaliumphosphat Puffer (pH 7.4) fir 15
s homogenisiert. Alle Aktivitdtsmessungen wurden bei 30° C durchgefiihrt. Es wurde
ein zwei-Wellenlangen Spektrophotometer verwendet.

Bestimmung der Aktivitit des mitochondrialen Komplex | (Ubichinon-
Oxidoreduktase)

Die Aktivitat von Komplex | wurde ermittelt durch Messung der Rotenon-sensitiven
NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase-Aktivitat. Rotenon ist ein spezifischer Inhibitor der
NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase. Die Oxidation von NADH wurde durch Absorpti-
onsanderungen bei Wellenlangen von 340-380 nm (ered-ox = 5,5 mM-1cm-1) ge-
messen. Die Reaktions-Mixtur enthielt 10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 50 mM KCI, 1 mM
EDTA, 0,1 mM CoQ1, 4 mM KCN, 0,15 mM NADH sowie das Zell Homogenat.
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In einem zweiten Schritt wurden 0,02 mM Rotenon hinzugefltigt. (460 ul KCI-Tris Puf-
fer + 5 ul 10mM CoQ1 Lésung + 5 pl 0,4 M KCN + 5 pl 15 mM NADH Lésung + 20 pl
Zell Homogenat + 5 pl 2 mM Rotenon. Es wurde der lineare Abfall der Absorption vor
Rotenongabe minus des linearen Abfalls der Absorption nach Rotenongabe berech-

net.

Bestimmung der Aktivitat des mitochondrialen Komplex IV (Cytochrom C
Oxidase)

Zur Aktivitatsbestimmung von Komplex IV wurde die Oxidation von Cytochrom C
durch eine Anderung der Absorption bei 550 nm (ered-ox = 18,0 mM-1cm-1) gemes-
sen. Der Reaktionsmix enthielt 10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 50 mM KCI, 1 mM EDTA, 0,1
% Dodecyl-Maltosid, 30 uM reduziertes Cytochrom C sowie das Zell Homogenat.
(480 pl KCI-Tris Puffer + 5 ul 10 % Dodecyl-Maltosid + 5 pl 3 mM reduziertes
Cytochrom C + 10 pl Zell Homogenat (gelést in 0,1 M Kalium Phosphat, pH 7.4).

Bestimmung der Aktivitat der Citrat Synthase

Far die Aktivitdtsbestimmung der Citrat-Synthase wurde die physiologische Reaktion
des Enzyms (Acetyl- CoA + Oxalacetat + H,O -> Citrat + CoA-SH) mit der Reaktion
CoA-SH+ DTNB -> TNB + CoA-S-S-TNB gekoppelt. Das Absorptionsmaxium des
Reaktionsproduktes TNB kann bei 412 nm (ered-ox = 13,6 mM-1cm-1) gemessen
werden. Der Reaktionsmix enthielt 0,1 mM DTNB, 0,36 mM Acetyl Coenzym A, 2,5
mM Oxalacetat sowie das Zell Homogenat. (800 ul H,O + 100 ul 1 mM DTNB Lésung
+ 30 pl 12 mM Acetyl Coenzyme A + 50 pl 50 mM Oxalacetat + 10 pl Zell
Homogenat)

Berechnung der Aktivitat

V (Aktivitat) = (dE/ered-ox) * (TV/HV)*(1/Protein Konzentration im Zell-Homogenat

[mg/ml] = Einheiten/mg Protein.
dE = ein linearer Anstieg oder Abfall der Absorption Gber 1 min.

¢ red-ox= Differenz des Exstinktionskoeffizienten € vor und nach Oxidation
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TV = Totales Volumen in der Cuvette
HV = Volumen der hinzugefligten Probe.

Der Proteingehalt in den Zell-Homogenaten wurde mit Hilfe des Total Protein Kit
(Micro Lowry, Peterson’s Modification, SIGMA) bestimmt. Es wurde das Hersteller-

protokoll verwendet.

Da die Stimulationsexperimente (n=3) von 2 verschiedenen Experimentatoren durch-
gefthrt wurden (Estelle Perrier (1 Wiederholung) und Johannes Friese (2 Wiederho-
lungen)) wurden die Werte anschlieBend normiert auf den Wert SOD1 wt unstimuliert
= 1. Daher entspricht der Multiplikationsfaktor = 1/ Wert SOD1 wt unstimuliert (jeweils
separat fur jeden Experimentator). Die normierten Werte wurden anschlieBend zu-

sammen statistisch ausgewertet.
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Statistische Auswertung der mitochondrialen Aktivitadtsmessungen und der
Messung von reaktiven Sauerstoffspezies

Die Daten wurden mit dem Programm Graphpad Prism ausgewertet. Es wurde der
arithmetische Mittelwert sowie die Standardabweichung des arithmetischen Mittel-
wertes bestimmt. AuBerdem wurde eine zwei-faktorielle ANOVA mit dem Posttest
nach Tukey durchgeflihrt. Die angegebenen Signifikanzwerte entsprechen:

Keine Angabe = nicht signifikant P > 0,05
*P<0,05

** P <0,01
** P <0,001,
=** P <0,0001.

5.3 Molekularbiologische Methoden

5.3.1 Vermehrung von Plasmiden in kompetenten E. coli
Transfektion mittels der Hitzeschock Methode

Bei -80° C gelagerte kompetente E. coli wurden fiir 20 min auf Eis aufgetaut. An-
schlieBend wurden 40 ul der kompetenten E. coli zusammen mit 1 ul des zu vermeh-
renden Plasmids in ein 1,5 ml Gefal3 pipettiert und fir 30 min auf Eis inkubiert. Da-
nach wurde das Gefaf flr genau 45 s in einen auf 42° C vorgeheizten Heizblock ge-
stellt und hiernach fir 3 min auf Eis abgekihlt. Jetzt wurden 500 pl LB Medium ohne
Antibiotikazusatz hinzugefligt und das GefaB fir 1 h bei 250 RPM bei 37° C geschit-
telt. Danach wurde die Suspension fir 2 min bei 7000 RPM zentrifugiert, dann 450 pl
des Uberstandes abpipettiert und das Zellpellet im restlichen Medium resuspendiert.
AnschlieBend wurden 10 pl der Suspension auf eine LB-Agarplatte mit einer
Pipettenspitze ausgestrichen. Die Agarplatte enthielt im Falle des pEGFP-N1 Vektors
das Antibiotikum Kanamycin, fir den pLL3.7 Vektor dagegen Ampicillin. Die
Agarplatten wurden tber Nacht bei 37°C inkubiert. Am n&chsten Tag wurden Bakte-
rienkulturflaschen mit je 10 ml LB Medium plus 10 pl Kanamycin (pEGFP-N1) bzw.
10 pl Ampicillin (pLL3.7) befillt und mit je einer Kolonie von den Kulturplatten be-
impft. Die Deckel der Kulturflaschen wurden so aufgelegt, dass noch Luft in die Fla-



43

schen gelangen konnte. Die Flaschen wurden in einem Schittelinkubator Gber Nacht
bei 37° C und 200 RPM inkubiert. Am nachsten Tag wurde anhand der Trlibung des
Mediums geprift, ob ein Bakterienwachstum stattfand. Zur Aufreinigung der in E. coli
vermehrten Plasmide wurden das Miniprep DNA Isolation Kit sowie das Maxiprep
DNA Isolation Kit von Quiagen verwendet. Hierzu wurde das Protokoll des Herstel-
lers befolgt.

5.3.2 PCR

Zur Vermehrung des PGK-Promoters wurde eine PCR mit den Primern For-PGK-
Xbal und Rev-PGK-Nhel durchgefihrt, welche die Schnittstellen der Restriktionsen-
zyme Xbal und Nhel enthalten. Zusammensetzung der PCR-Reagenzien:

Reagenz Volumen
10x PCR Buffer 5yl
100'mM dNTP Mix 1 ul
50 mM MgSo4 5 ul

Primer Mix (100 pmol/ul je Pri- 2 pl
mer)

Polymerase (Hifi-Polymerase) 0,2 ul
Aqua dest. 36 ul
cDNA 0,5ul

Tab. 1 Ansatz der PCR des PGK-Promoters.

Der PGK-Promoter wurde zunachst mittels einer PCR mit benétigten Schnittstellen
fir die Restriktionsenzyme Xbal und Nhel versehen, deren Sequenzen in den
Primern enthalten sind.

