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T 1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Machado-Joseph Erkrankung oder
Spinozerebellare Ataxie Typ 3

Die Machado-Joseph Erkrankung (Machado-Joseph disease, MJD), auch als
Spinozerebellare Ataxie Typ 3 (Spinocerebellar ataxia type 3, SCA3) bezeichnet, ist eine
autosomal-dominant vererbte, neurodegenerative Erkrankung. Obwohl die offizielle
Bezeichnung der Human Genome Organization (HUGO) fur die Erkrankung MJD lautet,
werden in der Literatur aus historischen Grinden haufig die Termini SCA3 oder MJD/SCA3
gleichermalien verwendet.

MJD wurde zuerst in vier nordamerikanischen Familien, die von den Azoren
immigriert waren, als vier unterschiedliche Erkrankungen beschrieben. Aus den
Bezeichnungen ,Machado disease” (Nakano et al., 1972), ,nigro-spino-dentatal-degeneration
with nuclear ophthalmoplegia® (Woods und Schaumburg, 1972), ,Joseph disease”
(Rosenberg et al., 1992) und ,Azorean disease of the nervous system* (Romanul et al.,
1977), wurde nach eingehender Untersuchung der vier Familien und weiteren Fallen mit
ebenfalls divergierenden Bezeichnungen - wie ,Autosomal dominant striatonigral
degeneration* (Rosenberg et al., 1976) und ,Aufosomal dominant system degeneration*
(Coutinho und Andrade, 1978) - schlieBlich aufgrund der Hypothese, dass diese
Erkrankungen dieselbe Stérung mit einer ungewdhnlich hohen Variabilitat in der klinischen
Manifestation darstellen, die Bezeichnung ,Machado-Joseph disease” vorgeschlagen
(Coutinho und Andrade, 1978). Die Bezeichnung Spinozerebellare Ataxie Typ 3 wurde bei
der Suche nach der genetischen Ursache fiir eine autosomal-dominant vererbte
spinozerebellare Ataxie in deutschen und franzdsischen Familien, die nicht auf die
bekannten SCA-Loci fur Typ 1 und Typ 2 zurlckzufihren war, gewahlt (Gispert et al., 1993).
Wegen ihrer unterschiedlichen, klinischen Prasentation wurde sie zuerst nicht mit MJD
assoziiert, spater allerdings als genetisch identisch mit MJD identifiziert (Durr et al., 1996;
Haberhausen et al., 1995 Matilla et al., 1995).

1.1.1 Klinische Manifestation und Neuropathologie von MJD

Wie die diversen, historischen Bezeichnungen fir MJD schon indizieren, ist die
klinische Prasentation von MJD von einem hohen Grad an Pleomorphismus gekennzeichnet.

Diese klinische Heterogenitat tritt dabei auch zwischen Patienten derselben Familie auf. Das
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Hauptmerkmal und in der Mehrzahl der Falle das erste Symptom von MJD ist eine
progressiv verlaufende Ataxie (Beeintrachtigung der Bewegungskoordination, z.B.
Stelzgang), die auf eine Dysfunktion des Cerebellums und des Truncus cerebri
zurtckzufiihren ist (Sequeiros und Coutinho, 1993). Diese Ataxie ist allerdings nie das
einzige neurologische Symptom. Eine Vielzahl an weiteren klinischen Auffalligkeiten spiegelt
die progressive Dysfunktion weiterer Teile des zentralen Nervensystems (ZNS) wie dem
okulomotorischen, dem pyramidalen und extrapyramidalen System, den ventralen
Motoneuronen und dem peripheren Nervensystem wider. Typischerweise liegt die
Manifestation der ersten Symptome zwischen dem 20. und 50. Lebensjahr mit einem
Durchschnitt um das 40. Lebensjahr (Sequeiros und Coutinho, 1993). Der friiheste bekannte
Zeitpunkt wurde mit vier, der alteste mit 70 Jahren beschrieben (Carvalho et al., 2008;
Sequeiros und Coutinho, 1993). Die Manifestation in den mittleren Lebensdekaden zeigt sich
in einer fortschreitenden  Ataxie, die von Gleichgewichtsstérungen und
Sprachschwierigkeiten begleitet wird. Im weiteren Krankheitsverlauf tritt eine Vielzahl an
visuellen und okulomotorischen Beeintrachtigungen auf, die u.a. Nystagmus (Augenzittern),
Ophthalmoplegie (Augenmuskellahmung), sakkadische Intrusionen (Fixationsstérungen) und
diskonjugierte Augenbewegung beinhalten. In fortgeschrittenen Stadien der Krankheit
kénnen die Patienten auf Rollstihle angewiesen sein und leiden unter schwerer Dysphagie
(Schluckstérung) und Dysarthrie (Sprachstérung). Weitere Symptome sind Amyotrophie
(Muskelschwund), Spastik, Intentionstremor (Zittern bei zielgerichteter Bewegung), Dystonie
(Verkrampfungen), Restless-Legs-Syndrom, Schlafstérungen und Rigor (Muskelstarre)
(Cancel et al., 1995; Durr et al., 1996; Friedman, 2002; Friedman et al., 2003; Iranzo et al.,
2003; Lin und Soong, 2002; Matsumura et al., 1996a; Rib et al., 2002a,b; Rub et al., 2003;
Rab et al., 2004a,b; Sasaki et al., 1995; Schdls et al., 1996; Sequeiros und Coutinho, 1993;
Soong et al., 1997; Takiyama et al., 1994; Van Alfen et al., 2001; Watanabe et al., 1998;
Zhou et al., 1997). Trotz der ausgepragten Neurodegeneration ist Demenz kein typisches
Symptom in MJD, selbst in weit fortgeschrittenen Stadien, auch wenn Anhaltspunkte fir
subkortikale Dysfunktion und milde kognitive Beeintrachtigungen existieren (Burk et al., 2003
Kawai et al., 2004; Maruff et al., 1996; Zawacki et al., 2002). Die durchschnittliche
Lebenserwartung nach Einsetzen der Krankheit betragt 20 bis 25 Jahre, mit einer
gemessenen niedrigsten von sieben und einer héchsten von 29 Jahren (Kieling et al., 2007;
Klockgether et al., 1998).

Entgegen der Klassifizierung von MJD als spinozerebellare Ataxie zeigten
Magnetresonanztomographie (MRT) und neuropathologische Studien, dass die
Neurodegeneration Uber das Cerebellum und den Truncus cerebri hinausgeht. Eine
Depigmentierung der Substantia nigra sowie neuronaler Verlust im Striatum, Thalamus,

Nuclei pontis, Medulla spinalis und den Hirnnerven lll. bis Xll. (einschlieRlich des Locus
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coeruleus und den Nuclei vestibulari) wurde beschrieben. Weiterhin sind visuelle, auditive,
vestibulare, somatosensorische und vegetative Systeme betroffen. Im Gegensatz dazu
bleiben die Cortices cerebri und cerebelli, der Nucleus olivaris inferior und die Purkinjezellen
weitgehend erhalten (Abb. 1.1, A) (Alves et al., 2008; Coutinho und Andrade, 1978; Durr et
al., 1996; Evert et al., 2000; Kanda et al., 1989; lwabuchi et al., 1999; Lin und Soong, 2002;
Rosenberg, 1992; Rib et al., 2008; Sudarsky und Coutinho, 1995). Im MRT konnte eine
Atrophie der Pons, der zerebellaren Vermis und der Hemisphédren, der Basalganglien
(Globus pallidus, Nucleus caudatus und des Putamens), des Mesencephalons und der
Medulla oblongata beobachtet werden (Abb. 1.1, B) (Etchebehere et al., 2001; Klockgether
et al., 1998; Murata et al., 1998; Taniwaki et al., 1997; Yoshizawa et al., 2003).

Abb. 1.1: Von der Neurodegeneration betroffene Hirnareale in MJD

Sagittale MRT-Aufnahme des Mesencephalons, der Pons, des Cerebellums und der Medulla oblangata eines
MJD-Patienten und eines Kontroll-Patienten ohne neurologische Erkrankungen (A). Schematische Darstellung
der von Neurodegeneration betroffenen Regionen in MJD (B). Die Punkte zeigen neuronalen Verlust an, blau
kennzeichnet extrapyramidale Nuclei und griin betroffene Hirnnerven. (Abb. verandert nach Eichler et al., 2011
und Taroni und DiDonato, 2004)

Der neuronale Verlust und die Atrophie resultieren in einer signifikant verringerten Hirnmasse
von MJD-Patienten mit fortgeschrittener Erkrankung im Vergleich zu Individuen ohne
neurologische oder psychiatrische Erkrankungen (lwabuchi et al., 1999). Weitere Merkmale
der betroffenen Regionen sind Astrogliose sowie eine Aktivierung von Mikroglia (Evert et al.,
2000; Hoche et al., 2008; Paulson et al., 1997b; Schmidt et al., 1998; Rub et al., 2008).

1.1.2 Pravalenz und genetische Ursache von MJD

Die kalkuierte, generelle Pravalenz von spinozerebellaren Ataxien variiert von 0,3 bis
2 von 100.000 (van de Warrenburg et al., 2002), wobei MJD die am haufigsten
vorkommende Form darstellt (Ranum et al.,, 1995; Riess et al., 2008; Schdls et al., 2004).
Die Haufigkeit variiert dabei stark je nach ethnischem Hintergrund. Der relative Anteil an
spinozerebellaren Ataxien ist héher in Landern wie Brasilien (69-92%) (Jardim et al., 2001;
Teive et al., 2008), Portugal (74%) (Silveira et al., 1998), Singapur (53%) (Zhao et al., 2002),
China (48-49%) (Jiang et al., 2005; Tang et al., 2000), den Niederlanden (44%) (van de
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Warrenburg et al., 2002), Deutschland (42%) (Schéls et al., 1997) und Japan (28-63%)
(Maruyama et al, 2002; Shibata-Hamaguchi et al., 2009). Weniger hoch ist der Anteil in
Kanada (24%) (Kraft et al., 2005), den USA (21%) (Moseley et al., 1998), Mexiko (12%)
(Alonso et al., 2007), Australien (12%) (Storey et al., 2000) und Indien (5-14%) (Krishna et
al., 2007; Saleem et al., 2000). Relativ gering ist hingegen der Anteil in Stdafrika (4%) (Bryer
et al., 2003) und ltalien (1%) (Brusco et al., 2004).

Im Jahre 1993 wurde der mit MJD assoziierte Gen-Lokus auf dem langen Arm des
Chromosoms 14 q24.3-q32.2 lokalisiert (Takiyama et al., 1993). Ein Jahr spater konnte
gezeigt werden, dass das fur MJD verantwortliche Gen bei 14q32.1 lokalisiert und eine
Expansion des Basentripletts CAG, welches flir die Aminosaure Glutamin kodiert, die
Ursache bei allen von MJD betroffenen Individuen einer Familie darstellt (Kawaguchi et al.,
1994). Das als Ataxin-3 (ATXN3) bezeichnete Gen umfasst eine Region von 48 kb und
besteht aus elf Exons mit dem CAG-Bereich in Exon 10. (Ichikawa et al., 2001). Vier
verschiedene Transkripte, die ubiquitar im Nervensystem und nicht-neuronalen Geweben
exprimiert sind, konnten nachgewiesen werden (Ilchikawa et al., 2001; Schmitt et al., 1997;
Trottier et al., 1998). Diese verschiedenen Transkripte entstehen vermutlich durch
alternatives SpleiRen der Exone 2, 10 und 11 in Kombination mit unterschiedlichen
Polyadenylierungssignalen (Goto et al., 1997; Ichikawa et al., 2001; Kawaguchi et al., 1994).
Die Expression einer der Ataxin-3-Isoformen konnte durch einen spezifischen Antikoérper in
den betroffenen Arealen belegt werden (Schmidt et al., 1998). MJD und das verursachende
Proteinprodukt Ataxin-3 konnten somit der Klasse der Polyglutaminerkrankungen, bei denen
eine expandierte CAG-Wiederholung in einem verlangerten Polyglutaminbereich resultiert,
zugeordnet werden.

Zu den Polyglutaminerkrankungen gehéren neben MJD die spinozerebellaren Ataxien
Typ 1, 2, 6, 7 und 17, die spinobulbare Muskelatrophie Typ Kennedy (SBMA), Chorea
Huntington (Huntington’s disease, HD), Dentatorubro-Pallidoluysische Atrophie (DRPLA)
und Huntington’s disease like 2 (HDL2) (Gatchel und Zoghbi, 2005; Shao und Diamond,
2007; Zoghbi und Orr, 2000). Alle Polyglutaminerkrankungen sind in ihrem Erbgang
autosomal-dominant mit Ausnahme der SBMA, die X-chromosomal-rezessiv vererbt wird.
Der neuronale Verlust ist jeweils selektiv, begleitet von physischen und psychologischen
Symptomen, die eine gewisse Variabilitédt, allerdings auch gemeinsame Charakteristika
aufweisen (Gatchel und Zoghbi, 2005). Die mutierten Proteine hingegen besitzen auf3erhalb
des Polyglutaminbereiches keine Homologie und =zeigen keinerlei strukturelle oder
funktionale Relation zueinander (Gatchel und Zoghbi, 2005). Die neuronale Toxizitat des
expandierten Polyglutaminbereiches konnte durch zwei Mausmodelle bestatigt werden, bei
denen die Expression eines Polyglutaminpeptides mit 79 Wiederholungen bzw. Insertion

eines expandierten Polyglutaminbereiches in ein nicht-pathogenes Protein zu
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neurodegenerativen Phanotypen flhrte (Ikeda et al., 1996; Ordway et al., 1997).

Der expandierte Polyglutaminbereich in Ataxin-3 ist eine nahezu homogene
Wiederholung von Glutaminen, die lediglich einmal durch fir Lysin kodierenden AAG-
Codons am 5’-Ende des Bereiches in ATXN3 5’- (CAG), CAA AAG (CAG), -3’ unterbrochen
wird (Kawaguchi et al., 1994). Bei gesunden Individuen variiert die Wiederholung des CAG-
Trinukleotids von 10 bis 44, wohingegen MJD-Patienten 55 bis 87 Wiederholungen
aufweisen (Cummings und Zoghbi, 2000; Lima et al., 2005; Maciel et al., 2001). Uber 90%
der nicht-expandierten Allele besitzen weniger als 31 CAG-Wiederholungen (Rubinsztein et
al., 1995; Takiyama et al., 1995; Gaspar et al., 2001). Wiederholungen mit 45 bis 54 CAGs
zeigen eine verringerte Penetranz und unterschiedliche, nicht-klassische, aber mit MJD
assoziierte Phanotypen wie Restless-Legs-Syndrom und autonome Neuropathie oder
Polyneuropathie (Gu et al., 2004; Maciel et al., 2001; Padiath et al., 2005; Paulson, 2007;
Takiyama et al., 1997; van Alfen et al., 2001; van Schaik et al., 1997). Homozygote MJD-
Patienten sind extrem selten, leiden allerdings an einer schwereren und juvenilen
Manifestation, die auf einen Gendosiseffekt schlieRen lasst (Carvalho et al., 2008; Fukutake
et al., 2002; Lang et al., 1994; Lerer et al., 1996; Sobue et al., 1996; Takiyama et al., 1995).
Eine hohere Frequenz von expandierten, aber nicht-pathologischen Allelen in der
japanischen Bevolkerung kénnte mit der hohen Pravalenz in dieser Population assoziiert
sein. Diese Allele kdnnten den Ausgangspunkt neuer, pathologischer Expansionen darstellen
(Takano et al., 1998), wohingegen in den meisten Landern selten eine pathologische
Expansion ohne familidre Historie festgestellt werden kann (Moseley et al., 1998; Schdls et
al., 1995). Diese Beobachtung wird dadurch unterstitzt, dass die mit 72% weltweit haufigste
mit MJD-assoziierte single nucleoltid polymorphism (SNP)-Kombination A-C-A der drei
intragenischen SNPs A°*TG/G***TG, C*¥*'GG/G*'GG und TAA"'®/TAC'" in der single
tandem repeat (STR)-Analyse ihre hochste Diversitat in Japan erreicht und auf einen
asiatischen Griindereffekt vor 5.774 + 1,116 Jahren und eine spatere Einfiihrung in Europa,
den USA und Kanada hindeutet (Gaspar et al., 2001; Martins et al., 2006; Martins et al.,
2007). Zusammen mit einem zweiten Grundereffekt, wahrscheinlich auf den Azoren/Portugal
vor 1.416 = 434 Jahren, assoziiert mit der SNP-Kombination G-G-C, machen die zwei
Haplotypen A-C-A und G-G-C zusammen 94% aller MJD-Familien weltweit aus (Gaspar et
al., 2001; Martins et al., 2007). Spezifische SNPs in der Nahe des CAG-Bereiches kénnen
cis- und trans-Effekte auf die Instabilitat der CAG-Wiederholungslange ausiben (lgarashi et
al., 1996; Maciel et al., 1999; Martins et al., 2008; Matsumura et al., 1996b). Diese Effekte
sind mit einer intergenerationalen Instabilitat der CAG-Wiederholungslange verbunden, die
bei Uber der Halfte der Eltern-Kind-Transmissionen instabil ist und bei 75% eine weitere
Expansion des CAG-Bereiches in der nachsten Generation aufweist. Dabei ist die paternale

Transmission leicht instabiler als die maternale (lgarashi et al., 1996; Maciel et al., 1995;
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Maruyama et al., 1995; Takiyama et al., 1995). Als Mechanismus fir die Instabilitat und
Expansion der CAG-Wiederholungen wird eine Ausbildung von DNS-Sekundarstrukturen
wahrend der Meiose oder ein Verrutschen der DNS-Polymerase wahrend der Replikation
(gene slippage) diskutiert (Martins et al., 2006; Sinden, 1999). Nicht-expandierte Allele
besitzen hingegen nicht diese Instabilitat (Bettencourt et al., 2008). Dies ist insofern relevant,
als dass die Lange des CAG-Bereiches, wie auch bei anderen Polyglutaminerkrankungen,
invers mit dem Zeitpunkt der klinischen Manifestation und direkt mit der Schwere der
Erkrankung und der Symptome korreliert (Durr et al., 1996; Jardim et al., 2001; Maciel et al.,
1995; Maruyama et al., 1995; Matilla et al., 1995; Schdls et al., 1996). In Kombination mit der
intergenerationalen Instabilitat fihrt diese Korrelation wahrscheinlich zu dem als Antizipation
bezeichneten Phanomen in einigen MJD-Familien, bei dem beim betroffenen Nachwuchs
eine frihere klinische Manifestation mit schwereren Symptomen als in der parentalen
Generation zu beobachten ist (Bettencourt et al., 2007; Coutinho und Sequeiros, 1981; Durr
et al., 1996; Sequeiros und Coutinho, 1993; Takiyama et al., 1995). Unterschiedliche Langen
der CAG-Expansion kénnen ebenfalls in verschiedenen Zellen desselben Individuums
auftreten, was als somatisches Mosaik bezeichnet wird (Hashida et al., 1997; Lopez-Cendes
et al., 1997; Maciel et al., 1997). Langere Wiederholungen sind dabei nicht bevorzugt mit
betroffenen Hirnarealen assoziiert, sodass dies keine Erklarung fur die selektive

Neurodegeneration bietet.
1.1.3 Physiologische und zellulare Funktion von Ataxin-3

Ataxin-3 hat ein Molekulargewicht von ungefahr 42 kDa, abhangig von der GréRe des
polymorphen Polyglutaminbereiches, und ist ein evolutionar konserviertes Protein mit
Orthologen in Eukaryoten von Protozoen Uber Pflanzen und Pilze bis zu tierischen
Organismen wie Nematoden, Arthropoden und Vertebraten (Costa et al., 2004; Linhartova et
al., 1999; Rodrigues et al., 2007; Schmitt et al., 1997). Die Expression von Ataxin-3 ist dabei
ubiquitar in neuronalen und nicht-neuronalen Geweben in vielen verschiedenen Zelltypen zu
finden, auch wenn sie in ihrer Expressionsstarke variiert (Costa et al., 2004; Ichikawa et al.,
2001; Paulson et al., 1997a; Schmidt et al., 1998; Trottier et al., 1998; Wang et al., 1997).
Strukturell besteht humanes Ataxin-3 aus einer globularen, N-terminalen Doméne von 182
Aminosauren, der sogenannten Josephin-Doméane, benannt nach ihrer Homologie zu den
Proteinen Josephin 1 und 2, und einem flexiblen, unstrukturierten C-Terminus, der den
Polyglutaminbereich und je nach Isoform zwei oder drei mit Ubiquitin interagierende Motive
(ubiquitin interacting motifs, UIM) enthalt (Abb. 1.2) (Gales et al., 2005; Goto et al., 1997;
Masino et al., 2003). Die am besten studierten Isoformen bestehen aus dem Protein der

vollen Lange und unterscheiden sich nur durch die Sequenz ihres C-Terminus und werden
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der 3UIM-Isoform von Ataxin-3

Ataxin-3 besteht aus der N-terminalen Josephindomane mit De-Ubiquitinase-(DUB)-Aktivitat und einem flexiblen
C-Terminus mit zwei oder drei UIMs je nach Isoform und einem Polyglutaminbereich (Q,) variabler Lange. Funf
Serinreste, lokalisiert in den UIMs, wurden als Phosphorylierungs- (S236, S256, S260/S261, S340, S352, P) und
ein Lysin in der Josephindoméane als Ubiquitinierungsstelle (K117, Ub) identifiziert. Ein funktionelles nuclear
localization signal (NLS) verbindet das zweite UIM mit dem Polyglutaminbereich und zwei nuclear export signals
(NES) sind in der Josephindoméane lokalisiert (Schema nach Matos et al., 2011).

aufgrund ihrer Anzahl an UIMs auch als 2UIM- bzw. 3UIM-Isoform bezeichnet (Goto et al.,
1997; Schmidt et al., 1998). Die durch eine integrative, bioinformatische Analyse der
Aminosauresequenz von Ataxin-3 vorausgesagte Ubiquitinproteaseaktivitat, also die
Fahigkeit zwischen Ubiquitinmonomeren zu schneiden (Scheel et al., 2003), konnte durch
biochemische Experimente mit Modellsubstraten und Ubiquitinproteaseinhibitoren bestatigt
werden (Burnett et al., 2003; Chow et al., 2004; Mao et al., 2005; Nicastro et al., 2005;
Weeks et al. 2011). Zusammen mit anderen die Josephindomane enthaltenden Proteinen
konnte Ataxin-3 damit der Klasse der deubiquitinierenden Enzyme (DUB) zugeordnet

werden (Burnett et al., 2003; Scheel et al., 2003; Tzvetkov und Breuer, 2007).

helikale Haarnadel

katalytische
Spalte

globulare katalytische
Subdoméne

Abb. 1.3: 3D-Strukturmodell der Josephindoméne von Ataxin-3

Die globulére, katalytische Subdoméane und helikale Haarnadel der Josephindoméane mit der katalytischen Spalte
(A). VergroBerung des Kkatalytischen Zentrums mit den essentiellen Aminosaureresten in rot (B). Die
Josephindomane kann an zwei Stellen mit Ubiquitin (Ub) interagieren: Einmal nahe der katalytischen Spalte (C)
und einmal an der gegeniiberliegenden Oberflache (D). (Abb. verandert nach Matos et al., 2011)
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Die Josephindomane setzt sich aus zwei Subdomanen zusammen; der globularen,
katalytischen Subdomane und einer helikalen Haarnadel (helical hairpin) (Abb. 1.3, A) (Mao
et al., 2005; Nicastro et al., 2005; Nicastro et al, 2006; Song et al, 2010). Die
Ubiquitinproteaseaktivitat ist in der katalytischen Subdomane lokalisiert, die das katalytische
Zentrum mit den essentiellen Aminosauren Q9, C14, H119 und N134 enthalt (Abb. 1.3, B),
von denen die katalytische Triade Cystein, Histidin und Aspagarin charakteristisch fur
Papain-ahnliche Cysteinproteasen ist (Albrecht et al., 2004; Mao et al., 2005; Nicastro et al.,
2006; Nicastro et al., 2009). Weiterhin enthalt die Josephindomane zwei Bindestellen flr
Ubiquitin (Abb. 1.3, C und D). Deletion des C14 fihrt zu einem kompletten Verlust der
Ubiquitinproteaseaktivitat (Berke und Paulson, 2003; Burnett et al., 2003; Chai et al., 2004).

Polyubiquitinketten mussen aus mindestens vier Ubiquitinen bestehen, um von
Ataxin-3 in vitro prozessiert zu werden, wobei eine Praferenz fiur an K63 gegenlber K48
verbundene Ketten besteht (Winborn et al., 2008; Nicastro et al., 2009). Die UIMs des C-
Terminus vermitteln zusammen mit den Ubiquitinbindestellen der Josephindoméane die
Affinitat und Spezifitat fir Polyubiquitinketten, sind allerdings fur die Katalyse nicht
entscheidend (Burnett ef al., 2003; Chai et al., 2004; Donaldson et al., 2003; Winborn et al.,
2008). Die proteolytische Aktivitdt von Ataxin-3 in vitro zeigt eine sehr langsame Kinetik
(Chow et al., 2004; Winborn et al., 2008), was darauf hindeutet, dass weitere Faktoren fur
eine effiziente Proteolyse bendtigt werden (Chow et al., 2004; Reyes-Turcu und Wilkinson,
2009). Die beiden Isoformen 2UIM und 3UIM unterscheiden sich dabei nicht in ihrer
proteolytischen Aktivitat (Chai et al., 2004). Ataxin-3 selbst kann mono- und polyubiquitiniert
werden, wobei der Grofdteil monoubiquitiniert vorliegt und diese Ubiquitinierung die
proteolytische Aktivitat von Ataxin-3 steigert (Abb. 1.2) (Berke et al., 2005; Todi et al., 2009).
Die Ubiquitinierung von Ataxin-3 wird dabei nicht durch die eigene DUB-AKktivitat reguliert,
Ataxin-3 de-ubiquitiniert sich also nicht selbst (Todi et al., 2007).

Ein Knockout des humanen Ataxin-3 Orthologs in der Maus oder Caenorhabditis
elegans zeigte jeweils keinen offensichtlichen Phanotyp auler der Akkumulation von
ubiquitinierten Proteinen, was vermutlich auf funktionell redundante DUBs und adaptive
Modifikationen zurlckfiihren ist (Rodriges et al, 2007; Schmitt et al., 2007). Diese
Akkumulation und die Eigenschaft als DUB deuten auf eine Beteiligung von Ataxin-3 im
Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) hin. An K48 verbundene Polyubiquitinketten von vier und
mehr Monomeren vermitteln die Degradation von geschadigten Proteinen oder Proteinen mit
kurzer Halbwertszeit durch das Proteasom (Burnett et al., 2003; Doss-Pepe et al., 2003; Mao
et al, 2005; Schmitt et al, 2007; Winborn et al., 2008). Durch Editieren der
Polyubiquitinketten konnte Ataxin-3 in vitro die proteasomale Degradation des Modellproteins
'2%|_Lysozym inhibieren (Burnett und Pittman, 2005). Die Polyubiquitinketten werden durch

Ataxin-3 dabei nur verkirzt und nicht komplett degradiert, was eine weitere Modifikation der
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Proteine durch Ubiquitinaddition erlaubt (Burnett et al., 2003; Burnett und Pittman, 2005,
Winborn et al., 2008). K63 verbundene Ubiquitinketten z.B. fungieren im Gegensatz zu K48
nicht als ein Signal zur proteasomalen Degradation, sondern regulieren subzellulare
Lokalisation von Proteinen, Vesikeltransport, DNS-Reparatur und Translation (Glickman und
Ciechanover, 2002; Weissman, 2001; Woelk et al., 2007). Ataxin-3 interagiert mit
verschiedenen E3-Ubiquitinligasen (CHIP, Parkin, E4B, Hrd1, gp78 und MITOL) und wird
von diesen polyubiquitiniert (mit Ausnahme von Hrd1) und durch das Proteasom degradiert
(Duncan et al., 2012; Jana et al., 2005; Matsumoto et al., 2004; Miller et al., 2005; Scaglione
et al., 2011; Tsai et al., 2003; Wang et al., 2006; Ying et al., 2009). Ausgehend von den
Erkenntnissen von anderen E3-Ubiquitinligasen und den mit ihnen interagierenden DUBs
kann spekuliert werden, dass es eine wechselseitige Regulation zwischen Ataxin-3 und
seinen Bindungspartnern gibt, bei der die E3-Ubiquitinligasen die Stabilitat bzw. Degradation
durch Polyubiquitinierung von Ataxin-3 regulieren und Ataxin-3 im Gegenzug die
Polyubiquitinketten anderer E3-Ubiquitinligasesubstrate oder direkt den
Ubiquitinierungsstatus der E3-Ubiquitinligasen selbst editiert. (Reyes-Turcu et al., 2009; Todi
et al., 2009; Wada und Kamitani, 2006). Eine direkte Assoziation von Ataxin-3 durch seine N-
terminale Region an das Proteasom konnte gezeigt werden (Doss-Pepe et al., 2003), auch
wenn eine weitere Studie diese Assoziation als nicht besonders stark oder nur indirekt
beschrieb (Todi et al., 2007).

Eine direkte Interaktion geht Ataxin-3 Gber ein Arginin/Lysin-Motiv (AS 277-291) im C-
Terminus mit der AAA-ATPase valosin-containing protein bzw. ATPase p97 (VCP/p97) ein
(Boeddrich et al., 2006; Hirabayashi et al., 2001; Mao et al., 2005; Matsumoto et al., 2004;
Zhong und Pittman, 2006). Ebenso binden die human homologs of the yeast DNA repair
protein Rad23 (HHR23)A und HHR23B direkt Uber die Ubiquitinbindestelle 2 in der
Josephindoméane an Ataxin-3 (Nicastro et al., 2005; Wang et al., 2000). Sowohl VCP/p97 als
auch HHR23A und HHR23B wurden mit einer Funktion bei der Weiterleitung von
polyubiquitinierten Substraten zum Proteasom im Kontext der endoplasmic reticulum-
associated degradation (ERAD), bei der ubiquitinierte, fehlgefaltete Proteine aus dem ER in
das Zytosol exportiert und vom Proteasom degradiert werden, in Verbindung gebracht
(Doss-Pepe et al., 2003; Elsasser et al., 2004; Jarosch et al., 2002; Verma et al., 2004; Ye et
al., 2001). Die gesammelten Evidenzen deuten darauf hin, dass Ataxin-3 in Interaktion mit
VCP/p97, HRR23A, HRR23B, Ubiquilin/PLIC1 und ER-spezifischen E3-Ubiquitinligasen die
Dislokation und Degradation von missgefalteten Proteinen aus dem ER reguliert, wobei
widersprichliche Daten dazu existieren, ob Ataxin-3 die Degradation férdert oder verringert
(Albrecht et al., 2004; Burnett et al., 2003; Doss-Pepe et al., 2003; Heir et al., 2006; Wang et
al., 2004; Wang et al., 2006; Zhong und Pittman, 2006).
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Eine weitere Funktion in der Qualitdtskontrolle der Zelle nimmt Ataxin-3 in der
Aggresom-Bildung ein. Aggresome sind Aggregate aus missgefalteten Proteinen, die sich
am Mikrotubuli-organisierenden Zentrum (microtubule-organizing center, MTOC) bilden,
wenn das Proteasom mit einer von ihm nicht zu bewaltigenden Masse an fehlgefalteten
Proteinen konfrontiert wird, die zur Erhaltung der zelluldren Homdostase von Lysosomen
degradiert werden (Garcia-Mata et al., 2002; Markossian und Kurganov, 2004). Knockdown
von Ataxin-3 reduziert die Aggresom-Bildung, und Ataxin-3 mit mutierten UIMs kann diese
Funktion nicht wiederherstellen (Burnett und Pittman, 2005). Ataxin-3 co-lokalisiert mit
Aggresomen und praaggresomalen Partikeln und interagiert mit den an dem Transport der
fehlgefalteten Proteine zum MTOC beteiligten Proteinen Dynein, Histondeazetylase 6
(HDACG6) und protein linking IAP to the cytoskeleton 1 (PLIC1) sowie mit den Mikrotubuli
selbst (Burnett und Pittman, 2005; Heir et al., 2006; Mazzucchelli et al., 2009). So ist Ataxin-
3 mafRgeblich beim Abbau mutierter SOD1 Uber das Aggresom beteiligt (Wang et al., 2012).

Ataxin-3 prozessiert als Substrat dartber hinaus das neural precursor cell expressed
developmentally downregulated gene 8 (NEDDS8) (Ferro et al., 2007; Mori et al., 2005), das
eine ahnliche Struktur wie Ubiquitin aufweist. Durch Konjugation von NEDD8 an Proteine,
genannt Neddylierung, wird ahnlich zur Ubiquitinierung die Funktion von Proteinen reguliert
(Hochstrasser, 2000; Whitby et al., 1998), wodurch Ataxin-3 Einfluss auf Prozesse ausiben
kann, bei denen NEDD8 involviert ist.

Ein weiterer Aspekt der Funktion von Ataxin-3 betrifft seine Beteiligung in der
Regulation der Transkription als transkriptioneller Co-Repressor (Li et al., 2002). Durch
Interaktion Uber den C-terminalen Teil mit dem TATA box-binding protein (TBP)-associated
factor 4 (TAF4), dem cAMP-response element binding (CREB)-binding protein (CBP), p300,
und dem p300/CBP associated factor (PCAF) inhibiert Ataxin-3 die CREB-vermittelte
Transkription (Chai et al., 2001; Li et al., 2002; McCampbell et al., 2000; Shimohata et al.,
2000). Ataxin-3 reguliert zusatzlich die Histonazetylierung durch Inhibition der p300-
vermittelten Histonazetylierung und Verstarkung der Histondeazetylierung durch Interaktion
mit dem nuclear receptor co-repressor 1 (NCOR1) und der Histondeazetylase 3 (HDAC3)
Uber die UIMs wund mit Histonen Uber die N-terminale Doméne, wodurch
Histonazetylierungsstellen blockiert werden (Evert et al., 2006a; Nicastro et al., 2005; Li et
al., 2002). Obwohl Ataxin-3 Uber ein putatives basic leucine zipper-Motiv im C-Terminus (AS
223-270) direkt an die DNS binden kann, vermittelt durch die Konsensussequenz GAGGAA
(Landschulz et al., 1988), agiert Ataxin-3 vermutlich nicht als klassischer Repressor, sondern
durch Inhibition der Histonazetylierung im Verbund mit HDAC3 und NCOR1 und
Stabilisierung von Repressorkomplexen durch seine DUB-Aktivitat (Evert et al., 2006a). Das
Substrat und die genaue Funktion von Ataxin-3 im Komplex sind allerdings noch nicht

abschlieftend untersucht. Der Einfluss von Ataxin-3 auf die Transkription konnte zusatzlich in
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einem knockout von Ataxin-3 durch eine differentielle Expression einer Vielzahl von Genen
im Vergleich zu Kontrollen gezeigt werden (Rodrigues et al., 2007).

Neben der ubiquitdren Expression in Geweben ist Ataxin-3 auf zelluldrer Ebene
ebenfalls ubiquitdr, aber abhangig vom Zelltyp unterschiedlich stark in subzelluldren
Kompartimenten lokalisiert und konnte in Zytoplasma, Nukleus und Mitochondrien
nachgewiesen werden (Macedo-Ribeiro et al., 2009; Paulson et al., 1997a; Pozzi et al.,
2008; Tait et al., 1998; Trottier et al., 1998; Wang et al., 1997). Ataxin-3 ist im Zytoplasma
und Nukleus auBerst mobil, wobei die Diffusion durch den aktiven Transport Uber die
Kernhdlle in beide Richtungen limitiert wird (Antony et al., 2009; Chai et al., 2002; Macedo-
Ribeiro et al., 2009). Der Transport Uber die Kernhille wird zum Teil durch ein schwaches
Kernlokalisationssignal (nuclear  localization  signal, NLS) C-terminal  vom
Polyglutaminbereich (282-RKRR-285) und zwei Kernexportsignale (nuclear export signal,
NES) ohne Konsensussequenz im N-terminalen Bereich (177-Y99 und E141-E158) reguliert
(Abb. 1.2), wobei das zweite NES chromosome region maintenance 1 (CRM1)/Exportin-
abhangig ist (Antony et al., 2009; Boeddrich et al., 2006; Macedo-Ribeiro et al., 2009; Tait et
al., 1998). Das erste NES uberlappt mit der ersten Ubiquitinbindestelle und kdnnte die
Bindung von Ubiquitin und damit die zelluldre Lokalisation beeinflussen. Unter
physiologischen Bedingungen wird die Lokalisation von Ataxin-3 hauptsachlich durch die
Phosphorylierung an S236 im ersten UIM und an S340/S352 im dritten UIM, vermittelt durch
die Caseinkinase 2 (Abb. 1.2) (CK2), reguliert (Muller et al., 2009). Eine
Pseudophosphorylierung an diesen Serinresten flihrt zu einer erhéhten nuklearen
Lokalisation von Ataxin-3, wohingegen eine pharmakologische Inhibition der CK2 die
nukleare Lokalisation reduziert (Miiller et al., 2009).

Zusammenfassend besitzt Ataxin-3 eine DUB- und De-Neddylase-Aktivitat,
partizipiert in der ERAD und Aggresom-Bildung, wirkt als transkriptioneller Co-Repressor und

wird in seiner zelluldren Lokalisation vorwiegend durch Phosphorylierung reguliert.

1.1.4 Molekulare Dysfunktionen als Ursache fur MJD

Die genauen Mechanismen der molekularen Pathogenese in MJD sind trotz
intensiver Forschung und Fortschritten seit der Charakterisierung der ursachlichen Mutation
im Polyglutaminbereich von Ataxin-3 weiterhin unbekannt. Es existieren allerdings Hinweise
auf eine Reihe von Veranderungen, die mit der Expression von expandiertem Ataxin-3
assoziiert sind und potentiell zur Pathologie beitragen konnen.