Es wurde folgendes PCR-Programm benutzt:

Temperatur [°C] Zeit [s]

94 180

94 30

62 50 } 40x
72 120

72 600

Tab. 2 Temperaturkurvenverlauf der PCR des PGK-Promoters
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Die PCR-Produkte wurden anschlieBend bis zur weiteren Verwendung bei 4° C gela-

gert.
5.3.3 Gelelektrophorese

Es wurde ein 1 % Agarosegel mit 3 ul Ethidiumbromid verwendet. Die Gelelektropho-
rese lief mit 120 V, 80 mA fir 30 min. Die Auswertung erfolgte mit einer CDC Kame-

ra (Biorad) und der Software Quantitiy One.

5.3.4 Gelextraktion

Mittels Restriktionsenzymen verdautes Material wurde auf ein 1 % Agarosegel aufge-
tragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Die aufgetrennte DNA wurde unter der
Fluoreszenzlampe mit einem Skalpell ausgeschnitten und die DNA mit dem MiniElute
Gel Extraction Kit (Quiagen) nach den Vorgaben des Herstellers isoliert. Die SOD1-
EGFP-Fusionskonstrukte wurden von Dr. Albrecht Clement von der Universitat Mainz
zur Verfliigung gestellt. Die SOD1 Sequenzen wurden tber Bglll und EcorRI in den
N1 -Vektor vor die EGFP-Sequenz kloniert.

5.3.5 Verdau

Das PCR-Produkt des PGK-Promoters wurde nach Gelextraktion mithilfe der Restrik-
tionsenzyme Xbal und Nhel verdaut, ebenso der pLL3.7 Vektor.
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5.3.6 Ligation pLL3.7 und PGK-Promoter

Fir die Ligation wurden folgende Mengen eingesetzt:

Reagenz Menge/Volumen
pLL3.7 116,2 ng
PGK-Promoter 280 ng
T4-Ligase 3 ul

Puffer 2 ul

Aqua dest. ad 20 pl

Tab. 3 Eingesetzte Mengen fir die Ligation von pLL3.7 Vektor und PGK-Promoter.
Beide Gensequenzen enthalten nach der Restriktion Uberlappende komplementére
Enden, die im Schritt der Ligation von dem Enzym T4-Ligase verbunden werden.

Im Anschluss an die Ligation wurden kompetente E. coli mit dem Ligationsprodukt
transfiziert und eine Minipraparation durchgefuhrt. Hiernach wurde die Konzentration
des Ligationsproduktes mittels Photometer bestimmt.

5.3.7 Testverdau

Das Ligationsprodukt wurde einem Testverdau zugefthrt, mit folgendem Ansatz:

Reagenz Volumen/Menge

DNA 7 ul (= 371 ng bei 53 ng/ul Konzentration
aus Miniprep)

Buffer A 2 ul

Nhel 0,5 ul

Xbal 0,5 ul

Nuklease-freies Aqua dest ad 20 pl

Tab. 4 Ansatz des Testverdaus des Ligationsproduktes zwischen pLL3.7 Vektor und
PGK-Promoter. Ein Teil der zuvor ligierten DNA wurde zur Uberpriifung der korrekten
Ligation einem Testverdau zugeflhrt.
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Der Ansatz wurde fir 2 h bei 37° C inkubiert. Das gesamte Volumen des Ansatzes
wurde fur die Gelelektrophorese eingesetzt. Ligation pLL3.7-PGK und SOD1-EGFP-
Fusionskonstrukt

Im Anschluss wurde die Ligation zwischen dem pLL3.7-PGK Vektor und den aus
dem N1 Vektor ausgeschnittenen SOD1-EGFP-Konstrukten durchgefiihrt. Der An-
satz ist in Tabelle 5 aufgefiihrt.

Konzentration eingesetztes eingesetzte DNA
DNA [ng/pl] Volumen [pl] Menge [ng]
pLL3.7-PGK 122,3 1 122,3
+ jeweils 1 SOD1-
Variante
SOD1-wt 16,6 9 1494
SOD1 G37R 17,7 9 159,3
SOD1 G85R 26,1 9 2349
SOD1 G93A 19,7 9 177,3
T4-Ligase 3
Puffer 10x
RNAse freies Was- 5
ser

Tab. 5 Ligationsansatz des pLL3.7-PGK-Konstruktes und der verschiedenen SOD1-
EGFP-Varianten. Nachdem zunachst der PKG-Promoter in den pLL3.7-Vektor klo-
niert wurde, wurden nun die zuvor aus den N1-Vektoren ausgeschnittenen verschie-
denen SOD1-EGFP Fusionsgene hinter den PGK-Promoter in den pLL3.7-Vektor
kloniert.

5.3.8 Sequenzierungen

Zum Nachweis der korrekten Basensequenzen und dem Ausschluss von Mutationen
wurden alle Ligationsprodukte sequenziert. Die Sequenzierungen wurde von der Fir-
ma Seqglab (Géttingen) durchgefihrt.
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5.4 Messung von reaktiven Sauerstoffspezies

Die Messung von reaktiven Sauerstoffspezies erfolgte mithilfe des Farbstoffs
Dihydroethidium (DHE). DHE reagiert sehr spezifisch mit Superoxid Anionen (O2-)
zu 2-Hydroxyethidium (Bindokas et al., 1996), (Zhao et al., 2005). Die Intensitat der
Fluoreszenz korreliert mit der Menge von extrazellularem O2-, welches von der
membranstandigen NADPH Oxidase gebildet wird. Im Fall von Phagozyten wie
Mikroglia handelt es sich hierbei vor allem um die NADPH-Oxidase 2 (NOX2). Die
DHE-Experimente wurden von Estelle Pierre, AG Neumann am Institut for
rekonstruktive Neurobiologie durchgefiihrt. Zunachst wurden 30 000 Zellen/Kammer
auf einen 4-Kammerobjekttrager ausgesat und Gber Nacht bei 37° C und 5 % CO2
inkubiert. AnschlieBend wurde fir 24 h entweder mit 1000 ng/ml LPS, 1000 U/ml
rhINFy oder fir 20 min mit 500 ng/ml TNFa stimuliert. Dann wurden die Mikroglia
dreimal mit Krebs-HEPES Puffer gewaschen. Nun wurden 30 pM DHE in Krebs-
HEPES Puffer verdiinnt. Die Zellen wurden fir 15 min in der DHE-Puffer Lésung bei
37° C 5 % CO2 inkubiert. Danach wurden die Zellen dreimal mit Krebs-HEPES Puffer
gewaschen, um die Absorption von extrazellularem Oxyethidium, entstanden durch
Autooxydation von DHE zu verhindern. AnschlieBend wurden die Zellen fir 10 min
mit 0,25 % Glutaraldehyd in 4 % PFA fixiert. Nach dreimaliger Waschung mit PBS
wurden die Zellkerne flr 30 s mit DAPI in einer Konzentration von 1:5000 angefarbt.
Zum Schluss wurde nochmals dreimal fir 5 min mit PBS gewaschen und die Zellen
mit Mowiol und Objekttragern eingedeckelt.

Einstellungen des Confocalen Mikroskops:

- VergroéBerung: 40x

- VBF: channel 1 (EGFP) = 494 nm [ 37 nm ] 531 nm; channel 2 Cy3.5 (DHE) =
548 nm [ 100 nm ] 648 nm

-  EGFP: HV =503, Gain = 2x, Offset = 9 %, Laser 488 = 4 %
- Cy3.5 (fur DHE): HV = 570, Gain = 2x, Offset = 9 %, Laser 543 =5 %
- 1024 x 1024 Bildpunkte

- Kalman 3 line, Sequential line
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Ubersicht iiber Kollaborationen

Die untransduzierten iPSdM wurden von Kristin Roy aus der gemeinsamen

Arbeitsgruppe flr neurale Regeneration zur Verfligung gestellt.

Die Messungen der reaktiven Sauerstoffspezies wurden von Estelle Perrier aus der

gemeinsamen Arbeitsgruppe fir neurale Regeneration durchgefiihrt.

Die verwendeten SOD1-EGFP-Konstrukte wurden von Dr. Albrecht Clement aus dem

Institut fir Pathobiochemie des Universtitatsklinikums Mainz zur Verfligung gestellt.

Die Messungen der mitochondrialen Aktivitdt wurden von Dr. Alexey Kudin aus der
Abteilung far Neurochemie von Prof. Wolfram Kunz des Universitatsklinikum Bonn

durchgeflhrt.
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6. Ergebnisse
6.1 Molekularbiologische Arbeiten

6.1.1 Maxipraparation N1-Vektor
Die pEGFP-N1 Vektoren mit den verschiedenen SOD1-Varianten wurden mittels ei-

ner Maxipraparation vermehrt. Um auszuschlieBBen, dass wahrend der Maxiprapara-
tionen Mutationen auftraten, wurde eine Sequenzierung durchgefiihrt. Der Abgleich
erfolgte gegen die Sequenz des N1 SOD1 wt Vektors. Die in Abb. 2 dargestellten
Diskrepanzen, angezeigt durch die jeweils abweichende Base, entsprechen den je-
weiligen Mutationen innerhalb des SOD1-Gens. Bei der Mutation G37R ist das
Codon GGA durch AGA ausgetauscht, was zum Austausch von Glycin durch Arginin
fOhrt. Bei der Mutation G85R steht statt GGC das Codon CGC, was ebenfalls den
Austausch von Glycin durch Arginin bedingt. Bei der Mutation G93A wird GGT durch
GCT ausgetauscht, was den Einbau von Alanin anstatt Glycin zur Folge hat.

G37R
SOD1 ATTAAAGGAC
Probe 2 3'->5' B T - I
SOD1 wt 615..4076 | oot prmmEm s
G85R | cacacrroc
EGFP-NA - c
5182 bp Probe 2 3'- 2 xx 22 xxx =
iIdtnhtat
EGFP 1128..1826
G93A AGATGGTGTC
Probe 23->3" (o
iIdtnhtat AAkAA AAAA

Abb. 2 Vektorkarte pEGFP-N1. Rechts im Bild sind die Ausschnitte aus den Se-
qguenzierungen der 3 verschiedenen SOD1-Mutanten zu sehen, in denen die Mu-
tationen zu finden sind. Das EGFP-Gen liegt hinter dem SOD1-Gen.
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6.1.2 Klonierung des PGK-Promoters in den pLL3.7-Vektor

Zur Expression der SOD1-EGFP Konstrukte in den Mikroglia wurde der PGK Promo-
ter in den pLL3.7 Vektor kloniert. Dazu wurden dem PGK-Promoter mittels einer PCR
die bendtigten Restriktionsschnittstellen angefligt. Dies geschah unter Verwendung
der Primer ,For-PGK-Xbal* und ,Rev-PGK-Nhel“. Die Konzentration des PGK-
Promoters nach PCR, Verdau und Gelextraktion betrug 28 ng/ul. AnschlieBend wur-
de der PGK-Promoter unter Verwendung der eingefligten Restriktions-Schnittstellen
in den Vektor pLL3.7 kloniert.

Die DNA-Konzentration des Ligationsproduktes (pLL3.7-PGK) nach Minipraparation
in kompetenten E. Coli betrug 53 ng/ul. AnschlieBend wurde ein Testverdau mit den-
selben Restriktionsenzymen durchgefiihrt, um das Insert (den PGK-Promoter) nach-

zuweisen.

500bp

Abb. 3 Testverdau des Ligationsproduktes von PGK-Promoter und pLL3.7 Vektor,
dieser wurde zur Uberprifung der Ligation durchgeflhrt. Rechts im Bild ist das
Fragment des PGK-Promoters zu sehen, links der entsprechende GréBenmarker.

In der Abb. 3 ist auf Héhe der 500 bp-Marker DNA eine schwache Bande zu erken-
nen, die dem PKG-Promoter entspricht. AnschlieBend wurde das Ligationsprodukt
sequenziert, um Mutationen auszuschlieBen. Das Ergebnis der Sequenzierung zeigte
korrekte Basensequenzen flir den pLL3.7 Vektor mit PGK-Promoter inklusive der
Schnittstelle des Restriktionsenzym Xbal (TCTAGA).

6.1.3 Klonierung der SOD1-Mutanten in den pLL3.7-Vektor

Im n&chsten Schritt wurden die verschiedenen SOD1-EGFP Konstrukte in den
pLL3.7-Vektor kloniert. Dazu wurden die Restriktionsenzyme Xbal und BsrGl ver-

wendet.




Abb. 4 Verdau pLL3.7-PGK und N1-SOD1-EGFP Vektoren

In Vorbereitung fur die anschlieBende Ligation wurden der pLL3.7-Vektor sowie die
verschiedenen N1-SOD1-EGFP-Vektoren jeweils mit den Restriktionsenzymen Xbal

und BsrGl verdaut. Den Nummerierungen entsprechen:

1: pLL3.7-PGK, untere Bande: 731bp Fragment (EGFP); 2: SOD1 wt-EGFP; 3:

SOD1 G37R-EGFP; 4: SOD1 G85R-EGFP; 5: SOD 1 G93A-EGFP.Die untere
bei 2-5 ist jeweils das 1246bp groBe SOD1-EGFP-Fragment.

Bande

Der pLL3.7 Vektor enthielt bereits ein EGFP-Gen, welches bei diesem Klonierungs-

schritt mit ausgeschnitten wurde. Die Fragmente in Abb. 4 bei ca. 1200 bp (i

m Bild

die unteren Fragmente der Banden 2-5) wurden unter der UV-Lampe ausgeschnitten

und mit dem MiniElute Gel Extraction Kit aufgereinigt. Nach der Ligation zwischen
den SOD1-EGFP Genen und dem pLL3.7-PGK Konstrukt wurden mit dem Nanodrop

Photometer folgende DNA-Konzentrationen der Ligationsprodukte gemessen:

Konstrukt Konzentration [ng/pl]

SOD1 wt-EGFP 1 233,4
SOD1 wt- EGFP 2 90,1

SOD1 G37R-EGFP 1 176,9
SOD1 G37R- EGFP 2 3415
SOD1 G37R- EGFP 3 152,6
SOD1 G37R- EGFP 4 265,8
SOD1 G85R- EGFP 1 277,3
SOD1 G85R- EGFP 2 357,9
SOD1 G85R- EGFP 3 326,5
SOD1 G93A- EGFP 1 221,9
SOD1 G93A- EGFP 2 94,6

Tab. 6 DNA Konzentrationen der Ligationsprodukte, gemessen mit dem Nanodrop-

Photometer.



Abb. 5 Testverdau der pLL3.7 PGK-SOD1-EGFP Vektoren.

1,2: SOD1 wt; 3,4,5,6: SOD1 G37R; 7,8,9: SOD1 G85R; 10, 11: SOD1 G93A

FUr den Testverdau wurde das Restriktionsenzym EcoRI verwendet, das an 2
Schnittstellen innerhalb des SOD1-EGFP Gens schneidet, so dass bei erfolgreicher
Ligation ein 770 bp groBes Fragment ausgeschnitten werden sollte, dass in allen
Probe bis auf Nummer 2 zu erkennen ist.

Zu dem in Abb. 5 dargestelltem Testverdau wurde das Restriktionsenzym EcoRl
verwendet, welches an 2 Schnittstellen innerhalb des SOD1-EGFP Konstrukts
schneidet. In allen Proben bis auf Nummer 2 Iasst sich eine Bande unterhalb des
1000bp Markers erkennen, welche den ausgeschnittenen 770 bp groBen Fragmen-
ten entspricht. Die korrekte Basenfolge der Ligationsprodukte wurde in einer Se-
quenzierung bestéatigt. Nach der Sequenzierung wurde eine Maxipraparation zur
Vermehrung der DNA angesetzt, die gemessenen DNA-Konzentrationen betrugen:

Konstrukt DNA-Konzentration
[ng/ul]
pLL3.7-PGK-SOD1 wt 4326.,5

pLL3.7-PGK-SOD1 G37R 2524
pLL3.7-PGK-SOD1 G85R 3403,7
pLL3.7-PGK-SOD1 G93A 3806,4

Tab. 7 DNA Konzentrationen nach Maxipréparation
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Die korrekte Basenfolge der Maxipraparationsprodukte wurde ebenfalls per Sequen-
zierung bestétigt.