Eine der betroffenen Funktionen von Ataxin-3 scheint seine Rolle als transkriptioneller
Co-Repressor zu sein. Uberexpression von expandiertem Ataxin-3 missreguliert eine

Vielzahl von Genen im Vergleich zu wildtypischem Ataxin-3 (Chou et al., 2006; Evert et al.,
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2003; Tsai et al., 2004), und transkriptionelle Dysregulation konnte ebenfalls in einem
Mausmodell von MJD sowie Patientengewebe nachgewiesen werden (Chou et al., 2008;
Evert et al., 2001; Evert et al., 2006b; Wen et al., 2003). Diese Dysregulation kénnte durch
eine verstarkte Histonazetylierung (Evert et al., 2003) und eine erhdhte Bindung von
expandiertem Ataxin-3 an CBP, p300 und PCAF verursacht werden (Li et al., 2002).

Obwohl sich die DUB-Aktivitat zwischen nicht-expandiertem und expandiertem
Ataxin-3 nicht unterscheidet (Berke et al., 2004; Burnett et al., 2003; Winborn et al., 2008),
konnte eine Reduktion von deubiquitinierten Proteinen in Zellmodellen mit expandiertem
Ataxin-3 beobachtet werden (Winborn et al., 2008). Weiterhin bindet expandiertes Ataxin-3
starker an VCP/p97 als nicht-expandiertes und interferiert mit der ERAD (Boeddrich et al.,
2006; Doss-Pepe et al.,, 2003; Hirabayashi et al., 2001; Wang et al., 2000; Zhong und
Pittman, 2006), was die langere Halbwertszeit von expandiertem Ataxin-3 erklaren kdnnte
(Matsumoto et al., 2004).

Uberexpression von expandiertem Ataxin-3 beeintrachtigt weiterhin die Funktionalitat
von Mitochondrien, resultierend in verstarkter mitochondrialer DNS-Schadigung sowie einer
Reduktion von antioxidativen Enzymen und verringerter Energieversorgung (Yu et al.,
2009a). Weiterhin konnte eine verringerte Kopienanzahl der mitochondrialen DNS in den
Uberexprimierenden Zellen und in MJD-Patientengewebe festgestellt werden.

Eine weiterer Effekt von expandiertem Ataxin-3 ist eine Dysregulation der
lonenhomdostase. Neurone mit expandiertem Ataxin-3 zeigen eine erhdhte Sensitivitat des
Inositoltriphosphatrezeptors 1 (ITPR1) gegenuber intrazellular appliziertem
Inositoltriphosphat (IP3), was zu vermehrtem Ca®-Influx aus dem endoplasmatischen
Retikulum (ER) ins Zytosol fihrt. Dies ist vermutlich auf eine Bindung von expandiertem
Ataxin-3 an den ITPR1 zurlckzufiihren, die bei nicht-expandiertes Ataxin-3 nicht vorliegt
(Chen et al., 2008a). Neben der Dysregulation der Ca**-Homdostase wurde eine Dysfunktion
von Kaliumkandlen und ein depolarisiertes Ruhepotential in neuronalen Zellen, die
expandiertes Ataxin-3 Uberexprimierten, nachgewiesen (Jeub et al., 2006).

Das prominenteste Kennzeichen der molekularen Pathologie von MJD ist die
Aggregation von expandiertem Ataxin-3. Diese Aggregate sind durch ihre Unl6slichkeit
gegeniber dem Detergens sodium dodecyl sulfate (SDS) gekennzeichnet und in
Zellkultursystemen mit Uberexpression von expandiertem Ataxin-3, MJD-Mausmodellen und
Patientengeweben als hochmolekulare Komplexe im Immunblot gegen Ataxin-3
nachzuweisen (Berke et al., 2004; Chai et al., 2001; Goti et al., 2004; Ikeda et al., 1996;
Paulson et al., 1997b; Perez et al., 1998; Williams et al., 2009). Die Detektion dieser SDS-
unldslichen Mikroaggregate in vitro und in einem MJD-Mausmodell geht dabei den
histopathologisch  detektierbaren neuronalen intranukledren Inklusionen (neuronal

intranuclear inclusions, NlIs) voraus (Chai et al., 2001; Williams et al., 2009), die ein
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Schlusselkennzeichen der Pathologie von MJD in Patientengeweben sind (Abb. 1.4, A)
(Paulson et al., 1997b; Schmidt et al., 1998).

Nlls des mutierten Proteins kommen bei fast allen Polyglutaminerkrankungen vor und
sind ein Indiz fur zumindest zum Teil dhnliche pathologische Mechanismen (DiFiglia et al.,
1997; Gatchel und Zoghbi, 2005; Holmberg et al., 1998; Igarashi et al., 1998; Li et al., 1998;
Shao und Diamond, 2007; Skinner et al., 1997; Zoghbi und Orr, 2000). Ataxin-3-positive NllIs
in MJD besitzen als weitere charakteristische Eigenschaft eine Co-Lokalisation mit Ubiquitin
(Abb. 1.4, B) (Paulson et al., 1997b; Schmidt et al., 1998). Weiterhin werden verschiedene

A § Ubiquitin Ataxin-3 Uberlagerung

>

. 10 pm

Abb. 1.4: Ataxin-3-positive neuronale intranukleéare Inklusionen in MJD-Patienten

(A) Immunhistochemische Farbung der Pons eines MJD-Patienten zeigt eine Ataxin-3-positive Inklusion im
Zellkern eines Neurons (Pfeil). (B) Immunfluoreszenzfarbung gegen Ubiquitin (rot) und Ataxin-3 (griin) zeigt eine
Co-Lokalisation in einem pontinen Neuron. (Abb. verdndert nach Paulson et al., 1997b und Riess, 2008).

Proteine in NlIs rekrutiert, darunter Komponenten des Proteasoms und molekulare
Chaperone, was eventuell auf die Missfaltung des expandierten Ataxin-3 und als zellulare
Antwort darauf zuriickzufiihren ist (Chai et al., 1999a; Chai et al., 1999b; Muchowski et al.,
2000; Paulson et al., 1997b; Schmidt et al., 2002; Warrick et al., 1999). Verschiedene
Transkriptionsfaktoren, darunter TBP und CBP, werden ebenfalls in vitro und in MJD-
Patientengewebe in Nllis rekrutiert (Chai et al., 2002; McCampbell et al., 2000; Perez et al.,
1998; van Roon-Mom et al, 2005). Diese Rekrutierung koénnte Uber die
Proteasomkomponenten die Proteinhomoéostase, Uber die Transkriptionsfaktoren die
Genexpression und Uber die massive Ubiquitinierung die Interaktion von Ubiquitin-bindenden
Proteinen (Donaldson et al., 2003) missregulieren. Zusatzlich werden andere Polyglutamin-
enthaltende Proteine wie Ataxin-1, Ataxin-2 und TBP ebenfalls in Nlls rekrutiert (Perez et al.,
1998; Uchihara et al., 2001), deren Funktionsverlust die Uberlappung einiger Symptome der
Polyglutaminerkrankungen erklaren kdnnte. Die Toxizitat von expandiertem Ataxin-3, ebenso
wie seine Tendenz zur Aggregation korreliert hierbei mit der nukledren Lokalisation
(Bichelmeier et al., 2007; Perez et al., 1999). Die Wichtigkeit der intranuklearen Lokalisation
fur die neuronale Toxizitdt konnte ebenfalls in Mausmodellen fur HD und SCA1 beobachtet
werden (Klement et al., 1998; Saudou et al., 1998)

Eine Korrelation von Hirnarealen mit NIlls und denen mit der starksten
Neurodegeneration in MJD ist nicht vollstdndig gegeben (Evert et al., 2006b; Paulson et al.,
1997b; Ross und Poirier, 2004; Trottier et al., 1998; Yamada et al., 2001). Dies fuhrte zur
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Annahme, dass die NlIs nicht die eigentliche toxische Spezies in MJD darstellen, sondern
die kleineren, mobileren Mikroaggregate diese Funktion einnehmen (Shao und Diamond,
2007; Williams und Paulson, 2008). Diese Beobachtung wurde dadurch untermauert, dass
striatale Neurone, die Nlls bilden, eine hdhere Uberlebensrate in einem HD-
Uberexpressionsmodell besitzen (Arrasate et al., 2004) und ein HD-Mausmodell exisitiert,
bei dem trotz prominenter Nlls keine Neurodegeneration im Striatum zu detektieren ist (Slow
et al., 2005). Allerdings konnte gezeigt werden, dass die fehlende Neurodegeneration im HD-
Mausmodell auf die Wahl des exprimierten Huntingtinfragmentes zurickzufihren war, da
eine minimale Lange Voraussetzung fur die vom expandierten Huntingtin induzierte
Exzitotoxizitat ist (Okamoto et al., 2009; Zhang et al., 2008). Die auf Exzitotoxizitat
zurtckzufiihrende Neurodegeneration in HD wurde bisher nicht bei MJD oder anderen
Polyglutaminerkrankungen beschrieben, sodass eine Diskriminierung von
Neurodegeneration und Nlls in MJD nicht notwendigerweise gegeben ist. Die nicht
vollstdndige Ubereinstimmung von vorhandenen Nlls und Neurodegeneration in MJD kénnte
stattdessen auf bereits degenerierte und von Mikroglia phagozytierte, zuvor aber fiir Nlls
positive Neurone zum Zeitpunkt der Untersuchung zurickzufihren sein. Fir diese
Hypothese wirde das prasymptomatische Auftreten von Nlis in einem MJD-Mausmodell und
einem MJD-Patienten sprechen, bei denen jeweils keine signifikante Neurodegeneration

festgestellt werden konnte (Boy et al., 2009; Yamada et al., 2004).

1.1.5 Proteolyse von Ataxin-3 und die toxic fragment-Theorie

Eine generelle  Hypothese flir die Aggregation und Toxizitdt bei
Polyglutaminerkrankungen basiert auf der Entstehung von proteolytischen Fragmenten der
expandierten Proteine, die eine héhere Neigung zur Aggregation zeigen (Tarlac und Storey,
2003; Wellington et al., 1998). Neben Zellkultur- und Mausmodellen von HD und SCA1, die
eine Toxizitat fur die Expression von den Polyglutaminbereich enthaltenden Fragmenten
zeigten (Klement et al., 1998; Mangiarini et al., 1996), konnte dies in vitro und in vivo
ebenfalls fir MJD gezeigt werden (Haacke et al., 2006; Haacke et al., 2007; Ikeda et al.,
1996; Kobayashi et al.,, 2003; Paulson et al, 1997b; Yasuda et al, 1999). Die den
Polyglutaminbereich enthaltenden, C-terminalen Ataxin-3-Fragmente zeigten eine verstarkte
Bildung von SDS-unléslichen Mikroaggregaten und intranukledren Inklusionen und
inkorporierten nicht-expandiertes Ataxin-3 (Haacke et al., 2006; Paulson et al., 1997b).
Weiterhin konnte ein C-terminales Ataxin-3-Fragment inklusive Polyglutaminbereich, das
proximal der AS 190 proteolytisch prozessiert wurde, mit einer GréRe von ca. 36 kDa in
Lysaten von betroffenen Gehirnarealen in einem MJD-Mausmodell und MJD-

Patientengewebe detektiert werden, wohingegen nicht betroffene Hirnareale und gesunde
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Kontrollen dieses Fragment nicht aufwiesen (Colomer Gould et al., 2007; Goti et al., 2004).
Fir die Proteolyse von Ataxin-3 kommen die an der Apoptose beteiligten Cysteinproteasen
der Caspase-Familie, die an spezifischen Aspartatmotiven schneiden (Earnshaw et al.,
1999), in Betracht, die eine unterschiedliche Rolle bei verschiedenen
Polyglutaminerkrankungen spielen (Ellerby et al., 1999a; Ellerby et al., 1999b; Graham et al.,
2006; Kim et al., 2001; Ona et al., 1999; Sanchez et al., 1999). Ataxin-3 wird in vitro von der
Caspase-1 und -3 proteolytisch gespalten (Berke et al., 2004; Wellington et al., 1998). So
fuhrt die Aktivierung von Caspasen durch Staurosporin in Zellen zur Proteolyse von Ataxin-3
vorwiegend durch Caspase-1, und Inhibition der Caspaseaktivitdit oder Mutation der
Caspaseschnittstellen  reduziert bis inhibiert die Bildung von SDS-unléslichen
Mikroaggregaten in Zellen und in einem Drosophila-Modell fur MJD, in welchem zusatzlich
die Toxizitat reduziert wird (Berke et al., 2004; Jung et al., 2009). Neben den Proteasen der
Caspase-Familie konnten die Ca®"-abhéngigen Calpaine als Proteasen von Proteinen mit
expandierten Polyglutaminbereichen identifiziert werden (Gafni et al., 2004; Goffredo et al.,
2002; Kim et al, 2001; Namura et al., 2002). Ataxin-3 wird in vitro von Calpainen
proteolysiert und ein durch lonomycin vermittelter Ca*-Einstrom induziert die Spaltung von
Ataxin-3, die durch Calpaininhibition unterbunden werden kann (Haacke et al., 2007).
Calpaininhibition reduziert dariiber hinaus die Bildung von SDS-unléslichen Mikroaggregaten
bei Uberexpression von expandiertem Ataxin-3 (Haacke et al., 2007). Welche
Proteasenfamilie eine Schlusselrolle bei der Aggregation und Toxizitdt von expandiertem
Ataxin-3 bei MJD einnimmt, ist unklar, ebenso die genaue Relevanz etwaiger proteolytischer
Fragmente. Es ist durchaus mdglich, dass neben Caspasen und Calpainen weitere Enzyme
fir eine schrittweise Proteolyse und Prozessierung von Ataxin-3 verantwortlich sind und

diese Fragmente als Kristallisationspunkt die Aggregation beschleunigen kénnen.

1.2 Pluripotente @ Stammzellen als Plattform  zur

Modellierung von MJD

Die etablierten Zellkultursysteme und transgenen M&ause zur Modellierung von MJD
basieren alle auf einer Uberexpression von expandiertem Ataxin-3. Dies kann zu toxischen
Effekten fuhren, die nicht reprasentativ fur die molekulare Pathogenese von MJD sind und
die Entwicklung von Therapeutika negativ beeinflussen kdénnten. Daruber hinaus ist die
Zusammensetzung von miteinander interagierenden Proteinen mit
Polyaminosdurewiederholungen zwischen den Spezies &uRerst unterschiedlich, wobei
Polyglutaminwiederholungen mit mindestens 64 Proteinen die haufigste Art der

Wiederholung beim Menschen darstellen. Ataxin-3 und das in post mortem-Gewebe von
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MJD-Patienten in NlIs detektierte TBP in Mausen weisen allerdings keine ausreichenden
CAG-Wiederholungen auf (Alba und Guigo, 2004; Butland et al., 2007; Faux et al., 2005).
Die Mehrheit der Proteine mit einer Aminosaurewiederholung partizipieren an grof3en
Multiproteinkomplexen oder Protein/Nukleinsaurekomplexen (Faux et al., 2005; Hancock und
Simon, 2005), und die flankierenden Regionen des expandierten Polyglutaminbereichs iben
einen Effekt auf das Aggregationsverhalten aus (de Chiara et al., 2005; Gales et al., 2005;
Bhattacharyya et al., 2006; Saunders und Bottomley, 2009; Matos et al., 2011; Pastore und
Temussi, 2012; Tam et al., 2009; Thakur et al., 2009). Fir SCA1, SCA17 und HD konnte
gezeigt werden, dass Veranderungen der nativen Interaktionen zu unterschiedlichen
toxischen Mechanismen fihrten, die sogar zelltypspezifisch sein kénnen (Friedman et al.,
2007; Friedman et al.,, 2008; Lam et al., 2006; Li et al., 2007a; Lim et al., 2008).
Authentische, humane Neurone, die ein endogenes Expressionslevel von expandiertem
Ataxin-3 aufweisen und das spezifische, humane Interaktom besitzen, sind deswegen zur
Untersuchung der molekularen Pathogenese von MJD gegeniiber Uberexpressionssystemen

und anderen Spezies sowie Zelltypen zu bevorzugen.

1.2.1 Humane embryonale Stammzellen

Humane embryonale Stammzellen (hES-Zellen, human embryonic stem cells,
hESCs) konnten das erste Mal im Jahre 1998 aus bei der in vitro-Fertilisation (IVF)
Uberzahligen Blastocysten generiert werden (Thomson et al., 1998). Zuvor konnten bereits
1981 ES-Zellen der Maus etabliert werden (Evans und Kaufman, 1981; Martin et al., 1981).
hES-Zellen sind als in vitro-Artefakt der Inneren Zellmasse (inner cell mass, |ICM) der
Blastozyste anzusehen, aus der sie hervorgehen (Abb. 1.5). Die ICM bildet den Embryo,
wohingegen das Trophektorderm die Plazenta bildet (Cross et al, 1994; ligren, 1983). Die
Fahigkeit, alle somatischen Zelltypen der drei Keimblatter, aus denen ein Embryo besteht, zu
generieren, wird als Pluripotenz bezeichnet. hES-Zellen teilen die Eigenschaft der
Pluripotenz mit der ICM, weswegen sie der Gruppe der pluripotenten Stammzellen
zugeordnet werden. Neben der Pluripotenz zeichnen sich hES-Zellen durch eine hohe
Telomeraseaktivitdt aus, die die zelluldre Seneszenz inhibiert und eine theoretisch
unbegrenzte Proliferation in vitro ermdglicht (Ubersicht: Smith, 2001).

Die Regulation der Pluripotenz von hES-Zellen unterliegt einem Netzwerk von
Transkriptionsfaktoren, die zueinander autoregulatorisch in Beziehung stehen und hunderte
Gene positiv regulieren, deren Transkription mit der Pluripotenz und Zellteilung assoziiert ist.
Gene hingegen, die mit der Differenzierung assoziiert sind, werden reprimiert und auf diese
Weise der pluripotente Zustand aufrecht erhalten (Babaie et al., 2007; Boiani und Schdler,

2005; Boyer et al., 2005). Zu den fur die Erhaltung der Pluripotenz essentiellen Faktoren
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Abb: 1.5: Schema der Generierung und des Differenzierungspotentials von hES-Zellen
hES-Zellen werden aus der isolierten ICM der Blastozyste gewonnen. Die Eigenschaft der Pluripotenz ermdglicht
eine Differenzierung in alle Zelltypen des Organismus (Abb. verandert nach Meregalli et al., 2011)

zahlen die Transkriptionsfaktoren OCT4, SOX2, KLF2 und 4, c-MYC, und NANOG sowie das
RNA-bindende Protein LIN28, deren Missregulation eine Differenzierung von hES-Zellen
initiiert (Avilion et al., 2003; Chambers et al., 2003; Chen et al., 2008b; Hall et al., 2009;
Mitsui et al., 2003; Niwa et al., 2000; Richards et al., 2004; Viswanathan et al., 2008).

Fir den Erhalt der Pluripotenz und eine fortlaufende Propagierung in der Zellkultur
sind spezifische Mediumbedingungen notwendig. Die ersten hES-Zelllinien wurden auf
mitotisch inaktivierten murinen embryonalen Fibroblasten (MEF), die als sogenannte Feeder
(,Futterzellen®) fungieren, in Anwesenheit von von fetal calf serum (FCS) und basic fibroblast
growth factor (bFGF) generiert (Reubinoff et al., 2000; Thomson et al., 1998). Das FCS
wurde spater in der Kultivierung, aber auch zur Generierung von hES-Zellen durch Knockout
Serum Replacement (KOSR) ersetzt (Amit et al., 2000; Amit et al., 2002), welches
ursprunglich fur murine ES-Zellen entwickelt wurde (Price et al., 1998). Die Co-Kultivierung
mit Feedern konnte durch von Feedern konditioniertes Medium (Xu et al., 2001) und

schlieBlich durch Medien ersetzt werden, die ganzlich aus rekombinanten Faktoren
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bestehen, wie das mTeSR1-Medium (Ludwig et al.,, 2006). Die Etablierung solcher
Kulturbedingungen ist fir die Hochskalierung und Stabilitdt der hES-Zellen von
entscheidender Bedeutung, damit diese als Ressource fir auf anderem Wege nicht
zugangliches oder limitiertes humanes Zellmaterial fur in vitro-Modellierung oder eine
potentielle Zellersatztherapie dienen kénnen.

Die Pluripotenz von hES-Zellen erméglicht deren gezielte Differenzierung in vitro in
Zellen aller drei Keimblatter (Abb. 1.5), darunter Zelltypen wie Kardiomyozyten (Zweigerdt et
al., 2003) und Insulin-produzierende Zellen (Lumelsky et al., 2001), fir die ein besonderes
Interesse im Kontext der Zellersatztherapie besteht. Ebenso konnten neurale Zelltypen
generiert (Reubinoff et al., 2001; Zhang et al., 2001), wie auch spezifische Protokolle zur
Differenzierung bestimmter neuronaler Subtypen wie spinaler Motoneurone (Li et al., 2005)
und dopaminerger, mesencephalischer Neurone etabliert werden (Perrier et al., 2004; Kriks
et al., 2011). hES-Zellen kdénnen somit als nahezu unlimitierte Ressource fir humane
Neurone in vitro dienen.

Um eine monogenetische Erkrankung wie MJD physiologisch zu modellieren, misste
allerdings ein gene targeting durch homologe Rekombination zur Inserierung der Mutation in
hES-Zellen erfolgen. Die genetische Manipulation von hES-Zellen gestaltete sich allerdings
als schwierig (Ubersicht: Giudice und Trounson, 2008 sowie Menendez et al., 2005) und es
konnten im Vorfeld dieser Arbeit nur wenige homolog rekombinante Linien hergestellt
werden (Irion et al., 2007; Urbach et al., 2004; Zwaka und Thomson, 2003).

Als Alternative zur homologen Rekombination kame theoretisch noch die
Verwendung von durch die Praimplantationsdiagnostik (PID) ausselektierten IVF-Morulae,
die die entsprechende Mutation aufweisen, und eine Generierung von hES-Zellen mit der
entsprechenden Mutation in Frage (Ben-Yosef ef al., 2008; Stephenson et al., 2009). Fir die
monogenetischen, neurologischen Erkrankungen Charcot-Marie-Tooth-Syndrom,
amyotrophe Lateralsklerose (ALS), Fragiles-X-Syndrom, HD, Neurofibromatose Typ 1 und
Adrenoleukodystrophie wurden bereits erfolgreich solche hES-Zelllinien generiert (Eiges et
al., 2007; Mateizel et al., 2006; Verlinsky et al., 2005). Die geringe Pravalenz von MJD (vgl.
1.1.2) sowie die rechtlichen Beschrankungen in der Bundesrepublik Deutschland hinsichtlich
der Generierung von hES-Zelllinien, der PID und auch der Einfuhr von hES-Zellen
(Embryonenschutzgesetz, ESchG; Stammzellgesetz, StZG), erschweren bis verhindern
diese Option zur Modellierung von MJD. AuRerdem sind die ethischen Bedenken eines
solchen Vorgehens nicht zu vernachlassigen und Gegenstand einer andauernden
wissenschaftlichen, politischen und gesellschaftlichen Debatte (Bongaerts und Severijnen,
2007; Denker, 2008; Holm, 2008; Takala und Hayry, 2007; Testa et al., 2007; Weissmann,
2006). Trotz der generellen Moglichkeit, hES-Zellen zur in vitro-Modellierung von MJD zu

nutzen, scheiden sie daher als zu bevorzugende Option aus.
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1.2.2 Induzierte pluripotente Stammzellen

Eine innovative Mdglichkeit zur Generierung von pluripotenten Stammzellen ohne die
Nutzung der ICM von Blastozysten wurde 2006 von Takahashi und Yamanaka publiziert.
Basierend auf der Kenntnis von fur die Pluripotenz essentiellen Faktoren konnten durch
virale Uberexpression von initial 24 ausgwahlten Genen adulte murine Fibroblasten in ein
murinen ES-Zellen ahnliches Stadium Uberfiihrt werden. Die vier Faktoren Oct4, Sox2, Kif4
und c-Myc waren dabei fir die erfolgreiche Reprogrammierung essentiell (Takahashi und
Yamanaka, 2006). Diese sogenannten induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS-Zellen,
induced pluripotent stem cells, iPSCs) teilen mit ES-Zellen Eigenschaften wie Morphologie,
Proliferation, Kulturbedingungen sowie das Differenzierungspotential in Zelltypen aller drei
Keimblatter in vitro und die Bildung von Teratomen in vivo.

Der Transfer dieser Technologie auf humane Zellen konnte wenig spater ebenfalls
gezeigt werden (Takahashi et al., 2007). Virale Uberexpression von OCT4, SOX2, KLF4 und
c-MYC in humanen Fibroblasten generierte Zellen, die hES-Zellen glichen (Lowry et al.,
2008; Park et al., 2008a; Takahashi et al., 2007). Alternativ konnte die Reprogrammierung
von humanen Fibroblasten in iPS-Zellen mit der Faktorenkombination OCT4, SOX2, NANOG
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Abb. 1.6: Patientenspezifische iPS-Zellmodelle als potentielle Plattform fiir die Genese von Therapeutika
(Abb. verandert nach Peitz, Jungverdorben & Briistle, 2013)
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und LIN28 gezeigt werden (Yu et al.,, 2007), was mit der autoregulatorischen Komponente
des Pluripotenznetzwerks erklart werden kann, bei der sich Faktoren gegenseitig positiv
regulieren (vgl. 1.2.1). Unabhangig von der gewahlten Faktorenkombination wiesen die
generierten iPS-Zellen mit hES-Zellen vergleichbare Morphologie, Proliferation und
Abhangigkeit von spezifischen Kulturbedingungen auf, exprimierten spezifische
Oberflachenmarker und besallen ein vergleichbares Differenzierungspotential (Takahashi et
al., 2007; Yu et al., 2007).

Weiterhin wurde die iPS-Zelltechnologie auf Donorzellen von Patienten mit
monogenetischen Erkrankungen angewendet. Auf diese Weise konnten iPS-Zelllinien
generiert werden, die Mutationen fir Adenosin-Desaminase vermittelte Immundefizienz,
ALS, Gaucher-Syndrom, Duchenne-Muskelatrophie, Becker-Muskelatrophie, Down-
Syndrom, Shwachman-Bodian-Diamond-Syndrom und HD tragen (Dimos et al., 2008; Park
et al.,, 2008b). Darlber hinaus konnte eine Differenzierung in den fiur die Erkrankung
spezifischen neuronalen Subtyp erfolgreich durchgefiihrt werden (Dimos et al., 2008). Aus
iPS-Zellen von Patienten mit spinaler Muskelatrophie (SMA) und familidrer Dysautonomie
konnten nicht nur die degenerierenden, neuronalen Subtypen differenziert, sondern sogar in
den abgeleiteten Neuronen fiir die Krankheit spezifische zellulare Phanotypen detektiert und
durch bereits bekannte Therapeutika abgemildert werden (Abb. 1.6) (Ebert et al., 2009; Lee
et al., 2009). Trotz friher Verfigbarkeit von Patienten-spezifischen ALS-Motoneuronen
(Dimos et al., 2008) konnten erst kirzlich spezifische molekulare Pathologien in vitro
modelliert werden (Chen et al., 2014; Kiskinis et al., 2014). Eine Generierung von iPS-Zellen
aus Donorzellen von MJD-Patienten und aus diesen abgeleitete Neurone kénnte im Kontext

dieser Ergebnisse eine wertvolle Plattform zur in vitro-Modellierung von MJD darstellen.

1.2.3 Humane neurale Stammzellen

Die neuronale Differenzierung von humanen pluripotenten Stammzellen (PSCs) wird
in den meisten Protokollen (Uber eine ungerichtete Spontandifferenzierung und
anschlielende manuelle Isolation von neuralen Rosetten erreicht (Reubinoff et al., 2001;
Zhang et al., 2001; Zhang, 2006). Dieser Prozess ist recht ineffizient, zudem arbeits- und
zeitaufwandig, da zehn bis vierzehn Tage fur die Genese der Rosetten und weitere drei bis
vier Wochen fir die neuronale Differenzierung benétigt werden. Fir jede neuronale
Differenzierung mussen alle Arbeitsschritte erneut durchlaufen werden. Zudem erschweren
die erreichten Effizienzen von Neuronen sowie Kontamination mit nicht-neuronalen Zelltypen
die Verwendung in Experimenten (Li ef al., 2005; Perrier et al., 2004; Zhang, 2006). Diese
Limitierungen kénnten durch ein aus pluripotenten Stammzellen abgeleitetes, neurales und

stabiles Intermediat, das die fir die initiale neurale Differenzierung notwendige Zeit einspart
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und eine reine, von Kontaminationen freie und homogene Population darstellt, umgangen
werden.

Neurale Stammzellen (NS-Zellen, neural stem cells, NSCs) sind selbsterneuernde
multipotente Zellpopulationen des ZNS (Go6tz und Huttner, 2005; Temple, 2001). lhre
Multipotenz ist durch ihr Differenzierungspotential in Neurone, Astrozyten und
Oligodendrozyten charakterisiert. Eine Differenzierung von hES-Zellen in homogene
Populationen von NSCs wurde von verschiedenen Gruppen pupliziert, allerdings besitzen die
jeweiligen generierten Populationen ein variables neurogenes Potential und differenzieren
primar in gliale Zelltypen (Conti et al., 2005; Elkabetz et al., 2008; Shin et al., 2006; Tabar et
al., 2005). Am Institut fir Rekonstruktive Neurobiologie wurde deswegen intensiv an einer
Alternative geforscht. Als Resultat dieser Arbeiten konnte eine klonale, neuroepitheliale
Stammzellpopulation (long term neuroepithelial stem cells, It-NES cells), die auch Uber eine
fortlaufende Kultur ihr hohes neurogenes Potential beibehalt, etabliert werden (Koch et al.,
2009). Die regionale Identitat dieser Zellen ist anhand von Markergenen im ventralen
Rhombenzephalon zu verorten, sie sprechen allerdings weiterhin auf Morphogene an und
kénnen hinsichtlich ihrer positionellen Identitdt und neuronalen Subspezifizierung durch
entsprechende Signalmolekiile sowohl in Motoneurone der Medulla spinalis als auch in
dopaminerge Neurone des ventralen Mesencephalon differenziert werden (Koch et al.,
2009). Eine Generierung von It-NES-Zellen aus MJD-spezifischen iPS-Zellen wirde
demnach eine nahezu unlimitierte Plattform fur die in vitro-Modellierung von MJD anhand

von humanen Neuronen bieten.

1.3 Ca*-modulierende Signale im zentralen Nervensystem

Calpaine und Caspasen, die zwei Proteasefamilien, die mit einer die Aggregation
beschleunigenden Proteolyse von expandiertem Ataxin-3 assoziiert sind (vgl. 1.1.5), werden
durch die intrazelluldre Ca**-Konzentration reguliert (Ubersicht: Clapham, 2007). Die Ca®*-
Homdostase modulierende Signale im ZNS kénnten demnach Einfluss auf die Aggregation
von expandiertem Ataxin-3 und auf die Pathologie von MJD ausuben. Die zwei
Neurotransmitter Glutamat und Adenosintriphosphat (ATP), die die Ca*-Homéstase von
Neuronen modulieren, ihre Rezeptoren und ihre physiologische Relevanz sollen im

Folgenden beschrieben werden.
1.3.1 Glutamaterge Signale im zentralen Nervensystem

Die ersten Indizien, dass Glutamat als exzitatorischer Neurotransmitter fungiert,

waren epileptische Anfalle nach direkter Injektion von Glutamat ins Gehirn von Hunden
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(Hayashi, 1954). Dariber hinaus induzierte eine iontophoretische Applikation von Glutamat
in der Medulla spinalis, dem cerebralen und cerebellaren Cortex eine Depolarisation und
Aktionspotentiale in Neuronen (Curtis und Watkins, 1963; Krnjevic und Phillis, 1963). Eine
allgemeine Akzeptanz als der hauptsachliche, exzitatorische Neurotransmitter im ZNS
erlangte Glutamat allerdings erst zwei Dekaden spater (Ubersicht: Watkins und Jane, 2006).

lonotrope Glutamatrezeptoren sind in der Plasmamembran lokalisiert. Ihre
Hauptfunktion ist die postsynaptische, exzitatorische Transmission durch Depolarisation
(Michaelis, 1998). Anhand ihrer Spezifitdt fir verschiedene Agonisten werden sie in die
Familien der N-methyl-D-aspartic acid (NMDA)-Rezeptoren, der a-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA)-Rezeptoren und der kainic acid (KA)-Rezeptoren
unterteilt (Krogsgaard-Larsen et al., 1980; Watkins, 1991). Weiterhin existieren noch
metabotrope, G-Protein gekoppelte Glutamatrezeptoren, die je nach Subtyp die Produktion
von zyklischem Adenosinmonophosphat (cyclic adenosine monophosphate, cAMP)
aktivieren (Gs-Familie) oder inhibieren (Gi,-Familie). Daneben existiert die Gq11-Familie, die
Uber Produktion von IP3 durch Phospholipase C (PLC) und dessen Bindung an die im ER
lokalisierten 1P3-Rezeptoren (IP3R) einen Ca*-Efflux aus dem ER ins Zytosol induziert
(Bockaert et al., 1993; Schoepp und Conn, 1993; Sladeczek et al., 1985;). Gy11-gekoppelte
Glutamatrezeptoren sind allerdings nicht sehr abundant (Anwyl, 1999).

KA-Rezeptoren bestehen aus tetrameren Homo- oder Heteromeren der flnf
verschiedenen Untereinheiten KA1, KA2 und GIuRS5 bis GIuR7, deren Zusammensetzung die
Permeabilitat und Funktion des Rezeptors bestimmt und sind gewdhnlich permeabel fiir Na*
und K*, aber nicht fiir Ca** (Jane et al., 2009; Pinheiro und Mulle, 2006). KA-Rezeptoren sind
vorzugsweise prasynaptisch lokalisiert und regulieren die Neurotransmitterfreisetzung.

Die vier verschiedenen Untereinheiten GIuR1 bis GluR4 bilden als tetrameres
Heteromer die AMPA-Rezeptoren, die nicht spezifisch flr spezielle Kationen sind, deren
Permeabilitat fiir Ca** aber von ihrer Zusammensetzung abhangig ist (Kwak und Weiss,
2006; Seeburg et al., 2001). Posttranskriptionelle Modifikation der GluR2-mRNA bewirkt
durch einen Aminosaureaustausch eine Impermeabilitidt gegeniiber Ca®* bei Heteromeren,
die die modifizierte GluR2-Untereinheit besitzen, was beides fir die Mehrzahl der AMPA-
Rezeptoren gilt (Isaac et al., 2007; Pellegrini-Giampietro et al., 1997; Wenthold et al., 1996).

Im Gegensatz zu den anderen ionotropen Glutamatrezeptoren besitzen NMDA-
Rezeptoren neben einer Permeabilitat fiir Na® und K* eine hohe Affinitat und Permeabilitat fur
Ca”. Sie bestehen aus einem Tetramer, welches sich als Homo- oder Heteromer aus den
Untereinheiten NR1, NR2A bis NR1D und NR3 zusammensetzt (Cull-Candy et al., 2001).
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Abb. 1.7: Schema der NMDA-Rezeptoraktivierung

Im Ruhepotential sind die NMDA Rezeptoren durch Bindung von Mg an ihre Pore blockiert und es flndet trotz
Glutamatstimulation kein Ca®*-Einstrom statt, wohingegen durch AMPA-Rezeptoren ein Einstrom von Na® und
eine partielle Depolarisation stattfindet (1). Wlederholte Stimulation der AMPA-Rezeptoren mit Glutamat
depolarisiert die Membran sowelt dass das Mg aus der Pore der NMDA-Rezeptoren dissoziiert (2). Durch
Entfernung des Mg * kann Ca® durch die NMDA- Rezeptoren in die Zellen einstromen (3).

NMDA-Rezeptoren sind im Ruhemembranpotential durch Bindung von Mg2+ an ihre Pore
blockiert und reagieren auf Glutamatstimulation nicht mit einer Offnung (Abb. 1.7, (1)) (Mayer
et al., 1984; Nowak et al., 1984). Repetitive Aktivierung von AMPA-Rezeptoren fuhrt zu einer
partiellen Depolarisierung, die die Blockade durch Mg®" aufhebt (Abb. 1.7, (2)) und zu einem
Einstrom von Ca? in das Zytosol fiihrt (Abb. 1.7, (3)) (Dingledine et al., 1999; Michaelis,
1998). Dieser Einstrom ist essentiell fur die long-term potention (LTP), die in Verbindung mit
der Lern- und Gedachtnisfunktion steht (Artola und Singer, 1987; Cotman et al., 1988).
Weiterhin aktiviert die durch Offnung der NMDA-Rezeptoren verstarkte Depolarisation
spannungsabhénige Ca®*-Kanale, die zu einem weiteren Einstrom von Ca?* in das Zytosol
fuhren (Hofmann et al., 1999).

Demnach bildet Glutamatstimulation von NMDA-Rezeptoren in Verbindung mit
spannungsabhéngigen Ca®*-Kanélen den wichtigsten exzitatorischen Mechanismus fiir einen

Ca?*-Einstrom in Neuronen.

1.3.2 Purinerge Signale im zentralen Nervernsystem

Die Hypothese der purinergen Signale wurde erstmals 1972 formuliert, nachdem die
Funktion von ATP als Neurotransmitter in inhibitorischen Neuronen der taenia coli des
Meerschweinchens gezeigt werden konnte (Burnstock, 1972). Die Identifizierung von ATP
als Co-Transmitter im sympathischen und parasympathischen Nervensystem erfolgte kurze
Zeit spater (Burnstock, 1976). Dabei zeigte sich, dass das Konzept der Co-Transmission an
Synapsen sich auf weitere Neurotransmitter neben ATP erstreckt, wobei Co-Transmission
nicht notwendigerweise Vesikel mit beiden Neurotransmittern bezeichnet, wie auch die

Transmitterfreisetzung nicht absolut zeitgleich erfolgen muss (Burnstock, 2004). Die ATP-
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Konzentration im Zytoplasma von Neuronen betragt ~2-5 mM (Zimmermann, 1994) und kann
in synaptischen Vesikeln bis zu 1000 mM erreichen (Fields und Burnstock, 2006; Zalk und
Shoshan-Barmatz, 2006). Eine Co-Transmission von ATP im ZNS konnte mit den
Neurotransmittern Azetylcholin (Potter und White, 1980; Richardson und Brown, 1987), y-
Aminobuttersdure (gamma-aminobutyric acid, GABA) (Jo und Schlichter, 1999; Jo und Role,
2002, Labrakakis et al., 2003), Glutamat (llles et al., 2001; Mori et al., 2001), Noradrenalin
(Sperlagh et al., 1998) und Dopamin (Krigel et al., 2003) gezeigt werden. Darlber hinaus
wurde auch eine alleinige ATP-Transmission in Bereichen des Cortex und der medialen
Habenula beobachtet (Pankratov et al., 2006; Pankratov et al., 2007). Das vermittelte Signal
kann bei einer Co-Transmission von ATP erregend (Jahr und Jessel, 1983) oder hemmend
sein (Redman und Silinsky, 1994). Ursache hierfir ist die groRe Diversitat von purinergen
Rezeptoren.