6.2 Transduktion der iPSdM mit Lentiviren

Um eine langanhaltende Expression der SOD1-EGFP Konstrukte in den iPSdM zu
gewabhrleisten wurde die Expression mittels lentiviraler Vektoren gewahlt. Die iPSdM
der Passage 13 wurden bei einer Konfluenz von 50-60 % mit frischem virushaltigen
Uberstand von HEK293FT Zellen transduziert. Um ausreichend hohe
Transduktionsraten zu erreichen, wurden die Mikroglia insgesamt 4x transduziert-
nach einer einmaligen Transduktion war das Exprimierung des Fusionsproteins nicht
stark genug fir eine durchflusszytometrische Sortierung. Zwischen den einzelnen
Transduktionen wurden jeweils 5-7 Tage Abstand eingehalten, da die Zellen flr die-
sen Zeitraum nicht erneut flr die Viren empféanglich sind. Der Transduktionserfolg
konnte anhand des EGFP-Signals kontrolliert werden. Es wurden Aufnahmen im
Phasenkontrastmikroskop unter Verwendung einer UV-Lampe durchgefiihrt (Abb. 6
und 7). Abgebildet sind iPSdM nach der ersten Transduktion.

- > '\ | - P |

Abb. 6 iPSdM SOD1 wt, Durchlicht. Zu Abb. 7 iPSdM SOD1 wt, das gleiche Bild

erkennen sind Mikroglia verschiedener im EGFP-Kanal aufgenommen.

GroBe und Morphologie Es handelt sich hier um einfach
transduzierte Zellen, die noch nicht
durchflusszytometrisch sortiert wurden.
Die mit ,** gekennzeichneten Zellen sind
als EGFP-positiv anzunehmen.

MaBstab = 50um
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Da die iPSdM eine hohe Autofluoreszenz im griinen Spektrum aufweisen, sind bei
diesen noch nicht sortierten Zellen wahrscheinlich nur die mit ,** markierten Zellen
als transduziert anzunehmen. Diese Zellen weisen zudem die fir eine Aktivierung ty-
pische Abrundung auf, was als Reaktion auf die vorher stattgehabte Transduktion mit

Lentiviren gewertet werden kann.

6.3 Durchflusszytometrische Sortierung der transduzierten Zellen

Um eine reine Zellpopulation zu erhalten wurden die Mikroglia
durchflusszytometrisch anhand des EGFP-Signals sortiert. Da bei dieser Prozedur
ein hoher Zellverlust auftritt, wurden je Zellreihe 5 x 15 cm groBBe Zellkulturschalen,

die zu Uber 90% konfluent waren verwendet.

Als Negativkontrolle wurden untransduzierte iPSdM verwendet, als Positivkontrolle
dienten iPSdM, die mit einem pLL3.7-PGK-EGFP-Vektor transduziert worden sind.
Angesichtes der erwahnten Autofluoreszenz, wurde das Gate relativ streng gewahilt.
Die Population ,P5“ wurde dabei als EGFP-positiv definiert (Abb. 11-16).

Zunéachst wurden die Zellen lediglich zweimal mit den Lentiviren transduziert, danach
ergaben sich nur sehr geringe Raten an EGFP positiven Zellen. Bei dem ersten Ver-

such wurde auch keine Positivkontrolle verwendet (Abb. 8).
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Abb. 8 Sortierung nach 2x Transduktion
(21./22.06.10) Nur bei Zellen der Linien
SOD1 wt-EGFP sowie SOD1-G93A-
EGFP lasst sich ein nennenswerter
Transduktionserfolg verzeichnen. Die
untransduzierten iPSdM dienten als Ne-
gativkontrolle.
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Abb. 9 Sortierung nach 3x Transduktion
(16./18.07.10). Hier wurden die Zellen
der SOD1 wt Linie nicht mit sortiert, die
dbrigen Linien zeigen einen gréBeren
Transduktionserfolg als bei nur einfa-
cher Transduktion.
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GFP positive Zellen in % der Gesamtpopulation
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Abb. 10 Sortierung nach  4x
Transduktion (13.09.10). Es zeigte sich
bei allen Linien eine ausreichend hohe
Menge an EGFP-positiven Zellen.

Es zeigte sich, dass nur die Transduktion mit den SOD1 wt-EGFP Vektoren erfolg-
reich war- einen minimalen Transduktionserfolg sieht man noch bei der Linie SOD1-
G93A-EGFP (Abb. 8).

Aufgrund dessen wurden die iPSdM vor der nachsten Sortierung dreimal
transduziert, in der Absicht, héhere Raten an EGPF positiven Zellen zu erhalten; die
Zellen der Linie SOD1 wt- EGFP wurden hier nicht sortiert. Als Positivkontrolle wur-
den iPSdM, die nur mit dem pLL3.7 EGFP Vektor transduziert wurden, verwendet. In
dieser Linie waren, obwohl nur einmal transduziert, sehr viele Zellen EGFP positiv in
der Sortierung (Abb. 9). Um noch héhere Transduktionsraten zu erzielen wurde ein
weiterer Versuch unternommen und die iPSdM insgesamt viermal transduziert (Abb.
10). Diesmal wurden auch wieder Zellen der Linie SOD1 wt-EGFP sortiert, sodass flr

die anschlieBenden funktionellen Analysen Zellen mit einer vergleichbaren Last an
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transgenen SOD1-EGFP-Fusionsproteinen zur Verfigung standen. Die Zellen lagen
nach der Sortierung in folgenden Zelldichten vor:

SOD1-wt-EGFP: 1,3 Millionen auf eine 10 cm Schale (16.560 Zellen/ cm?)
SOD1-G37R-EGFP I: 148.000 auf eine 3,5 cm Schale (16.444 Zellen/ cm?)
SOD1-G37R-EGFP II: 150.000 auf eine 3,5 cm Schale (16.666 Zellen/ cm?)
SOD1-G85R-EGFP: 500.000 auf eine 10 cm Schale (6369 Zellen/ cm?)
SOD1-G93A-EGFP |: 420.000 auf eine 10 cm Schale (5350 Zellen/ cm?)
SOD1-G93A-EGFP II: 189.000 auf eine 6 cm Schale (6687 Zellen/ cm?)
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Abb. 11 iPSdM untransduziert als Negativkontrolle, keine EGFP-positiven Zellen
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Abb. 12 iPSdM pLL3.7-EGFP vierfach transduziert, Positivkontrolle, die Population
.P5“ wird als EGFP-positiv definiert
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Abb. 15 iPSdM SOD1-G85R-EGFP vierfach transduziert
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Abb. 16 iPSdM SOD1-G93A-EGFP vierfach transduziert
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Die Abbildungen 11-16 zeigen die Graphen der Sortierung der vierfach

transduzierten Zellen.

Im Anschluss an die Sortierung wurden die Zellen weiterkultiviert und eingefroren. Da
der Sortierungsprozess Stress fiir die Zellen bedeutet und sie wahrenddessen einem
erhdéhtem Kontaminationsrisiko ausgesetzt waren, wurden die Mikroglia flr einige
Tage mit Zusatz von GM-CSF sowie einer erhéhten Antibiotika-Konzentration (Peni-

cillin-Streptomycin) kultiviert.

6.4 Immunozytochemische Farbungen, confocales Mikroskop

Zum Nachweis von SOD1 wurden die iPSdM mit einem Antikdrper angefarbt, der
sowohl humanes SOD1 wt, als auch die verwendeten SOD1 Mutanten erkennt.

Die iPSdM wurden mit einem SOD1-EGFP Fusionsgen transduziert, das zur Expres-
sion eines entsprechenden Fusionsproteins flihrt. Das SOD1-EGFP-Fusionsprotein
ist genau wie das native SOD1 in der Lage zu dimerisieren und auch katalytisch aktiv
(Zhang und Zhu 2006), (Witan et al. 2008). Zum Nachweis von intrazellularem SOD1

wurde das EGFP-Signal aufgenommen.