In 1978 wurden verschiedene membranstandige Rezeptoren fir Adenosin (P1-
Rezeptoren) und ATP (P2-Rezeptoren) entdeckt und die P2-Rezeptoren spater anhand ihres
Transduktionsmechanismus weiter in die Gruppen der ionotropen P2X- und metabotropen
P2Y-Rezeptoren (P2RX, P2RY) unterteilt (Abbracchio und Burnstock, 1994; Brake et al.,
1994; Dubyak, 1991; Lustig et al., 1993; Webb et al., 1993).

Die vier verschiedenen P1-Rezeptoren A4, Aza, Azs und Az sind G-Protein gekoppelte,
metabotrope Rezeptoren, von denen A; und A; an die Gj.,-Familie koppeln und die
Produktion von cAMP inhibieren, wohingegen A, und Ags an die Gs-Familie gekoppelt sind
und die cAMP-Produktion stimulieren (Fredholm, 2001; Ralevic und Burnstock, 1998). Da die
P1-Rezeptoren keinen zytosolischen Ca**-Anstieg induzieren, werden sie im Weiteren nicht
naher betrachtet.

Die P2X-Rezeptoren sind klassische kationische, Liganden-induzierte Kanale, die bei
ATP-Bindung ihre fiir Na*, K* und Ca®* permeable Pore &ffnen (Abb. 1.8). Ein P2X-Rezeptor
besteht dabei aus einem Trimer, das sich als Homo- oder Heteromer aus sieben
verschiedenen Untereinheiten, die nach der Historie ihrer Klonierung schlicht als P2RX1-
P2RX7 bezeichnet werden, zusammensetzen kann (Nicke et al., 1998; Roberts et al., 2006;
North, 2002). Homomere P2X7-Rezeptoren werden erst bei ATP-Konzentrationen von 100-
1000 y M aktiviert, wohingegen alle anderen P2X-Rezeptoren eine ECsy von ~1-10 y M
besitzen (Abbracchio et al., 2009). Alle P2X-Rezeptoren sind permeabel fiir Ca®* und das
Verhaltnis der Permeabililtit von Ca®* gegeniibber Na* und K' betragt je nach
Untereinheitenkombination 1 bis zu > 5-10 (Egan et al., 2006; Pankratov et al., 2009). Als
Resultat beteiligen sich P2X-Rezeptoren an der schnellen, synaptischen Transmission
(Khakh, 2001). Dies konnte zuerst in der medialen Habenula experimentell nachgewiesen
(Edwards et al., 1992), aber auch in anderen Bereichen des ZNS wie der Medulla spinalis,

dem Locus coeruleus, dem Hippocampus und dem somatosensorischen Cortex beobachtet
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Abb. 1.8: P2X- und P2Y-Rezeptor vermittelter Ca”-Anstieg im Zytosol

Bindung von ATP an die trimeren P2X-Rezeptoren fiihrt zu einer Offnung der Pore und Einstrom von Ca®* aus
dem extrazelluldren Raum ins Zytosol. Produktion von IP3 nach Bindung von ATP an die P2Y-Rezeptoren P2Y1,
P2Y2, P2Y4, P2Y6 oder P2Y11 induziert einen Ausstrom aus dem durch die SERCA mit ca® geladenem ER
durch IP3R ins Zytosol. (SERCA = sarco/endoplasmatische Reticulum Ca*"-ATPase; DAG = Diacylglycerin; PIP2
= Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat)

werden (Bardoni et al., 1997; Mori et al., 2001; Pankratov et al., 1999; Pankratov et al.,
2002). P2X-Rezeptoren kénnen im Ruhepotential, bei dem NMDA-Rezeptoren durch Mgz+-
blockiert sind, die bedeutendste Méglichkeit fiir einen Ca®"-Einstrom ins Zytosol bieten
(Pankratov et al, 2003), obwohl ihr Gesamtanteii an den postsynaptischen
Erregungsstréomen nur 5-15% betragt (North und Verkhratsky, 2006; Pankratov et al., 2009).
Zudem konnen prasynaptische P2X-vermittelte Ca®-Signale die Freisetzung von
Neurotransmittern aus Vesikeln induzieren (Sperlagh et al., 2007). Eine Kooperation von
NMDA- und P2X-Rezeptoren in der Regulation der LTP in CA1-Neuronen des Hippocampus,
die mit Lern- und Gedachtnisleistung assoziiert ist, konnte nachgewiesen (Fuijii et al., 2004;
Mori et al., 2001) und ein durch P2X-Rezeptoren vermittelter Anstieg von zytosolischem ca®
nach ATP-Stimulation in einer Vielzahl von Neuronen, z.B. neocorticalen und cerebellaren
Neuronen, detektiert werden (Lalo et al., 1998; Phillis und Wu, 1981; Prothero et al., 2000;
Salter und Hicks, 1994; Stone und Taylor, 1978). Weiterhin kénnen P2X7-Rezeptoren durch
eine Daueraktivierung und anhaltenden CaEinstrom in die Zelle Apoptose induzieren
(Delarasse et al., 2009; Ferrari et al., 1999).

Alle P2Y-Rezeptoren teilen die typische Siebentransmembrandomanentopologie der
G-Protein gekoppelten Rezeptoren und kdnnen phylogenetisch in zwei Untergruppen
bestehend aus den Rezeptoren P2RY1, P2RY2, P2RY4, P2RY6 und P2RY11 sowie
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P2RY12, P2RY13 und P2RY 14 eingeteilt werden (Abbracchio et al., 2006). Die Rezeptoren
der ersten Untergruppe sind vorwiegend an Proteine der G,/G1,-Familie gekoppelt, die einen
Ca”*-Einstrom aus dem ER, welches kontinuierlich iiber die sarco/endoplasmatische
Reticulum Ca**-ATPase (SERCA) mit Ca®" aus dem Zytosol beladen wird, zuriick ins Zytosol
induzieren (Abb. 1.8) (Verkhratsky, 2005), wohingegen die zweite Untergruppe fast
ausschlielllich an Gy, gekoppelt ist und die Synthese von cAMP inhibiert und lonenkanale
moduliert (Abbracchio et al., 2006). Der P2RY 11-Rezeptor nimmt dabei eine Sonderrolle ein,
da er neben Gg11 zusatzlich an Proteine der Gs-Familie gekoppelt ist und nach ATP-
Stimulation die cAMP-Produktion aktiviert (Communi et al., 1999). Weiterhin induziert eine
Stimulation des P2RY11-Rezeptors mit UTP einen Austrom von Ca? aus dem ER ohne
einen Anstieg von cAMP oder IP3, was auf Agonist-spezifische Konformationen und
Signalweiterleitung hindeutet (White et al., 2003) und fiir weitere P2Y-Rezeptoren nicht
ausgeschlossen werden kann. P2Y-Rezeptoren regulieren in Neuronen vielfaltige
Zielproteine wie Integrine (Erb et al., 2001), die Prozessierung des amyloid precursor
proteins (APP) (Camden et al., 2005), den nerve growth factor (NGF)-Signalweg (Arthur et
al., 2005) sowie die Expression der Azetylcholinesterase und der early growth response
(EGR)-Familie (McKee et al., 2006; Siow et al., 2005). Weiterhin konnte ein mit ATP
induzierter, durch P2Y-Rezeptoren vermittelter, intrazellularer Ca?*-Anstieg in Neuronen des
Cortex, des Cerebellums, der Medulla spinalis und Medulla oblongata beobachtet werden
(Chessell et al., 1997; lkeuchi et al., 1995; Kobayashi et al., 2006; Lalo et al., 1998; Prothero
et al., 2000).

Purinerge Signale nehmen demnach vielfaltige physiologische Aufgaben im ZNS
wahr, von denen einige Uber einen Anstieg der zytosolischen Ca?*-Konzentration vermittelt

werden.
1.4 Zielsetzung der Arbeit

Ubergeordnetes Gesamtziel dieser Arbeit war die iPS-Zell-basierte Modellierung der
molekularen Pathogenese der Machado-Joseph Erkrankung.

Die Erforschung der erblichen, neurodegenerativen Machado-Joseph Erkrankung, die
momentan nur symptomatisch behandeln werden kann, ist durch die mangelnde
Verfligbarkeit von patientenspezifischen Neuronen limitiert. Pluripotente Stammzellen bieten
durch ihr Proliferations- und Differenzierungspotential die Mdoglichkeit in vitro nahezu
unbegrenzt Neurone zu generieren. Erstes Ziel dieser Dissertation war deswegen die
Reprogrammierung von aus MJD-Patienten und nicht betroffenen Kontrollpersonen
gewonnenen Fibroblasten in induzierte pluripotente Stammzellen. Die Qualitat der etablierten

MJD-iPS-Zelllinien sollte durch eine stringente Kontrolle ihrer Stammzell- und
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Differenzierungeigenschaften gewahrleistet werden.

Zur beschleunigten und standardisierten, neuronalen Differenzierung sollten die den
Qualitatsmerkmalen entsprechenden iPS-Zelllinien durch Adaption eines bestehenden
Protokolls in die neurale Stammzellpopulation der It-NES-Zellen differenziert werden. Eine
Analyse von spezifischen [t-NES-Markern und des neurogenen Differenzierungspotentials
sollte die erfolgreiche Generierung sicherstellen.

SchlieBlich sollte die Ca**-Homdostase in aus It-NES-Zellen abgeleiteten Neuronen
durch Glutamat- und ATP-Stimulation moduliert und deren Einfluss auf die Aggregation von
expandiertem Ataxin-3 zu SDS-unldslichen Mikroaggregaten und mikroskopisch
detektierbaren Nlls analysiert werden. Auf diese Weise sollten Einblicke in molekulare
Pathomechanismen von MJD anhand eines humanisierten in vitro-Modells auf Basis der iPS-

Zelltechnologie gewonnen werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Gerate, Verbrauchsmaterialien, Zelllinien, chemische

und biologische Werkstoffe

2.1.1 Gerate

Im Folgenden findet sich eine nach Alphabet geordnete Auflistung der in dieser

Dissertation verwendeten Gerate inklusive des Herstellers und seines Firmensitzes.

Gerat Bezeichnung Hersteller Firmensitz
Autoklav DX-150 Systec Wettenberg
Binokular SMZ 1500 Nikon GmbH Dusseldorf
Brutschrank HERAcell 150 Heraeus Hanau
Chemieluminszenzdetektion ChemiDocXRS Bio-Rad Miinchen
Digitalkamera 3CCD Color Video Sony Koln
Canon Power Shot G5 Canon Krefeld
Einfrierbehalter “Mr. Frosty” 5100 Nalgene Roskilde, Danemark
Cryo 1°C
Fluoreszenzkamera Axiocam MRc Carl Zeiss Jena
CCD Camera TILL Photonics Planegg
Fluoreszenzlampe HAL100 Carl Zeiss Jena
Fluoreszenzmikroskop Axioobserver.Z1 Carl Zeiss Jena
Axioskop 2
Axiovert 200M
Axiovert 40 CFL
Gefrierschrank -20°C/-80°C HERAfreeze Kendro Hanau
Geldokumentation Geldoc2000 Bio-Rad Miinchen
Gelelektrophoresekammer Agagel Mini Biometra Goéttingen
XCell SureLock Life Technologies Darmstadt
Mini-Cell
Protean Ill Mini Gel Bio-Rad Minchen
System
Inverses Lichtmikroskop Axiovert 40C Carl Zeiss Jena
Konfokales Mikroskop laser scanning Nikon Tokio, Japan
Microscope Eclipse Ti
Kuhlschrank 4°C KGEE36A Bosch Gerlingen
G 2013 Comfort Liebherr Lindau
Magnetriihrer SB162 Stuart Scientific Staffordshire, GB
Mikropipette 2 ul, 10 pl, 20 pl, Eppendorf Hamburg
100 pl, 1000 pl
PCR-Block Triblock T3000 Biometra Gottingen
pH-Meter FE20 Five Easy Mettler Toledo GieRRen
Photometer Smart Spec 3000 Bio-Rad Minchen
Pipettierhilfe Accu-Jet Brand Wertheim
Real time Thermocycler iCycler Bio-Rad Minchen
realplex mastercycler Eppendorf Hamburg
S2-Zentrifuge Megafuge 16R Thermo Scientific Waltham, USA
Schittelinkubator Innova 4300 New Brunswick Sci. | Nirtingen

Schttler Roto-Shake Genie Scientific Industries | New York, USA
Vortex-2 Genie

Spektrophotometer Nanodrop ND-1000 Peglab Erlangen

Sterile Werkbank (horizontal) HERAguard Kendro Hanau

Sterile Werkbank (vertikal) HERAsafe Kendro Hanau

Stickstofftank MVE 611 Chart Industries Burnsville, USA

Thermomixer Thermomixer Compact | Eppendorf Hamburg
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Tischzentrifuge Centrifuge 5415R Eppendorf Hamburg
TLDA-Array-Reader ViiA 7 Life Technologies Darmstadt
Ultrazentrifuge Sorvall RC 5B Plus Kendro Hanau
UZ-Rotor Sorvall SS-34 Kendro Hanau
Vakuum-Absaugpumpe Vacuubrand Brand Wertheim
Vakuum-Konzentrator Concentrator 5301 Eppendorf Hamburg
Waagen LA310S Satorius Goéttingen
BL610 Satorius Géttingen
Wasserbad W22 Medien-GKS Dresden
Zahlkammer Fuchs-Rosenthal Faust Halle
Zentrifuge Megafuge 1.0R Kendro Hanau
Zentrifugenbecher Ultra Cone Polyallomer | Seton Petaluma, USA

2.1.2 Software

Die folgende Liste bildet eine Zusammenstellung der bei der Erstellung dieser

Dissertation verwendeten Software, des Herstellers und seines Firmensitzes.

Software

Bezeichnung

Hersteller

Firmensitz

Bildbearbeitung

Adope Photoshop
CS3

Adobe Systems Inc.

Berkeley, USA

Adobe lllustrator CS3

Adobe Systems Inc.

Berkeley, USA

Axiovision LE Carl Zeiss Jena

Excel Microsoft Redmond, USA
ImageJ Wayne Rasband USA

NIS elements AR 3.2 | Nikon Tokio, Japan
OpenLab PerkinElmer Hamburg

Origin8 OriginLab Corporation Northampton, USA
Powerpoint Microsoft Redmond, USA

Servier Medical Art
ppt image bank

Servier Laboratories Ltd.

Paris, Frankreich

ZEN

Carl Zeiss

Jena

Primerdesign

Primer3

http://bioinfo.ut.ee/primer3-
0.4.0/primer3/

gRT-PCR-Analyse Excel q96gene Makro | Microsoft Redmond, USA
iCycler analysis Bio-Rad Miinchen
software
realplex analysis Eppendorf Hamburg
software
Western-Blot- und Agarorse-Gel- Quantity One Bio-Rad Miinchen
Dokumentation
2.1.3 Plastikware
Plastikware Bezeichnung Hersteller Firmensitz
Einfrierrbhrchen Cryovials 1 ml, 1,8 ml Nunc Wiesbaden
Falcon Réhrchen (15 ml, 50 ml) Falcon tubes BD Biosciences Heidelberg
Corning Kaiserslautern
Greiner Bio Frickenhausen
Parafilm Parafilm Pechinery Chicago, USA
PCR-Platte (96 well) Standard 96 Well PCR Peglab Erlangen
Plate
PCR-Plattenfilm Adhesive PCR Film Peglab Erlangen
PCR-ReaktionsgefaRstreifen (0,2 ml) PCR Tube Stripes 0,2 ml
Petri-Schalen (6 cm) BD Falcon Petri Dishes BD Biosciences Heidelberg
Petri-Schalen (10 cm) VWR Petri Dishes VWR International West Chester, USA
Plastikspritzen Syringe BD Biosciences Heidelberg
Serologische Pipetten (2 ml, 5ml, 10 ml, SarstedtNurnbrecht | Nirnbrecht
25 ml) Serological Pipettes
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Sterilfilter (Flaschen) SteriTop Merck Millipore Darmstadt
Sterilfilter (Spritzen) syringe filter (0,2 ym) PALL Corporation Dreieich
syringe filter (0,45 pym) Whatman Schleicher | Dassel
& Schuell

Reaktionsgefalie (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) | Reaction Tubes Sarstedt Nirnbrecht
Zellkulturflasche (T75, T175) Tissue culture flask Corning Kaiserslautern
Zellkulturplatte (6-Well, 12-Well) 6-well plate, 12-well plate [ Nunc Wiesbaden
Zellkulturplatte (24-Well, 96-Well) Costar 24-well plate Corning Kaiserslautern

Costar 96-well plate

Zellkulturschale (3,5 cm, 6 cm) Falcon tissue culture dish | BD Biosciences Heidelberg
Zellkulturschale (15 cm) Tissue culture dish TPP Trasadingen,
Schweiz
Zellschaber Costar cell scraper Corning Kaiserslautern
Zellsieb Cellsieve Cell Strainer 40 | BD Biosciences Heidelberg

UM Nylon

2.1.4 Chemikalien, allgemein

Sofern mdéglich wurden die Chemikalien in einer fir Analysezwecken ausreichenden

Reinheit bezogen. Fur die Zellkultur wurden, wenn verfugbar, als ,cell culture tested®

deklarierte Reagenzien verwendet.

Bezeichnung Hersteller Firmensitz
3-Methyladenin Sigma-Aldrich Hamburg
Agarose Peglab Erlangen
Adenosintriphosphat Magnesiumsalz Sigma-Aldrich Hamburg
Advanced DMEM Life Technologies Darmstadt
ALLN Enzo Life Sciences Lorrach
Ameisensaure (formic acid, FA) Carl Roth Karlsruhe
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth Karlsruhe
Ampicillin Natriumsalz Carl Roth Karlsruhe
B27 Supplement Life Technologies Darmstadt
B-Mercaptoethanol Carl Roth (Proteinbiochemie) Karlsruhe
Life Technologies (Zellkultur) Darmstadt
BDNF (rhBDNF) R&D Systems Wiesbaden
Bromphenolblau Natriumsalz Carl Roth Karlsruhe
BSA Fraction V Carl Roth Karlsruhe
Calciumchlorid Dihydrat Carl Roth Karlsruhe
Carbenicillin Dinatriumsalz Carl Roth Karlsruhe
Chloroquin Sigma-Aldrich Hamburg
Coffein Sigma-Aldrich Hamburg
Collagenase Typ IV Life Technologies Darmstadt
DAPI Sigma-Aldrich Hamburg
DAPT Sigma-Aldrich Hamburg
DNA Ladder (100 bp) New England Biolabs Frankfurt
DNA Ladder (1 kb) New England Biolabs Frankfurt
db-cAMP Enzo Life Sciences Lorrach
D-Glucose Sigma-Aldrich Hamburg
DMEM/F-12 (1:1) Life Technologies Darmstadt
DMEM high glucose Life Technologies Darmstadt
DMSO Fluka (Molekularbiologie) Bad Homburg
Sigma-Aldrich (Zellkultur) Hamburg
EDTA Sigma-Aldrich Hamburg
EGTA Sigma-Aldrich Hamburg
EGF R&D Systems Wiesbaden
Essigsaure Carl Roth Karlsruhe
Ethanol Merck Millipore Darmstadt
Ethidiumbromid (10 mg/ml) Sigma-Aldrich Hamburg
FCS (fetal calf serum) Life Technologies Darmstadt
bFGF (=FGF-2) R&D Systems Wiesbaden
bFGF (=FGF-2) Life Technologies Darmstadt
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Fibronektin (Fn) Sigma-Aldrich Hamburg
Forskolin Sigma-Aldrich Hamburg
Fluorescein (1 mM) Bio-Rad Miinchen
FuGENE HD transfection reagent Roche Penzberg
Fura-2-AM Life Technologies Darmstadt
G-MEM (+ Pyruvat) Life Technologies Darmstadt
GDNF (rhGDNF) R&D Systems Wiesbaden
Gelatine Sigma-Aldrich Hamburg
Gentamicin Carl Roth Karlsruhe
Glycerin Carl Roth Karlsruhe
Glycin Carl Roth Karlsruhe
ddH20 (Ampuwa, steriles Wasser) Fresenius Kabi Bad Homburg
Halt Protease Inhibitor Single-Use Pierce Bonn

Cocktail, EDTA-free (100X)

HBSS Puffer Life Technologies Darmstadt
Hefeextrakt Carl Roth Karlsruhe
Heparin Sigma-Aldrich Hamburg
HEPES Sigma-Aldrich Hamburg
Holo-Transferrin Merck Millipore Darmstadt
IGF-1 (rhIGF-1) R&D Systems Wiesbaden
Insulin Sigma-Aldrich Hamburg
Interleukin-4 R&D Systems Wiesbaden
Isopropanol Carl Roth Karlsruhe
Kaliumchlorid Sigma-Aldrich Hamburg
Knockout DMEM Life Technologies Darmstadt
Knockout Serum Replacement (KOSR) | Life Technologies Darmstadt
L-Ascorbic-Acid-2-Phosphat (Asc) Sigma-Aldrich Hamburg
Laminin (Ln) Life Technologies Darmstadt
Sigma-Aldrich Hamburg
L-Glutamin Life Technologies Darmstadt
Magnesiumchlorid Sesquihydrat Fluka Bad Homburg
Magnesiumsulfat Hydrat Carl Roth Karlsruhe
Manganchlorid Carl Roth Karlsruhe
Matrigel BD Biosciences Heidelberg
Methanol Carl Roth Karlsruhe
Methylpyruvat Sigma-Aldrich Hamburg
Mowiol 4-88 Merck Millipore Darmstadt
mTeSR1 STEMCELL Technologies Kéln
N2 Supplement PAA Colbe
Natriumazid Merck Millipore Darmstadt
Natriumbicarbonat Sigma-Aldrich Hamburg
Natriumchlorid Carl Roth Karlsruhe
Natriumhyroxid Carl Roth Karlsruhe
Natriumselenit Sigma-Aldrich Hamburg
Neurobasal Medium Life Technologies Darmstadt
Non-essential amino acids (NEAA) Life Technologies Darmstadt
Novex® Sharp Pre-Stained Protein Life Technologies Darmstadt
Standard
NuPAGE® MES SDS Running Buffer Life Technologies Darmstadt
(20X)
NuPAGE® Novex® 10% Bis-Tris | Life Technologies Darmstadt
Protein Gels, 1.5 mm, 10 well
Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich Hamburg
Opti-MEM Life Technologies Darmstadt
Phosphate buffered saline (PBS) Life Technologies Darmstadt
PeqGOLD dNPT set Peqglab Erlangen
Penicillin/Streptomycin Life Technologies Darmstadt
PIPES Sigma-Aldrich Hamburg
Polybren Sigma-Aldrich Hamburg
Poly-D-Lysin Sigma-Aldrich Hamburg
Poly-L-Ornithin Sigma-Aldrich Hamburg
Pyruvat (Na*) Life Technologies Darmstadt
Retinsaure (RA) Sigma-Aldrich Hamburg
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RNase A Life Technologies Darmstadt
Rotiphorese Gel 30 (37,5:1) Carl Roth Karlsruhe
SDS Fluka Bad Homburg
SYBR-green | Sigma-Aldrich Hamburg
3,3',5-Triiodo-L-thyronin (T3) Sigma-Aldrich Hamburg
TEMED Fluka Bad Homburg
Tris Base Sigma-Aldrich Hamburg
Tris-HCI Sigma-Aldrich Hamburg
Triton-X100 Sigma-Aldrich Hamburg
Trypan Blau Life Technologies Darmstadt
Trypsin-EDTA Life Technologies Darmstadt
Trypsin-Inhibitor Life Technologies Darmstadt
Trypton Carl Roth Karlsruhe
Xylenxyanol Carl Roth Karlsruhe

2.1.5 Inhibitoren

Die folgende Liste stellt die verwendeten Inhibitoren und den von ihnen modulierten

Signalweg sowie den Hersteller mit Firmensitz zusammen.

Bezeichnung Inhibierter Signalweg | Hersteller Firmensitz

CHIR99021 GSK3 Stemgent Bergisch Gladbach
WNT Agonist

Dorsomorphin BMP/SMAD 1,5,8 Sigma-Aldrich Hamburg

Purmorphamin Patched Merck Millipore Darmstadt
Smoothend Agonist

SAG Patched Merck Millipore Darmstadt
Smoothend Agonist

SB431542 TGFb/SMAD 2,3 Sigma-Aldrich Hamburg

WNT-C59 Porcupin/WNT Xcess Biosciences Inc. San Diego, USA

Y-27632 RhoA/ROCK Merck Millipore Darmstadt

2.1.6 Enzyme

Die zur Restriktionsanalyse von Plasmiden genutzen Endonukleasen wurden alle von

New England Biolabs (Frankfurt) bezogen. Im Folgenden eine Liste der weiteren Enzyme.

Bezeichnung Hersteller Firmensitz
Collagenase Typ IV Life Technologies Darmstadt
Dispase Life Technologies Darmstadt
DNase | (Zellkultur) Worthington (Cell Systems) St. Katharinen
GoTag DNS Polymerase Promega Mannheim
iScript Reverse Transkriptase Bio-Rad Minchen

RQ1 RNAse-free DNAse Promega Mannheim
2.1.7 Kits

Bezeichnung Hersteller Firmensitz

Alkaline Phosphatase Substrate Kit IlI
SK-5300

Vector Laboratories

Burlingame, USA

BCA Protein Assay Reagent Pierce Bonn
DNeasy Blood & Tissue Kit Qiagen Hilden
GoTagq Flexi DNA polymerase Kit Promega Mannheim
NucleoBond® Xtra EF Macherey-Nagel Diren
RNeasy Blood & Tissue Kit Qiagen Hilden
RQ1 DNase | kit Promega Mannheim
SuperSignal® West Pico Pierce Bonn

Chemiluminescent Substrate
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2.1.8 Antikorper

Die folgenden Antikérper wurden fir Immunfluoreszenzfarbungen verwendet.

Primére Antikorper Verdiinnung Hersteller Firmensitz
a-AFP (Kaninchen, IgG) 1:100 Dako Hamburg
a-Ataxin-3 (3UIM) (Kaninchen, IgG) 1:100 Schmidt ef al., 1998 Tubingen
a-plll-Tubulin (Kaninchen, IgG) 1:1000 Covance Denver, USA
a-plll-Tubulin (Maus, IgG) 1:1000-4000 Covance Denver, USA
a-CD13 PE (Maus, 1gG) 1:50 BioLegend Fell
a-DACH1 (Kaninchen, IgG) 1:100 Proteintech Herford
a-GABA (Kaninchen, I1gG) 1:300 Sigma-Aldrich Hamburg
a-GFAP 488 (GA5) Konjugat (Maus, 1gG) 1:100 Cell Signaling Danvers, USA
a-MAB2ab (Maus, I1gG) 1:500 Sigma-Aldrich Hamburg
a-Nestin (Kaninchen, IgG) 1:200 Millipore Schwalbach
a-PLZF (Maus, IgG) 1:25 Calbiochem Laufelfingen
a-SMA (Maus, 1gG) 1:100 Dako Hamburg
a-SOX2 (Maus, 1gG) 1:500 R&D Systems Wiesbaden
a-SSEA-3 (Ratte, IgM) 1:80 ESTOOLS Konsortium | Sheffield
a-SSEA-4 (Maus, IgG) 1:80 ESTOOLS Konsortium | Sheffield
a-TRA-1-60 (Maus, IgM) 1:500 Millipore Schwalbach
a-TRA-1-81 (Maus, IgM) 1:500 Millipore Schwalbach
a-Ubiquitin (Maus, 1gG) 1:25 Cell Signaling Danvers, USA
a-Z0-1 (Kaninchen, 1gG) 1:100 Life Technologies Darmstadt
Seku_ndare S OUREIRE] Verdiinnung Hersteller Firmensitz
(Konjugat)
a-Maus IgG (Alexa 488) (Ziege, 1gG) 1:500-1000 Life Technologies Darmstadt
a-Maus IgG (Alexa 555) (Ziege, 1gG) 1:500-1000 Life Technologies Darmstadt
a-Maus IgM (Alexa 555) (Ziege, 1gG) 1:1000 Life Technologies Darmstadt
o-Ratte IgM (Cy3) (Ziege, 1gG) 1:200 Jackson/Dianova Hamburg
a-Kaninchen IgG (Alexa 488) (Ziege, IgG) 1:1000 Life Technologies Darmstadt
a-Kaninchen IgG (Alexa 555) (Ziege, IgG) 1:250-1000 Life Technologies Darmstadt
Die folgenden Antikérper wurden fir Immunblotanalysen verwendet.
Primére Antikorper Verdiinnung Hersteller Firmensitz
a-Ataxin-3 (1H9) (Maus, IgG) 1:1000 Millipore Schwalbach
a-Ataxin-3 (986) (Kaninchen, IgG) 1:5000 Haacke et al., 2006 Martinsried
Seku_ndare S OUREIRE] Verdiinnung Hersteller Firmensitz
(Konjugat)
a-Maus IgG (HRP) (Ziege, 1gG) 1:1000 Pierce Bonn
a-Kaninchen IgG (HRP) (Ziege, 1gG) 1:1000 Pierce Bonn

2.1.9 Plasmide

Alle Plasmide wurden von Addgene (Cambridge, USA) bezogen.

Name Addgene- Nummer | Referenz
pMXs-hOCT4 17217 Takahashi et al., 2007
pMXs-hSOX2 17218 Takahashi et al., 2007
pMXs-hKLF4 17219 Takahashi et al., 2007
pMXs-hc-MYC 17220 Takahashi et al., 2007
pMSCV-Flag-hOCT4 20072 Aasen et al., 2008
pMSCV-Flag-hSOX2 20073 Aasen et al., 2008
pMSCV-Flag-hKLF4 20074 Aasen et al., 2008
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pMSCV-Flag-hc-MYC T58A

20075

Aasen et al., 2008

pMD2.G

12259 Labor von Didier Trono

2.1.10 Synthetische Oligonukleotide

Alle selbst entworfenen Primer wurden mit Primer3 erstellt und von der Firma Life

Technologies (Darmstadt) in lyophilisierter, entsalzter Form bezogen. Die Stockldsungen

wurden mit ddH,O auf 100 uM eingestellt. Fir die Arbeitslésungen wurde eine gemischte

1:30 Verdinnung von forward (fw) und reverse (rev) Primer erstellt.

Transkript Sequenz Tanneat [°C] | Referenz

Ataxin-3 fw | CCAGTGACTACTTTGATTCG 54 Sun et al., 2011

(genomisch)  rev | CATGATGAATGGTGAGCAGG

c-MYCendo fw |TTCGGGTAGTGGAAAACCAC 60 Diese Arbeit
rev | CCTCCTCGTCGCAGTAGAAA

c-MYC total fw | AAGACTCCAGCGCCTTCTCT 60 Diese Arbeit
rev | TCTTGTTCCTCCTCAGAGTCG

GAPDH fw | TGACAACTTTGGTATCGTGGA 60 Borghese et al., 2010
rev | CCAGTAGAGGCAGGGATGAT

KLF4 endo fw | GACCAGGCACTACCGTAAACA 60 Diese Arbeit
rev | CTGGCAGTGTGGGTCATATC

KLF4 total fw | CCCAATTACCCATCCTTCCT 60 Diese Arbeit
rev | ACGATCGTCTTCCCCTCTTT

OCT4 endo fw | GACAGGGGGAGGGGAGGAGCTAG 60 Takahashi et al., 2007
rev | GTTCCCTCCAACCAGTTGCCCCAAAC

OCTH4 total fw | GTGGAGGAAGCTGACAACAA 60 Babaie et al., 2007
rev | ATTCTCCAGGTTGCCTCTCA

P2RX4 fw | CACCCACAGCAACGGAGTCT 55 Lee et al., 2010
rev | TTTGATGGG GCTGTGGAGAG

P2RX7 fw | ATACAGTTTCCGTCGCCTTG 51 Feng et al., 2006
rev | AACGGATCCCGAAGACTTTT

P2RY1 fw | ATTTCATGGCCCGCGGCGAA 60 Diese Arbeit
rev | CGGAAAAGCCAGCGAGCGGA

P2RY2 fw | GACGGCACCCTGAGAGGAGAAG 60 Diese Arbeit
rev | TGCAGGGAACTCTGCGGGAAA

P2RY 11 fw | GGCTGAGGATCGGCACGGGAG 60 Diese Arbeit
rev | ATGCTGAAGCGGTACAGGGCCA

SOX2 endo fw | GTATCAGGAGTTGTCAAGGCAGAG 60 Babaie et al., 2007
rev | TCCTAGTCTTAAAGAGGCAGCAAAC

SOX2 total fw | GCCGAGTGGAAACTTTTCTCG 60 Bourguignon et al., 2008
rev | GCAGCGTGTACTTATCCTTCTT

2.1.11 Bakterienstamme

Zur Amplifikation der retroviralen Vektoren wurde der E.-coli Stamm Stbl3, fir die

Amplifikation des Plasmids zur Virushillproduktion der Stamm DH5a genutzt. Eine

Auflistung der genotypischen Eigenschaften findet sich folgend.

Stamm Addgene- Nummer Referenz/Hersteller

DH5a F~, ®80/acZAM15 A(lacZYA-argF) U169, recA1, endA1, Hanahan, 1983/
hsdR17 (rK™-, mK+) SupE44, N\, thi-1, gyrA, relA1 Life Technologies

StbI3 F~ merB mrr hsdS20(rg—, mg—) recA13 supE44 ara-14 Chakiath und Esposito, 2007/
galK2 lacY1 proA2 rpsLZO(StrR) xyl-5 N leu mtl-1 Life Technologies
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2.1.12 Bezogene murine und humane Zelllinien

Die folgenden Zelllinien wurden zur Virusproduktion (Phoenix-GP, Plat-A) bzw. die

humanen ES-Zellen

(H9,

I3) als Referenzlinien genutzt.

Die murinen embryonalen

Eibroblasten (MEF) des Mausstamms CD1 wurden als Feeder fur die Kultur der humanen

pluripotenten Stammzellen verwendet.

Bezeichnung Artikelnummer Referenz Hersteller/Quelle Firmensitz

CD1 Strain Code: 022 / Charles River Sulzfeld

H9 / Thomson et al., 1998 Jones Lab Madison, USA
13 / Amit et al., 2002 ltzkovitz-Eldor Lab Haifa, Israel
Phoenix-GP CRL-3215 / ATCC Wesel
Platinum-A (Plat-A) RV-102 / Cell Biolabs Inc. San Diego, USA

2.1.13 Parentale Fibroblastenlinien und iPS-Zelllinien

Die Fibroblastenlinien dieser Arbeit wurden unter technischer Assistenz von Viola
Poppe (geb. Dobberahn) zu iPS-Zelllinien reprogrammiert. Die Fibroblastenlinie iLB-C31f
wurde von Matthias Brandt reprogrammiert; ihre Validierung wird an anderer Stelle publiziert.

Die in dieser Arbeit aus Vereinfachungsgrinden als Ctrl6 bezeichnete Linie ist die hES-

Zelllinie 13.
Name in polyQ- | SARA | Alter Alter Life&Brain- Fibroblasten @/ | Vektor-
dieser Arbeit | Linge Diagnose | Biopsie | Kennung 4 | system
Ctrl1-12 n.b. - - 34 iLB-C1-30m-r12 iLB-C1-30m 3 | pMXs
Ctrl1-17 n.b. - - 34 iLB-C1-30m-r17 iLB-C1-30m 3 | pMXs
Ctrl2-2 n.b. - - 68 iLB-C2-36m-r2 iLB-C2-36m 4 | pMSCV
Ctrl2-8 n.b. - - 68 iLB-C2-36m-r8 iLB-C2-36m 4 | pMSCV
Ctrl5-3 n.b. - - 24 iLB-C31f-r3 iLB-C31f Q | pMXs
MJD1-9 74/22 22,5 31 38 iLB-MJD1-32m-r9 |iLB-MJD1-32m | & |pMXs
MJD1-11 74/22 22,5 31 38 iLB-MJD1-32m-r11 |iLB-MJD1-32m | & |[pMXs
MJD2-2 74/21 23,0 30 40 iLB-MJD2-29m-r2 |iLB-MJD2-29m | & |pMSCV
MJD2-9 74/21 23,0 30 40 iLB-MJD2-29m-r9 |iLB-MJD2-29m | & |pMSCV
MJD3-5 73/27 12 28 42 iLB-MJD3-33f-r5 iLB-MJD3-33f Q | pMSCV
MJD3-8 73/27 12 28 42 iLB-MJD3-33f-r8 iLB-MJD3-33f Q | pMSCV
MJD4-1 73/20 10,5 26 41 iLB-MJD4-34m-r1 | iLB-MJD4-34m | & |pMSCV
MJD4-8 73/20 10,5 26 41 iLB-MJD4-34m-r8 | iLB-MJD4-34m | & | pMSCV

Ctrl1 ist der nicht-betroffene Bruder von MJD1. Ctrl2 der nicht betroffene Vater von MJD2.
MJD3 und MJD4 sind Cousins ersten Grades. SARA = Scale for the Assessment and Rating

of Ataxia (mdéglicher Bereich von 0-40). n.b. = nicht bestimmt.

2.1.14 Losungen fiir die Zellkultur

Die folgende Liste gibt die Konzentration der Stocklésungen fir die Arbeit in der

Zellkultur und das dazugehorige Losungsmittel an.

Stocklésung Konzentration Lésungsmittel
Asc 221 mM ddH.0

B27 Supplement 50x /

BDNF 10 pg/ml ddH,0 + 0,1% BSA
CHIR99021 10 mM DMSO

Chloroquin 25 mM ddH»O
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Coffein 100 mM N2-Medium

CNTF 10 pg/ml ddH0 + 0,1% BSA

DAPT 10 mM DMSO

db-cAMP 100 mM ddH20

D-Glucose 160 mg/ml DMEM/F12 (GlutaMAX, sterilfiltriert

DNase 10 mg/ml HBSS -Mg”*-Ca”", sterilfiltriert

Dorsomorphin 5mM DMSO

EGF 10 pg/ml adH20 + 0.1% BSA + 10 mM
Essigsaure (anhydrat)

FGF2 10 pg/ml ddH20 + 0,1% BSA

Fibronektin 1 mg/ml PBS

Forskolin 10 mM DMSO

GDNF 10 pg/ml ddH20 + 0,1% BSA

Gentamicin 50 mg/mi ddH>0

IGF-1 100 pg/ml ddH>0 + 0,1% BSA

IL-4 20 pg/ml ddH20 + 0,1% BSA

Insulin 5 mg/ml 1% Essigsaure

Methylpyruvat 10M (1,13 g/ml) |/

N2 Supplement 100x /

Laminin 1 mg/ml ddH>0

Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) [ 100x /

Polybren 4 mg/ml ddH>0

Poly-D-Lysin 1 mg/ml ddH>0

Poly-L-Ornithin 1,5 mg/ml ddH>0

Purmorphamin 10 mM DMSO/Ethanol 1:1

Retinsaure 1mM DMSO/Ethanol 1:100

SAG 1 mM ddH20

SB431542 50 mM DMSO

T3 45 uM 30 mM NaOH

Y-27632 10 mM ddH20

WNT-C59 1 mM DMSO

Wortmannin 1mM DMSO

Die folgenden Arbeitsldsungen wurden in der Zellkultur verwendet.

Lésung Konzentartion Lésungsmittel

3-Methyladenin 10 mM DMEM/F12 (L-Glutamin), sterilfiltriert
Collagenase Typ IV 1 mg/ml Knockout-DMEM

Dispase 0,15 mg/ml N2-Medium, sterilfiltriert

Gelatine 0,1% ddH,0, autoklaviert

Matrigel / Knockout-DMEM

Poly-D-Lysin 10 pg/ml PBS

Poly-L-Ornithin 15 pg/ml ddH>0

Trypsin-EDTA 1x PBS

Trypsin-Inhibitor 0,5 mg/ml PBS

2.1.15 Losungen fir die Immunfluoreszenz

Lésung Konzentration Lésungsmittel

DAPI 0,1 pg/ml HBSS +Mg°*+Ca”" + 0,1% Natriumazid

Mowiol 4-88 0,415 g/ml ddH,0 + 1 g/ml Glycerin : 2(v) Tris-HCI (pH 8,5)
PFA 4% PBS

Triton-X-100 10% PBS

Blockierungslésung

Finale Konzentration

HBSS +Mg” +Ca’"

89,9%(88,9%)

FCS 10%
Natriumazid 0,1%
10% Triton-X-100* (0,1%)

*Triton-X-100 wird nur bei intrazellularen Epitopen hinzugegeben, um die Zellmembran zu permeabilisieren.

Detektionslésung

Finale Konzentration

HBSS +Mg” +Ca’"

94,9%(93,9%)

FCS 5%
Natriumazid 0,1%
10% Triton-X-100* (0,1%)
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2.1.16 Bakteriennahrmedien

Alle Bakteriennahrmedien wurden zu Sterilisation vor Gebrauch 20 min autoklaviert

(121°C, 1000 hPa). Der TB-Puffer wurde mit einem 0,2 um-Sterilfilter filtriert.
(Luria-Bertani; Sambrook et al., 1989) (Hanahan, 1983)

LB-Medium Finale Konzentration SOB-Medium Finale Konzentration
Trypton 10 g/l Trypton 2%
Hefeextrakt 54gll Hefeextrakt 0,5%
NaCl 5 g/l NaCl 10 mM
mit NaOH auf pH 7,5 KCI 2,5 mM
zu 1 | mit ddH.0 MgCl, 10 mM
MgSO. 10 mM
. . fir SOC-Medium nach Autoklavieren
VLR AIELD N ) D-Glucose bis 20 mM final dazugeben
PIPES 10 mM
CaCl, 15 mM
KCI 250 mM
MnCl, 55 mM

mit KOH auf pH 6,7
sterilfiltrieren

2.1.17 Puffer und Losungen zur Arbeit mit Nukleinsauren

TAE (50x) gRT-PCR-Supermix (2x)
242 g Tris Base 1511,5 ul 4a¢H20
57,1 ml Essigséaure 2000 pl 5 x GoTagq Flexi Buffer (farblos)
100 ml 0,5 M EDTA (ph 8,0) 1000 pl MgCl, (25 mM)

auf 1 I mit ddH20 und bei RT lagern 80 ul dNTPs (100 mM je 20 pl)

400 pl DMSO

. 7,5 ul SYBR-green | (1000 x)
i A ) 1yl Fluorescine (100 uM)
1520 |J| ddeO
2000 pl 5 x GoTaq Flexi Buffer Green TE*
1000 pl MgCl» (25 mM)
80 ul dNTPs (100 mM je 20 ul) 1ml Tris (1 M, pH 8.0)
400 pl DMSO 20 pl EDTA (0.5 M, pH 8.0)

auf 100 ml mit ddH20

PCR-Mix Alleltest Ataxin-3 (2x)
2520 1,0 DNS-Ladepuffer (10x)
2000 pl 5 x GoTagq Flexi Buffer Green 30% Glycerin
400 MgCl; (25 mM) 0,05¢ Bromophenolblau NaCl
80 pl dNTPs (100 mM je 20 pl) 0,05¢g Xylenxyanol

Die Supermixe werden aliquotiert und bei -20°C gelagert. 20y | 100 mM von jedem einzelnen dNTP

auf 50 ml mit ddH20

(dATP/dCTP/dGTP/dTTP) im Supermix ergibt final eine Konzentration von 0,4 mM im Reaktionsansatz.
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2.1.18 Puffer und Losungen fur die Proteinbiochemie

4x SDS-Sammelgel-Puffer (pH 6,8)

0,5M

Tris Base (pH 6,8)

4x Laemmli-Ladepuffer

0,4%

SDS

4x SDS-Laufgel-Puffer (pH 8,8)

277,8 mM | Tris Base (pH 6,8)
8,9% SDS

44.4% Glycerin

0,02% Bromphenolblau NaCl

1,5M

Tris Base (pH 8,8)

0,4%

SDS

frisch 10% [v/v] p-Mercaptoethanol dazugeben

10x SDS-PAGE-Laufpuffer

SDS-PAGE-Trenngel 10% (fiir 4 Gele)

0,25 M Tris Base (pH 8,3)
1,92 M Glycin
1% SDS

6,66 ml Rotiphorese Gel 30 (37,5:1)

5 ml 4x SDS-Laufgel-Puffer (pH 8,8)
8,1 ml ddH,0

12 ul TEMED (99%)

228 ul 10% APS

SDS-PAGE-Sammelgel 4% (fiir 4 Gele)

10x Immunblot-Transferpuffer

0,25M

Tris Base

1,92 M

Glycin

960 pl Rotiphorese Gel 30 (37,5:1)

1,8 ml 4x SDS-Sammelgel-Puffer (pH 6,8)
4,16 ml ddH20

4,32 pl TEMED (99%)

79,8 pl 10% APS

far 1x 1:10 mit ddH20 und 10% [v/v] Methanol

10x Tris buffered saline (TBS)-Puffer

Immunblot-Blockierungspuffer

10%

Milchpulver [w/v]

90%

TBS-T

Immunblot-Detektionspuffer

0,1% Milchpulver [w/v]
99,9% TBS-T
RIPA-SDS

50 mM Tris-HCI

150 mM NacCl

0,2 % Triton-X 100

25 mM EDTA

2% SDS [w/v]

250 mM Tris Base (pH 7,4)
1,5M NaCl

TBS-T

100 ml 10x TBS-Puffer (pH 7,4)
899 ml ddH,0

1 ml Tween-20
RIPA-TX

50 mM Tris-HCI

150 mM NaCl

0,2 % Triton-X 100

25 mM EDTA

2.1.19 Zellkulturmedien

5% Advanced MEF-Medium

MEF-Medium

88% DMEM high glucose
10% FCS

1% NEAA

1% Pyruvat (Na')

2% Advanced MEF-Medium

96%

Advanced DMEM

2%

FCS

1%

NEAA

1%

Pyruvat (Na')

93% Advanced DMEM
5% FCS

1% NEAA

1% Pyruvat (Na')
hESC-Medium

79% Knockout DMEM
20% KOSR

1% NEAA

1T mM L-Glutamin

0,1 mM B-Mercaptoethanol
6 ng/ml bFGF (Life Technologies)
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Reprogrammierungsmedium

N2-Medium

97,5% DMEM/F12 (L-Glutamin)
1% N2 Supplement

0,5% Insulin Stock

1% D-Glucose Stock

Neural Induction Medium (NIM)

100% N2-Medium
1 uM Dorsomorphin
10 ng/ml bFGF (R&D)

Neural Sphere Medium (NSM)

100%

N2-Medium

20 ng/ml

bFGF (R&D)

Neural Expansion Medium (NEM)

100% N2-Medium

1 uM Dorsomorphin
10 ng/ml bFGF (R&D)
0,8 uM Purmorphamin

Neural Growth Medium (NGM)

50% N2-Medium

49% Neurobasal Medium
1% B27 Supplement

1T mM L-Glutamin

79% DMEM/F12 (L-Glutamin)
20% KOSR
1% NEAA
0,1 mM B-Mercaptoethanol
6 ng/ml bFGF (Life Technologies)
EB1-Medium
79% Knockout DMEM
20% KOSR
1% NEAA
1T mM L-Glutamin
EB2-Medium
89% GMEM (Pyruvat)
10% KOSR
1% NEAA
2 mM L-Glutamin
1% N2 Supplement
1 uM Dorsomorphin
5 uM SB431542
It-NES-Medium
99,9% N2-Medium
0,1% B27 Supplement
10 ng/ml bFGF (R&D)
10 ng/ml EGF
im Verlauf der Arbeit wurde zusatzlich addiert:
1 uM SAG
0,5 uM CHIR

Short Differentiation Medium (SDM) basal

SDM Bedingung I.

100% N2-Medium (L-Glutamin)
15 ng/ml BDNF

15 ng/ml GDNF

15 ng/ml IGF-1

10 uM DAPT

10 uM Y-27632

15 uM SB431542

221 uM Asc

100% N2-Medium (GlutaMAX)
15 ng/ml BDNF

15 ng/ml GDNF

15 ng/ml IGF-1

10 uM DAPT

10 uM Y-27632

15 uM SB431542

1 uM SAG

200 nM RA

SDM initial (d0-d2/4)

an d3 wurde 1 yM WNT-C509 fiir d3-d4 addiert

SDM Bedingung II.

100% SDM basal
1 uM SAG
200 nM RA

an d3 wurde 1 yM WNT-C59 fiir d3-d4 addiert

100% N2-Medium (GlutaMAX)
15 ng/ml BDNF

15 ng/ml GDNF

15 ng/ml IGF-1

10 uM DAPT

10 uM Y-27632

15 uM SB431542

221 uM Asc

1 uM SAG

200 nM RA

an d3 wurde 1 yM WNT-C509 flir d3-d4 addiert
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SDM Stimulation (d5-d8)

SDM Bedingung lil.

100% N2-Medium (GlutaMAX)
50 ng/ml BDNF

15 ng/ml GDNF

100 ng/ml | IGF-1

10 uM DAPT

10 uM Y-27632

15 uM SB431542

1uM SAG

200 nM RA

100% N2-Medium (GlutaMAX)
50 ng/ml BDNF

15 ng/ml GDNF

100 ng/ml | IGF-1

10 uM DAPT

10 uM Y-27632

15 uM SB431542

8 mM Methylpyruvat

20 ng/ml IL-4

1 mM dbcAMP

an d3 wurde 1 yM WNT-C509 fiir d3-d4 addiert

Gliales Induktionsmedium (Gl)

SDM Bedingung IV.

90% N2-Medium
10% FCS

30 ng/ml CNTF

45 nM T3

Gliales Proliferationsmedium (GP)

100% N2-Medium (GlutaMAX)
50 ng/ml BDNF

15 ng/ml GDNF

100 ng/ml [ IGF-1

10 uM DAPT

10 uM Y-27632

15 uM SB431542

221 uM Asc

1 uM SAG

200 nM RA

90% N2-Medium
10% FCS

20 ng/ml bFGF (R&D)
20 ng/ml EGF

45 nM T3

an d3 wurde 1 yM WNT-C509 flir d3-d4 addiert

nach P>2 wurden 10 uM Forskolin addiert

Ca?**-Imaging-Puffer (CIP)

Gliales Maturationsmedium (GM)

97,8% Neurobasal Medium
0,2% B27 Supplement
1% NEAA

1% GlutaMAX

10 ng/ml CNTF

Buffered Salt Solution (BSS)

10 mM HEPES (pH 7,2)

146 mM NaCl

4 mM KCl

10 mM D-Glucose

2mM CaCly

fiir Messung ohne CaCl, folgende Anderungen:
147,5 mM | NaCl

5 mM EGTA

0mM CaCl

MEF-Freezing Medium

90%

FCS

10%

DMSO

25 mM Tris-HCI (pH 7,4)
120 mM NaCl

5,4 mM KCI

15 mM D-Glucose

1,8 mM CaCl,

0,8 mM MgCl,

iPS-Freezing Medium

It-NES-Freezing Medium

90%

KOSR

10%

DMSO

65%

KOSR

25%

N2-Medium

10%

DMSO
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2.2 Methoden

2.2.1 Methoden zur Arbeit mit Nukleinsauren

2.2.1.1 Generierung von Transformations-kompetenten E.Coli

Pipetten und Falcon Réhrchen sollten bei -20°C vorgekulhlt und die Arbeiten in einem
4°C-Kuhlraum durchgefuhrt werden.

E.Coli-Bakterien kdnnen uber ein Protokoll von Inoue und Kollegen Transformations-
kompetent gemacht werden (Inoue et al., 1990). Von einer E.Coli-Kolonie wurde eine UN-
Kultur in LB-Medium angeimpft. Von dieser wurden drei Kolben mit 250 SOB-Medium mit je
1 ml, 1,5 ml oder 2 ml der LB-Kultur versehen und bei 18-20°C in 250 ml SOB-Medium ohne
Antibiotika vermehrt bis eine der Kulturen eine ODgy von 0,5 erreichte. Diese Kultur wurde
10 min auf Eis gekuhlt und die Bakterien bei 4000 rpm und 4°C far 10 min pelletiert. Das
Pellet wurde vorsichtig in 80 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert und anschlieRend wieder
bei 4000 rpm und 4°C fur 10 min zentrifugiert. Die Bakterien wurden vorsichtig in 20 ml
eiskaltem TB-Puffer resuspendiert und tropfenweise 1,4 ml DMSO zugegeben. Die
kompetenten Zellen wurden in 100 ul Aliquots in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei

-80°C gelagert.

2.2.1.2 Transformation von kompetenten E.Coli (nach Inoue et al., 1990)

Ein Aliquot der kompetenten E.Coli-Bakterien wurde 10 min auf Eis aufgetaut und
100 ng der Plasmid-DNS hinzupipettiert. Fur die retroviralen Plasmide wurden Stbl3, fir
pMD.2G DH5a verwendet. Durch leichtes Klopfen an das Reaktionsgefall wurde die Lésung
gemischt. Die Bakterien wurden weitere 20 min auf Eis inkubiert. AnschlielRend wurde ein
Hitzeschock fur 30 sec bei 42°C im Wasserbad induziert und die Bakterien fur 2 min auf Eis
gestellt. Nach Zugabe von 900 pl SOC-Medium wurden die Bakterien 1 h bei 37°C auf einem

Thermomixer bei 500 rpm inkubiert.

2.2.1.3 Praparation von Plasmid-DNS aus E. coli

250 ml LB-Medium mit dem der Plasmidresistenz entsprechenden Antibiotikum
wurden mit einem Transformationsansatz angeimpft. Inkubation erfolgte in einem 1 |
Erlenmeyerkolben mit Schikanen UN bei 37°C und 120 rpm. Die Bakterien wurden am
nachsten Tag mittels Zentrifugation geerntet und die DNS lber das NucleoBond® Xtra EF-

Kit nach Angaben des Herstellers aufgereinigt und bei -20°C gelagert.
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2.2.1.4 Praparation von genomischer DNS aus Gewebekulturen

Genomische DNS wurde aus 2-3 Millionen Zellen mit Hilfe des Qiagen DNeasy Blood
& Tissue-Kit nach Anleitung des Herstellers aufgereinigt. Zur Entfernung von RNA-
Kontamination wurde zusatzlich RNase A von Life Technologies verwendet. Lagerung
erfolgte bei 4°C oder -20°C.

2.2.1.5 Praparation von RNA

RNA wurde mittels Saulenaffinitdtschromotographie Gber das RNeasy Blood & Tissue
Kit aufgereinigt. Die eluierte mRNA wurde anschlieRend zur Beseitigung von genomischen
DNS-Kontaminationen mit der RQ1 DNase fir 1 h bei RT inkubiert und die Reaktion

anschliefend wie vom Hersteller angegeben abgestoppt. Die RNA wurde bei -80°C gelagert.

2.2.1.6 Photometrische Quantifizierung von Nukleinsduren

Eine DNA-L6sung kann durch die Bestimmung der OD einer Wellenldange von 260
nm in einem Photometer quantifiziert werden. Eine DNS-Konzentration von 50 pg/ml
entspricht einer OD von 1. Uber den Quotienten OD,o/OD.gy kann die Reinheit der DNA
bestimmt werden, wobei ein Quotient von = 1,8 einer hinreichend reinen DNS-L&sung
entspricht. Eine Erniedrigung des Quotienten zeigt eine Kontamination der DNS durch
Proteine an, da die aromatischen Aminosauren von Proteinen vowiegend Licht der
Wellenlange von 280 nm absorbieren.

RNA-LOsungen hingegen werden bei einer Wellenldnge von 230 nm quantifiziert.
Eine ODy3 von 1 entspricht 40 pg/ml RNA-Konzentration. Durch Bestimmung der ODjgo
kann Uber den Quotienten OD,3,/ODyg0 analog zur DNS die Reinheit der RNA bzw. deren
Kontamination mit Proteinen bestimmt werden. Ein Quotient von 2 1asst auf eine ausreichend
reine RNA-L&sung schlielRen.

Die Messungen wurden mit dem Spektrophotometer Nanodrop ND-1000 ausgefihrt.

2.2.1.7 Synthese von komplementdrer DNS (complementary DNA, cDNA)
1 g RNA wurde Uber die reverse Transkriptase iScript (Bio-Rad) nach Angaben des
Herstellers in cDNS umgeschrieben. Der Reaktionsansatz wurde anschlieRend 1:5 mit

ddH,0 verdunnt und 1 pl je PCR-Reaktion eingesetzt.

2.2.1.8 Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)

Die PCR dient der Amplifikation von doppelstrangiger DNS-Fragmente (Saiki et al.,
1985). Ein typisches PCR-Programm besteht aus drei Schritten: Einem Denaturierungs-,
einem Hybridisierungs- und einem Elongationsschritt. Die DNS-Doppelstrange werden bei

hoher Temperatur (96-98°C) in zwei Einzelstrdnge denaturiert. Im folgenden
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Hybridisierungsschritt hybridisieren zwei kurze synthetische Oligonukleotide (Primer) durch
Abkuhlen zu einer fur sie spezifischen annealing-Temperatur (Tannea) an die Einzelstrange.
Die Primer sind zur Sequenz der Rander des zu synthetisierenden Abschnitts komplementar.
Von den 3’-Enden beider Primer ausgehend wird durch die DNS-Polymerase bei 72°C ein
neues doppelstrangiges Fragment synthetisiert. Als Templat kann sowohl genomische als
auch cDNA aus der RT-Reaktion verwendet werden. Die semi-quantitative RT- und

genomische PCR wurden in einem Triblock T3000 von Biometra durchgefihrt.

semi-quantitaver PCR-Ansatz genomischer PCR-Ansatz

12, 5l PCR-Supermix (2x) 12,5 pl PCR-Mix Alleltest Ataxin-3 (2x)
1l Primermix (fw/rev) 1 pl Primermix (fw/rev)

1 ul cDNS x pl genomische cDNS (80-100 ng)
0,125 ul GoTaq 0,2 ul GoTaq

10,375 yl | ddH.0O mit ddH20 zu 25 pl auffillen
Reaktionszyklus eines PCR-Programms gefahrene Zyklen

1. Denaturieren 98°C 5 min 25 GAPDH

2. Denaturieren 98°C 30 sec 50 Ataxin-3 (genomisch)

3. Hybridisieren T je nach Primer 30 sec 35 alle anderen Reaktionen

4. Elongation 72°C 40 sec

5. Elongation 72°C 5 min

Schritte 2-4 mit x Zyklen

2.2.1.9 Elektrophoretische Auftrennung im Agarosegel

Durch die Agarosegel-Elektrophorese werden DNS-Fragmente ihrer Lange nach
aufgetrennt. Das negativ geladene Zucker-Phosphat-Riickgrat der DNS bewegt sich im
elektrischen Feld mit einer Geschwindigkeit umgekehrt proportional zum Logarithmus des
Molekulargewichtes seines DNA-Fragmentes. Unter kurzwelligem UV-Licht (254 nm) kann
die DNS durch den interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid visualisiert werden. Durch
Auftragung von Langenstandards kann die GroRRe des jeweiligen DNS-Fragmentes bestimmt
werden. Je nach GrofRe und gewlinschter Auftrennung der Fragmente wurden 0,5 — 3 %
[m/v] Agarose durch Aufkochen in 1 x TAE gelést und nach Abkuhlen bis auf
Handtemperatur 1:10.000 Ethidiumbromid (10 mg/ml) hinzugegeben. AnschlieBend wurde
die Lésung zum Ausharten in eine Gelkammer mit Taschenkamm gegossen. Das
ausgehartete Gel wurde in eine Elektrophoresekammer mit 1 x TAE Uberfluhrt und die DNS
aus den PCR-Reaktionen mit 1:10 DNS-Ladepuffer in die Taschen gegeben. Der DNS-
Ladepuffer enthdlt die zwei Farbstoffe Bromphenolblau (dunkelblau) und Xylencyanol
(turkis), die abhangig von der Agarosekonzentration mit definierten Fragmentgroflen co-
migrieren und auf diese Weise einen Anhaltspunkt fir das Fortschreiten des
Auftrennprozesses geben. Der GoTaq Flexi Puffer Green enthédlt zwei andere Farbstoffe
sowie Glycerin, sodass fur das Beladen mit ihm hergestellter PCR-Reaktion kein DNS-

Ladepuffer notwendig war. Die Analyse der Gele erfolgte ber den GelDoc2000.
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2.2.1.10 Quantitative Echtzeit-PCR (quantitative real-time PCR, qRT-PCR)

Alle gqRT-PCR-Ansatze wurden im Triplikat in einem Volumen von 25 pul je Reaktion
im iCycler (Bio-Rad) oder mastercycler realplex (Eppendorf) durchgefuhrt. Die Spezifitat der
verwendeten Primer wurde durch eine Schmelzkurvenanalyse nach Ablauf der Reaktion
vorgenommen. Die Quantifizierung der PCR-Produkte erfolgt Uber eine Fluoreszenzmessung
des mit den PCR-Fragmenten interkalierenden Farbstoffs SYBR-green |. Diese wird wahrend
jeden Zyklus erfasst und nimmt proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu. Nach
Ablauf der Reaktion wurde die Quantifizierung anhand der c-Werte wahrend der
exponentiellen Phase vorgenommen. GAPDH diente hierbei als housekeeping gene, auf das

die anderen Werte normiert wurden. Auswertung erfolgte tber das Excel Makro qgene96.

qRT-PCR-Ansatz

12, 5l gRT-PCR-Supermix (2x)
1yl Primermix (fw/rev)
1l cDNS

0,125 ul GoTaq

10,375yl | ddH20

PCR-Programm iCycler PCR-Programm mastercycler realplex
1. Denaturieren 98°C 5 min 1. Denaturieren 98°C 2 min

2. Denaturieren 98°C 60 sec 2. Denaturieren 98°C 30 sec

3. Hybridisieren 60°C 60 sec 3. Hybridisieren 60°C 30 sec

4. Elongation 72°C 40 sec 4. Elongation 72°C 50 sec

5. Elongation 72°C 5 min 5. Elongation 72°C 10 min

Schritte 2-4 mit 40 Zyklen Schritte 2-4 mit 40 Zyklen

2.2.1.11 Quantitative Expressionsanalyse mittels TLDA-Array

Der Tagman Low-Density (TLDA)-Array stellt im Prinzip eine vorgefertigte,
standardisierte Platform fur die gRT-PCR dar. 2 pg RNA je Probe wurden nach
Herstellerangaben in cDNA umgeschrieben und jede Probe auf einen TLDA-Array durch
Zentrifugation geladen. Reaktion und Quantifizierung erfolgte im ViiA-Cycler (Life
Technologies). Normierung gegen 18S und Auswertung der c-Werte wurde mit dem Excel

Makro qgene96 vorgenommen.

2.2.2 Proteinbiochemie

2.2.2.1 Praparation von Proteinlysaten und Fraktionierung nach Léslichkeit

Fur die Praparation eines Proteinlysates eines Experimentes wurde die Zellen je 1x6-
Well einer 6-Well-Zellkulturplatte bzw. eine 3,5cm-Schale bei Langzeit- und eine 6cm-Schale
bei Kurzzeitkulturen verwendet. Die Zellen wurden dreimal mit eiskaltem BSS gewaschen

und in BSS mit einem Zellschaber abgelést. Nach Uberfiihrung und Pelletierung durch
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Zentrifugation in einem Eppendorfreaktionsgefal® wurde das BSS abgenommen, die Zellen in
flussigem Stickstoff schockgefroren und bis zu weiteren Prozessierung bei -80°C gelagert.
Das Pellet wurde in RIPA-TX supplementiert mit 1:100 Halt Protease Inhibitor
Cocktail auf Eis lysiert, wobei 500 pul flr Langzeit- und in 250 pl fir Kurzzeitkulturen
verwendet wurden. Zur besseren Homogenisierung wurde das Pellet durch eine 0,5x40 mm-
Kanule mit Hilfe einer 1ml-Plastikspritze auf- und abpipettiert. AnschlieRend wurde das Lysat
fir 30 min bei 20.000g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde als Triton-X 100-lésliche
Fraktion abgenommen und bei -80°C gelagert oder fir Immunblotanalyse der Ataxin-3-
Expression verwendet. Das wurde in 150 pyl RIPA-SDS resuspendiert und anschliefiend fir
30 min bei 20.000g und 20°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde als SDS-lésliche Fraktion
abgenommen, in ein neues Eppendorfreaktionsgefall tberfihrt und bei -80°C gelagert. Das
verbliebene Pellet wurde in 50 yl 100% Ameisensaure (formic acid, FA) aufgeldst und bei RT
fir 16 h inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Ameisensaure in einem Vakuum-
Konzentrator bei 30°C fir 30-50 min abgedampft. Das Pellet wurde in 50 yl 1x Laemmli-

Puffer aufgenommen und der pH-Wert durch Zugabe von 2 M Tris Base-LOsung neutralisiert.

2.2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration (nach Smith et al., 1985)

Die Proteinkonzentration der Triton-X 100-l6slichen Fraktion wurde tber das BCA
Protein Assay Reagent-Kit nach Angaben des Herstellers bestimmt. Der Nachweis basiert
hierbei auf einer Reduktion von zweifach geladenen Cu-lonen zu einfach geladen Cu-lonen
durch die Proteine in einem quantitativem Verhaltnis und der Bindung der einfach geladenen
Cu-lonen an Bicinchoninsaure. Diese Bindung verursacht einen Farbumschlag, der

photometrisch bei 562 nm gemessen werden kann.

2.2.2.3 Herstellung von SDS-Gelen

Zur Herstellung von SDS-Gelen wurde Rotiphorese Gel 30 (37,5:1) und als
Gelsystem das Protean Il Mini Gel System verwendet. Zuerst wurde SDS-PAGE-Trenngel
10% gegossen und vor der Polymerisation zur Entstehung einer nivellierten Oberflache mit
Isopronal Uberschichtet. Nach Polymerisation wurde das Isopropanol entfernt und das SDS-
PAGE-Sammelgel 4% uUber das Trenngel gegossen und ein Kamm eingesetzt. Unter
feuchter Atmosphare wurden die Gele bis maximal zwei Wochen bei 4°C bis zur
Verwendung gelagert. Alternativ wurden vorgefertigte SDS-Gele des NUPAGE-Systems (Life

Technologies) nach Angaben des Herstellers verwendet.
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2.2.2.4 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE erlaubt die Auftrennung von Proteinen nach ihrer Grofie. Dieser
Prozess wird durch die Eigenschaft von SDS als starkem anionischen Detergens ermdglicht,
welches die Sekundar- und Tertiarstruktur der Proteine auflést und gleichzeitig die
Eigenladung der Proteine maskiert und sie ihrer GréRe nach negativ 1adt (1,4 g SDS/1 g
Protein). Disulfidbriicken werden durch das Reduktionsmittel -Mercaptoethanol aufgeldst.
Die Auftrennung erfolgte mit der diskontinuierlichen Gelelektrophorese nach Laemmli, 1970.
Hierbei wird eine Aggregation der Proteine beim Eintritt in das Gel durch Verwendung eines
grobporigem Sammelgels, das zusatzlich zur Konzentrierung der Proteine durch Stapellauf
zwischen Leit- (CI') und Folgion (Glycin) dient, verhindert. Das engporige Trenngel trennt die
Proteine nach ihrer Molekularmasse auf. Durch den basischen pH-Wert von 8,8 im Trenngel
wird das Glycin negativ geladen und verliert seinen bremsenden Effekt. Die Kombination der
unterschiedlichen Vernutzungsgrade zwischen Sammel- und Trenngel sowie die
Konzentrierung Uber Glycin erlauben eine besonders scharfe Proteinauftrennung.

Vor Beladung wurde das SDS-Gel mit 1x SDS-PAGE-Laufpuffer Gberschichtet. Die
Proben wurden in final 1x Laemmli-Puffer 5 min bei 95°C erhitzt und anschlieend
zentrifugiert. Zusammen mit den Proben wurde eine Tasche mit Novex Sharp Pre-Stained
Protein Standard geladen. Von der SDS-Fraktion wurden 20 pg Protein in final 50 pl 1x
Laemmli-Puffer, von der SDS-I6slichen Fraktion 37,5 pl in final 1x Laemmli-Puffer und von
der SDS-unléslichen FA-Fraktion die gesamten 50 ul geladen. Die Auftrennung erfolgte bei
50-200 V fur 45 min bis 3 h. Fur die langere Laufzeit wurde die Gelkammer auf Eis gestellt.

2.2.2.5 Immunblot (wet) (nach Towbin et al., 1979)

Der Immunblot (auch als Western Blot bezeichnet) ist eine chromatographische oder
elektrophoretische Ubertragung von Proteinen aus einer SDS-PAGE auf eine Membran
(Nitrozellulose oder PVDF) zur anschlieRenden Detektion mit spezifischen Antikérpern und
Nachweis Uber radiometrische oder chemilumineszente Verfahren. In der
elektrophoretischen Ubertragung wandern die durch das SDS mit negativer Ladung
maskierten Proteine dabei im elektrischen Feld zur Anode und binden an die Membran.

Hierzu wurde zuerst das SDS-Gel aus der SDS-PAGE 10 min in 1x Immunblot-
Transferpuffer inkubiert. Vier Lagen Whatmanpapier, zwei saugfahige Schwamme und die
Membran wurden in Immunblot-Transferpuffer angefeuchtet. Bei Verwendung einer PVDF-
Membran wurde diese zuvor fiir 30-60 sec in Methanol aktiviert. Der Aufbau zur Ubertragung
der Proteine ausgehend von der Kathode ausgehend war wie folgt: zuunterst ein saugfahiger
Schwamm, zwei Lagen Whatmanpapier, das SDS-Gel, die Membran, zwei Lagen
Whatmanpapier und ein saugfahiger Schwamm. Es wurde darauf geachtet, dass keine

Luftblasen mit dem Transfer interferieren konnten. Der Aufbau wurde in eine bis zum Rand
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mit Immunblot-Transferpuffer (wet) gefullte Kammer gegeben, die mit Eis gekuhlt wurde. Die
elektrische Stromstarke wurde mit 400 mA fir 1 h angelegt.

Nach Transfer wurde die Membran in ein 50 ml-Falcon-Réhrchen Uberfuhrt und 5 min
in TBS-T unter Rotation, bei der alle Schritte abliefen, gewaschen. Zur Vermeidung von
unspezifischen Antikdrperreaktionen wurde die Membran 1 h bei RT oder UN bei 4°C in
Immunblot-Blockierungspuffer inkubiert. Anschliefend wurde die Membran zweimal mit 10
ml TBS-T fur 5 min gewaschen und der primare Antikdrper gemal seiner Verdinnung in 3
ml Immunblot-Detektionspuffer fiir 2 h bei RT oder UN bei 4°C in das Réhrchen gegeben.
Nach Inkubation wurde die Membran dreimal 5 min mit 10 ml TBS-T gewaschen. Der zum
Primarantikkérper korrespondierende Sekundarantikérper wurde seiner Verdinnung
entsprechend in 3 ml TBS-T ins Réhrchen gegeben und 1 h bei RT inkubiert. Die Membran
wurde danach dreimal 5 min mit 10 ml TBS-T und anschlieBend mit 5 min mit 20 ml ddH,O
gewaschen. Die  Peroxidaseaktivitit des  Sekundarantikdrpers  wurde  durch
Chemilumineszenz Uber das SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate unter
Detektion mittels des ChemiDoc XRS Systems aufgenommen. Die Bilder wurden mit

Quantity One als TIF-Dateien gespeichert.

2.2.3 Zellkultur

2.2.3.1 Beschichtungen

Gelatine
Fir eine Gelatinebeschichtung von Zellkulturschalen und —flaschen wurden diese fir 10-20
min mit 0,1%iger Gelatine-Lésung bei 37°C inkubiert. Die Gelatine wurde direkt vor

Plattierung der Zellen abgenommen.

Matrigel
Das Matrigel wurde auf Eis 6 h bis UN aufgetaut und mit bei -20°C vorgekiihlten Pipetten in
eiskaltem Knockout DMEM 1:20-30 verdunnt. Zellkulturschalen wurden mit der
Matrigellésung Uberschichtet und mind. 2 h bei 4°C inkubiert. Vor Gebrauch wurde die
Matrigelldsung abgenommen. Fir langere Lagerung bei 4°C wurden die Schalen mit

Parafilm abgedichtet.

Poly-D-Lysin (PDL)
Fir eine PDL-Beschichtung wurden die Zellkulturschalen mit 1x PDL-L&sung fur 1 h bei 37°C
inkubiert. Das PDL wurde abgenommen und die Schalen einmal mit PBS gewaschen, bevor

Zellen darauf ausgesat wurden.
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Poly-L-Ornithin (PO)
Die Zellkulturschalen wurden mit PO-L&sung Uberschichtet und mind. 1 h bis 24 h bei 37°C
inkubiert. Bevor eine folgende Beschichtung durchgeflhrt wurde, wurden die Schalen mind.

zweimal mit PBS gewaschen.

PO/Fibronektin (PO/Fn)
Die Fibronektin-Stockldsung wurde 1:250 in PBS verdinnt (= 4 pg/ml) und zuvor PO-
beschichtete Schalen damit fiir mind. 4 h bei 37°C oder UN bei 4°C (iberschichtet. Fiir UN
und langere Lagerung bei 4°C (max. 7 Tage) wurden die Schalen mit Parafilm abgedichtet.

Vor Gebrauch wurde die L6sung abgenommen.

PO/Laminin (PO/Ln)
Fir die Kultur von It-NES-Zellen wurde die Laminin-Stocklésung 1:667 (= 1,5 pg/ml), 1:250
(4 pg/ml) fir das Plattieren von Neurospharen und fiir die Kultur von Neuronen 1:100 (= 10
pg/ml) in PBS verdiinnt und zuvor PO-beschichtete Schalen damit fir mind. 2 h bei 37°C
oder UN bei 4°C Uberschichtet. Fiir UN und langere Lagerung bei 4°C (max. 7 Tage) wurden

die Schalen mit Parafilm abgedichtet. Vor Gebrauch wurde die Ldsung abgenommen.

2.2.3.2 Inkulturnahme von adulten humanen Fibroblasten

Die Biopsie fur die Inkulturnahme von adulten humanen Fibroblasten wurde an der
Klinik und Poliklinik fur Dermatologie und Allergologie des Universitatsklinikums Bonn unter
Leitung von Herrn Prof. Dr. Tuting vorgenommen. Die Hautstanzen wurden unter einer
Horizontalsterilwerkbank mit einem Skalpell zerkleinert und auf einem mit Gelatine
beschichteten 6-Well einer 6-Well-Platte in MEF-Medium, welches zusatzlich 20 ng/ml bFGF
und 20 ng/ml EGF sowie 1:100 Pen/Strep enthielt, ausgesat. Um eine bessere Adharenz zu
gewahrleisten, wurden die Gewebestucke mit einem Deckgldschen an den Boden gedruckt.
Das Medium wurde alle 2-3 Tage gewechselt bis die auswachsenden Fibroblasten das 6-
Well konfluent bedeckten. Das 6-Well wurde zweimal mit PBS gewaschen und mit 1x
Trypsin-EDTA fir 5 min bei 37°C inkubiert. Die Trypsinierung wurde 1:1 mit MEF-Medium
gestoppt, die Zellen abgespdlt und bei 1000 rpm fir 5 min zentrifugiert. Das Medium wurde
abgenommen und die Zellen in frischem MEF-Medium auf einer mit Gelatine-beschichteten
T75-Zellkulturflasche ausgesat. Danach erfolgte eine Kultivierung nach

Standardfibroblastkulturprotokoll (s.u.).