Der Antikérper farbt sowohl natives SOD1 (Abb.17, untransduzierte Zellen), als auch
das SOD1 im Fusionsprotein an (Abb. 19 und 28 ). Als Gegenfarbung diente ein An-
tikbrper gegen das Protein lbal (Abb. 18, 22 und 25). Ibal ist ein spezifischer
Makrophagenmarker, im ZNS ist dieses Protein spezifisch flr Mikroglia. In den
“‘merge” Bildern ist erkennbar, dass sich die Signale fir SOD1 und EGFP decken
(Abb. 21 und 30), wahrend die Signale von Ibal und EGFP nicht deckungsgleich
sind (Abb. 24 und 27). Zu erkennen ist, dass im Bereich der Zellkerne schwéachere
Signale in allen Farbungen zu sehen sind. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt,
dies lasst sich im confocalen Mikroskop betrachten, jedoch nicht auf den Fotos mit

abspeichern.



Abb. 17 iPSdM untransduziert,
anti-SOD1, dargestellt ist nati-
ves SOD1, welches ubiquitar
exprimiert wird.

30um

Abb. 19 iPSdM SOD1 G85R,
anti SOD1, natives und trans-
genes mSOD1 sind dargestellt.

Abb. 18 iPSdM untransduziert,
anti-lbaft, verwendet als
Makrophagenspezifischer Mar-
ker.

30um

Abb. 20 iPSdM SOD1 G85R,
EGFP-Signal, alle sortierten
Zellen zeigen eine gleichmasi-
ge EGFP Expression.

3um

Abb. 21 iPSdM SOD1 G85R, an-
ti SOD1 EGFP merge. Aufgrund
der Kopplung beider Proteine
sind beide Signale raumlich de-
ckungsgleich.




Abb. 22 iPSdM SOD1 G85R,
in rot angefarbt st der

mikrogliale Marker anti Iba1.
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Abb. 23 iPSdM SOD1 G85R,
EGFP-Signal.

25 um

Abb. 26 iPSdM wt EGFP- Sig-
nal

Abb. 24 iPSdM SOD1 G85R, an-
ti Ioa1 (rot), EGFP (griin) merge.
Aufgrund der unterschiedlichen
raumlichen Verteilung in der Zel-
le sind die Signale von Ibal und
EGFP nicht deckungsgleich.

Abb. 27 iPSdM wt, Ibal (rot),
EGFP (grin) merge. In der hé-
heren VergréBerung sieht man,
dass Ibal und EGFP auch in
den Zellauslaufern vorkommen,
wieder ist eine inhomogene
Verteilung zu erkennen.
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Abb. 28 iPSdM wt, anti SOD1

Abb. 31

iPSdM SOD1 wt.

Abb. 29 iPSdM wt, EGFP Sig-
nal

Ibatl (rot),

Abb. 32 iPSdM SOD1 G85R Ibaft

Abb. 30 iPSdM wt, SOD1 (rot),
EGFP (grin) merge.

(rot),

EGFP (grin) merge. Die jeweils am rech- EGFP (griin) merge
ten und unteren Bildrand gelegenen Aus-
schnitte zeigen eine Aufsicht auf die Zel-
len entlang der zugehdrigen, gelb darge-

Abb. 33 iPSdM SOD1 G93A. Ibal (rot),

EGFP (griin) merge

stellten Achse durch die Zelle.
dx

Abb. 34 iPSdM SOD1 G37R. Ibal (rot),

EGFP (grin) merge
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Abb. 35 iPSdM EGFP-Kontrolle. Ibat
rot), EGFP (griin) merge. Die mit “*” ge-
kennzeichneten Zellen exprimieren kein
EGFP.

—

6.4.1 Colokalisation von Ibal und EGFP-SOD1

Zellen erfolgte mit Iba1 (rot). Die gezeigten Abbildungen (31-35) sind Aufnahmen ent-
lang der Z-Achse, die Ubereinander gelegt wurden. Auf Abb. 35 sind unsortierte
iPSAM zu sehen, die als Kontrolle nur mit dem pLL3.7-PGK-EGFP Vektor
transduziert wurden. Da die nicht-sortierten Zellen keine reine Population darstellen,
zeigen 3 Zellen (*) auf der Abb. 35 kein EGFP-Signal.

6.5 Messung der mitochondrialen Aktivitat

Die Messung der mitochondrialen Aktivitdt wurde an unstimulierten und an mit ver-
schiedenen Substanzen stimulierten iPSdM gemessen. TNFa stimuliert in Mikroglia
die NAPDH-Oxidase, die das Sauerstoffradikal NO- produziert. Mikroglia sind die
Hauptquelle des Zytokins TNFa im ZNS und zugleich einer seiner Wirkorte. LPS, aus
der Zellwand gram-negativer Bakterien bindet in Mikroglia an TLR4 und CD14, was
via NFkB zur Exkretion von TNFa und IL1B flhrt. INFy ist ein von TH1 Zellen (Sub-
population der CD4+ T-Zellen) gebildetes Glykoprotein und férdert in Makrophagen
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wie Mikroglia die Verschmelzung von Phagosomen mit Lysosomen und steigert die
NO Produktion.

Die enzymatische Aktivititsmessung der mitochondrialen Atmungskette wurde von
Dr. Alexey Kudin von der Arbeitsgruppe von Professor Kunz an der Klinik fir
Epileptologie, Universitat Bonn durchgefihrt. Es wurden die Aktivitat der Komplexe |
und IV aus der mitochondrialen Atmungskette gemessen sowie die Aktivitat der
Citratsynthase, einem mitochondrialen Enzym, das nicht zur Atmungskette gehért.
Vor der Stimulation der Zellen wurde jeweils eine definierte Menge der Zellen ausge-
sat. Um die gemessenen Aktivitdten zu normieren wurde zusatzlich der Gesamtpro-
teingehalt der Zellpellets bestimmt und die Aktivitdten auf die Gesamtproteinmenge
bezogen berechnet. Die Aktivitdten/ Gesamtprotein wurden jeweils normiert auf den
Wert SOD1 wt unstimuliert.
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Komplex | (Ubichinon-Oxidoreduktase) / Gesamtprotein

E& SOD1 wt
2.0- E= SOD1 G37R
E3 SOD1 G85R
@ untransduziert

Aktivitat

Behandlung

Abb. 36 Aktivitat des mitochondrialen Komplex |, normiert auf die Aktivitat der
unstimulierten SOD1 wt Linie. Generell zeigen die untransduzierten iPSdM etwas
héhere Aktivitdten des Komplex | als die transduzierten Zellen (SOD1 wt, G37R,
G85R). Im unstimulierten Modus zeigen auch die Zellen der Linie G37R eine hdhere
Aktivitat. Insgesamt lassen sich jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen
den verschiedenen Zelllinien ausmachen. (Messungen durchgefihrt von Dr. Alexei
Kudin von der Arbeitsgruppe far Neurochemie/Klinik fir Epileptologie an der Universi-
tatsklinik Bonn)

Der mitochondriale Komplex | stellt den ersten Schritt im Elektronentransport der At-
mungskette dar. Er katalysiert die Reduktion von Ubichinon zu Ubihydrochinon, wo-
bei das Coenzym NADH zu NAD+ oxidiert wird. In Abb. 36 erkennt man, dass die
untransduzierten iPSdM in drei der Ansatze (unstimuliert, INFy stimuliert, LPS + INFy
stimuliert) eine hdhere Komplex | Aktivitdt aufweisen als die mit SOD1 wt
transduzierten Zellen. Dies gilt jedoch auch fir die SOD1 G37R Uberexprimierenden
Zellen im unstimulierten Ansatz sowie fir die Linie SOD1 G85R im Ansatz LPS+

INFy. Die genannten Unterschiede sind allerdings nicht signifikant. Insgesamt lassen
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sich keine klaren Unterschiede zum einen zwischen unstimulierten und stimulierten
Zellen und zum anderen zwischen untransduzierten, mit SOD1 wt transduzierten und

mit den SOD1 Mutanten transduzierten Zellen erkennen.

Komplex IV (Cytochromoxidase) / Gesamtprotein

Ea SOD1wt
1.5- EEd SOD1 G37R
E3 SOD1 G85R
@ untransduziert

-
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1

Aktivitat
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LT LT T T T LT T
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Abb. 37 Aktivitdt des mitochondrialen Komplex IV, die Aktivitaten sind jeweils nor-
miert auf die Aktivitat der unstimulierten SOD1 wt Linie. Die transduzierten Zellen
zeigen jeweils eine hdéhere Aktivitat als die untransduzierten Zellen. Vor allem zwi-
schen der SODwt Linie und den mSOD1 Linien zeigen sich keine signifikanten Aktivi-
tatsunterschiede im Komplex IV. Auch die zwischen den einzelnen Stimulationsmodi
gesehenen Unterschiede liegen nicht im signifikanten Bereich. (Messungen durchge-
fuhrt von Dr. Alexei Kudin von der Arbeitsgruppe fur Neurochemie/Klinik far
Epileptologie an der Universitatsklinik Bonn)

Der mitochondriale Komplex IV katalysiert den letzten Schritt der Atmungskette, mit
dessen Hilfe ein Protonengradient Uber der inneren Mitochondrienmembran aufge-
baut wird. Hier weisen die Zellen nach TNFa Behandlung im Schnitt die niedrigste
Aktivitat auf, die hdchsten Aktivitaten sind bei den unstimulierten Zellen zu verzeich-
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nen. Die transduzierten Zellen zeigen insgesamt eine hdéhere Aktivitat des Komplex
IV als die untransduzierten Zellen.

Den deutlichsten Unterschied sieht man in der Situation bei INFy Stimulation zwi-
schen SOD1 G37R und den Zellen der anderen Linien- die SOD1 G37R Linie zeigt
hier eine hdhere Komplex IV Aktivitat (Abb. 37). Die in Abb. 37 dargestellten Unter-
schiede in der Komplex IV Aktivitét liegen jedoch nicht in einem statistisch signifikan-

ten Bereich.
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Abb. 38 Aktivitat der Citratsynthase. Auch hier sind lediglich unsignifikante Unter-
schiede zwischen den einzelnen Stimulationsmodi und den verschiedenen Zelllinien
zur sehen, wobei die Zellen der Linie G85R die tendenziell h6chste Aktivitat aufwei-
sen. (Messungen durchgefihrt von Dr. Alexei Kudin von der Arbeitsgruppe fir Neu-
rochemie/Klinik fir Epileptologie an der Universitatsklinik Bonn)
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Die Citrat-Synthase katalysiert den ersten Schritt des Citratzyklus- die Umsetzung
von Oxalacetat und Acetyl-CoA zu Citrat, der in den Mitochondrien stattfindet. Hin-
sichtlich der Aktivitat der Citrat-Synthase ergibt sich ein homogenes Bild bei den ver-
schiedenen Zelllinien auch im Hinblick auf die unterschiedlichen Stimulationsmodi.
Eine nicht signifikant héhere Aktivitat sieht man bei der Linie SOD1 G85R bei Stimu-
lation mit TNFa und LPS sowie bei LPS/ INFy Costimulation (Abb. 38).

6.6 Messung von reaktiven Sauerstoffspezies

Messung reaktiver Sauerstoffspezies

E& SOD1 wt

El= SOD1 G37R
E3 SOD1 G85R
I SOD1 G93A

GFP Kontrolle | |

* %

DHE Fluoreszenz/Zelle

g 1
x\é@
s
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Abb. 39 Messung reaktiver Sauerstoffspezies mittels der DHE-Fluoreszenzmethode,
die spezifisch extrazellulare Superoxidanionen nachweist. Im Schnitt weisen die sti-
mulierten Zellen héhere Werte auf als nicht stimulierte Zellen. Bei TNFa- und
LPS+INFy Stimulation hat die SOD1 G37R Linie die hochsten Werte, in allen ande-
ren Modi wurden die héchsten Werte bei der SODwt Linie gemessen. (Messungen
durchgefuhrt von Estelle Perrier, Arbeitsgruppe flr neurale Regeneration (Perrier
2011)).

Behandlung
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Die Messungen von reaktiven Sauerstoffspezies mit der DHE-Fluoreszenz-Methode
wurden von Estelle Perrier aus der gemeinsamen Arbeitsgruppe fir neurale Regene-
ration von Prof. Neumann durchgefihrt. In Abb. 39 ist die relative DHE Fluoreszenz
pro Zelle dargestellt. In den Untersuchungen ergaben sich signifikant niedrigere Wer-
te fur Zellen der Linie SOD1 G93A im Vergleich zu Zellen der Linie SOD1 wt. Dies
fiel sowohl bei den unstimulierten Mikroglia als auch bei den mit LPS und INFy stimu-
lierten Zellen auf. Noch deutlichere Unterschiede zeigten sich zwischen der Linie
SOD1 G93A und der Linie SOD1 G37R wobei letztere héhere Fluoreszenzsignale
zeigten, was einer héheren ROS Produktion entspricht. Die insgesamt gr6Bte ROS
Produktion fiel bei der Linie SOD1 G37R in der Situation der TNFa Stimulation auf
(Abb. 39).
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7. Diskussion

In dieser Arbeit wurden iPS-abgeleitete Mikroglia (iPSdM) verwendet, um den Ein-
fluss von mutantem SOD1 auf die mikrogliale Mitochondrienfunktion sowie die Pro-
duktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zu untersuchen. Das Verfahren, um
iPS-Zellen in Mikroglia zu differenzieren, wurde von dieser Arbeitsgruppe entwickelt.

7.1 Transduktion und Durchflusszytometrie

Zum intrazellularen Nachweis von SOD1 und zur durchflusszytometrischen Sortie-
rung der Mikroglia wurde ein SOD1-EGFP Fusionsprotein verwendet. Dieses Kon-
strukt wurde von der Arbeitsgruppe von Dr. Albrecht Clement erstellt und in Witan et
al., 2008 beschrieben; in der zitierten Arbeit wurden die Fusionsproteine in
HEK293FT Zellen untersucht.

iPSdM lassen sich mit Lentiviralen Vektoren transduzieren und exprimieren stabil das
SOD1-EGFP Fusionsprotein, was sich mittels der Immunozytochemie nachweisen
lasst. Die Arbeitsgruppe von Dr. Albrecht Clement konnte die SOD1-EGFP-Proteine
in allen in dieser Arbeit geschilderten Zelllinien auch mittels Westerblot nachweisen.
In der durchflusszytometrischen Sortierung lagen nach zwei Transduktionen mehr mit
SOD1 wt-EGFP transduzierte Zellen Uber dem Schwellenwert fur positive Zellen als
mit den SOD1 Mutanten G37R, G85R und G93A transduzierte Zellen.

Dies kénnte auf die héhere Toxizitat der SOD1 Mutanten zurlickzuflihren sein, die
zumindest in Motorneuronen bekanntermaBen die Apoptose induzieren (Pasinelli et
al., 2004). Daher ware in Erwagung zu ziehen, dass zum Zeitpunkt der Sortierung
mehr Zellen der Linie SOD1 wt-EGFP die erforderliche Anzahl an
Fusionskonstrukten exprimierten, die noétig ist, um in der Durchflusszytometrie als
EGFP-positiv zu gelten. Was allerdings dagegen spricht ist, dass durch eine hdéhere
Anzahl an Transduktionen-zuletzt vier- dieses Problem umgangen werden konnte.
Zudem zeigte die von der kollaborierenden Arbeitsgruppe angefertigte
Westernblotanalyse eine vergleichbare Expression von SOD1-EGFP bei SOD1 wt
und den SOD1-Mutanten bei den durchflusszytometrisch sortierten Zellen.
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In Betracht zu ziehen ware allerdings eine geringere Fluoreszenz der mSOD1-EGFP
Proteine verglichen mit den SOD1 wt-EGFP-Fusionsproteinen. Derartige Resultate
zeigten sich in der Arbeit von Zhang et al. (Zhang und Zhu, 2006), wo Zellen der Li-
nie NSC34, einer murinen Motorneuron-ahnlichen Zelllinie sowie die Muskelzelllinie
C2C12 und HEK293T Zellen untersucht wurden. Die Autoren verwendeten am C-
Terminus mit EGFP markiertes SOD1, die verwendeten SOD1 Mutanten waren AV4,
G85R und G93A. Alle mSOD1-EGFP-Proteine zeigten im Westerblot vergleichbare
Expressionslevel. Es konnte gezeigt werden, dass mSOD1 weniger
konformationsstabil ist als wtSOD1. Das kdnnte, so der Verweis auf zwei andere Ar-
beiten (Waldo et al., 1999), (Pédelacq et al., 2002) zu einer Konformationséanderung
des EGFPs fiihren und so die Fluoreszenz verringern. Die in der vorliegenden Arbeit
verwendeten SOD1 Proteine sind ebenso C-terminal mit EGFP markiert. Es muss al-
so in Erwagung gezogen werden, dass der gleiche Mechanismus auch hier flr eine
geringere Fluoreszenz der mSOD1-EGFP transduzierten Zellen verantwortlich ist.