2.2.3.3 Kultivierung von adulten humanen Fibroblasten, PlatA- und Phoenix-GP-Zellen
Abgesehen von wenigen Details ahnelt sich die Kultur von adulten humanen
Fibroblasten (im Folgenden kurz als Fibroblasten bezeichnet), Plat-A- und Phoenix-GP-

Zellen, weswegen sie hier zusammen beschrieben wird. Alle Zellen wurden auf
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Zellkulturflaschen in MEF-Medium kultiviert, wobei diese fir Plat-A- und Phoenix-GP-Zellen
zur besseren Adharenz vorher mit Gelatine beschichtet wurden. Bei 80-90% Konfluenz
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit 1x Trypsin-EDTA fir 5 min bei 37°C
inkubiert. Die Trypsinisierung wurde durch Zugabe von MEF-Medium im Verhaltnis 1:1
abgestoppt und die Zellen bei 1000 rpm fir 5 min pelletiert. Das Pellet wurde in frischem
MEF-Medium resuspendiert und Zellen im Verhaltnis 1:2 bis 1:4 auf neuen Zellkulturflaschen

ausgesat.

2.2.3.4 Einfrieren und Auftauen von Fibroblasten, Plat-A- und Phoenix-GP-Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen einer konfluenten Zellkulturschale wie unter 2.2.3.3
beschrieben trypsinisiert und zentrifugiert. Das Pellet wurde danach in 1 ml pro angedachtem
1,8ml-Einfrierréhrchen-Aliquot eiskaltem MEF-Freezing Medium resuspendiert und in
Einfrierbehaltern bei -80°C UN weggefroren. Die Menge der aliquotierten Einfrierréhrchen
und damit das Volumen des MEF-Freezing Mediums bestimmt sich aus der Menge der
weggefrorenen Zellen (Verhaltnis 1:2 bis 1:3). Am nachsten Tag wurden die Zellen in
flissigen Stickstoff Gberflhrt.

Zum Auftauen wurden die Einfrierrohrchen in einem Wasserbad bei 37°C erwarmt,
bis nur noch ein kleiner Eisklumpen vorhanden war, unverziglich in 5 ml vorgewarmtes
MEF-Medium Uberfuhrt und bei 1000 rpm 5 min zentrifugiert. Die Zellen wurden

anschliefend in MEF-Medium resuspendiert und auf einer Zellkulturschale ausgesat.

2.2.3.5 Zahlen von Zellen

30 p | einer Zellsuspension wurden mit 30 p| der Trypan Blau-Losung gemischt.
Lebende Zellen nehmen kein Trypan Blau auf, wohingegen tote Zellen durch Verlust ihrer
Zellmembranintegritdt den Farbstoff aufnehmen. Durch diesen Effekt erscheinen lebende
Zellen unter dem Lichtmikroskop mit einem hellen Kontrast, tote Zellen hingegen blau.
Ungefahr 20 pl der Mischung wurden auf eine mit einem Deckglas versehene Fuchs-
Rosenthal-Kammer gegeben und die Mischung durch die Kapillarkrafte hineingezogen. Eine
Fuchs-Rosenthal-Kammer besteht aus 16 groflen Quadratfeldern, die wiederum aus 16
kleinen Quadratfeldern bestehen. Es wurden die lebenden Zellen in drei bis vier grof3en
Quadratfeldern ausgezahlt und durch die Anzahl der gezahlten Felder geteilt. Die Zellzahl

berechnet sich daraus wie folgt:

Zellen/ml = Durchschnitt der gezahlten Quadratfelder x Verdiinnungsfaktor x 10*

Gesamtzellzahl = Zellen/ml x Gesamtvolumen der gemessenen Zellsuspension
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2.2.3.6 Retrovirusproduktion in Phoenix-GP-Zellen

Einen Tag vor der Transfektion wurden 7x10° Phoenix-GP-Zellen pro PDL-
beschichterer 10cm-Zellkulturschale ausgesat. Am nachsten Morgen wurde das Medium zu
2% Advanced MEF-Medium gewechselt. Zwei Stunden spater wurden die Zellen mit
FuGENE HD transfection reagent transfiziert. Hierzu wurden 2,37 ug der retroviralen und 7,4
Hg der Hillprotein-Plasmid-DNS in 500 ul Opti-MEM vorgelegt und 30 pl FUGENE HD
hinzugetropft. Nach starkem Mischen wurde der Transfektionsansatz 15 min bei RT
inkubiert. Wahrendessen wurde das Medium der Zellen mit Chloroquin zu einer finalen
Konzentration von 25 uM supplementiert. Der Transfektionsansatz wurde tropfenweise auf
die Zellen gegeben und diese in einen Inkubator des S2-Bereichs Uberfuhrt. Nach 5 h wurde
das Medium zu 5% Advanced MEF-Medium und 24 h spater zu frischem Medium
gewechselt. 30 h nach der Transfektion wurde der Uberstand abgenommen und frisches
Medium auf die Zellen gegeben. Der Uberstand mit den viralen Partikeln wurde fiir 5 min bei
4500g zentrifugiert, durch einen 0,45y mFilter filtriert und in Ultrazentrifugenréhrchen
Uberfuhrt. Diese wurden ausbalanciert und in einer Ultrazentrifuge bei 500009 fur 1 %2 h
zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch Umdrehen der Rohrchen abgeschiittet und die
verbleibende Flussigkeit abgenommen, wobei die Réhrchen mit ihrer Unterseite nach oben
gerichtet blieben. Die Roéhrchen wurden in ihre normale Orientierung zurickgebracht,
zweifach mit Parafilm versiegelt, kurz gevortext und fir 1-2 h bei 4°C inkubiert. Das
Viruspellet wurde in der verbliebenen FlUssigkeit resuspendiert, in ein 1,5ml-
Eppendorfreaktionsgefal® tUberfuhrt und flir 10 min bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert um
verbleibenden Zelldebris zu entfernen. Der Uberstand wurde in ein frisches Reaktionsgefal
Uberfuhrt und mit MEF-Medium flr das fur die Infektion bendtigte Volumen aufgefllt, wobei
zusatzlich Polybren zu einer finalen Konzentration von 4 pg/ml hinzugegeben wurde. Der
Infektionsmix wurde kurz gevortext, heruntergefugt und direkt zur Infektion verwendet. Die
Virusernte und Konzentration wurde am nachsten Tag flr eine zweite Infektion der Zielzellen

wiederholt.

2.2.3.7 Retrovirusproduktion in Plat-A-Zellen

Einen Tag vor der Transfektion wurden 7x10° Plat-A-Zellen pro PDL-beschichterer
10cm-Zellkulturschale in MEF-Medium ausgesat. Vor der Transfektion wurde das MEF-
Medium durch 5 ml vorgewdrmtes 5% Advanced MEF-Medium ersetzt. Der
Transfektionsansatz bestand aus 500 pyl Opti-MEM, in das 37 ug retroviraler und 7,4 ug
Hullprotein-Plasmid-DNS verdinnt und 133 pl FUGENE HD tropfenweise dazugegeben
wurden. Der Ansatz wurde grindlich gemischt und fur 15 min bei RT inkubiert. Wahrend der
Inkubation wurde Chloroquin zu einer finalen Konzentration von 25y M zum Medium

hinzugegeben. Nachdem der Transfektionsansatz tropfenweise auf die Zellen gegeben
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wurde, wurden diese in einen Inkubator im S2-Bereich Uberfuhrt. Funf Stunden nach
Transfektion wurde das Medium durch 13 ml 5% Advanced MEF-Medium ersetzt. Am
nachsten Morgen wurde das Medium zu 7,5ml Advanced MEF-Medium gewechselt. 24 und
48 h spater wurde jeweils der Uberstand gesammelt und frisches Medium auf die Zellen
gegeben. Der virale Uberstand wurde durch einen 0,45um-Filter filtriert und mit 10 ng/ml
bFGF und 6 pg/ml Polybren supplementiert. 1 ml jedes der Uberstande der vier viralen
Reprogrammierungsfaktoren wurde zu einem 6-Well mit zu reprogrammierenden
Fibroblasten gegeben. Die 6-Well-Platte wurde mit Parafilm versiegelt und bei 750g fur 45
min bei 32°C zentrifugiert. Der Virusiiberstand wurde weiter UN inkubiert und am nachsten
Tag durch MEF-Medium mit 20 ng/ml bFGF ersetzt. Die Virusernte und Infektion wurde ein

zweites Mal fur dieselben Zielzellen wiederholt.

2.2.3.8 Infektion der zu reprogrammierenden Fibroblasten

Far die Reprogrammierungsansatze fur von mit Phoenix-GP-Zellen produziertem
Virus wurden 4x10* Fibroblasten in einem 12-Well einer 12-Well-Platte in MEF-Medium,
supplementiert mit 20 ng/ml bFGF, 221 yM Asc und 0,1 mM B-Mercaptoethanol, ausgesat.
Nach 6-8 h wurde das Medium entfernt und 350 p | Infektionsmix mit allen vier
Reprogrammierungsfaktoren, supplementiert mit 4 pg/ml Polybren und 20 ng/ml bFGF, auf
die Zellen gegeben. Am nachsten Morgen wurde die Prozedur wiederholt.

Bei Retrovirus, der von Plat-A-Zellen produziert wurde, wurden 8x10* Fibroblasten
pro 6-Well einer 6-Well-Platte in MEF-Medium mit 20 ng/ml bFGF ausgesat. Am nachsten
Tag wurde das Medium entfernt und Virusiberstand, supplementiert mit 20 ng/ml bFGF und
5 pg/ml Polybren bei 750g fur 45 min auf die Zellen zentrifugiert. Am darauffolgenden Tag
wurde der virale Uberstand abgenommen und durch frisches Medium ersetzt. Die zweite

Infektion wurde 6-7 h nach dem Medienwechsel vorgenommen.

2.2.3.9 Induktion der Pluripotenz und Isolation primarer iPS-Zellkolonien

Die infizierten Fibroblasten wurden nach der ersten Infektion in MEF-Medium
supplementiert mit 20 ng/ml bFGF, 221 yM Asc und 0,1 mM B-Mercaptoethanol kultiviert.
Das Medium wurde jeden zweiten Tag gewechselt. Sobald die infizierten Fibroblasten nach
5-6 Tagen ca. 90% Konfluenz erreichten, wurden sie trypsinisiert und auf zwei bis drei mit
Feedern beschichteten 10cm-Schalen im gleichen Medium ausgesat. Sieben Tage nach
Infektion wurde das Medium zu Reprogrammierungsmedium gewechselt, welches taglich
erneuert wurde. Alle 5-7 Tage wurde 1/5 der urspringlich ausgesaten Feeder neu auf die
Platten gegeben.

Sich bildende iPS-Zellkolonien konnten durch ihre charakteristische Morphologie ab
ca. Tag 20 nach Infektion identifiziert werden. In der Regel wurden sie von Tag 22 ab

mechanisch isoliert. Hierzu wurde die zu isolierende iPS-Zellkolonie mit einer 100ul-
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Eppendorfpipette vorsichtig von der Platte geldst, aufgenommen, in einem 96-Well durch
heftiges Auf- und Abpipettieren zerkleinert und in einem mit Feedern beschichteten 12-Well
in Reprogrammierungsmedium mit 10 yM Y-26732 ausgesat. Am nachsten Tag wurde das

Medium zu hESC-Medium gewechselt und die Zellen nach hESC-Protokoll weiterkultiviert.

2.2.3.10 Aussaat von mitotisch inaktivierten MEF-Zellen (Feedern)

Einfrierrdhrchen mit 3x10° murinen embryonalen Fibroblasten (MEF), die fiir die Co-
Kultur von humanen pluripotenten Stammzellen als Futterzellen (kurz: Feeder) bendétigt
werden, wurden im Wasserbad bei 37°C aufgetaut bis nur ein kleiner Eisklumpen zu sehen
war. Anschlielend wurden die Zellen unverziglich in 9 ml MEF-Medium uberfuhrt und fir 5
min bei 1000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen auf Gelatine-

beschichteten Zellkulturformaten in einer Dichte von 3-4x10%/cm? ausgesét.

2.2.3.11 Kultivierung humaner pluripotenter Stammzellen (Thomson et al., 1998)

hES- und hiPS-Zellen wurden in hESC-Medium auf mit Feedern-beschichteten
Zellkulturplatten kultiviert. Alle drei bis vier Tage wurden die Kolonien durch Inkubation mit
Collagenase bei 37°C fur 45-60 min von den Feedern abgel6st. Die abgeldsten Kolonien
wurden mit hLESC-Medium abgespult und bei 800 rpm fir 3 min zentrifugiert. Nach Abnahme
des Uberstandes wurden die Kolonien mechanisch durch eine 1000ul-Eppendorfpipette in 1
ml hESC-Medium zerkleinert bis kleine Aggregate zuriickblieben. Die Aggregate wurden
danach in einem Verhaltnis von 1:2 bis 1:5 zum Ursprungsformat auf Feeder-beschichtete

Platten ausgesat.

2.2.3.12 Einfrieren und Auftauen humaner pluripotenter Stammzellen

Far das Einfrieren wurden die Zellen fur 10-15 min bei 37°C mit Alfazym inkubiert und
die sich abldsenden Einzelzellen und kleinen Aggregate mit hESC-Medium abgespult. Nach
Zentrifugation bei 1000 rpm fiir 5 min wurde der Uberstand abgenommen, die Zellen in je 1
ml eiskaltem hESC-Freezing Medium pro angedachtem Einfrierréhrchen resuspendiert und
in die Einfrierrbhrchen aliquotiert. Diese wurden unverziglich in Einfrierbehaltern bei -80°C
weggefroren. Am nachsten Tag wurden die Einfrierrdhrchen in flissigen Stickstoff
umgelagert.

Zum Auftauen wurde das Einfrierrdhrchen im Wasserbad bei 37°C erwarmt, bis nur
ein kleiner Eisklumpen zuriickblieb. Die Zellen wurden sofort in 9 ml vorgewarmten hESC-
Medium verdiinnt und bei 1000 rpm fiir 5 min pelletiert. Das Zellpellet wurde entsprechend
der weggefrorenen Zellmenge in hESC-Medium resuspendiert und auf das passende Format
Feeder-beschichteter Platten ausgesat. Das hESC-Medium zur Aussaat wurde mit 10 pM Y-
27632 supplementiert. Am nachsten Tag wurde das Medium zu unsupplementiertem hESC-

Medium gewechselt.
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2.2.3.13 Spontane in vitro-Differenzierung von iPS-Zellen

Die iPS-Zellen wurden mittels Collagenase als Kolonien von den Feedern abgeldst
und bei 800 rpm fur 3 min zentrifugiert. Die pelletierten Kolonien wurden in EB1-Medium
ohne mechanische Zerkleinerung auf Petrischalen transferiert, um die Differenzierung in
embryoid bodies (EBs) in der Suspensionskultur zu induzieren. Das Medium wurde durch
Pelletierung der EBs bei 800 rpm fiir 3 min und anschlieRendes Resuspendieren in EB1 und
ZurUckfuhrung auf die Petrischale an jedem zweiten Tag gewechselt. Finf Tage nach
Ablésen der Kolonien wurden die EBs in N2-Medium supplementiert mit 5% FCS auf PO/Fn
ausplattiert. Am nachsten Tag wurde das Medium zu N2-Medium mit 10 ng/ml bFGF
gewechselt und jeden Tag erneuert. Abhangig von der Konfluenz wurden die Kulturen 4-7

Tage nach Plattieren fir die Immunfluoreszenzanalyse fixiert.

2.2.3.14 Teratom-Assay: in vivo-Differenzierung der iPS-Zellen

Die Zellen wurden 1 h in hESC-Medium mit 10 yuM Y-27632 inkubiert und darauf wie
zur in vitro-Differenzierung abgelést und zentrifugiert. Die Zellen einer gesamten 6-Well-
Platte wurden in 1,5 ml PBS resuspendiert. Mannliche immundefiziente SCID/beige-Mause
wurden anasthesiert und iPS-Zellen in einem Gesamtvolumen von 10yl in die Testes
injiziert. Die Analyse der Teratome erfolgte 6-8 Wochen nach Transplantation. Operation,
Transplantation und Isolierung des Teratoms wurden von Anke Leinhaas durchgefiihrt. Die
isolierten Teratome wurden in PFA fixiert und in Kooperation mit dem Institut fir

Neuropathologie des Universitatsklinikums Bonn geschnitten und gefarbt.

2.2.3.15 Modifiziertes Protokoll zur Generierung von It-NES-Zellen

Das urspriingliche Protokoll zur Generierung der long term-neuroepithilial stem cells
(t-NES cells, It-NES-Zellen) wurde in der Publikation Koch et al., 2009 en detail beschrieben.
In dieser Arbeit wurde ein im Folgenden aufgefiihrtes, modifiziertes Protokoll verwendet.

Die iPS-Zellen wurden mit Collagenase als Kolonien abgelést und pelletiert.
AnschlielRend wurden sie fur funf Tage auf Petri-Schalen als EBs in EB2-Medium kultiviert,
und das Medium wahrend dieser Zeit zweimal gewechselt. An Tag 6 wurden die Zellen auf
PO/Fn-beschichteten  6cm-Zellkulturschalen in Neural Induction Medium (NIM)
supplementiert mit 4 ug/ml Fibronektin ausplattiert und bei taglichem Medienwechsel in NIM
fir sieben Tage kultiviert. Danach wurden die neuralen Rosetten durch Inkubation mit
Dispase fur 5-10 min bei 37°C herausgeldst, wobei das Herausldsen durch leichtes Antippen
der Schalen forciert wurde. Die neuralen Rosetten wurden mit N2-Medium abgespdilt und bei
800 rpm fir 3 min pelletiert. Das Pellet wurde in Neural Sphere Medium (NSM) resuspendiert
und die neuralen Rosetten auf 6cm-Petri-Schalen gegeben. Die Zellen wurden am nachsten
Tag erneut pelletiert und in NSM auf frische 6cm-Petri-Schalen Uberfiihrt. Bei vermehrtem

Zelltod wurde vor der Pelletierung 1:100 DNase in die Schalen hinzupipettiert. Am folgenden
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Tag wurden die Neurospharen auf PO/Ln-beschichteten 6cm-Schalen in Neural Expansion
Medium (NEM) supplementiert mit 4 pg/ml Laminin ausplattiert und bei taglichem
Medienwechsel fur sieben Tage in NEM kultiviert. Die Zellen wurden anschliefend durch
Inkubation mit Trypsin-EDTA mit 10 ug/ml DNase fir 10 min bei 37°C abgeldst und das
Trypsin durch Zugabe von Trypsin-Inhibitor im Verhaltnis 1:1 inaktiviert. Durch Abspulen mit
[t--NES-Medium wurden die Zellen in ein 15ml-Falcon-Réhrchen tberfihrt und bei 1200 rpm
fur 3 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in 3 ml It-NES-
Medium mit 10 ug/ml DNase mechanisch mit einer 1000pl-Eppendorfpipette zerkleinert bis
eine homogene Suspension entstand. Es wurden weitere 7 ml [-NES-Medium
hinzugegeben, die Suspension durch Auf- und Abpipettieren homogenisiert und ein Aliquot
zur Bestimmung der Zellzahl abgenommen. Wahrend die Zellzahl bestimmt wurde, wurden
die Zellen bei 1200 rpm fiir 3 min zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurde |t-
NES-Medium zum Erreichen einer Zelldichte von 5x10%/ml hinzugegeben, wobei das Pellet
zuvor mit 1 ml [t-NES-Medium und einer 1000ul-Eppendorfpipette resuspendiert wurde. 1ml
der Zellsuspension wurde auf einem mit PO/Ln-beschichteten 6-Well, das zuvor mit 0,5 ml It-
NES-Medium Uberschichtet wurde, ausgesat. Am nachsten Tag wurden 0,5 ml/6-Well It-
NES-Medium mit zusatzlichen 15 ng/ml bFGF, 15 ng/ml EGF und 1,5 pl B27 hinzupipettiert.
Abhangig von der Zelldichte wurden die Zellen gemal der Standard-It-NES-Kultivierung

weiterkultiviert.

2.2.3.16 Kultivierung von It-NES-Zellen

Die It-NES-Zellen wurden alle zwei bis drei Tage in einem Verhaltnis 1:2 bis 1:3
passagiert. Hierzu wurden die Zellen 3-5 min bei 37°C mit Trypsin-EDTA vereinzelt, die
Reaktion mit Trypsin-Inhibitor im Verhaltnis 1:1 abgestoppt und die Zellen mit N2-Medium
abgesplilt. Nach Pelletierung bei 1200 rpm fir 3 min wurde der Uberstand abgenommen und
die Zellen in It-NES-Medium auf PO/Ln-beschichteten Zellkulturschalen ausgesat. Das
Medium wurde, abhangig von der Dichte der Zellen, taglich voll, halb oder gar nicht
gewechselt, sondern nur die Faktoren bFGF, EGF und B27 erneuert. Nach der
routinemafigen Zugabe von 0,5 yM CHIR99021 und 1 yM SAG zum It-NES-Medium wurde

dazu Ubergegangen das Medium taglich zu wechsein.

2.2.3.17 Einfrieren und Auftauen von It-NES-Zellen

Zum Einfrieren von It-NES-Zellen wurden diese wie zur Passagierung behandelt und
nach der Zentrifugation und Abnahme des Uberstandes in eiskaltem It-NES-Freezing
Medium in Einfrierdhrchen uberfihrt. Die Anzahl der 1 ml-Aliquots fir jeweils ein
Einfrierrdhrchen bestimmte sich aus dem Verhaltnis zur Passagierung. Bei einem Split-
Verhaltnis von 1:2 wurden zwei Aliquots weggefroren. Die Aliquots wurden unverziglich in

Einfrierbehalter bei -80°C Uberfuhrt und am nachsten Tag in flissigem Stickstoff gelagert.
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Zum Auftauen wurde ein Einfrierrdhrchen mit [t-NES-Zellen im Wasserbad bei 37°C
erwarmt bis nur noch ein kleiner Eisklumpen verblieb und die Zellen sofort in 4 ml It-NES-
Medium udberfuhrt. Nach Zentrifugation wurden die Zellen zuerst in 1 ml [t-NES-Medium
durch eine 1000pl-Eppendorfpipette resuspendiert und anschlielend das fir die Aussaat
korrespondierende Mediumvolumen hinzugegeben. Danach wurden die Zellen auf PO/Ln-

beschichteten Zellkulturplatten ausgesat.

2.2.3.18 Neuronale Langzeitkulturen von It-NES-Zellen

Far die neuronale Differenzierung und Langzeitkultivierung von It--NES-Zellen wurden
diese wie fiir die Passagierung behandelt, ausgezahlt und in einer Dichte von 6x10°%6-Well
bzw. 3,5cm-Schale in It-NES-Medium ausgesat. Das Medium wurde am nachsten Tag zu
Neural Growth Medium (NGM) gewechselt und alle 2-3 Tage erneuert. Das NGM wurde zum
Medienwechsel im Inkubator bei 37°C und 6% CO, vorequilibriert um einen alkalischen und

Temperaturschock flir die Zellen zu vermeiden.

2.2.3.19 Glutamatstimulation von neuronalen Langzeitkulturen

Neuronale Langzeitkulturen wurden fir mindestens vier Wochen differenziert, bevor
sie mit Glutamat behandelt wurden. Fir den Glutamatstimulus wurden die Kulturen mit im
Wasserbad bei 37°C vorgewarmten BSS zweimal gewaschen. AnschlieRend wurden 100 yM
Glutamat final in BSS fiir 30 min bei 37°C auf die Zellen gegeben. Nach dieser Zeit wurde
das BSS abgenommen und durch vorequilibriertes NGM ersetzt. Nach einer Ruhezeit von 30
min wurde die Stimulation exakt wie beim ersten Stimulus wiederholt und nach 30 min
Inkubation bei 37°C erneut zu NGM gewechselt. Die Proteinlysate der Zellen fir die
Fraktionierung und Bestimmung der SDS-unléslichen Aggregate wurden mindestens 16 h
bis maximal 24 h nach dem zweiten Stimulus prapariert.

Fur die Experimente mit Inhibitoren gilt, dass diese immer 30 min vor dem ersten
Stimulus appliziert wurden und wahrend der gesamten Stimulationsprozedur prasent blieben.

Beim letzten Medienwechsel zu NGM wurden die Inhibitoren nicht weiter dazugegeben.

2.2.3.20 Induktion neuronaler Kurzzeitkulturen aus It-NES-Zellen

Fir die Induktion von neuronalen Kurzzeitkulturen aus It-NES-Zellen wurden die
Zellen aquivalent wie fir die Langzeitkulturen ausgesat, nur dass neben Matrigel-
beschichteten Zellkulturschalen in einigen Experimenten PO/Ln-beschichtete Schalen
verwendet wurden. Am Tag nach der Aussaat wurde das Medium von I[t-NES-Medium zu
SDM initial fur 2-4 Tage gewechselt. Bei einer Kultivierung fur vier Tage im SDM initial wurde
an d2 final 1 yM WNTC59 bis zum Medienwechsel an d4 hinzugegeben. Das Medium wurde

bis auf d3 taglich erneuert.
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2.2.3.21 Stimulation neuronaler Kurzzeitkulturen mit ATP, Coffein und DBHQ

Induzierte neuronale Kurzzeitkulturen wurden an d2 fir ATP und an d4 fir Coffein
und DBHQ initial stimuliert. Hierzu wurden 500 yM ATP, 10 mM Coffein bzw. 50 yM DBHQ
direkt in das noch nicht erneuerte Medium pipettiert. Nach einer Inkubation von 30 min flr
ATP und Coffein bzw. 5 min fir DBHQ bei 37°C wurde das Medium abgenommen und durch
vorgewarmtes Short Differentiation Medium (SDM) ersetzt. Die Stimulation wurde an den
drei darauffolgenden Tagen exakt wiederholt und die Zellen am vierten Tag nach der initialen

Stimulation zur Analyse lysiert oder fixiert.

2.2.3.22 Modulation der Medienbedingungen neuronaler Kurzzeitkulturen

Die It-NES-Zellen wurden wie zuvor fir die Induktion von neuronalen Kurzzeitkulturen
ausgesat, nur dass fur diese Experimente ausschliellich PO/Ln-beschichtete
Zellkulturschalen verwendet wurden. Einen Tag nach der Aussaat wurde das Medium zu
SDM Bedingung I. — IV. gewechselt. An d2 wurde final 1 yM WNT-C59 hinzugegeben und an
d3 kein Medienwechsel durchgefuhrt. Das Medium wurde an d4 bei allen Bedingungen zu

SDM Stimulation gewechselt und bis zur Analyse an d8 taglich erneuert.

2.2.3.23 Gliale Differenzierung von It-NES-Zellen (Hucke et al., 2012; Serio et al., 2013)

Far die gliale Differenzierung wurden [t-NES-Zellen wie fir die Passagierung
vereinzelt und in einer Dichte von 5x10%3,5cm-Schale in It-NES-Medium auf Matrigel-
beschichteten Schalen ausgesat. Am darauffolgenden Tag wurde das Medium zu Glialem
Induktionsmedium (Gl) gewechselt. Das Medium wurde jeden Tag erneuert und die Zellen
bei Erreichen einer Konfluenz von 90-95%, gewdhnlich Tag 5-6, passagiert. Hierzu wurden
die Zellen zweimal mit HBSS (-Mg?*-Ca®*) gewaschen und bei 37°C fiir 5 min mit Trypsin-
EDTA inkubiert. Der Trypsinverdau wurde durch Zugabe von Glialem Proliferationsmedium
(GP) im Verhaltnis 1:1 gestoppt und die Zellen mit N2-Medium abgespult und in ein 15ml-
Falcon-Réhrchen lberfiihrt. Nach Zentrifugation bei 1000 rpm fir 5 min wurde der Uberstand
abgenommen und die in GP auf eine mit Gelatine-beschichtete 6cm-Schale pro vorheriger
3,5cm-Schale ausgesat. Das GP wurde jeden zweiten Tag erneuert und die Zellen bei 80-
90% Konfluenz ca. alle 5-6 Tage im Verhaltnis 1:2 bis 1:3 wie zuvor passagiert.

Far die finale Maturierung wurden Zellen, die mindestens funf Passagen in GP
kultiviert wurden, in einer Dichte von 4x10°/3,5cm-Schale auf Matrigel-beschichteten Schalen
ausgesat und am nachsten Tag das Medium zu Glialem Maturationsmedium (GM)
gewechselt. Die Zellen wurden weitere sechs Wochen in GM kultiviert, wobei das Medium

jeden zweiten Tag erneuert wurde.
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2.2.3.24 Stimulation von Fibroblasten, iPS- und glialen Zellen

Die Stimulation von Fibroblasten, iPS- und glialen Zellen mit ATP, Coffein und DBHQ
erfolgte dquivalent zu der Stimulation von neuronalen Kurzzeitkulturen, was die Dauer des
Stimulus, die Konzentration und die Medienwechsel betrifft. Fur die Stimulation der glialen
Zellen wurden Zellen verwendet, die sechs Wochen final maturiert waren. Von den
Fibroblasten wurden 4x10* Zellen auf einer Gelatine-beschichteten 3,5cm-Zellkulturschale
ausgesat. Die erste Stimulation erfolgte zwei Tage nach Aussaat. Die iPS-Zellen wurden wie
fir das Einfrieren mit Alfazym vereinzelt und in einer Dichte von 8x10%3,5cm-Schale in
mTeSR1 supplementiert mit 10 yM Y-27632 auf Matrigel-beschichteten Schalen ausgesat.

Bei einer Konfluenz von 40-50% wurde mit der ersten Stimulation begonnen.

2.2.4 Immunzytochemie und Immunfluoreszenzfarbung

2.2.4.1 Fixieren von Zellen

Bei der Fixierung von Zellen bleibt durch eine Quervernetzung der Strukturproteine
die Zellmorphologie weitestgehend erhalten. Zur Fixierung wurden die Zellen 10 min bei RT
in 4% PFA (fir den Nachweis von GABA plus 0,04% Glutaraldehyd) inkubiert und

anschlieRend einmal mit PBS oder HBSS (+Mg?*+Ca®*) gewaschen.

2.2.4.2 Enzymatischer Nachweis von alkalischer Phosphatase

Die Farbung von alkalischer Phosphatase-Aktivitat durch Substratumwandlung wurde
mit dem Alkaline Phosphatase Kit lll nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Nach der
Inkubation von 30 min im Dunkeln wurden die Zellen mit PBS gewaschen. Bei der
Verwendung dieses Nachweises ist darauf zu achten, dass Natriumazid die Enzymaktivitat

irreversibel inhibiert.

2.2.4.3 Immunfluoreszenz

Fiar den Nachweis von Proteinen auf zelluldrer Ebene wurde die Immunfluoreszenz
genutzt. Hierbei bindet ein spezifischer Primarantikdrper an ein Epitop des Zielproteins.
Dieser Primarantikbrper wird von einem gegen seine Spezies und Immunklasse gerichteten
Sekundarantikérper gebunden, an den ein Fluorophor gebunden ist, welches durch
Fluoreszenzmikroskopie detektiert werden kann.

Die fixierten Zellen wurden 30 min bei RT in Blockierungslésung inkubiert, bei
intrazellularen Epitopen plus 0,1% Triton-X-100. AnschlieRend wurde der Primarantikoérper
gemal seiner Verdunnung in Detektionsldsung 1 %2 bis 2 h bei RT auf die Zellen gegeben.
Nach Inkubation wurde der Primarantikérper abgenommen und einmal mit HBSS
(+Mg*+Ca®") gewaschen. Danach folgte eine Inkubation des korrespondierenden

Sekundarantikérpers in Detektionslésung flur 30-45 min bei RT. Die DNS wurde durch
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Gegenfarbung mit DAPI-Lésung fir 3 min bei RT fir die Fluoreszenzmikroskopie markiert.
Hiernach wurden die Zellen dreimal fiir 5 min mit HBSS (+Mg?*+Ca®") gewaschen und mit
Mowiol 4-88 eingedeckelt. Aufnahmen wurden mit allen genannten Fluoreszenzmikroskopen

und der dazugehdrigen Software gemacht.
2.2.5 Spektrofluometrische Ca**-Messung

Fir die spektrofluometrische Ca?-Messung wurden Glasplattchen in 3,5cm-
Zellkulturschalen positioniert und mit Matrigel Uberschichtet. Auf dieses wurden It-NES-
Zellen aquivalent zur Induktion neuronaler Kurzzeitkulturen ausgesat und differenziert. Die
Analyse wurde fir die ATP-Stimulation an d2, fur die Coffein- und DBHQ-Stimulation an d4
durchgefiihrt. Hierzu wurden die Zellen mit 2 uM des Ca**-Indikators Fura-2-AM fiir 15 min
bei RT in N2-Medium supplementiert mit 20 ng/ml BDNF und 20 ng/ml GDNF inkubiert,
zweimal mit N2-Medium supplementiert mit 20 ng/ml BDNF und 20 ng/ml GDNF gewaschen
und 20 min bei 37°C weiterinkubiert. Die auf dem Glasplattchen gewachsenen Zellen wurden
anschlieRend in eine Temperatur-kontrollierte Aufnahmekammer (35 £ 2°C) eingebracht, bei
der ein schneller Wechsel bei der Perfusion des elektrophysiologischen Puffers méglich war,
der den Austausch von Stimulanzien und deren Auswaschen innerhalb von 50 ms
ermdglichte. Die Ca?*-Messung wurde durch ein computergesteuertes monochromatisches
Anregungslicht (340, 380 nm) durchgefuhrt. Das emittierte Licht wurde durch einen 470 nm
Langpassfilter, gekoppelt an ein inverses Mikroskop, von einer gekuhlten Digital-CCD-
Kamera aufgenommen. Alle verwendeten Substanzen (500 uM ATP, 10 mM Coffein, 50 pM
DBHQ, 1 uM Thapsigargin) wurden direkt zum Ca**-Imaging-Puffer (CIP) gegeben und die
entsprechende Perfusion konnte Uber verschiedene Reservoirs gesteuert werden. Die
Aufnahme der Einzelbilder erfolgte alle 50 oder 200 ms, abhéngig vom Experiment. Die
Daten wurden mit Origin8 analysiert und sind als 340nm/380nm ratio nach
Hintergrundbereinigung dargestellt. Die Messungen wurden in Zusammenarbeit mit Dr.

Daniela Malan und Prof. Philipp Sasse durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war die Krankheitsmodellierung der Machado-Joseph-Krankheit auf
der Grundlage von aus Patientenfibroblasten gewonnenen induzierten pluripotenten
Stammzellen (iPSCs) abgeleiteten Neuronen. Hierzu war die Etablierung der
Reprogrammierungstechnologie fur humane Fibroblasten nach Yamanaka (Takahashi et al.,
2007) essentiell. Zur Sicherstellung der Qualitat der generierten iPSC-Linien wurden diese
auf die Expression von Pluripotenzmarkern, ein Silencing der retroviralen Transgene, die
genomische Integritdt sowie auf ihr Differenzierungspotential in vitro und in vivo untersucht.
Die den Qualitatsstandards entsprechenden iPSC-Linien wurden auf der Grundlage von
einem im Institut generiertem Protokoll (Koch et al., 2009) in neuroepitheliale Stammzellen
(t-NES-Zellen) differenziert. 1t-NES-Zellen bilden ein stabiles, proliferierendes, neurales
Derivat, das nach Wachstumsfaktorentzug in eine homogene Population von Neuronen

differenziert und als Ausgangspunkt fiir weitergehende Experimente genutzt wurde.

3.1 Validierung der induzierten pluripotenten

Stammazelllinien

Pluripotente Stammzellen besitzen spezifische Eigenschaften (Markerexpression,
Differenzierungspotential etc.). Zum Nachweis dieser Merkmale wurden die iPS-Zellen im
Folgenden verschiedenen Analysen (Immunfluoreszenz  fur  Pluripotenzmarker,
Teratomassay etc.) unterzogen, um anhand dieser Standards die Aquivalenz zu humanen
embryonalen Stammzellen und damit die Qualitat der iPS-Zelllinien zu gewahrleisten. Pro

parentaler Fibroblastenlinie wurden je zwei iPS-Linien eingehender validiert.

3.1.1 Die generierten iPS-Zelllinien exprimieren Markerproteine

charakteristisch fur humane, pluripotente Stammzellen

Humane pluripotente Stammzellen exprimieren ein charakteristisches Profil von
Markerproteinen. Neben den fir den Erhalt der Pluripotenz essentiellen transkriptionellen
Netzwerkes, bestehend aus Transkriptionsfaktoren wie OCT4, NANOG, SOX2, REX1 und
TCF3, sind die Oberflachenantigene tumor rejection antigen (TRA)-1-60 und TRA-1-81 sowie
die stage-specific embryonic antigens (SSEA)-3 und SSEA-4 auf pluripotenten Zellen
exprimiert (Andrews et al., 1984; Kannagi et al., 1983; Thomson et al., 1998). Ein weiteres

Kennzeichen ist eine aktive alkalische Phosphatase (Niwa et al., 2001).
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Die Aktivitat der alkalischen Phosphatase wurde durch eine farbspezifische
Substratumwandlung nachgewiesen. Alle Kolonien der etablierten iPS-Zelllinien zeigten nach
Inkubation mit der Substratlésung eine blaue Farbung (Abb. 3.1).

TRA-1-60, TRA-1-81, SSEA-3 und SSEA-4 sind in der duReren Plasmamembran von
pluripotenten Stammzellen lokalisiert. Immunfluoreszenzfarbungen zeigten ein positives

Signal fur alle vier Marker in allen untersuchten iPS-Zelllinien (Abb. 3.1).