Die durchflusszytometrische Sortierung der Mikroglia war mit relativ hohen Zellverlus-
ten verbunden. Das liegt zum Einen am physikalischen Stress, dem die Zellen wah-
rend der Sortierung ausgesetzt waren. Zum Anderen musste aufgrund der hohen Au-
tofluoreszenz im griinen Spekirum die Schwelle fir EGFP-positive Zellen in der
Durchflusszytometrie sehr streng gesetzt werden, um eine reine Zellpopulation zu
gewabhrleisten. Ein Ansatz, dieses Problem zu umgehen, ware die Verwendung von
fluoreszierenden Proteinen, die ein anderes Absorptionsspekirum aufweisen (z. B.
mCherry). Zum Zeitpunkt der Experimente gab es jedoch nur die Mdglichkeit mit

EGFP markierte Zellen zu sortieren.

7.2 Stimulation mit GM-CSF

Nach der Durchflusszytometrie wurde ein Proliferationsstopp der iPSdM beobachtet,

obwohl die Zellen in ausreichender Dichte auf die Kulturschalen ausgeséat wurden.

Dies wurde als Reaktion auf den physikalischen Stress des Sortierungsprozesses
gedeutet. Daher wurden die Zellen fir insgesamt 10 Tage mit GM-CSF stimuliert,
was zu einer guten Proliferation der iPSdM flihrte; danach war keine Stimulation

mehr nétig.
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Granulozyte-monozyte colony stimulating factor (GM-CSF) wurde zunachst in seiner
Funktion als Stimulator der Hamatopoese beschrieben. Daneben ist er aber auch
schon lange als potenter Stimulator der Proliferation (Giulian und Ingeman, 1988),
(Fischer et al., 1993) und Inhibitor der Apoptose (Gehrmann, 1995) von Makropha-
gen und Mikroglia bekannt. Er spielt neben INFy, TNFa und M-CSF eine Rolle beim
Priming von Makrophagen (Hamilton und Anderson, 2004) und nicht aktivierten
Mikroglia. Das Priming flhrt u.a. zu einer erhéhten MHC 1l Expression und damit ei-
ner erhdhten Fahigkeit zur Antigenprasentation (Moisse und Strong, 2006).

GM-CSF polarisiert Mikroglia in Richtung eines M1 Phanotyps, dieser zeichnet sich
u.a. durch eine hohe Expression von CD80 und CCR7 aus. (Durafourt et al., 2012).

Auch bei der Differenzierung von embryonalen Stammzellen in Mikroglia (ESdM) so-
wie den in dieser Arbeit verwendeten iPSdM wurde GM-CSF verwendet (Beutner et
al., 2010), (unverdffentlicht).

7.3 Immunozytochemie

In den immunzytochemischen Farbungen wurden das SOD1-Protein sowie der fur
Mikroglia und Makrophagen spezifische Marker lIba1 angefarbt. Fir beide wurden in
Kaninchen produzierte Primarantikdrper verwendet. Diese wurden mit in Ziegen ge-
wonnenen Sekundarantikbrpern markiert, welche den roten Farbstoff Cy3 tragen. Um
SOD1 und Ibal dennoch getrennt darzustellen wurde eine indirekte Methode ge-
wahlt: SOD1 bildet ein Fusionsprotein mit EGFP, sodass fir die Aufnahmen das
EGFP Signal mit dem Cy3 Signal des Ibal co-lokalisiert wurde. Hierbei zeigte sich
eine unterschiedliche Verteilung von lba1 und EGFP.

Wurde dagegen SOD1 mit Cy3 markiert und mit EGFP co-lokalisiert, sah man erwar-

tungsgeman ein homogenes Bild.

Es zeigte sich eine relativ gleichmaBige Verteilung des EGFP-SOD1 Proteins, wobei
die Zellkerne etwas schwéachere Signale aufweisen. SOD1 ist ein primar
zytosolisches Protein, das aber auch in den Zellkern diffundieren kann. Somit ist die
geringere Fluoreszenz im Bereich der Kerne erwartbar. In PC12 Zellen konnte ge-
zeigt werden, dass ein angehangtes GFP die Diffusionskapazitat von SOD1 nicht

verandert (Stevens et al., 2010).
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7.4 Mitochondriale Messungen

Es wurden die Funktionen der mitochondrialen Komplexe | und IV sowie der
Citratsynthase untersucht. Dabei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen mit SOD1 wt oder mit den SOD1 Mutanten transduzierten Zellen. Auch nach
Stimulation mit den Zytokinen TNFa, INFy, dem TLR4 Aktivator LPS sowie einer Co-
Stimulation mit LPS und INFy ergaben sich keine Unterschiede in der

mitochondrialen Aktivitat, wenn man sie mit den nicht stimulierten Zellen vergleicht.

In der Literatur wurden mitochondriale Alterationen in Motorneuronen in-vitro und in-
vivo im mSOD1-Modell beschrieben (Menzies et al., 2002), (Menzies, 2002),
(Kirkinezos et al., 2005), (Li et al., 2010), (Son et al., 2007), (Ferri et al., 2008). Je-
doch sind bisher keine mitochondrialen Auffélligkeiten in mSOD1 exprimierenden
Mikroglia bekannt- eine derartige Untersuchung konnte in der Literatur via Pubmed
Suche mit den Stichwértern ,microglia, mitochondria, ALS" bzw. ,microglia,
mitochondria, SOD1*“ nicht gefunden werden.

Mdoglicherweise sind Mikroglia weniger anféllig als Motorneurone fir eine mSOD1 in-
duzierte Stérung der Mitochondrien. Die Menge und Aktivitdt des Enzyms iNOS
(Chen et al., 2010) ist in Mitochondrien von mSOD1 Mausen erhdht; iNOS produziert
das Stickstoffradikal NO, welches zusammen mit Superoxid zu dem noch aggressi-
veren Radikal Peroxynitrit reagieren kann.

Es ist bekannt, dass Mikroglia tUber ein héheres antioxidatives Potential als Neurone
verfiigen (Dringen, 2005). Dies spiegelt sich u.a. in einem hdheren zellularen Gehalt
von Gilutathion- einem wichtigen antioxidativem Peptid- wider (Chatterjee et al.,
1999). Das Enzym Gilutathionperoxidase, welches die Reduktion von organischen
Peroxiden und Wasserstoffperoxid katalysiert, weist in Mikroglia in Hirnschnitten eine
deutlich héhere Immunoreaktivitat auf als in Neuronen (Lindenau et al., 1998). Dies
konnte auch in Zellkulturmodellen sowohl fir die Immunoreaktivitat als auch fur die
katalytische Aktivitdt des Enzyms bestatigt werden (Hirrlinger et al., 2000),
(Hollensworth et al., 2000).

Die gute Fahigkeit der Mikroglia Sauerstoff- und Stickstoffradikale unschadlich zu
machen erscheint sinnvoll, da sie als Phagozyten gro3e Mengen dieser Stoffe bilden

kénnen und sich selbst vor deren deletaren Auswirkungen schitzen missen. Beson-
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ders in einer proinflammatorischen Umgebung ist das antioxidative Potential der
Mikroglia wichtig. Hier zeigte sich, dass eine Stimulation mit LPS und INFy zwar den
zytosolischen, nicht aber den mitochondrialen Glutathiongehalt in Mikroglia reduziert,
wogegen TNFa den zytosolischen Glutathiongehalt erhéht (Dringen, 2005). In einer
anderen Studie erhdhte TNFa Stimulation die Aktivitat der SOD1 in Mikroglia (Dopp
et al., 2002), was zu einer héheren Umsetzung von H,O fiihrt.

Stimulation mit LPS und INFy induzierte INOS und SOD2, wogegen SOD1 und Kata-
lase unbeeinflusst waren (Noack et al., 1999). Somit kénnte ein hypothetischer toxi-
scher Effekt der Zytokinstimulation auf die Mitochondrien der iPSdM wieder durch ei-
ne erhdhte antioxidative Aktivitat ausgeglichen werden.