3.1.2 Die retroviralen Transgene sind in den generierten

iPS-Zelllinien inaktiviert

Die Reprogrammierung in humane iPS-Zellen kann mit verschiedenen
Vektorsystemen erreicht werden. Im Kontext der Reprogrammierung ist nach Erreichen des
pluripotenten Zustandes ein silencing der retroviralen Transgene erforderlich, da durch eine
fortwahrende Expression der Pluripotenzfaktoren das Differenzierungspotential der
gewonnen iPS-Zellen beeintrachtigt werden kdénnte. Weiterhin kann eine anhaltende
Uberexpression der beiden Proto-Onkogene KLF4 und c-MYC zu einer Hyperproliferation in
von iPS-Zell-abgeleiteten, somatischen Zelltypen flihren und somit weitere Experimente
beeintrachtigen.

Das silencing der retroviralen Transgentranskripte kann durch verschiedene PCR-
Strategien validiert werden. Ein Vergleich der Expression von Transgen-spezifischen
Produkten der iPS-Zellen zu einer Uberexprimierenden Kontrolle (Takahashi et al., 2007)
oder der Vergleich von PCR-Amplifikaten, die sowohl Transgen als auch Endogen als
Templat haben (fotal), zu PCR-Amplifikaten, die spezifisch endogene Transkripte als
Templat verwenden (endogen) (Yu et al., 2007). Letztere Methode bietet den Vorteil, dass
sie unabhangig von der Sequenz des eingesetzten Vektorsystems ist und der relative Anteil
der Transgenexpression an der gesamten Expression ermittelt werden kann. Eine geringe
Differenz von endogen zu total weist dabei auf ein effizientes silencing hin.

Eine quantitave RT-PCR Analyse der RNA aller etablierten iPS-Zelllinien zeigte keine
signifikanten Differenzen zwischen endogenem und totalem Transkriptionslevel der vier
Reprogrammierungsfaktoren (Abb. 3.2). Die hES-Zelllinie H9 wurde neben der Referenz-
hES-Zelllinie 13 als interne Kontrolle verwendet, um die Variabiltat der Methode abschatzen
zu koénnen, da hier die Expression von total und endogen mangels Transgenen keine

Differenz anzeigen sollte.



3. Ergebnisse 62

Relative Expression (total vs. endogen)

3,5 7

\ Htotal Oendogen

2,5 1

Relative Expression zur hES-Linie I3
normalisiert zu GAPDH

0 O B B B B = B I B B ¢
T YT S |lda|lal | T d|la|la|e
z£55/5/5/8/8/8)8
T
51800 2|2/2|2|22
OCT4

4,5 1

Etotal Cendogen

3,5 1

Relative Expression zur hES-Linie 13
normalisiert zu GAPDH

KLF4

Abb. 3.2: Quantitative RT-PCR Analyse der iPS-Zelllinien zur Bestimmung der silencing-Effizienz
Quantitative Analyse der Expression von OCT4, SOX2, KLF4 und c-MYC total versus endogen der iPS-Zelllinien
und der ES-Zelllinie H9 als transgenfreie Kontrolle. Schwarze Balken reprasentieren das totale Expressionslevel,
weille Balken das endogene. Die Expression wurde zu GAPDH normalisiert und als relative Expression zur hES-
Zelllinie 13 als 1 definiert. Die Fehlerbalken bezeichnen die Standardabweichung eines Triplikats.

3.1.3 Die generierten iPS-Zelllinien besitzen einen intakten Karyotyp

nach single nucleotide polymorphism (SNP)-Array

Humane ES-Zellen unterliegen in vitro einem stadndigem Selektionsprozess, der
schnell proliferierende Zellen praferiert und dessen Einflussstarke von den verwendeten

Kulturbedingungen abhangig ist (Maitra et al., 2005; Menendez et al., 2005). Da humane
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iPS-Zellen unter denselben Bedingungen wie hES-Zellen kultiviert werden, unterliegen sie
ebenfalls diesem Prozess, der genetisch aberrante Zellen mit Proliferationsvorteil bevorzugt.
Zusatzlich konnten wahrend des Reprogrammierungsprozesses genomische Aberrationen
auftreten, die auf insertionale Mutagenese der viralen Transgene oder andere zellulare

Prozesse, die die Reprogrammierung begleiten, zurlickzufiihren sein kénnen.
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Abb. 3.3: Genomische Analyse der etablierten iPS-Zelllinien mit SNP-Array

Die genomische DNS der iPS-Zellen wurde isoliert und die SNP fur das gesamte Genom genotypisiert. Die Daten
wurden mit dem lllumina BeadStudio prozessiert und sind als Log R Verhéltnis (oberes Bild jedes Chromosoms)
und B Allel-Frequenz (unteres Bild jedes Chromosom) dargestellt. SNPs von intakten Chromosomen besitzen ein
Log R Verhaltnis von 0 und eine B Allel-Frequenz von 0, 0,5 oder 1. Heterzygote Deletionen wiirden in einem Log
R Verhaltnis <0 und einer B Allel-Frequenz von ausschlief3lich 0 oder 1 resultieren. Eine Duplikation in einem
Chromosom wiirde sich durch ein Log R Verhéltnis von >0 und einer B Allel-Frequenz von 0, 1/3, 2/3 oder 1
manifestieren. Mit Ausnahme von einer Duplikation im langen Arm von Chromosom 1 in der iPS-Zelllinie MJD3-8
(roter Kreis), zeigten die iPS-Zelllinien keine groReren Aberrationen.
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Um genomische Aberrationen in den etablierten iPS-Zelllinien auszuschlie3en, wurde
genomische DNS aller iPS-Zelllinien extrahiert und mit einem single nucleotide
polymorphism (SNP)-Array am Institut fir Humangenetik der Universitat Bonn analysiert. Mit
Ausnahme der iPS-Zelllinie MJD3-8, die eine Duplikation des langen Arms des Chromosoms
1 zeigte (roter Kreis, Abb. 3.3), waren alle iPS-Zelllinien frei von groeren genomischen
Abnormalitdten wie Duplikationen und Deletionen. Eventuelle Translokationen kénnen mit

der Methode des SNP-Arrays nicht detektiert werden.

3.1.4 Ungerichtete in vitro-Differenzierung generiert Zelltypen

aller drei Keimblatter

Das Schlusselcharakteristikum von hES- und iPS-Zellen ist ihr
Differenzierungspotential. Werden die zum Erhalt des pluripotenten Zustandes bendétigten
Faktoren wie Feeder-basierte Kultur und basic fibroblast growth factor (bFGF) entzogen,
differenzieren die pluripotenten Stammzellen spontan. Fihrt man diese spontane
Differenzierung in Form von Zellaggregaten in Suspension durch, so bilden sich sogenannte
Embryoidkérper (embryoid bodies, EBs) (Martin und Evans, 1974; Thomson et al., 1998).
Diese EBs enthalten schon nach kurzer Differenzierungsdauer Derivate aller drei
embryonalen Keimblatter: Endo-, Meso- und Ektoderm. Spezifische Zelltypen fir das
jeweilige Keimblatt kbnnen Uber entsprechende Marker in der Immunfluoreszenz identifiziert

werden.
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Abb. 3.4: In vitro-Differenzierung der iPS-Zelllinien in Derivate aller drei Keimblatter

Aggregate der iPS-Zellen wurden fiinf Tage ohne bFGF in Suspension kultiviert, um spontane Differenzierung zu
induzieren. Die Kulturen wurden sieben Tage nach Plattierung fixiert und eine Immunfluoreszenzfarbung fir
Marker aller drei Keimblatter durchgefihrt. plll-Tubulin (BllI-Tub, griin), smooth muscle actin (SMA, rot), a-
fetoprotein (AFP, rot). DNS mit DAPI gefarbt (blau). Skalierungsbalken = 100 ym.

iPS-Zellen aller etablierten Linien wurden fur fiunf Tage als EBs kultiviert und danach
auf PO/Fn-beschichteten Schalen plattiert. Die plattierten EBs wurden fir weitere sieben
Tage kultiviert, um ein Auswachsen der differenzierten Zellen aus den plattierten Aggregaten
zu ermdglichen. Farbung und Analyse mittels Immunfluoreszenz auf die Keimblatt-
spezifischen Marker BllI-Tubulin (BllI-Tub; Ektoderm), smooth muscle actin (SMA;
Mesoderm) und a-fetoprotein (AFP; Endoderm) zeigte Derivate aller drei Keimblatter in EBs

aller untersuchten iPS-Zelllinien.
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3.1.5 Die generierten iPS-Zelllinien bilden Teratome in

immundefizienten Mausen

Der Goldstandard zur Bestimmung der Pluripotenz von humanen Zellen ist der
Nachweis des Differenzierungspotentials als Teratomassay in vivo (Thomson et al., 1998).
Fir einen Teratomassay werden iPS-Zellen in die Testis, intramuskular oder in die

Nierenkapsel von immundefizienten SCID/beige-Mausen transplantiert, um eine allogene

AbstoBung zu vermeiden. Dort beginnen die Zellen

differenzieren und formen eine Tumorstruktur, die Gewebe aus Derivaten aller drei

in unkontrollierter Weise zu

embryonalen Keimblatter (Ekto-, Endo- und Mesoderm) enthalt.
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Ektoderm

Mesoderm

Endoderm

Abb. 3.5: Analyse der in den iPS-Zell-generierten Teratomen enthaltenen Gewebetypen

iPS-Zellen wurden in die Testis von SCID/beige-Mausen injiziert und die resultierenden Teratome nach 6-8
Wochen extrahiert. Die Parafinschnitte der Teratome wurden mit Hamatoxylin-Eosin-L&sung zur histologischen
Analyse gefarbt. Skalierungsbalken = 200 pm.

iPS-Zellen der zu validierenden Linien wurden als Aggregate in die Testes von
immundefizienten SCID/beige-Mausen transplantiert und die entstandenen Teratome nach
6-8 Wochen analysiert. Alle iPS-Zelllinien zeigten Gewebestrukturen der drei Keimblatter
(Abb. 3.5) wie Neuroepithel (Ektoderm, alle Linien), Knorpel (Mesoderm, Ctrl1-12, Ctrl1-17,
MJD2-2, MJD2-9, MJD3-5, MJD3-8), glatte Muskulatur (Mesoderm, Ctri2-2, MJD1-9, MJD1-
11, MJD4-1), Fettgewebe (Mesoderm, Ctrl2-8, MJD4-8) sowie glandulare Strukturen und

Darm-ahnliches Epithel (Endoderm, alle Linien).
3.2 Neurale Differenzierung

Humane iPS-Zellen offerieren attraktive Perspektiven fir die in vitro-
Krankheitsmodellierung von neurodegenerativen Erkrankungen ebenso wie fur die
Zellersatztherapie von Zellen des ZNS. Einige Limitierungen, wie eine aufwandige Zellkultur
und ineffiziente Differenzierungsprotokolle, erschweren hingegen die in vitro-
Krankheitsmodellierung. Zur Umgehung dieser Limitierungen bietet sich eine stabile, aus

humanen iPS-Zellen abgeleitete neurale Stammzellpopulation als Alternative an.
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3.2.1 Etablierung und Validierung eines optimierten It-NES-

Zellgenerierungsprotokolls

Stabile humane neurale Stammzellen (neural stem cells, NSCs) mit einem hohen
neurogenen Differenzierungspotential waren zu Beginn dieser Arbeit nicht etabliert. Die
bislang publizierten Population besalen ein geringes neuronales Potential und
differenzierten primar in gliale Zelltypen (Conti et al., 2005; Shin et al., 2006; Tabar et al.,
2005). Am Institut fir Rekonstruktive Neurobiologie wurde deswegen an einer neurogeneren
Alternative geforscht. Als Resultat dieser Anstrengungen konnte eine klonale,
neuroepitheliale Stammzellpopulation (long term neuroepithelial stem cells, t-NES cells), die
stabil ihr hohes neurogenes Potential beibehalt, etabliert werden (Koch et al., 2009).

Das von Koch et al. etablierte Protokoll zur Generierung von It-NES-Zellen basiert auf
einer spontanen in vitro-Differenzierung von pluripotenten Stammzellen als EBs, folgend von
einer Kultivierungsperiode in N2-Medium, welches neuroinduktiv und restriktiv auf die
Proliferation anderer Zelltypen wirkt (Bottenstein und Harvey, 1985; Barker, 1983) und
bereits fur die neurale Induktion von humanen ES-Zellen etabliert war (Reubinoff et al, 2001;
Zhang et al., 2001). Hierbei bilden sich distinkte morphologische Strukturen, sogenannte
neurale Rosetten, die einer in vitro-Rekapitulation der Neurulation entsprechen (Kawata et
al., 1991). Diese neuralen Rosetten werden manuell isoliert und Gber einen enzymatischen
Verdau mittels Trypsin vereinzelt. Die Einzelzellen werden in hoher Zelldichte auf
PO/Laminin ausgesat und bei Beibehaltung der hohen Dichte weiterkultiviert, wobei sie ihr
neurogenes Potential und Rosetten-ahnliche Strukturen konservieren.

Eine Adaption dieses Protokolls auf die iPS-Zelllinien zeigte eine ineffiziente neurale
Induktion im ersten Schritt der spontanen in vitro-Differenzierung, die in nur wenigen
neuralen Rosetten nach Plattierung der EBs resultierte (Abb. 3.6). Die hauptsachlich fiir die
Etablierung des It-NES-Generierungsprotokolls nach Koch et al, 2009 im Institut fur
Rekonstruktive Neurobiologie verwendete humane ES-Zelllinie H9 besitzt ein intrinsisch
hohes neurales Differenzierungspotential (Schwartz et al., 2008), wodurch keine Limitierung
in der Generierung ausreichender Mengen von neuralen Rosetten besteht, um mit dem
Protokoll fortzufahren.

Zur Erhéhung der Induktion von neuralen Rosetten in den iPS-Zelllinien wurde
deswegen eine duale SMAD-Inhibition (dual SMAD inhibition) wahrend der EB-Phase durch
die Inhibitoren SB431542 und Dorsomorphin getestet. Die duale SMAD-Inhibition des tumor
growth factor (TGF)-beta- und des bone morphogenic proteins (BMPs)-Signalweg wurde
zuvor in einem adharenten Protokoll zur effizienten neuralen Induktion mit den Molekilen
SB431542 (TGFbeta) und Noggin (BMP) beschrieben (Chambers et al., 2009).

Dorsomorphin ist ein pharmakologisches Nogginsubstitut, welches schon erfolgreich fur die
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cardiale Differenzierung von murinen ES-Zellen genutzt wurde (Hao et al., 2008) und aus

o6konomischen Grinden anstelle von Noggin verwendet wurde.

Kontrolle + Duale SMAD-Inhibition

MJD3-5

Abb. 3.6: Effizienzerh6hung der Induktion von neuralen Rosetten durch duale SMAD-Inhibition
Phasenkontrast der neuralen Induktion der iPS-Zelllinie MJD3-5 an d11. EBs wurden mit und ohne SB431542
und Dorsomorphin fir 5d kultiviert und anschliefend auf PO/Ln plattiert. Die plattierten EBs wurden weitere 6d
mit und ohne Dorsomorphin in N2 +10 ng/ml bFGF kultiviert. Skalierungsbalken = 100 ym.

Implementierung der dualen SMAD-Inhibition in das EB-basierte Protokoll zur It-NES-
Differenzierung resultierte in einer vermehrten Bildung von neuralen Rosetten (Abb. 3.6).

Weiterhin wurde die =zeitaufwandige und ausschlieRBlich auf morphologischen
Aspekten basierende manuelle lIsolation der neuralen Rosetten durch ein selektives,
enzymatisches Ablésen vom Substrat mit Dispase ersetzt (Zhang et al, 2001). Die
Beseitigung von nicht-neuronalen Zellen wurde durch einen Reinigungsschritt, der auf
unterschiedlichen Adharenzeigenschaften beruht, erreicht (Abb. 3.7, Neurosparen).

Zur Erhdéhung des Zellmaterials vor dem Trypsinverdau wurde ein zusatzlicher
Expansionsschritt eingefihrt (Abb. 3.7), bei dem der mitogene Einfluss des sonic hedgehog
(SHH)-Signalwegs auf die symmetrische Zellteilung in aus hES-Zellen abgeleiteten neuralen
Rosetten (Elkabetz et al., 2008) genutzt wurde. Hierzu wurde der pharmakologische SHH-
Agonist Purmorphamin hinzugegeben, dessen Tauglichkeit als Ersatz fur SHH-Protein in
einem Protokoll fUr die Generierung von spinalen Motoneuronen aus hES-Zellen bereits

gezeigt werden konnte (Li et al., 2008).



1t-NES-Protokoll nach Koch et al., 2009:

N2
Suspension Trypsinverdau +FGF +EGF +B27

iPSC .' > i plattierte EBs neurale Rosetten Passage 0 It-NES

A

.’5‘5"":.. 5 Nl a5k VRS
Ablésen durch Plattieren auf Plattieren auf Etablierung einer stabilen
Collagenase PO/Fn PO/Ln It-NES Zelllinie (P>10)

4d EB
KO-DMEM/ 6-8d N2
20% SR

Manuelle Isolierung
der neuralen Rosetten

Modifikationen innerhalb dieser Arbeit:

N2
Suspension Reinigungsschritt Expansionsschritt Trypsinverdau +FGF +EGF +B27
— =
.. N plattierte plattierte Neurosphéaren
i plattierte EBs neurale Rosetten Neurosphiren : : Passage 0 It-NES

Neurosphdren

v

1A

Ablésen durch Plattieren auf Plattieren auf . Plattieren auf Etablierung einer stabilen
Collagenase PO/Fn PO/Ln PO/Ln It-NES Zelllinie (P>10)
. : 2d N2 7d N2+10ng FGF
5d EB 6-8d N2 Dispase Isolierung £
GMEM/10% SR der neuralen Rosetten 209 FGF il
Dorsomorphin

SB431542
(Duale SMAD-Inhibition)

Abb. 3.7: Schemata fiir die Generierung von It-NES-Zellen

Lt-NES-Zellen-Generierungsprotokoll nach Koch et al. (links): It--NES-Zellen werden aus PS-Zellen initial Uber EB-Formation differenziert, aus denen sich nach
Plattierung neurale Rosetten bilden. Diese werden isoliert und nach Vereinzeilung durch Trypsin in einer hohen Zelldichte ausplattiert. Innerhalb dieser Arbeit
wurde dieses Generierungsprotokoll modifiziert (rechts, Anderungen in rot): Das Medium der initialen EB-Formation wurde zum Basalmedium GMEM veréndert
und mit 10% Knockout Serum Replacement (KOSR) anstelle von 20% supplementiert. Zusatzlich wurden die Molekile Dorsomorphin und SB431542
hinzugegeben. Wahren der Plattierungsphase wurden zusatzlich 10 ng/ml bFGF supplementiert und die Applikation von Dorsomorphin beibehalten. Die
Isolierung der neuralen Rosetten wurde nicht manuell, sondern enzymatisch mittels Dispase vollzogen. Anstatt die erhaltenen neuralen Rosetten direkt zu
vereinzeln, wurden sie zwei Tage in Suspension als Neurosparen in Anwesenheit von 20 ng/ml kultiviert, um nicht-neurale Kontaminationen Uber selektive
Adharenz zu eliminieren. Die Neurospharen wurden einer zweiten Plattierungsphase auf PO/Laminin (Ln) unterzogen und in Anwesenheit der Molekiile
Dorsomorphin und Purmorphamin sowie 10 ng/ml FGF expandiert. AnschlieBend wurden die Zellen durch Trypsin vereinzelt und in hoher Dichte auf PO/Ln
ausgesat. (Auswabhl der Bilder zur Verdeutlichung der Schemata ohne speziellen Experimentbezug) Skalierungsbalken = 100 um.
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Durch die verwendeten Modifikationen ergab sich die Fragestellung nach der
Aquivalenz der generierten It-NES-Zelllinien. Um eventuelle Unterschiede in der Zellidentitat
der generierten It-NES-Zelllinien zu untersuchen, wurde die Expression von Schllsselgenen
von zwei [t-NES-Zelllinien desselben genetischen iPS-Zell-Hintergrundes (MJD1-9), eine
generiert von Philipp Koch (PK) und eine generiert nach modifiziertem Protokoll (JJ), mittels
TagMan Low Density Arrays (TLDA) miteinander verglichen. Die untersuchten
Schlisselgene wurden in die Kategorien NSC- und Vorlaufermarker, Zellzyklus-assoziierte
Marker, Marker assoziiert mit neuralen Rosetten und regionalspezifische Marker des ZNS
unterteilt.

Essentielle Marker fur humane NS-Zellen wie SOX2, FABP7/BLBP und PAX6 zeigten
nahezu identische Expressionslevel (Abb. 3.8, A). Die Expression von Telomerase (TERT)
ist ein Charakteristikum von It-NES-Zellen (Koch et al, 2009) und war in beiden
Populationen auf einem vergleichbaren Niveau vorhanden (Abb. 3.8, A). Die Zellzyklus-
assoziierten Marker zeigten ein ahnliches Expressionlevel, worunter die Rezeptoren FGFR1
und EGFR fallen (Abb. 3.8, B). Diese sind fur die Funktionalitat der fur die Proliferation der It-
NES-Zellen essentiellen Mitogene bFGF und epidermal growth factor (EGF) unabdingbar.
Spezifische Marker fur die entwicklungsbiologischen Stufe der neuralen Rosetten wie
DACH1 und ZBTB16/PLZF (Elkabetz et al., 2008), die in It-NES-Zellen im Gegensatz zu
anderen humanen NS-Zellen exprimiert sind (Koch et al, 2009), waren in ihrem
Expressionslevel bei beiden Populationen vergleichbar (Abb. 3.8, C). Die
regionalspezifischen Marker des ZNS zeigten fir beide Zellpopulationen eine vorwiegende
Lokalisierung im ventralen Rhombencephalon (Abb. 3.8, D). Die nach dem modifizierten
Protokoll generierte It--NES-Zelllinie JJ zeigte im regionalen Profil dabei eine leicht erhéhte
Heterogenitat gegentber der It-NES-Linie PK. Die Expression von FOXG1, einem zerebralen
Marker, und PAX7, einem dorsalen Marker, ist in frihen Passagen von [t-NES-Zellen
detektierbar und nimmt Uber die Passagen bis zur Undetektierbarkeit ab (Koch et al., 2009),
war jedoch in der Linie JJ in Passage 23 noch detektierbar (Abb. 3.8, D). Weiterhin zeigte die
Linie JJ eine Expression der HOX-Gene HOXA2, HOXB4, HOXB8 und HOXB9 im
Gegensatz zur Linie PK und damit eine starkere Posteriorisierung innerhalb des
Rhombencephalons (Abb. 3.8, D).
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Abb. 3.8: Expression von Schliisselgenen zum Vergleich der It-NES-Generierungsprotokolle

Die Expression von Schliisselgenen der beiden Zellpopulationen MJD1-9 PK und MJD1-9 JJ der Passage 23
wurde Uber einen TLDA analysiert. Die Expression wurde zur Expression der ribosomalen RNA 18S normalisiert
und die Expression der Marker in verschiedene Kategorien eingeordnet dargestellt.

3.2.2 Die aus iPS-Zellen abgeleiteten It-NES-Zelllinien exprimieren

charakteristische neurale Stammzellmarker

Neben einer exemplarischen Validierung der It-NES-Zelllinie MJD1-9 aus den
etablierten iPS-Zellen auf mRNA-Expressionsniveau wurde die Identitat aller
Zellpopulationen anhand von Morphologie und der Expression von Markerproteinen durch
Immunfluoreszenzfarbung analysiert.

Lt-NES-Zellen sind polare Zellen und bilden in der Zellkultur rosettenartige Strukturen
(Koch et al., 2009). Diese charakteristische Morphologie konnte in allen generierten It-NES-
Zelllinien detektiert werden (Abb. 3.9).

Schlusselfaktoren fur NS-Zellen sind der Transkriptionsfaktor SOX2 (Ferri et al.,
2004) und das Filamentprotein Nestin (Lendahl et al., 1990). Beide Marker zeigten eine
homogene Expression in allen generierten It--NES-Zelllinien (Abb. 3.9).

Eine asymmetrische, apikal-laterale Lokalisation des tight junction-Markers zona
occludens 1 (Z0O-1; tight junction protein 1, TJP1) in der Rosettenstruktur ist charakteristisch
fur rosettenartige NS-Zellen (Elkabetz et al. 2008) und auch in [t-NES-Zellen nachweisbar
(Koch et al., 2009). Alle It-NES-Zelllinien zeigten diese asymmetrische Lokalisation in ihren
Rosettenstrukturen (Abb. 3.9).

Rosettenartige = NS-Zellen  exprimieren zudem die  Transkriptionsfaktoren
promyelocytic leukemia zinc finger (PLZF; zinc finger and BTB domain containing 16,
ZBTB16) und dachshund family transcription factor 1 (DACH1) (Elkabetz et al., 2008) und
werden ebenfalls in It-NES-Zellen exprimiert (Koch et al., 2009). Die homogene Expression
und nukleare Lokalisation von PLZF und DACH1 konnte durch Immunfluoreszenz in allen It-
NES-Zelllinien bestatigt werden (Abb. 3.9, PLZF/Z0O-1, DACH1).



MJD1-11

Ctrl2-8

Ctri2-2

Ctrl1-17

Ctrl1-12

Abb. 3.9: Morphologische Charakterisierung und Immunfluoreszenzfarbung der generierten It-NESCs
Morphologie und Markerexpression der etablierten [t-NES-Zelllinien (P13-15). Phasenkontrast zur Analyse der It-
NES-Zellmorphologie. Immunfluoreszenzfarbung gegen die neuralen Stammzellmarker SOX2 (griin) und Nestin
(rot), den tight junction Marker ZO-1 (rot) und die rosettenspezifischen Marker PLZF (griin) und DACH1 (rot).
Skalierungsbalken = 100 pm.
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3.2.3 Die Lange des polyglutaminkodierenden Bereichs in iPS- und
It-NES-Zellen ist stabil

Fir den polyglutaminkodierenden CAG-Bereich, dessen Expansion fir MJD
ursachlich ist, ist in der mutierten, expandierten Form eine intergenerationale Instabilitat
beschrieben, die in der paternalen Transmission prominenter als in der maternalen ist
(Maruyama et al., 1995; Takiyama et al., 1995), d.h. die Lange der Expansion kann Uber die
Generationen zunehmen. Zuséatzlich existiert in MJD das Pha&nomen des somatischen
Mosaiks, bei dem Zellen desselben Individuums unterschiedliche Langen der CAG-
Expansion besitzen (Hashida et al., 1997; Lopez-Cendes et al., 1997; Maciel et al., 1997).
Ob das Phanomen des instabilen CAG-Bereichs im Zuge der in vitro-Proliferation auftritt,
sollte durch eine genomische PCR in verschiedenen Passagen, die den CAG-Bereich
Uberspannt und so Produkte unterschiedlicher Basenlange fiur die Allele des ATXN3 erzeugt,

untersucht werden.
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Abb. 3.10: Analyse der CAG-Expansionsstabilitit in iPS- und It-NES-Zellen durch genomische PCR
Genomische DNS wurde isoliert und mit den CAG-Bereich Uberspannenden Primern amplifiziert und die Produkte
elektrophoretisch auf einem 3%igen Agarosegel aufgetrennt.

Genomische DNS von iPS- und It-NES-Zellen von Kontrollen und MJD-Patienten wurde zu
unterschiedlichen Passagen isoliert, die beiden Allele mittels PCR amplifiziert und Uber
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Weder in iPS- noch It-NES-Zellen aller untersuchten
MJD-Patienten konnte trotz extensiver Passagierung und Kultivierungsperiode keine
Instabilitdt und Zunahme des CAG-Bereichs detektiert werden (Abb. 3.10).
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3.2.4 Expression von expandiertem Ataxin-3 in It-NES-Zell

abgeleiteten neuronalen Langzeitkulturen

[t-NES-Zellen differenzieren bei Entzug der Wachstumsfaktoren bFGF und EGF in
homogene, neurale Kulturen, wobei der neuronale Anteil tber 80% betragt und tUberwiegend
aus y-Aminobuttersadure (gamma-aminobutyric acid, GABA) positiven Interneuronen besteht
(Koch et al., 2009).

Um die generierten It-NES-Zelllinien auf funktioneller Ebene zu charakterisieren,
wurden [t-NES-Zellen je eines Kontroll- und MJD-Patienten-Klons auf mit Matrigel
beschichteten Platten ausgesat und ohne Wachstumsfaktoren in neural growth medium
(NGM) fir vier Wochen kultiviert. Wahrend der zweiten Woche der Differenzierung wurde
zusatzlich der y-Secretase Inhibitor DAPT hinzugegeben, der die Differenzierung von
neuralen Stammzellen durch Blockade des Notch-Signalwegs beschleunigt (Borghese et al.,
2010; Elkabetz et al., 2008). Immunfluoreszenzfarbungen zeigten die Expression des
neuronalspezifischen Markers BllI-Tubulin (Caccamo et al., 1989) (Abb. 3.11, A).

Weiterhin exprimierte ein GroRteil der Zellen mit dem microtubule-associated protein
2 a+b (MAP2ab) einen Marker fur Neurone eines fortgeschrittenen Reifungsgrades (lzant et
al., 1980) (Abb. 3.11, A). Der Neurotransmitter GABA konnte in der Immunfluoreszenz in aus
den generierten It-NES-Zelllinien differenzierten Neuronen nachgewiesen werden (Abb. 3.11,
A), was ein Merkmal fir GABAerge Interneurone ist, die als hauptsachlich vorkommender
neuronaler Subtyp fur differenzierte It-NES-Zellen beschrieben sind (Koch et al., 2009).

Zur Analyse der Expression von normalen und expandiertem Ataxin-3 in Neuronen
auf Proteinebene wurden Lysate von vier Wochen alten neuronalen Kulturen durch SDS-
PAGE aufgetrennt und per Western Blot mit einem Antikérper gegen Ataxin-3 inkubiert.
Detektion durch Chemilumineszenz zeigte eine Doppelbande fiir Ataxin-3 bei ~ 42 kDa in
Kontrollneuronen und zwei distinkte Banden mit einer Bande fir normales Ataxin-3 bei ~ 42

kDa und bei ~ 60 kDa fur das expandierte Protein in MJD-Neuronen (Abb. 3.11, B).
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3.3 Stimulation der Aggregation von mutiertem Ataxin-3

in neuronalen Kulturen von MJD-Patienten

Eine Kernfrage der Krankheitsmodellierung mit iPS-Zell-abgeleiteten Neuronen ist,
inwiefern sich Krankheiten in vitro modellieren lassen, deren klinische Manifestation in die
spateren Lebensdekaden fallt. FUr Krankheiten mit einem spateren Manifestationszeitpunkt
kann es allerdings fir die Detektion eines Phanotyps in vitro notwendig sein die Patienten-
Neurone einem Stimulus auszusetzen, der erst einen Unterschied zu gesunden Kontroll-
Neuronen erkennbar werden I&sst.

Dieser Hypothese folgend wurden MJD- und Kontroll-Neurone verschiedenen Stimuli
ausgesetzt und untersucht, ob sich ein unterschiedliches Aggregationsverhalten von Ataxin-3

zwischen normalen und expandierten Ataxin-3 einstellt.

3.3.1 Glutamat induziert Mikroaggregation von Ataxin-3 in

neuronalen MJD-Langzeitkulturen

Sowohl Calpaine (Haacke et al., 2007) als auch Caspasen (Wellington et al., 1998)
prozessieren Ataxin-3 proteolytisch in vifro und ein expandiertes C-terminales Ataxin-3-
Fragment zeigt eine verstarkte Neigung zur Aggregation im Vergleich zum Protein der vollen
Lange. Eine Aktivierung dieser Ca2+-abhéngigen Proteasefamilien durch transiente Erhéhung
der intrazelluldren Ca*-konzentration durch erregungsvermittelte Depolarisation, kdnnte
demnach einen frihen Schritt in der Neuronen-spezifischen Pathologie von MJD darstellen.

In Zusammenarbeit mit Dr. Philipp Koch vom Institut fiir Rekonstruktive Neurobiologie
und Dr. Peter Breuer von der Klinik fir Neurologie der Universitatsklinik Bonn wurden auf
Basis der in dieser Arbeit etablieten MJD- und Kontroll-iPS-Zellen und den aus diesen
abgeleiteten It-NES-Zellen die Auswirkungen eines exzitatorischen Glutamatstimulus auf das
Aggregationsverhalten von expandiertem Ataxin-3 in aus It-NES-Zellen generierten
Neuronen untersucht, da eines der Schlisselkennzeichen der MJD Pathologie die Bildung
von SDS-unléslichen, Ataxin-3-enthaltenden Aggregaten ist (Ikeda et al., 1996).

Hierzu wurden It-NES-Zellen auf mit Matrigel beschichteten Schalen ausgesat und fur
vier bis sechs Wochen in NGM differenziert (Abb. 3.12, A). Diese Differenzierungszeit ist fur
die Reifung aus It-NES-Zellen abgeleiteten Neurone notwendig, um elektrophysiologisch
aktiv zu werden und funktionelle Glutamatrezeptoren zu exprimieren (Koch et al., 2009). Die

neuronalen Kulturen wurden zwei Mal je 30 min, mit einer Ruhezeit von ebenfalls 30 min zwi-
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Aussaen flr
Differenzierung

Glutamat

d-1 d0 4-6w d1 ’
NGM Analyse Neurone
Ctrl1-12 MJD1-9
B Zelllysat
22.000g, 30min + Glutamat + Glutamat
v S o S o
Obarstand Pellet + 2% SDS A& & P& kpa
22.000g, 30min T
Uberstand Pellet e — —
+100% FA —72
J - = = - %
Triton X-100 I6slich  SDS Iéslich  SDS unléslich _— 36

Abb. 3.12: Glutamatstimulation induziert Mikroaggregation von expandiertem Ataxin-3 in MJD-Neuronen
(A) Von iPS-Zellen abgeleitete 1t-NES-Zellen wurden fiir vier bis sechs Wochen in NGM zu neuronalen Kulturen
differenziert. Glutamat behandelte Kulturen wurden 24 h nach Stimulus lysiert. (B) Die Proteinlysate wurden
sequentiell nach differentieller Loslichkeit in den Detergentien Triton-X 100 (TX-100), SDS und Ameisensaure
(FA) durch Zentrifugation fraktioniert. (C) Immunblot mit a-Ataxin-3 (986) nach Glutamatstimulation.

schen den Stimuli, mit 100 yM Glutamat in BSS-Puffer stimuliert und direkt (Abb. 3.12, C)
oder 24 h spater (Abb. 3.13, A, B und C) lysiert. Die Zelllysate der neuronalen Kulturen
wurden einem  Fraktionierungsprotokoll  unterzogen, um  Ataxin-3-Spezies mit
unterschiedlicher Loslichkeit in spezifischen Detergentien im Immunblot detektieren zu
kénnen (Abb. 3.12, B). SDS-unldsliche Ataxin-3-Spezies sind charakteristisch fur die
molekulare Pathogenese von MJD. Die SDS-unlésliche Fraktion wurde vor dem Auftragen
mit Ameisensaure (formic acid, FA) solubilisiert.

In der SDS-unléslichen Fraktion der Kontroll-It-NES-Linie Ctrl1-12 konnte nach
Ataxin-3 detektiert (Abb. 3.12 CQC).

Glutamatstimulierte neuronale Kulturen von MJD1-9 zeigten hingegen verschiedene,

Glutamatstimulation kein Signal far werden
markante Fragmente von 25-45 kDa und hochmolekularen Schmier positiv fur Ataxin-3 in der
SDS-unléslichen Fraktion (Abb. 3.12 C). Ohne Glutamatstimulus konnte hingegen kein
Ataxin-3 MJD-It-NES-
Patientenlinie MJD1-9 nachgewiesen werden (Abb. 3.13, A). Das Phanomen der SDS-

unldslichen, Ataxin-3-positiven Mikroaggregate nach Glutamatstimulation konnte konsistent

in der SDS-unl6slichen Fraktion in neuronalen Kulturen der

in allen von MJD-It- NES-Zellen abgeleiteten Neuronen der verschiedenen Patienten
SDS-unldsliche

Kontrollpopulationen durchgehend negativ fur Ataxin-3 war (Koch et al., 2011).

dargestellt werden, wohingegen die Fraktion von neuronalen

Um der Frage nachzugehen, welche Ca®-abhingigen Proteasen (Calpaine,
Caspasen oder beide) fur die Prozessierung und Aggregation von expandiertem Ataxin-3

verantwortlich sind, wurde der Einfluss von spezifischen, pharmakologischen Inhibitoren
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gegen diese Proteasen untersucht. Fir die Inhibition von Calpainaktivitdt wurden Calpeptin
(200 pyM) und N-Azetyl-Leu-Leu-Norleucinal (ALLN, 100 uM) und fur Caspaseaktivitat der
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Abb. 3.13: Exzitation-vermittelte Calpain-Aktivitat induziert Mikroaggregation von expandiertem Ataxin-3
(A) Immunblot mit a-Ataxin-3 (986) nach Glutamatstimulation mit gleichzeitiger Calpaininhibition durch Calpeptin
(200 pM) und ALLN (100 uM) sowie Caspaseinhibition durch Ac-YVAD, Z-DEVD und z-VAD-fmk (alle 10 uM).

(B) Proteaseinhibition durch Leupeptin/Pepstatin A (Leu/Pep, 200/20 uM) und Aprotinin (Aprot, 2 uM) wahrend
Glutamatstimulation und Immunblot mit a-Ataxin-3 (986) Blockade der Signalkaskade zur Aktivierung der
spannungsabhangigen Ca**-Kanale durch EDTA (500 uM), D-APV (50 uM), NBQX (10 uM) oder TTX (0,3 M) im
Kontext der Glutamatstimulation. (C) Immunblot mit a-Ataxin-3 (986) von mit Glutamat stimulierten MJD1-9-
Fibroblasten, MJD1-9-iPS-Zellen und MJD1-9-Gliazellen (C). Phasenkontrastbilder zur morphologischen
Charakterisierung der verschiedenen Zelltypen, Immunfluoreszenzfarbung gegen GFAP (griin) und gllI-Tubulin
(rot) zur Validierung der glialen Natur der Kultur. Stimulation durchgefiihrt von Dr. Philipp Koch, Fraktionierung
und Immunblot von Dr. Peter Breuer. (Abb. verandert nach Koch et al., 2011) Skalierungsbalken = 250 pM.

pan-Caspaseinhibitor z-VAD-fmk, der Caspase-1-Inhibitor Ac-YVAD und der Caspase-3-
Inhibitor Z-DEVD (alle 10 pM) verwendet. Die Kulturen wurden vor Glutamatstimulus jeweils
30 min mit dem entsprechenden Inhibitor vorinkubiert und die Inhibition wahrend der

gesamten Stimulationsdauer und Ruhezeit aufrecht gehalten. Sowohl Calpeptin als auch

ALLN konnten vollstdndig eine Generierung von Ataxin-3-positiven, SDS-unloslichen
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Mikroaggregaten inhibieren (Abb. 3.13, A). Im Gegensatz dazu zeigte keiner der
verwendeten Caspaseinhibitoren einen reduzierenden Einfluss auf die Generierung der
Ataxin-3-enthaltenden, SDS-unléslichen Mikroaggregate (Abb. 3.13 A).

Neben der Beteiligung von Caspasen und Calpainen wurden zusatzlich weitere
Proteasefamilien auf ihren Einfluss auf die Mikroaggregation von Ataxin-3 untersucht. Hierzu
wurde die Kombination der Serin- und Cysteinproteaseinhibitoren Leupeptin/Pepstatin A
(Leu/Pep, 200/20 uM) und der Serinproteasehibitor Aprotinin (Aprot, 2 uM) getestet. Keiner
der getesteten Inhibitoren konnte der Induktion von Ataxin-3-positiven Mikroaggregaten
entgegenwirken (Abb. 3.13 B).

Die Symptome von MJD sind hauptsachlich auf die Beeintrdchtigung und
Degeneration von Neuronen zurtckzufuhren. Zur Untersuchung der neuronalen Spezifitat
der Glutamat-induzierten Mikroaggregation wurden nicht-neuronale Zelltypen mit Glutamat
stimuliert. Glutamatstimulation von MJD-Fibroblasten, iPS-Zellen oder fir den glialen Marker
glial fibrillary acidic protein (GFAP)-positiven Kulturen (Bignami et al., 1972) resultierte in
keinem der untersuchten Zelltypen in einem Ataxin-3-positiven Signal in der SDS-unléslichen
Fraktion einen (Abb. 3.13, C).

lonotrope und metabotrope Glutamatrezeptoren werden nicht aullschlielich in
Neuronen sondern ebenfalls in glialen Zelltypen exprimiert. Ca®-Influx durch
Glutamatrezeptoren induziert in Neuronen im Gegensatz zu Gliazellen eine Uber Kalium- und
Natriumkanale-vermittelte Depolarisation, die spannungsabhangige Calciumkanale aktiviert,
was in einem stark potenzierten Influx von Ca* in die Zelle im Vergleich zu einem alleine
durch Glutamatrezeptoren vermittelten Influx resultiert. Blockade dieser Kaskade mittels
Chelatkomplexierung von extrazellulirem Ca®* durch EDTA (500 uM) inhibierte die Bildung
von SDS-unldslichen Ataxin-3-Mikroaggregaten (Abb. 3.13, B). Ebenso reduzierte die
pharmakologische Inhibition von ionotropen NMDA bzw. AMPA-Rezeptoren durch D(-)-2-
Amino-5-phosphonovaleriansaure (D-APV, 50 uM) bzw. 2,3-Dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-
benzo[flguinoxaline-2,3-dion (NBQX, 10 p M) die Starke des Ataxin-3-Signals in der SDS-
unléslichen Fraktion (Abb. 3.13, B). Interessanterweise verhinderte die Blockade der
Membrandepolarisation durch Inhibition der dazu bendtigten Natriumkanale mittels
Tetrodotoxin (TTX, 0,3 pM) vollstdndig eine Induktion von Ataxin-3-positiven
Mikroaggregaten. Trotz dieses frihen und deutlichen Aggregationsphanotyps in MJD-
Neuronen konnte in der Immunfluoreszenzfarbung fir Ataxin-3 keine Formation von
mikroskopisch  sichtbaren  neuronalen, intranukledren Inklusionen (Nlls) oder

*

Makroaggregaten detektiert werden (Koch et al., 2011)

*Die in den Abbildungen 3.12 und 3.13 gezeigten Daten wurden wahrend der Anfertigung dieser Arbeit in der Publikation
+Excitation-induced ataxin-3 aggregation in neurons from patients with Machado-Joseph disease* (Koch et al., 2011) bei
geteilter Erstautorenschaft von Dr. Philipp Koch, Dr. Peter Breuer, Dr. Michael Peitz und Johannes Jungverdorben
veroffentlicht. Die oben im Text erwahnten, hier nicht prasentierten Daten (weitere untersuchte Kontroll- und MJD-Linien,
Immunfluoreszenz zur Detektion von Nlls) sind in den Supplements zu Koch et al., 2011 publiziert worden.
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3.3.2 Neuronale Kurzzeitkulturen exprimieren funktionelle

purinerge Rezeptoren

Far die Ataxin-3-Aggregation durch Glutamatstimulation missen die Neurone einen
zeitaufwandigen Reifeprozess von wenigstens vier Wochen durchlaufen. Erst nach dieser
Zeit exprimieren sie funktionelle Glutamatrezeptoren. Eine Verklrzung dieses notwendigen
Differenzierungszeitraums ist fur eine potentielle Verwendung in pharmakologischen
Screenings auf die Aggregation modifizierende Wirkstoffe von groflem Interesse. Im
Folgenden wurde deswegen der Fragestellung nachgegangen, ob durch die Wahl eines
anderen Stimulus anstelle Glutamats, die fur die Induktion von SDS-unldslichen Ataxin-3-
positiven Aggregaten notwendige Zeit reduziert werden kann.

ATP ist nicht nur der Hauptenergietradger der Zelle, sondern kann ebenfalls eine
Funktion als Signalmolekil Uber spezifische Rezeptoren, die ionotropen P2X und die
metabotropen P2Y-Rezeptoren, wahrnehmen und unter anderem einen Anstieg der
intrazellularen Ca**-Konzentration induzieren (s. 1.3.2). P2-Rezeptoren wurden in murinen
ES-Zellen, neuralen Progenitoren und aus murinen ES-Zellen abgeleiteten GABAergen
Neuronen nachgewiesen (Delarasse et al., 2009; Khaira et al., 2009).

Zur  Uberpriifung der  Expression von P2-Rezeptoren im  frihen
Differenzierungsstadium der It-NES-Zellen wurde eine RT-PCR-Analyse fir eine Auswahl
von P2-Rezeptoren durchgefihrt. Hierbei konnte die Expression der P2-Rezeptoren P2X4,
P2Y1 und P2Y11, mit einem schwachen Signal auch P2Y2, nachgewiesen werden (Abb.
3.14, A). Der Nachweis eines Transkriptes allein erlaubt keine Aussage Uber die
Funktionalitat der P2-Rezeptoren. Um diesen funktionellen Nachweis zu erbringen, wurden
It-NES-Zellen fiir zwei Tage differenziert. Danach wurde die Anderung der zytosolischen
Ca?*-Konzentration auf ATP-Applikation mittels dualer spektrofluometrischer Analyse der
Exzitation von Fura-2-AM bei 340/380 nm gemessen. ATP-Applikation induzierte einen
Anstieg des zytosolischen Ca®* in kurzzeitig differenzierten, neuralen Zellen (Abb. 3.14 B).

Abhangig von den involvierten, funktionellen P2-Rezeptoren, den ionotropen P2X
oder metabotropen P2Y-Rezeptoren, kann Ca?* aus dem extrazelluliren Raum oder aus
intrazellularen Speichern in das Zytosol gelangen. Zum Nachweis einer Beteilung des
intrazelluldren Ca?* beim ATP-induzierten Anstieg des zytosolischen Ca?* wurde die ATP-
Stimulation in Abwesenheit von extrazellulirem Ca?* durchgefiihrt. Bei dem von ATP-
induzierten zytosolischen Ca?*-Anstieg konnte kein Effekt des Entzuges von extrazellularem
Ca?" beobachtet werden, was auf eine Herkunft aus intrazelluldren Speichern und eine
Beteiligung der metabotropen P2Y-Rezeptoren hindeutet (Abb. 3.14, C).

Um eine Beteiligung von extrazellulirem Ca®* und damit von P2X-Rezeptoren beim

ATP-vermittelten Ca®"-Anstieg auszuschlieRen, wurden die intrazellularen Ca®*-Speicher in
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Anwesenheit von extrazellularem Ca®* irreversibel durch den SERCA-Inhibitor Thapsigargin
entleert. Damit stehen die intrazellularen Speicher als Ressource fiir einen zytosolischen
Ca?*-Anstieg nicht mehr zur Verfiigung. AnschlieRend wurden die Zellen mit ATP stimuliert.
Die Eliminierung der intrazellularen Ca®*-Speicher als Ressource fiir den ATP-vermittelten
Ca?*-Anstieg durch Thapsigargin fiihrte zu einem kompletten Ausbleiben der ATP-Antwort in

zuvor auf ATP-Stimulation reagierenden Zellen (Abb. 3.14, D).
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Abb. 3.14: It-NES-Zellen exprimieren funktionelle P2-Rezeptoren

Untersuchung der Expression und Funktionalitdt von P2-Rezeptoren in It-NES-Zellen. (A) Semiquantitative RT-
PCR von MJD1-9 [t-NES-Zellen der P2-Rezeptoren P2RX4, P2RX7, P2RY1, P2RY2 und P2Y11. Lymphozyten-
und fetale RNA des ZNS als Positivkontrolle. GAPDH als Ladekontrolle. (B) MJD1-9 It-NES-Zellen wurden fir 2
Tage auf Matrigel-beschichteten Platten differenziert, anschliefend fir 30 min mit 2 yM Fura-2-AM geladen und
mit 500 yM ATP in HSB bei 37°C stimuliert. Der Anstieg von Ca®" wurde durch duale spektrofluometrische
Analyse der Exzitation bei 340 und 380 nm (340/380 ratio) Uber die Zeit (sec) bestimmt. (C) Entzug von
extrazellularem Ca®* durch Anwesenheit von 5 mM EGTA. (D) Irreversibles Entleeren der intrazellularen Ca?*-
Speicher durch den SERCA-Inhibitor Thapsigargin (1 uM) und wiederholte ATP-Stimulation nach Entleerung.
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3.3.3 ATP induziert Mikroaggregate von Ataxin-3 in unreifen

neuronalen Zellen von MJD-Patienten

Die in 4-6 Wochen alten MJD-Neuronen durch Glutamat induzierten, Ataxin-3-
positiven Mikroaggregate basierten auf dem Influx von extrazelluldrem Ca*" (Abb. 3.13, B).
Ob der Anstieg des zytosolischen Ca®* durch ATP-Stimulation aus intrazelluliren Ca?*-
Speichern durch metabotrope P2Y-Rezeptoren in nur wenige Tage alten MJD-Neuronen, die
noch keine funktionellen Glutamatrezeptoren besitzen (im Weiteren als ,junge MJD-
Neurone® bezeichnet), ebenfalls Ataxin-3-positive Mikroaggregate generieren kann, sollte im
Folgenden untersucht werden.

Lt-NES-Zellen wurden auf mit Matrigel beschichteten Schalen ausgesat und in short
differentiation medium (SDM) unter Zugabe von DAPT fur zwei Tage differenziert. Ab Tag 2
wurden die Zellen fur vier Tage im Abstand von 24 h fur je 30 min mit ATP in SDM stimuliert
und nach weiteren 24 h an Tag 6 lysiert (Abb. 3.15, A).
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Abb. 3.15: ATP-Stimulation induziert SDS-unlésliche Ataxin-3-positive Mikroaggregate

(A) Lt-NES-Zellen wurden auf mit Matrigel beschichteten Schalen ausgesat. 24 h spater wurde das Medium zu
SDM gewechselt (d0). Nach 48 h wurden die Zellen mit 500 uM ATP in SDM fir 30 min inkubiert und
anschlieRend wurde das Medium zu frischem SDM gewechselt (d2). Dieser Prozess wurde drei Mal nach je 24 h
wiederholt. An Tag 6 wurden die Zellen lysiert (d6). (B) Fraktionierung und anschlieRender Immunblot mit a-
Ataxin-3 (986) der jungen Neuronen. Fraktionierung der Zelllysate und Immunblot wurden in Kooperation mit Dr.
Peter Breuer ausgefiihrt.
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Nach Fraktionierung der Zelllysate (Abb. 3.12, B) zeigte die Immunblot-Analyse ein
stark positives Signal fur Ataxin-3 in der SDS-unléslichen FA-Fraktion von mit ATP-
stimulierten jungen MJD-Neuronen, wohingegen in unstimulierten Zellen ein schwacheres
Signal zu detektieren war (Abb. 3.15, B). Stimulation von jungen Kontrolineuronen mit ATP
fihrte zu keiner Induktion von Ataxin-3-positiven SDS-unldslichen Mikroaggregaten.
Behandelte und unbehandelte Kontrollkulturen zeigten ein sehr schwaches Signal fur Ataxin-
3 in der FA-Fraktion (Abb. 3.15, B).

3.3.4 ATP induziert mikroskopisch sichtbare Ataxin-3-positive

Makroaggregate in jungen MJD-Neuronen

Die erfolgreiche Induktion von Ataxin-3-positiven SDS-unléslichen Mikroaggregaten in
jungen MJD-Neuronen durch ATP-Stimulation motivierte eine Untersuchung auf eventuell
auftretende Ataxin-3-positive Makroaggregate oder neuronale intranukleare Inklusionen
(Nlls) mittels Immunfluoreszenzfarbung.

It-NES-Zellen wurden &aquivalent wie in 3.3.3 ausgesat, differenziert und mit ATP
stimuliert. An Tag 6 wurde eine Immunfluoreszenzfarbung gegen Ataxin-3 und pllI-Tubulin
durchgefiihrt, um den neuronalen Charakter der differenzierten It-NES-Zellen zu verifizieren.
In unstimulierten Kontroll- und MJD-Zellen konnten jeweils keine Makroaggregate oder Nlls
detektiert werden (Abb. 3.16).
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Abb. 3.16: Unstimulierte junge MJD-Neuronen zeigen keine Ataxin-3-positiven Makroaggregate
[t-NES-Zellen wurden auf mit Matrigel beschichteten Schalen ausgesat und das Medium 24 h spater zu SDM
gewechselt. An Tag 6 wurden die Zellen fixiert und eine Immunfluoreszenzfarbung gegen BllI-Tubulin (griin) und
Ataxin-3 (rot) durchgefiihrt. DAPI (blau). Skalierungsbalken = 50 pm.
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Ctrl1-12 MJD1-9

Ataxin-3/DAPI

+ ATP
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Abb. 3.17: ATP-Stimulation von jungen MJD-Neuronen induziert Ataxin-3-positive-Makroaggregate

[t-NES-Zellen wurden auf mit Matrigel beschichteten Schalen ausgeséat. 24 h spater wurde das Medium zu SDM
gewechselt. ATP-Stimulation erfolgte wie in Abb. 3.14 angegeben. An Tag 6 wurden die Zellen fixiert und
anschlieBend wurde eine Immunfluoreszenzfarbung gegen BllI-Tubulin (griin) und Ataxin-3 (rot) durchgefiihrt.

DAPI (blau). Makroaggregate positiv fir Ataxin-3 (weile Blockpfeile). Einsatz: VergroRerung eines MJD1-9-
Neurons mit Ataxin-3-Aggregat. Skalierungsbalken = 50 ym.

ATP-stimulierte Kontroll-Neurone zeigten ebenfalls keine detektierbare Aggregation
von Ataxin-3 in der Immunfluoreszenz (Abb. 3.17). In MJD-Neuronen, die mit ATP stimuliert
wurden, konnten hingegen deutlich sichtbare, bis zu mehreren Mikrometern groRRe Ataxin-3-
positive Aggregate detektiert werden (Abb. 3.17, weile Blockpfeile). ATP-Stimulation von
jungen MJD-Neuronen ist demnach hinreichend um Ataxin-3-Makroaggregate in plll-Tubulin-
positiven, neuronalen Zellen zu induzieren. Die Effizienz der Induktion variierte hierbei
zwischen <1-23% Neuronen mit Ataxin-3-positiven Makroaggregaten in unabhangigen

Experimenten.

3.3.5 Die ATP-induzierte Makroaggregation von Ataxin-3 ist

spezifisch fur MJD-Neurone

Die Verwendung einer nicht-isogenen Kontrolle konnte zur Beobachtung von
vermeintlichen Phanotypen fuhren, die in Wirklichkeit nicht auf das mutierte Gen selbst
zurtckzufiihren sind, sondern in der genetischen Varianz begriindet liegen.

Dieser Problematik wurde im Folgenden dadurch begegnet, dass der Effekt von ATP-
Stimulation auf die Makroaggregation von Ataxin-3 in jungen Neuronen drei weiterer MJD-

Patienten und einer weiteren, unbetroffenen Kontrolle untersucht wurde.
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Abb. 3.18: Die ATP-induzierte Makroaggregation von Ataxin-3 ist spezifisch fiir neuronale MJD-Kulturen
Lt-NES-Zellen wurden auf mit Matrigel beschichteten Schalen ausgesat und das Medium 24 h spater zu SDM
gewechselt. ATP-Stimulation erfolgte wie in Abb. 3.14 angegeben. Immunfluoreszenzfarbung an Tag 6 gegen
Ataxin.3 (rot). DAPI (blau). Makroaggregate positiv fir Ataxin-3 (weile Blockpfeile). Einsatz: VergréRerung von
MJD-Neuronen mit Ataxin-3-Aggregat. (Skalierungsbalken = 50 um)

Das Experiment wurde wie in 3.3.3 beschrieben durchgefihrt. Die Kulturen wurden
an Tag 6 fixiert und Ataxin-3 durch Immunfluoreszenzfarbung visualisiert. Die zusatzliche
Kontrolllinie Ctri2-2 zeigte nach ATP-Stimulation keine Ataxin-3-Aggregate in der
Immunfluoreszenz (Abb. 3.18). In jungen Neurone der drei weiteren MJD-Linien MJD2-2,
MJD-3-5 und MJD4-8 konnten hingegen mikroskopisch sichtbare Ataxin-3-positive
Makroaggregate detektiert werden (Abb. 3.18).

3.3.6 Charakterisierung der ATP-induzierten Ataxin-3-positiven

Makroaggregate

Ataxin-3-positive Makroaggregate, die mit der in vivo Pathologie von MJD assoziiert
sind, besitzen weitere fir sie charakteristische Eigenschaften wie eine vorwiegend nukleare
Lokalisation und Co-Lokalisation mit Ubiquitin. Durch eine detailliertere Charakterisierung der
in der Immunfluoreszenz detektierbaren, Ataxin-3-positiven Makroaggregate in den jungen
Neuronen sollte untersucht werden inwiefern sie mit den in vivo zu findenden Aggregaten
vergleichbar sind, und ob sie somit eine Rekapitulation eines mit der Pathologie von MJD

assozierten Phanotyps darstellen.
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3.3.6.1 Ataxin-3-positive Makroaggregate sind im Nukleus lokalisiert

Eines der Schlisselkennzeichen der in vivo Pathologie von MJD ist die Bildung
prominenter neuronaler, intranukledrer Inklusionen (neuronal intranuclear inclusions, NllIs),
die positiv fur Ataxin-3 sind (Paulson et al, 1997b; Schmidt et al, 1998). Transiente
Uberexpression von mutiertem Ataxin-3 flihrt dagegen primar zu einer zytosolischen
Aggregation von Ataxin-3 mit Aggresomcharakter (Kobayashi et al., 2003).

Zur Untersuchung der genauen zellularen Lokalisation der Ataxin-3-positiven
Makroaggregate und zur Beantwortung der Frage, ob sie eher den Charakter eines
Aggresoms oder einer NIl aufweisen, wurden junge Neuronen wie in 3.3.3 ausgefiihrt mit
ATP-stimuliert und an Tag 6 fixiert. Nach einer anschlieBenden Immunfluoreszenzfarbung
gegen Ataxin-3 und llI-Tubulin wurden die Zellen an einem konfokalen Laserscanmikroskop
auf die zelluldre Lokalisation der Ataxin-3-positiven Makroaggregate untersucht. Eine Z-
Ebenenaufnahme und —rekonstruktion zeigte eine eindeutige nukledre Lokalisation der
Ataxin-3-positiven Makroaggregate (Abb. 3.19, A). Dieses Phanomen wurde durch eine 3D-
Animationsmodellierung eines Neurons mit einem Ataxin-3-positiven Makroaggregat und
einem visuellen Schnitt durch die Y-Ebene dieses Aggregates weiter verdeutlicht (Abb. 3.19,

B). Bis auf wenige Ausnahmen (~ 2%) waren alle konfokal untersuchten Ataxin-3-positiven

Makroaggregate im Zellkern lokalisiert.

A B

Ataxin-3/BlII-Tubulin/DAPI

Abb. 3.19: ATP-induzierte Ataxin-3-positive Makroaggragte entsprechen Nillis.

(A) Z-Ebenenaufnahme und -rekonstruktion von mit ATP-stimulierten jungen MJD-Neuronen der Linie MJD1-9.
Immunfluoreszenzfarbung gegen BllI-Tubulin (griin) und Ataxin-3 (rot). DAPI (blau). Auswahl der Position eines
Ataxin-3-positiven Makroaggregates. (B) Schragansicht von oben einer 3D-Animationsmodellierung eines
Neurons mit Ataxin-3-positivem Makroaggregat im Zentrum des Nukleus. Dargestellt ist ein Schnitt durch die Y-
Ebene des Aggregates, der die zentrale, nukledre Lokalisation verdeutlicht. Einsatz: Neuron ohne Schnitt durch
die Y-Ebene.
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3.3.6.2 Co-Lokalisation von Ubiquitin mit Ataxin-3-positiven Nlls

Ein weiteres Charakteristikum von neuronalen intranukledren Ataxin-3-Inklusionen ist
die Ubiquitinierung dieser Inklusionen, die in post mortem Gewebeschnitten von MJD-
Patienten nachweisbar ist (Paulson et al., 1997b; Schmidt et al., 1998).

Zur Untersuchung der Co-Lokalisation der durch ATP-Stimulus induzierten NlIs mit
Ubiquitin in jungen MJD-Neuronen wurden diese wie in 3.3.3 beschrieben behandelt und an
Tag 6 fixiert. Die Analyse einer Immunfluoreszenzfarbung mit einem Antikdrper gegen
Ubigitin und Ataxin-3 zeigte in weniger als 1% der Nlls enthaltenen Zellen eine Co-
Lokalisationen von Ubiquitin und Ataxin-3-positiven Nlls in ATP-stimulierten jungen MJD-
Neuronen (Abb. 3.20).

Ataxin-3 Ubiquitin DAPI Uberlagerung

»
mom—

MJD3-5

MJD4-1

Abb. 3.20: Ubiquitin co-lokalisiert mit Ataxin-3-positiven Nlls in jungen MJD-Neuronen

Junge MJD-Neurone wurden wie in 3.3.3 erlautert generiert und mit ATP-stimuliert. Immunfluoreszenzfarbung
gegen Ubiquitin (griin) und Ataxin-3 (rot) an Tag 6. DAPI (blau). Uberlagerung der Fluoreszenzkanéle zeigt Co-
Lokalisation von Ataxin-3 und Ubiquitin (gelb). Skalierungsbalken = 10 pm.

3.3.7 Coffein-Stimulation induziert Ataxin-3-positive Nlls

Die Ergebnisse aus 3.3.2 legten als Quelle flir den ATP-vermittelten, zytosolischen
Ca2+-Anstieg intrazellulare Speicher nahe, die durch metabotrope P2Y-Rezeptoren reguliert
werden. Der Hauptspeicher fiir intrazelluldres Ca?* in Neuronen ist das endoplasmatische
Reticulum (ER) (Ubersicht: Berridge, 1998). Um zu priifen, ob eine direkt vermittelte Ca®-
Freisetzung aus dem ER Uber einen alternativen Stimulus mdglich und fur die Induktion von
Ataxin-3-positiven Nlls ausreichend ist, wurden junge Kontroll- und MJD-Neurone mit Coffein
stimuliert (Abb. 3.21, A).

Coffein aktiviert in Muskelzellen durch die im ER lokalisierten Ca?*-permissiven
Ryanodinerezeptoren (RyRs) eine Ca®*-Freisetzung ins Zytosol (Verkhratsky 2005; Weber,
1968). Dieser Effekt konnte ebenfalls in Neuronen beobachtet werden (Kuba und Nishi,
1976; Verkhratsky, 2005) (Abb. 3.21, B).
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Die Induktion eines zytosolischen Ca®*-Anstieges durch Coffein-Stimulus wurde durch
duale spektrofluometrische Analyse der Exzitation von Fura-2-AM bei 340/380 nm (Fura-2-
AM-Messung) verifiziert. Coffein-Applikation induzierte einen Anstieg der zytosolischen Ca*'-
Konzentration an Tag vier der Differenzierung in jungen MJD-Neuronen, indikativ fir
funktionelle RyR-Rezeptoren zu diesem Zeitpunkt (Abb. 3.21, C). Fur die Induktion von
Ataxin-3-positiven Nlls wurden die jungen Neurone an Tag vier (d4) mit Coffein fir 30 min
inkubiert und anschliefend zu frischem SDM gewechselt. Diese Prozedur wurde drei Mal

nach je 24 h wiederholt.
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Abb. 3.21: Coffein-Stimulation induziert einen zytosolischen Ca“-Anstieg in jungen MJD-Neuronen

(A) Lt-NES-Zellen wurden auf mit Matrigel beschichteten Schalen ausgesat und in SDM fir vier Tage
differenziert. Stimulation mit 10 mM Coffein fir 30 min an d4, d5, d6 und d7, Fixierung an d8 (B) Schema der
Coffeinstimulation: Coffein stimuliert durch Sensibilisierung flr zytosolisches ca®* die Ca2+-Freisetzung aus dem
ER durch RyRs. (C) Junge MJD-Neuorne wurden an d4 fur 30 min mit 2 yM Fura-2-AM geladen und mit 10 mM
Coffein in HSB bei 37°C stimuliert. Der Anstieg von Ca®* wurde durch duale spektrofluometrische Analyse der
Exzitation bei 340 und 380 nm (340/380 ratio) Uber die Zeit (sec) bestimmt.

Eine Immunfluoreszenzanalyse an Tag acht (d8) zeigte keine Ataxin-3-positiven Nlls
nach Coffein-Stimulation in jungen Kontrollneuronen (Abb. 3.22). Im Gegensatz dazu
konnten in jungen MJD-Neuronen Ataxin-3-positive Nlls detektiert werden (Abb. 3.22). Die
Effizienz der Induktion von Neuronen mit Ataxin-3-positiven Nlls variierte hierbei zwischen 4-

20% in unabhangigen Experimenten.
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Abb. 3.22: Coffein-Stimulation induziert Ataxin-3-positive NllIs in jungen MJD-Neuronen

Lt-NES-Zellen wurden auf mit Matrigel beschichteten Schalen ausgesat und in SDM fir vier Tage differenziert.
Stimulation mit 10 mM Coffein fir 30 min an d4, d5, d6 und d7, Fixierung an d8. Immunfluoreszenzfarbung gegen
Ataxin-3 (rot) und pllI-Tubulin (grin). DAPI (blau). Ataxin-3-positive Nlls (weie Blockpfeile). Einsatz:
Vergrofierung von Neuronen mit Ataxin-3-positiven Nlls. Skalierungsbalken = 50 pm.

3.3.8 Reversible SERCA-Inhibition induziert Ataxin-3-positive Nlls in

jungen MJD-Neuronen

Neben der Plasmamembran Ca*-ATPase (PMCA) und dem Na*/Ca?-Antiporter
(Na*/Ca** exchanger, NCX), die Ca®* vom Zytosol in den extrazelluldren Raum
transportieren (Schatzmann, 1973; Tasaki, 1963), ist die weitere treibende Kraft fir die
niedrige Ca**-Konzentration im Zytosol die Familie der sarco/endoplasmatische Reticulum
Ca”-ATPasen (SERCAs), die unter ATP-Verbrauch Ca®* aus dem Zytosol in das ER
transportieren (Lytton und MacLennan, 1988). Irreversible Inhibition der SERCAs durch
Thapsigargin (TG) (Lytton et al., 1991) oder reversible Inhibition durch Cyclopiazonsaure
(cyclopiazonic acid, CPA) (Demaurex et al, 1992) oder 2,5-Di-(tert-butyl)-1,4-
Benzohydroguinon (DBHQ) (Kass et al., 1989) induziert eine Depletion des Ca®* aus dem
ER ins Zytosol durch bisher nicht vollstdndig verstandene Mechanismen (Abb. 3.23, A (?))
(Camello et al., 2002) und damit zu einem Anstieg der zytosolischen Ca®*-Konzentration
(Abb. 3.23, A). Das aus dem ER austretende Ca®* kann zur Signalverstirkung zusatzlich die
Ca*"-sensitiven RyR aktivieren (Abb. 3.23, A). Damit stellt die SERCA-Inhibition einen
potentiellen Mechanismus dar, um durch einen zytosolischen Ca?*-Anstieg Ataxin-3-positive

NllIs in jungen MJD-Neuronen zu induzieren.
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Abb. 3.23: DBHQ-Stimulation induziert Ataxin-3-positive Nlls in jungen MJD-Neuronen

[t-NES-Zellen wurden auf mit Matrigel beschichteten Schalen ausgesat und in SDM fir vier Tage differenziert.
Stimulation mit 50 yM DBHQ fur 5 min in SDM an d4, d5, d6 und d7, Fixierung an d8. Schema der SERCA-
Inhibition durch DBHQ und Ca®* -Freisetzung aus dem ER (A). Junge MJD-Neurone wurden an d4 fur 30 min mit
2 UM Fura-2-AM geladen und mit 50 uM DBHQ in HSB bei 37°C stimuliert. Der Anstieg von Ca>* wurde durch
Fura-2-AM-Messung (340/380 ratio) iiber die Zeit (sec) bestimmt. DBHQ-Stimulation induzierte eine Ca®*-
Freisetzung ins Zytosol der Zellen (B). Immunfluoreszenzfarbung gegen Ataxin-3 (rot). DAPI (blau). Ataxin-3-
positive Nlls (weile Blockpfeile). Einsatz: VergréRerung von Neuronen mit Ataxin-3-positiven Nlls.
Skalierungsbalken = 50 ym.

Um die Funktionalitdt der SERCA-Inhibition fur die Induktion von NllIs in jungen MJD-
Neuronen zu untersuchen, wurden Kontroll- und MJD-It-NES-Zellen aquivalent wie in 3.3.7
fur die Stimulation mit DBHQ vorbereitet (Abb. 3.21, A). DBHQ wurde von den verfliigbaren
SERCA-Inhibitoren aufgrund seiner héheren thermalen Stabilitdt im Vergleich zu CPA und
TG ausgewahlt. Die Funktionalitdt des DBHQ-Stimulus zur Induktion eines zytosolischen
Ca?-Anstieges durch SERCA-Inhibition wurde durch Fura-2-AM-Messung an Tag vier
verifiziert. DBHQ-Applikation induzierte einen Anstieg der zytosolischen Ca?*-Konzentration
(Abb. 3.23, B). Fir die Induktion von Ataxin-3-positiven NlIs wurden die jungen Neurone an
Tag vier (d4) mit DBHQ fir 5 min inkubiert und anschlieRend zu frischem SDM gewechselt.

Diese Prozedur wurde drei Mal nach je 24 h wiederholt.
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Die DBHQ-induzierte SERCA-Inhibition der jungen Neuronen der Kontrollzelllinie
Ctrl1-12 resultierte in keiner Generierung von Ataxin-3-positiven Nlls in der
Immunfluoreszenzfarbung (Abb. 3.23 C). In den Kulturen der Zelllinie MJD1-9 hingegen
bildeten sich nach wiederholter, kurzzeitiger SERCA-Inhibition durch DBHQ-Applikation
Ataxin-3-positive Nlls (Abb. 3.23 C). Bei der Effizienz der Induktion von Ataxin-3-positiven
Nlls zeigte sich hierbei eine hohe Variabilitat zwischen unabhangigen Experimenten

zwischen <1-83%.

3.3.9 Induzierte intrazellulire Ca* -Freisetzung fiihrt nicht zu

Ataxin-3-positiven NllIs in nicht-neuronalen Zellen

Die Glutamat-induzierte Mikroaggregation von SDS-unldslichen Ataxin-positiven
Aggregaten war abhangig von einer funktionalen Signalkaskade bis hin zu
spannungsabhéngigen Ca?*-Kanalen, wie sie charakteristisch fiir elektrophysiologisch aktive
Neurone, aber nicht fur Fibroblasten, iPS-Zellen oder Gliazellen ist (Abb. 3.13 B,C).

Die Expression von funktionellen ATP-sensitiven, metabotropen P2Y-Rezeptoren ist
nicht auf Neurone beschrankt (Ubersicht: Burnstock, 2007; Delarasse et al., 2009; Khaira et
al., 2009; 1.3.2). Weiterhin sind die drei Subtypen der RyRs in vielen Geweben und die
SERCA-Familie in verschiedener Komposition ubiquitér exprimiert (Ubersicht: Verkhratsky,
2005). Dies wirft die Frage auf, ob die breit wirkenden Stimuli ATP, Coffein und DBHQ eine
Bildung von Ataxin-3-positiven, nuklearen Makroaggregaten in anderen Zelltypen als
Neuronen induzieren kdnnen. Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurden Fibroblasten,
iPS-Zellen und gliale Zellen mit allen drei Stimuli behandelt und auf Ataxin-3-positive
nukledre Makroaggregate analysiert.

MJD-Fibroblasten wurden auf mit Gelatine beschichteten Schalen in MEF-Medium
ausgesat und in diesem 24 h spater stimuliert. Stimulation mit ATP und Coffein wurde fiir 30
min, fir DBHQ 5 min durchgefiihrt und danach zu frischem MEF-Medium gewechselt. Diese
Prozedur wurde drei Mal nach je 24 h wiederholt. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen
fixiert und eine Immunfluoreszenzfarbung gegen Ataxin-3 und den Fibroblasten-spezifischen
Marker CD13 (Sorrell et al., 2003) durchgefiihrt. Bei keinem der drei Stimuli konnte ein
Auftreten von zytoplasmatischen oder nukledren Ataxin-3-positiven Makroaggregaten in
CD13-positiven Fibroblasten beobachtet werden (Abb. 3.24).
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Abb. 3.24: Intrazelluldre Ca“-Freisetzung fiihrt nicht zu Ataxin-3-positiven Nlls in nicht-neuronalen Zellen
MJD1-Fibroblasten, iPS-Zellen der Linie MJD1-9 und aus It-NES-Zellen der Linie MJD1-9 abgeleitete Gliazellen
wurden an je vier konsekutiven Tagen entweder mit 500 yuM ATP fir 30 min, 10 mM Coffein fir 30 min oder 50
MM DBHQ fir 5 min stimuliert. Stimulationsmedium fiir Fibroblasten = MEF, iPS-Zellen = mTeSR, Gliazellen =
GM. Die Zellen wurden 24 h nach dem letzten Stimulus fixiert und auf einen zelltypspezifischen Marker und
Ataxin-3 mittels Immunfluoreszenz gefarbt. Fibroblasten CD13 (rot) und Ataxin-3 (griin). iPSCs TRA-1-60 (grtn)
und Ataxin-3 (rot). Gliazellen GFAP (grin) und Ataxin-3 (rot). DAPI (blau). Einsatz: Verkleinerung
zelltypspezifischer Marker. Mit DBHQ stimulierte iPSCs zeigten an d3 der Stimulation massiven Zelltod (PK d3)
und konnten nicht bis zum Endzeitpunkt der Analyse weitergefiihrt werden. PK = Phasenkontrast.
Skalierungsbalken = 50 ym.

MJD-iPS-Zellen wurden auf mit Matrigel beschichteten Schalen in mTeSR-Medium
ausgesat und zwei Tage nach Aussat stimuliert. Die Stimulation erfolgte ebenfalls in mTeSR-
Medium. ATP, Coffein und DBHQ wurden nach dem gleichen Vorgehen wie bei der
Stimulation der Fibroblasten appliziert und die Zellen ebenfalls 24 h nach dem letzten
Stimulus analysiert. Immunfluoreszenzfarbung des Pluripotenzmarker TRA-1-60 (Andrews et
al., 1984) wurde fir die Validierung der pluripotenten Stammzellidentitdt durchgefinhrt.
Sowohl ATP- als auch Coffein-Stimulation zeigte keine Induktion von Ataxin-3-positiven,
nuklearen Makroaggregaten in TRA-1-60-positiven Zellen (Abb. 3.24). Stimulation mit DBHQ
induzierte massiven Zelltod, sodass schon an Tag drei (d3) der Stimulation nur wenige
Zellen auf der Schale verblieben und bis zum Ende der Stimulationszyklus keine Zellen mehr
zur Analyse vorhanden waren (Abb. 3.24).

Gliale MJD-Zellen wurden wie in Hucke et al., 2012 beschrieben aus MJD-It-NES-
Zellen durch CNTF, FCS und T3 abgeleitet, auf Matrigel ausgesat und zusatzlich sechs
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Wochen nach Serio et al., 2013 mit CNTF maturiert. Das Stimulationsparadigma entsprach
den fur Fibroblasten und iPS-Zellen verwendetem und wurde in glialem Maturationsmedium
(GM) durchgefuhrt. 24 h nach dem letzten der vier Stimuli erfolgte eine Analyse der glialen
Kultur durch GFAP- und Ataxin-3-Immunfluoreszenzfarbung. Ataxin-3-positive, nukleare
Makroaggregate konnten bei keinem der drei Stimuli in GFAP-positiven, glialen Zellen
detektiert werden (Abb. 3.24).