Es besteht hier jedoch auch die Mdglichkeit -analog zu den diskutierten Ergebnissen
der Durchflusszytometrie, dass das Fusionsprotein aufgrund seiner Gr63e oder sons-
tiger Eigenschaften nicht in vergleichbarer Weise wie natives mSOD1 mit den Mito-

chondrien interagieren kann.
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7.5 Messung von Superoxid

Es gibt Hinweise darauf, dass mutantes SOD1 via Uberaktivierung von NOX2 zur
vermehrten Produktion von ROS bei ALS beitragt (Harraz et al., 2008), in der zitier-
ten Arbeit wurden M&use mit der SOD1 Mutation G93A verwendet. Zwei Untersu-
chungen konnten zeigen, dass die Expression von NOX1, NOX2 und NOX4 mit der
Krankheitsaktivitdt im SOD1 Mausmodell sowie bei ALS Patienten positiv korreliert.
(Marden et al., 2007), (Dunckley et al., 2007).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Produktion von extrazellularen Superoxid Anio-
nen mit Hilfe der DHE Fluoreszenz Methode gemessen. Hierbei zeigte sich die
héchste ROS Produktion bei Zellen der Line SOD1 G37R in der Situation der TNFa

Stimulation.

Es wurde jedoch nicht wie erwartet eine bedeutend héhere ROS Produktion bei den
mSOD1 Uberexprimierenden Zellen beobachtet. Auch eine in anderen Studien ge-
zeigte verringerte Produktion von NO und ROS bei SOD1 wt (berexprimierenden
Mikroglia (Chang et al., 2001), (Dimayuga et al., 2007) konnte hier nicht gezeigt wer-
den. Im Gegenteil zeigte sich bei einer Costimulation mit LPS und INFy eine héhere
ROS Produktion bei der Line SOD1 wt im Vergleich zur Linie SOD1 G93A.

Die ROS vermittelte Toxizitdt von mSOD1 entsteht durch die Unféahigkeit des mSOD1
sich von der NOX2 Untereinheit Rac1 zu I6sen und so die NOX2 Aktivitéat herunter zu
regulieren (Harraz et al., 2008). Méglicherweise kommt dieser Mechanismus bei dem
SOD1-EGFP Fusionsprotein aufgrund seiner GréBe (341 Aminosauren im Vergleich
zu den 154 Aminosauren des nativen SOD1) nicht zum Tragen. Auch die veranderte
Tertiarstruktur des SOD1-EGFP Fusionsproteins (Stevens et al., 2010) mag ein
Grund fur eine verénderte Interaktion mit Rac1 sein. In der Arbeit von Stevens et al.
zeigte sich z.B., dass die Fahigkeit zur Oligomerisierung bei einem SOD1-G93A-

EGFP-Fusionsprotein nicht vorhanden war.
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7.6 Seneszenz von iPSdM

Als ein grundlegendes Problem, stellte sich die Notwendigkeit einer vierfachen
Transduktion dar- bei einer geringeren Anzahl von Transduktionen wurde eine zu ge-
ringe Rate an EGFP-positiven Zellen bei der Sortierung erreicht. Dies hangt sicher
auch mit der erwahnten Autofluoreszenz zusammen. Zwischen den einzelnen
Transduktionen wurde jeweils eine Pause von 3-5 Tagen eingelegt, um nicht in das
Zeitfenster der antiviralen Antwort zu fallen, welche nach einer Transduktion mit den
Lentiviren gestartet wird. Hinzu kam, dass die Zellen nach der
durchflusszytometrischen Sortierung lange brauchten, um sich zu erholen und wieder
zu proliferieren. Dies alles fUhrte dazu, dass die sortierten Zellen zum Zeitpunkt der
funktionellen Untersuchungen bereits relativ hohe Passagen von ca. 17-20 erreicht
hatten. Es wird angenommen, dass Mikroglia, die aus murinen embryonalen Stamm-
zellen abgeleitet wurden (ESdM), sich bis zu einer Passage von 25 physiologisch
verhalten. Die verwendeten iPSdM wurden aus humanen iPS-Zellen eines Mitte
dreiBigjahrigen, mannlichen Spenders differenziert. Daher kdnnte man annehmen,
dass die Zellen bereits friiher eine gewisse Seneszenz erreichen kénnen. Allerdings
wurde nachgewiesen, dass iPS Zellen wahrend des Reprogrammierungsprozesses
einen Grof3teil der Eigenschaften von embryonalen Stammzellen erwerben, wie die

Expression der Telomerase (Gourronc und Klingelhutz, 2012).

8. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden aus humanen iPS-Zellen gewonnene Mikroglia (iPSdM) ge-
netisch modifiziert, um ein in-vitro Modell fiir die mSOD1-vermittelte ALS zu erhalten,
sowie die mitochondriale Funktion und die Produktion von Superoxid durch die
iPSdM gemessen.

Dazu wurden SOD1-EGFP Fusionsgene in lentivirale Vektoren kloniert und iPSdM
mit den daraus hergestellten Lentiviren transduziert. Die iPSdM lieBen sich
durchflusszytometrisch sortieren und zeigten anschlieBend nach notwendiger kurzer
Stimulation mit GM-CSF wieder ein gutes Wachstumsverhalten. Die SOD1-EGFP
Fusionsproteine lieBen sich bei allen erstellten Zellreihen immunzytochemisch nach-
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weisen, wobei auch die Kopplung der EGFP und SOD1-Proteine sichtbar wurde. Von
einer auswartigen Arbeitsgruppe konnte die Expression der SOD1-EGFP-Proteine
auch im Westernblot nachgewiesen werden. In den durchgefihrten photometrischen
Analysen der mitochondrialen Enzyme zeigte sich bei den untransduzierten iPSdM
eine héhere Komplex I-Aktivitat als bei nicht stimulierten Zellen. Bei der Komplex V-
Aktivitat verhielt es sich anders herum, hier zeigten die transduzierten Zellen insge-
samt eine hdhere Aktivitat als die untransduzierten Zellen. Ein sehr homogenes Bild
ergab die Messung der Aktivitat der Citrat-Synthase, wobei hier die Zellen der Linie
G85R die tendenziell hdchste Aktivitat aufwiesen. Es konnten bei den Untersuchun-
gen aber keine statistisch signifikanten Veranderungen in der mitochondrialen At-
mungskette oder der Citratsynthase-Aktivitat gezeigt werden.

Bei der Messung der Produktion von Superoxidionen in vitro zeigten sich statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Zelllinien. Hier wiesen die Zellen
der Linien SOD1 wt sowie SOD1 G37R die héchste Superoxid-Produktion auf, es
zeigte sich aber nicht wie erwartet eine héhere Superoxidproduktion bei allen mit
mSOD1 transduzierten iPSdM im Vergleich zur SOD1 wt Linie.

Es konnte gezeigt werden, dass sich die iPSdM prinzipiell gut als Zellkulturmodell
zum Studium neurodegenerativer Erkrankungen eignen. Sie lassen sich stabil gene-
tisch modifizieren und zeigen ein gutes Proliferationsverhalten, sodass fur funktionel-

le Untersuchungen stets gentigend Zellen zur Verfligung stehen.

9. Ausblick

Aufgrund der hier beobachteten Autofluoreszenz im griinen Spektrum, sollten fiir zu-
kinftige durchflusszytometrische Sortierungen besser fluoreszierende Proteine mit
anderen Spektren als EGFP verwendet werden. Wegen der erwahnten méglichen
Unterschiede im physikalisch-chemischen Verhalten zwischen unmarkiertem und
EGFP-markiertem mSOD1 ware es auch interessant, iPSdM mit nicht EGFP markier-
tem mSOD1 zu transduzieren, wobei die Selektionierung hier mittels einer einge-

brachten Antibiotika Resistenz vorgenommen werden kdnnte.

Als weiterer Schritt ware die Generierung von iPS Zellen von Patienten mit sporadi-
scher ALS und deren Differenzierung in Mikroglia und Astrozyten sinnvoll, wie es be-
reits fir Motorneurone erfolgt ist (Dimos et al., 2008). In vitro Untersuchungen Gber
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die Interaktionen von Neuronen, Mikro- und Astroglia -jeweils aus Patienten-
spezifischen iPS Zellen abgeleitet- kdnnten in Zukunft zur Aufdeckung der genauen

Pathogenese der ALS und der Entwicklung effektiver Therapiestrategien beitragen.
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