3.4 Autophagie als ein zentraler Modulator der Ataxin-3-

Aggregation in jungen MJD-Neuronen

3.4.1 Pharmakologische Autophagieinhibition induziert Ataxin-3-

positive Nlls in jungen MJD-Neuronen

Eine Quantifizierung der Experimente zur Induktion von Ataxin-3-positiven Nlls in
jungen MJD-Neuronen zeigte eine hohe Variabilitat des Anteils von fllI-Tubulin-positiven
Zellen, die wenigstens eine Ataxin-3-positive Inklusion besitzen, unabhangig vom
verwendeten Stimulus zwischen einzelnen, unabhangigen Experimenten. Die Spanne reichte
dabei von unter 1% bis Uber 80% aller Neurone (Abb. 3.25, A). Coffein und DBHQ als
Zelltyp- und Signalweg-unabhéangige, universelle Stimulantien waren nicht in der Lage, diese
Varianz zwischen den einzelnen Experimenten zu reduzieren (Abb. 3.25, A). Dieser Befund
warf die Frage auf, ob eine dynamische Regulation von zelluldaren Abbauprozessen zum
Zeitpunkt des jeweiligen Experimentes ursachlich sein kdnnte.

Die beiden Hauptsysteme der eukaryotischen Proteindegradation sind das
Proteasom und das Lysosom. Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) degradiert die
meisten I6slichen, zytosolischen Proteine (Ciechanover, 2005; Ciechanover, 2006). Das
Lysosom hingegen prozessiert die meisten Membran- und endozytierten Proteine
(Ciechanover, 2006; Luzio et al., 2007), degradiert aber ebenfalls zytosolische Proteine
durch den Prozess der Autophagie (Pillay et al., 2002).

Autophagie (von griechisch avté- auto ,selbst-“ und @ayeiv phagein ,essen”) ist ein
Uberbegriff fir mehrere Prozesse mit den drei Hauptarten Chaperon-mediierte Autophagie
(CMA) (Dice, 1990), Mikroautophagie (Ahlberg et al., 1982) und Makroautophagie. Die
Makroautophagie  unterscheidet sich durch das zusatzliche Ausbilden einer
Membranstruktur, der Phagophore, von den anderen Arten. Die Phagophore umschlief3t
durch Expansion einen Teil des Zytosols, um als reifes Autophagosom mit Lysosomen zu

fusionieren (Arstila et al., 1968).
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Eine direkte Verbindung zwischen Makroautophagie, intrazellularen
Proteinenaggregaten und Neurodegeneration konnte eindrucksvoll durch zwei knockout-
Studien im Modellsystem Maus gezeigt werden. Selektive Deletion eines der beiden fir die
Makroautophagie essentiellen Gene autophagy related (ATG)5 oder ATG7 im ZNS fihrte zu
einem neurodegenerativen Phanotyp mit hochgradig ubiquitinierten Proteinaggregaten (Hara
et al., 2006; Komatsu et al., 2006). Basierend auf diesen Beobachtungen sollte untersucht
werden, ob und inwiefern eine pharmakologische Inhibition der Makroautophagie (im
Folgenden als Autophagie bezeichnet) einen modulierenden Einfluss auf die Generierung

von Ataxin-3-positiven Nlls in jungen MJD-Neuronen ausubt.
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3-Methyladenin
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Abb. 3.25: Pharmakologische Autophagie-Inhibition induziert Ataxin-3-positive Nlls

Fir die Quantifizierung wurden je 300 BllI-Tubulin-positive Zellen pro Experiment auf Ataxin-3-positive
Inklusionen untersucht. Von der MJD-It-NES-Linie MJD1-9 wurden sechs Experimente mit ATP-, drei
Experimente mit Coffein- und vier Experimente mit DBHQ-Stimulation ausgezahlt (A). MJD-It-NES-Zellen wurden
auf mit Matrigel beschichteten Schalen ausgesat und 4 Tage in SDM differenziert. Ab Tag 4 erfolgte eine
Supplementierung des SDM mit 10 mM 3-MA bzw. 400 nM Wortmannin, die beim taglichen Medienwechsel
erneuert wurde. Immunfluoreszenzfarbung an Tag 8 gegen Ataxin-3 (rot) und Blll-Tubulin (griin). DAPI (blau).
Ataxin-3-positive Nlls (weife Blockpfeile). Einsatz: VergrofRerung von Neuronen positiv fir Ataxin-3-positive NllIs
(B). Quantifizierung der Induktion von Ataxin-3-positiven Nlls in jungen MJD-Neuronen durch 3-MA in drei
unabhangigen Experimenten (C). Skalierungsbalken = 50 ym.
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3-Methyladenine (3-MA) und Wortmannin sind strukturell nicht verwandte Inhibitoren
der Klasse Il Phosphotidylinositol-3-Kinase (PIK3C3), die fur die initiale Bildung der
Phagophore essentiell ist und blockieren auf diese Weise die Autophagie (Blommaart et al.,
1997; Petiot et al., 2000). Fur die Analyse des Effektes von 3-MA und Wortmannin auf junge
MJD-Neurone ohne weitere Stimulation wurden MJD-It-NES-Zellen auf mit Matrigel
beschichteten Schalen ausgesat und fir vier Tage in SDM differenziert. Beim Wechsel des
Mediums an Tag vier wurde 3-MA bzw. Wortmannin ins SDM supplementiert und beim
Medienwechsel taglich erneuert. Bei Analyse an Tag acht konnten im GroRteil der fllI-
Tubulin-positiven Zellen Ataxin-3-positive Nlls detektiert werden (Abb. 3.25, B). Eine
Quantifizierung unabhangiger Experimente mit 3-MA zeigte eine konstant hohe Effizienz in
der Induktion von Ataxin-3-positiven Nlls (Abb. 3.25, C). Die Applikation von 3-MA und
Wortmannin wurde allerdings von Zelltoxizitdt begleitet, erkennbar an fragmentierten

Zellkernen und einer BllI-Tubulin-Fragmentierung in den Neuriten (Abb. 3.25, B).

3.4.2 Modulation von Autophagie-regulierenden Signalwegen

induziert Ataxin-3-positive Nlls

Zusammengefasst fuhrt die Inhibition der Autophagie durch 3-MA oder Wortmannin
ohne zusétzliche Stimulation einer Ca*-Freisetzung aus dem ER zur Induktion Ataxin-3-
positiver NIl in jungen MJD-Neuronen (Abb. 3.21, B). Der o.g. Befund flhrt zu der Frage, ob
auch eine Modulation von Autophagie-regulierenden Signalwegen zur Generierung von
Ataxin-3-positiven NlIs fihren kann. Hierzu wurde zuerst die Zusammensetzung des SDM
hinsichtlich potentiell Autophagie-regulierender Komponenten tberprift.

Die Halbwertszeit von Glutamin in Zellkulturmedien betragt bei 4°C naherungsweise
zwei Wochen. Der Grund hierfiir ist eine chemische Dekomposition, bei der Glutamin in
Lésung in Glutamat und Ammoniak zerfallt. Ammoniak kann abhangig von der Konzentration
eine aktivierende oder inhibierende Wirkung auf die Autophagie ausuben (Cheong et al.,
2011; Eng et al., 2010). Zur Pravention der Ammoniakbildung wurde im SDM Glutamin durch
GlutaMAX ersetzt. GlutaMAX ist ein Dipeptid aus Alanin und Glutamin, das durch von Zellen
ins Medium sezernierte Aminopeptidasen stetig hydrolysiert wird und so fiir einen niedrigen,
aber intakten Glutaminspiegel im Kulturmedium sorgt (Christie und Butler, 1994).

Der neuroprotektive brain derived neurotrophic factor (BDNF) aktiviert das
antiapoptotische B-cell lymphoma 2 protein (Bcl-2) in Neuronen (Allsopp et al., 1993; Allsopp
et al., 1995) und Aktivierung von Bcl-2 inhibiert Gber seine Bindung an Beclin-1 (BECN1) die
die Bildung der Phagophore (Pattingre et al., 2005). Eine Erhéhung der BDNF-Konzentration

kénnte demnach Autophagie-inhibierend wirken.
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Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) hat wie BDNF eine neuroprotektive Funktion, die
Uber Aktivierung der beiden Kinasen AKT1 (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog
1) und mTOR (mechanistic target of rapamycin (serine/threonine kinase)) vermittelt wird
(Dudek et al., 1997; Rommel et al., 2001). mTOR-Aktivierung inhibiert neben anderen
Funktionen den fur die Autophagieinitiation essentiellen ULK (Unc517-like kinase)-Komplex
(Chan et al.,, 2009a; Mizushima, 2010). Eine Erhohung der IGF-1-Konzentration wiirde
demnach Uber verstarkte mTOR-Aktivierung eine Inhibition der Autophagie induzieren.

Die als einziges Antioxidans im SDM enthaltene Ascorbinsaure stimuliert durch eine
Stabilisierung des lysosomalen pH-Wertes die Autophagie (Martin et al., 2002) und eine
Eliminierung von Ascorbinsaure aus der SDM-Zusammensetzung kdnnte einen Autophagie-
inhibierenden Effekt besitzen.

Zusatzlich zur Modulation der bereits im SDM enthaltenen Komponenten wurden die
weiteren, vermutlich Autophagie-inhibierend wirkenden Substanzen Methylpyruvat,
Interleukin-4 und di-butyryl-cAMP hinzugegeben, deren Wirkmechanismus im Folgenden
kurz beschrieben ist (Abb. 3.26):

Methylpyruvat stimuliert als ein zellpermeables Pyruvatderivat die Katalyse von AMP
zu ATP und inhibiert eine Aktivierung der AMP-aktivierten Kinase (AMPK) und damit eine
Induktion der Autophagie tber Aktivierung des ULK-Komplexes (Cheong et al., 2011; Shang
und Wang, 2011; Vazquez et al., 2012).

Das anti-inflammatorische Zytokin Interleukin-4 (IL-4) inhibiert die Autophagie in
Makrophagen tber AKT1-mTOR-Aktivierung (Harris et al., 2007, Harris et al., 2008).

Di-butyryl-cAMP (dbcAMP) ist ein zellpermeables Analog des intrazellularen
Signalmolekils cAMP und erhoht Gber eine Aktivierung der Phospholipase C (PLC) die IP3-

Konzentration, welche zu einer Inhibition der Autophagie fuhrt (Williams et al., 2008).
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IGF inhibierend AKT1/mTOR/ULK Rommel et al., 2001
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Methylpyruvat inhibierend AMPK/ULK Vazquez et al., 2012
Interleukin-4 inhibierend AKT1/mTOR/ULK ::::: 25 :;:' 288{75
dbcAMP inhibierend cAMP/PLC/IP3 Williams et al., 2008

Abb. 3.26: Beschriebener Einfluss von Zellkulturmedienkomponenten auf die Autophagie.
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Auf Grundlage dieser beschriebenen Effekte sollte im Folgenden untersucht werden,
inwiefern sich verschiedene Konzentrationen der im SDM bereits befindlichen, die
Autophagie potentiell regulierenden Komponenten BDNF, IGF-1 und Ascorbinsaure in den
initialen vier Tagen der Differenzierung auf die Bildung von Ataxin-3-positiven Nills
auswirken. Hohe Konzentrationen von BDNF und IGF-1 sollten hierbei durch verstarkte
Aktivierung ihres korrespondierenden Signalweges eine starkere Autophagie-inhibierende
Wirkung als niedrige Konzentrationen zeigen. Fur die erfolgreiche Induktion von Ataxin-3-
positiven Nlls in jungen MJD-Neuronen wurde in den vorangegangenen Experimenten eine
Stimulierungsphase von vier Tagen verwendet (vgl. Abb. 3.15, A u. Abb. 3.21, A). Fir eine
aquivalente Stimulierungsphase im Anschluss an die initiale Differenzierungsphase wurde
die Kombination mit der groRtmdéglichsten Autophagie-inhibierenden Wirkung zur Induktion
von Ataxin-3-positiven Nlls gewahlt.

MJD-It-NES-Zellen wurden auf mit PO/Ln beschichteten Schalen ausgeséat und 24 h
spater in vier verschiedenen Kombinationen von BDNF, IGF-1 und Ascorbinsaure in SDM fiir
vier Tage differenziert. Danach wurden die Zellen unter aller vier initialen Bedingungen vier
bis acht weitere Tage ohne Ascorbinsaure, dafir mit Methylpyruvat, IL-4 und dbcAMP
kultiviert (Abb. 3.27, A). Um eine mogliche Zeitverzégerung fir die Genese der Ataxin-3-
positiven NlIs allein durch die gewahlten Medienbedingungen im Gegensatz zu einer aktiv
durch intrazellulare Ca®*-Freisetzung induzierten Genese zu untersuchen, wurden die Zellen
an Tag acht und zusatzlich an Tag zwdlf analysiert (Abb. 3.27, A).

Die Kombination von niedriger IGF-1- und BDNF-Konzentration in Anwesenheit von
Ascorbinsaure (lI.) resultierte in keinen Ataxin-3-positiven NlIs an Tag acht (d8) (Abb. 3.27,
B). Alle drei anderen Kombinationen (I., lll. und IV.) hingegen induzierten Ataxin-3-positive
Nlls in MAP2ab-positiven Zellen zu diesem Zeitpunkt (Abb. 3.27, B). Bei Bedingung |. war
dabei eine verringerte Zellviabilitat zu beobachten (Abb. 3.27, B, I.).

Analyse an Tag zwolf (d12) ergab einen negativen Befund fur die an Tag acht zuvor
fir Nll-positiven Bedinungen |I., Ill. und IV.. Im Gegensatz dazu zeigte Bedingung Ill.
vereinzelte Ataxin-positive NlIs in MAP2ab-positiven Neuronen (Abb. 3.27, B, d12). In allen
Ansatzen war an d12 eine Abnahme der Zellviabilitdt zu beobachten (Abb. 3.27, B, d12).

A | niedrige WF
2 hohe WE + Ascorbinsiure (Asc)
niedrige WF + Asc
1. 2 + IL-4, dbcAMP, MetPyr +15 ng IGF, 15 ng BDNF
i1, __hohe WF +100 ng IGF, 50 ng BDNF
hohe WF + Asc +20 ng IL-4, 1 mM dbcAMP,
Iv. 8 mM MetPyr

- I l -
it-Nes I | I Neurone
d-1 dO d4 d8 d12
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Ataxin-3/MAP2a+b/DAPI

IV.

Abb. 3.27: Modulation von Autophagie-inhibierenden Signalwegen induziert Ataxin-3-positive Nlls

(A) Schema der verschiedenen Kombinationen von BDNF, IGF-1 und Ascorbinsaure (Asc) bis d4. (B) It-NES-
Zellen der Linie MJD1-9 wurden auf PO/Ln ausgesat und wie in (A) angezeigt kultiviert. Analyse an d8 und d12.
Immunfluoreszenzfarbung gegen Ataxin-3 (rot) und MAP2ab (griin). DAPI (blau). MAP2ab-positive Zellen mit fur
Ataxin-3-positiven Nlls (weil3e Blockpfeile).

I.: 15 ng/ml BDNF, 15 ng/ml IGF-1. Il.: 15 ng/ml BDNF, 15 ng/ml IGF-1, 221 pyM Asc. lll.: 50 ng/ml BDNF, 100
ng/ml IGF-1. IV.: 50 ng/ml BDNF, 100 ng/ml IGF-1, 221 yM Asc. Medium von d4 bis d12 mit 50 ng/ml BDNF, 100
ng/ml IGF-1. Zuséatzlich: 10 ng/ml IL-4, 8 mM Methylpyruvat, 1 mM dbcAMP.

WF = Wachstumsfaktoren; Asc = Ascorbinsaure; MetPyr = Methylpyruvat. Skalierungsbalken = 50 ym.
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3.4.3 Autophagiemodulation induziert Ataxin-3-positive Nlls

spezifisch in jungen MJD-Neuronen

Im Folgenden sollte gepriift werden, ob durch die in 3.4.1 gefundenen, Autophagie-
inhibierenden Mediumbedingungen eine Bildung von Ataxin-3-positiven NIlIs selektiv in
jungen MJD-Neuronen induzieren. Hierzu wurden die zwei weiteren MJD-Linien MJD2-9 und
MJD4-1 sowie drei zuvor nicht in die Analyse miteinbezogene Kontrollen untersucht. Zur

Induktion der Ataxin-3-positiven Nlls wurde die Bedingung Ill. aus 3.4.1 gewahlt.

Kontrolle MJD

Ctrl1-12

Ataxin-3/MAP2a+b/DAPI

Ctrl5-3

Abb. 3.28: Kultivierung unter Autophagie-inhibierenden Medienbedingungen induziert Nlls

spezifisch in jungen MJD-Neuronen
[t-NES-Zellen der MJD-Linien MJD1-9, MJD2-9 und MJD4-1 sowie der Kontrolllinien Ctrl1-12, Ctrl5-3 und Ctrl6
wurden auf PO/Ln ausgesat und wie bei der Bedingung Ill. in Abb 3.23, (A) angegeben kultiviert. Analyse an d8.
Immunfluoreszenzfarbung gegen Ataxin-3 (rot) und MAP2ab (griin). DAPI (blau). MAP2ab-positive Zellen mit fur
Ataxin-3-positiven NllIs (weile Blockpfeile). Skalierungsbalken = 50 pm.
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Alle untersuchten Kontrolllinien zeigten unter den genannten Autophagie-
inhibierenden Kulturbedingungen keine fur Ataxin-3-positiven Nlls an d8 (Abb. 3.28). In
jungen Neuronen der zwei weiteren MJD-Linien MJD2-9 und MJD4-1 und der bereits zuvor
verwendeten Linie MJD1-9 konnten hingegen Ataxin-3-positive Nlls detektiert werden (Abb.
3.28). Die Linien Ctrl2-2, Ctrl6 und MJD4-1 zeigten unter diesen Kulturbedingungen eine
verringerte Zellviabiliat ( ~30-70% kondensierte Zellkerne) (Abb. 3.28).

A Ataxin-3/BlII-Tubulin/DAPI B

MJD1-9

100 1
90 1
80 1
70 A
60 -
50 1
40 1
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| #2 | #3 | #4

Abb. 3.29: Autophagie-inhibierende Medienbedingungen resultieren in hoher und robuster Effizienz bei
der Induktion von Ataxin-3-positiven Nlls

(A) Ausgewahlte Reproduktion des Experiments aus (Abb. 3.28) mit der MJD-Linie MJD1-9.

Immunfluoreszenzfarbung gegen Ataxin-3 (rot) und BllI-Tubulin (griin) in kleinerer VergroRerung zur besseren

Ubersicht. (B) Quantifizierung von unabhéngigen Folgeexperimenten der Bedingung Ill. mit der MJD-Linie MJD1-

9. Skalierungsbalken = 50 ym.

Zur Bestimmung der Reproduzierbarkeit der durch die Mediumkomponenten
vermittelten Autophagiemodulation induzierten Generierung der Ataxin-3-positiven Nlls in
jungen MJD-Neuronen wurde an der MJD-Linie MJD1-9 eine Quantifizierung weiterer,
unabhangiger Experimente durchgefiihrt. Diese zeigten bei der Induktion reproduzierbar eine
robuste und hohe Effizienz von 60-90% von jungen Neuronen mit Ataxin-3-positiven Nlls
(Abb. 3.29, A und B).
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4. Diskussion

4.1 Generierung und Validierung von iPS-Zellen und

verwandter Kontrollen

Die Machado-Joseph Krankheit oder spinozerebelldre Ataxie Typ 3 ist die haufigste
Form der hereditaren, monogenetischen Ataxien, deren Ursache eine Verlangerung des
Polyglutaminbereiches im C-Terminus des ATXN3-Gens ist. Ziel dieser Arbeit war die
Generierung und Validierung von MJD-spezifischen iPS-Zellen sowie die in vitro

Krankheitsmodellierung anhand von aus iPS-Zellen abgeleiteten Neuronen.

Die in dieser Arbeit generierten iPS-Zelllinien wurden alle mehreren Validitatstest
unterzogen um ihre Qualitat hinsichtlich Pluripotenz, Differenzierungspotential, genetischer
Integritat und Silencing der inserierten Transgene zu kontrollieren. Alle generierten humanen
iPS-Zellen exprimierten die hES-Zell-typischen Marker TRA-1-60, TRA-1-81, SSEA3 und
SSEA4 auf Ebene der Immunfluoreszenz sowie die alkalische Phosphatase, nachgewiesen
Uber eine Substrat-spezifische Farbreaktion. Im Zuge der Verbreitung der iPS-
Zelltechnologie wurde die Validitdt und Spezifitdit der etablierten hES-Zell-Marker
eingehenderen Untersuchungen unterzogen. Hierbei wurde TRA-1-60 als Marker fiir einen
vollstandig reprogrammierten Zustand identifiziert, wohingegen SSEA4 und alkalische
Phosphatase allein unzureichende Marker sind (Chan et al., 2009b).

Die Reprogrammierung der Fibroblasten zur Erzeugung der iPS-Zelllinien erfolgte
mittels inserierender retroviraler pMXs-Vektoren (Takahashi et al., 2007) fur die Linien Ctrl1-
12, Ctrl1-17, MJD1-9 und MJD1-11. Die restlichen iPS-Zelllinien wurden mit dem ebenfalls
inserierenden retroviralen pMSCVpuro-Vektor (Aasen et al., 2008) reprogrammiert. Die
Expression der retroviralen Transgene wird in der Regel innerhalb der ersten Passagen der
Etablierung einer iPS-Zelllinie durch Histonmodifikationen und DNS-Methylierung in der LTR-
Promotorregion des Virus inaktiviert (Hotta und Ellis, 2008). Diese Inaktivierung, auch als
silencing bezeichnet, wurde mittels einer quantitativen RT-PCR Uberpruft. Hierzu wurde die
endogene Expression durch Primer, die in der 5’- bzw. 3-UTR der mRNA binden und die
totale Expression durch Primer, die im open reading frame binden und damit endogenes und
exogenes Transkript erkennen, ermittelt. Der Vergleich der totalen zur endogenen
Expression der Reprogrammierungsfaktoren zeigte keine signifikanten Differenzen, die auf
ein unzureichendes silencing schlielten lassen wirden. Die als interne Referenz verwendete
hES-Zelllinie H9 zeigte einen Schwankungsbereich zwischem totalen und endogenen KLF4-

Expressionlevel, obwohl sie kein Transgen flr KLF4 aufweist und keine Differenz zeigen
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sollte. Aus diesem Grund wurde eine vergleichbare Differenz in der Expression von KLF4 der
Linien MJD2-9 und MJD4-8 als innerhalb der Schwankungen und Sensitivitdt des Assays
betrachtet. Der gemessene Unterschied zwischen totalem und endogenem Expressionslevel
fir eine positive Bewertung des silencings steht zudem im Einklang mit der ersten
Verwendung der Methode (Yu et al., 2007), in der ahnliche Unterschiede auftraten. Um die
Problematik eines ineffizienten silencings, spaterer Reaktivierung der Transgene und
insertionaler Mutagenese zu umgehen, wurde wahrend der Arbeit an dieser Dissertation von
anderen Gruppen bereits eine Reihe von nicht-integrativen, episomalen und viralen
Systemen wie Eppstein-Barr (Yu et al., 2009b), Adenoviren (Stadtfeld et al., 2008; Okita et
al., 2008; Zhou et al., 2009a) und Sendaivirus (Fusaki et al., 2009) sowie Transduktion von
Proteinen (Kim et al.,, 2009; Zhou et al.,, 2009b) und Transfektion von mRNA publiziert
(Warren et al., 2010). Zur Zeit finden episomale Plasmid- und Sendaivirus-basierte Systeme
sowie die Transfektion von mRNA die breiteste Verwendung.

Eine zentrale Frage, die sich aus dem klonalen Ursprung der iPS-Zelllinien ergibt, ist,
inwiefern die generierten iPS-Zelllinien ein intaktes Genom besitzen. Die reprogrammierten
Zellen kénnten Aberrationen besitzen oder es kdnnten wahrend der Reprogrammierung
Schaden aufgetreten sein. Aberrationen kdnnten experimentelle Probleme verursachen (wie
Detektion von nicht mit der Krankeit assoziierten Phanotypen, eingeschranktes
Differenzierungspotential etc.) und sollten deswegen ausgeschlossen werden. Zur Analyse
der genomischen Integritat wurde genomische DNS aller iPS-Zelllinien mittels eines SNP-
Arrays am Institut fir Humangenetik der Universitdt Bonn prozessiert. Bis auf die Linie
MJD3-8, die eine ca. 100 Mbp Duplikation des langen Arms des Chromosoms 1 zeigte,
waren alle Linien frei von groReren Aberrationen. Ein SNP-Array besitzt eine Auflésung von
5-10 kb im Gegensatz zur in den meisten Publikationen zur Reprogrammierung verwendeten
klassischen G-Band-Analyse von Chromosomen in der Metaphase (z.B. Takahashi et al.,
2007; Raya et al., 2009; Agarwal et al., 2010), die nur eine Auflésung von 5-10 Mb besitzt,
allerdings chromosomale Translokationen detektieren kann (Kirchhoff et al., 2001). Die SNP-
Analyse besitzt damit eine um den Faktor 1000 héhere Aufldsung. Erste Untersuchungen zur
genomischen Integritdt und Selektion wahrend der Reprogrammierung deuteten auf
somatische Mutationen vor Allem in mit der Onkogenese assoziierten Genen und eine
Selektion hin (Gore et al., 2011; Hussein et al., 2011; Ji et al., 2012). Allerdings konnten next
generation sequencing-Analysen zeigen, dass ein Grofdteil der detektierten Mutationen
bereits in der parentalen Zellpopulation vorliegt und man deswegen mit mehreren Klonen
arbeiten sollte (Abyzov et al., 2012; Cheng et al., 2012; Young et al., 2012). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass sowohl der gewahlte Donorzelltyp als auch die mutierten Gene keinen

oder nur geringen Einfluss auf die Reprogrammierung besitzen (Ruiz et al., 2013).
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Ein Schlisselcharakteristikum von pluripotenten Zellen ist ihr Potential in alle
Zelltypen aller drei Keimblatter zu differenzieren. Entzug der pluripotenzerhaltenden
Wachstumsfaktoren und Kulturbedingungen in einem EB-Formations-Assay, bei dem iPS-
Zellkolonien initial in Suspension kultiviert und nach 5-8 Tagen zum Auswachsen und zur
Analyse plattiert werden, resultierte in spontaner Differenzierung der iPS-Zellen. Eine
Immunfluoreszenzfarbung auf spezifische Marker der drei Keimblatter zeigte das in vitro
Differenzierungspotential aller generierten iPS-Zelllinien in Derivate aller drei Keimblatter.

Zum Zeitpunkt der Validierung der generierten iPS-Zelllinien war der stringenteste
Nachweis fir die Pluripotenz von humanen pluripotenten Stammzellen der Teratomassay in
vivo (Thomson et al., 1998). Nach Transplantation in immundefiziente SCID/beige-Mause
bildeten alle iPS-Zelllinien Teratome bestehend aus Geweben aller drei Keimblatter und
erfillten damit den Nachweis ihrer Pluripotenz. Trotz dieses Pluripotenznachweises gibt es
Befunde, die auf eine unvollstdndige Reprogrammierung von humanen iPS-Zellen hindeuten.
Humane iPS-Zellen besitzen demnach ein somatisches, epigenetisches Gedachtnis
(somatic, epigenetic memmory), das mit ihrem somatischen Ursprungszelltyp korreliert (Chin
et al., 2009; Hargus et al., 2014; Lister et al., 2011; Neveu et al., 2010; Ohi et al., 2011; Polo
et al., 2010) und zu einem erhdhten Differenzierungspotential in diesen Zelltyp fuhrt (Bar-Nur
et al.,, 2011; Kim et al., 2011a). Dieses Phanomen scheint unabhangig von der verwendeten
Reprogrammierungstechnik zu sein (Ohi et al., 2011). Urséachlich fir dieses Phanomen
kénnte der epiblastare Ursprung von humanen, pluripotenten Stammzellen sein. Humane
ES- und iPS-Zellen entsprechen in ihren Charakteristika eher murinen Epiblast-Stammzellen
(EpiSCs) (Brons et al., 2007; Tesar et al., 2007) und von murinen Fibroblasten
reprogrammierte EpiSCs besitzen ebenfalls ein somatisches, epigenetisches Gedachtnis
(Han et al., 2011). Murine EpiSCs kénnen alleine durch Veranderung der Kulturbedingungen
(Chambers et al., 2007; Ying et al., 2008) in das ES-Zellstadium Uberfihrt werden (Bao et
al., 2009). Inwiefern ein zu murinen ES-Zellen aquivalentes Derivat fir humane Zellen
existiert und dieses als Zielzustand der Reprogrammierung kein somatisches,
epigenetisches Gedachtnis aufweist, missen weitere Untersuchungen ergeben. Erste
Studien bieten Hinweise in diese Richtung (Gafni et al., 2013; Takashima et al., 2014;
Theunissen et al., 2014). Obwohl die Teratomformation auf absehbare Zeit der stringenteste
Nachweis fur die Pluripotenz von humanen Zellen bleiben wird, so kénnen aus
Ressourcengriinden nicht alle generierten iPS-Zellen auf diese Weise untersucht werden.
Abhilfe kann hier die Bioinformatik mit Genexpressionanalysen schaffen, die eine
zuverlassige Analyse der Pluripotenz (Pluritest) und des Differenzierungspotentials (Score
Card) erméglicht (Bock et al., 2011; Mdiller et al., 2011).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass erfolgreich Kontroll- und MJD-

iPS-Zelllinien generiert wurden, die den aktuellen Qualitatsstandards entsprechen.
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4.2 It-NES-Zellen als unlimitierte Ressource zur

Generierung von MJD-Neuronen

Im Zuge der I[t-NES-Zellgenerierung aus den validierten iPS-Zelllinien wurde
beobachtet, dass die neurale Induktion in ihrer Effizienz stark variierte. Das Phdnomen einer
bevorzugten Differenzierung von ES- und iPS-Zelllinien in bestimmte somatische Derivate,
und damit auch einer unterschiedlichen Effizienz der neuralen Induktion, wurde bereits von
anderen Gruppen beschrieben (Bock et al., 2011; Hu et al., 2010; Kim et al., 2010). Durch
Modifikation des Protokolls nach Koch et al., 2009, bei der das zuvor verwendete EB-
Medium ersetzt (Osakada et al, 2009), ein enzymatisches Herausldsen der neuralen
Rosetten durch Dispase (Zhang et al., 2001) anstelle des vorherigen manuellen Vorgehens
benutzt, ein zusatzlicher Plattierungs- und Expansionsschritt eingefliigt sowie duale SMAD-
Inhibition (Chambers et al., 2009) mit SB431542 und Dorsomorphin verwendet wurde,
konnte diese starke Variabilitat beseitigt werden (s. Abb. 3.6 und 3.7). Dass die duale SMAD-
Inhibition die Effizienz der neuralen Induktion in iPS-Zelllinien, die spontan mit geringer
Effizienz in neurale Derivate differenzieren, dramatisch erhéhen kann, konnte von anderen
Gruppen bestatigt werden (Boulting et al., 2011; Kim et al., 2010). Eine bevorzugte
Differenzierung der hES-Zelllinie H9 in Neuroektoderm ist ebenfalls beschrieben (Hu et al.,
2010; Kim et al., 2010). Die in dieser Arbeit erfolgte Substitution von Noggin in der dualen
SMAD-Inhibition durch pharmakologische Inhibitoren (Dorsomorphin oder LDN193189),
erfuhr im Feld der neuralen Differenzierung bereits eine breite Verbreitung (Boulting et al.,
2011; Chambers et al., 2012; Fasano et al., 2010; Kim et al., 2010; Kriks et al., 2011). Eine
molekulare Ursache fiir die Variabilitdt der neuralen Induktion kdnnte eine hohe Expression
der miRNA-371-3 sein, die die neuronale Differenzierung durch eine erhdéhte Sensibilitat
gegeniber BMPs blockiert, wohingegen Zelllinien mit einer niedrigen miRNA-371-3
Expression selbst bei Zugabe von BMP4 partiell weiter in Neuroektoderm differenzieren (Kim
et al., 2011b). Ubereinstimmend mit ihrem bevorzugtem neuralen Differenzierungspotential
wurde bei der hES-Zelllinie H9 eine niedrige miRNA-371-3 Expression festgestellt (Kim et al.,
2011b). Eine Analyse der generierten iPS-Zelllinien auf die Expression der miRNA-371-3
kdnnte zeigen, ob diese Korrelation auch flr diese Linien gilt.

Der Vergleich von zwei It-NES-Zelllinien desselben iPS-Zellhintergrundes, eine
klassisch generiert nach Koch et al., 2009, die andere nach o.g. modifizierten Protokoll,
zeigte im TLDA keine signifikanten Unterschiede in den gene ontology-Kategorien NSC- und
Vorlaufermarker, Zellzyklus-assoziierte Marker, mit neuralen Rosetten assoziierte Marker
und regionalspezifische Marker des ZNS. Die Schwankungen zwischen den beiden Linien

lagen hierbei im Toleranzbereich einer grolRangelegten Analyse von isogenen, in
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unterschiedlichen Laboren generierten It-NES-Zelllinien mittels TLDA (Falk et al., 2012).
Analysen der Morphologie und Expression der It-NES-Zell-typischen Marker ZBTB1/PLZF
und DACH1 sowie der klassischen NSC-Marker SOX2 und Nestin auf Proteinebene zeigten
eine rosetten-ahnliche Morphologie aller generierten Linien und eine homogene Expression
der o.g. Marker, was fir die It-NES-Zellidentitat der Zellen spricht. Ein Entzug der
Wachstumsfaktoren und anschlieRende Differenzierung ergab homogene, fiir die neuronalen
Marker BllI-Tubulin und MAP2ab-positive Kulturen, mit vorwiegend GABA-positiven
Neuronen, womit das Differenzierungspotential auf dieser Ebene vergleichbar mit dem fur It-
NES-Zellen publizierten ist (Koch et al., 2009).

Die mit modifiziertem Protokoll generierten It--NES-Zellen sind in ihrer Zellidentitat
somit vergleichbar zu klassisch etablierten Linien. Weiterhin konnte wie erwartet die
Expression von expandiertem Ataxin-3 in aus MJD-It-NES-Zellen abgeleiteten Neuronen
detektiert werden, womit sie als unlimitierte Ressource fur die in vitro-Modellierung von MJD
herangezogen werden kdonnen.

Der polyglutaminkodierende CAG-Bereich in MJD zeigt in der mutierten, expandierten
Form eine intergenerationale Instabilitdt, d.h. die Lange der Expansion ist Uber die
Generationen nicht stabil, sondern kann zunehmen. Gleichzeitig kbnnen Zellen des gleichen
Individuums unterschiedliche Langen der CAG-Expansion aufweisen, was als somatisches
Mosaik bezeichnet wird. In iPS-Zellen der Triplett-Wiederholungserkrankung Friedreich-
Ataxie (FRDA), bei der eine Hyperexpansion der Basentripletts GAA TTC im ersten Intron
des FXN-Gens vorliegt, konnte eine Expansion der Wiederholungen allein bei verlangerter
Passagierung und Kultivierung der iPS-Zellen beobachtet werden, als deren Ursache eine
erhdhte Expression des DNS-Basenfehlpaarungsreparaturproteins MSH2 festgestellt werden
konnte (Ku et al, 2010). iPS-Zellen sind damit per se fur eine Modellierung von
ExpansionsvergroRerungen geeignet. Eine Analyse des CAG-Bereiches in MJD-iPS-Zellen
zeigte allerdings keine Expansion uber die Passagen (Abb. 3.10 und Koch et al., 2011). Die
Analyse der CAG-Expansion in einem iPS-Zell-basierten Modell der Polyglutaminerkrankung
Chorea Huntington, die mit einem expandierten CAG-Bereich im HTT-Gen eine
vergleichbare molekulare Ursache zu MJD aufweist, offenbarte eine Verlangerung der
Expansion in aus iPS-Zellen abgeleiteten NSCs einer iPS-Zelllinie mit 110 CAG-
Wiederholungen (HD Consortium, 2012). Eine weitere iPS-Zelllinie, die eine noch langere
Expansion (180 CAGs) trug, zeigte hingegen keine Zunahme im CAG-Bereich in héheren
NSC-Passagen (HD Consortium, 2012), sodass sich kein konsistentes Bild ergibt. In
Ubereinstimmung mit dem Fehlen einer Zunahme der CAG-Expansion in HD-NSCs mit einer
intermediaren Anzahl an CAG-Wiederholungen, konnte in MJD-It-NES-Zellen, die 71 bzw. 72
CAG-Wiederholungen tragen, ebenfalls keine Zunahme der CAG-Wiederholungen bis

Passage 64 der Kultivierung als It-NES-Zellen beobachtet werden. Zur Untersuchung der
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intergenerationalen Instabilitdt von MJD in vitro kdnnte eine Differenzierung der iPS-Zellen in
Gameten (Kee et al.,, 2009; Panula et al., 2011; Park et al, 2009) und insbesondere
Spermien notwendig sein, da die Instabilitat in der paternalen Transmission prominenter als
in der maternalen ist (Maruyama et al., 1995; Takiyama et al., 1995) und dies fir einen fur

die Spermatogenese spezifischen Mechanismus sprechen kénnte.

4.3 Exzitation und intrazellulire = Ca**-Freisetzung

induzieren Ataxin-3-Aggregation in MJD-Neuronen

Die initialen Mechanismen, die nach vielen Lebensjahren schlief3lich in der
Manifestation der Pathologie minden, sind fir Polyglutaminerkrankungen und andere
Aggregopathien allgemein unbekannt. Basierend auf der Hypothese, dass eine
proteolytische Prozessierung der mutierten Proteine hierbei einen entscheidenden Schritt
darstellt, wurden aus It-NES-Zellen abgeleitete neuronale Kulturen verschiedenen Stimuli
ausgesetzt, die durch eine Aktivierung von Proteasen diesen Schritt katalysieren und eine

Aggregation von expandiertem Ataxin-3 initiieren sollten.

4.3.1 Erregungsvermittelte Aggregation von expandiertem Ataxin-3

in neuronalen MJD-Langezeitkulturen

Zunachst wurde der Frage nachgegangen, ob eine Stimulation von MJD-Neuronen
mit Glutamat durch einen Glutamatrezeptor-vermittelten Einstrom von Ca®* aus dem
extrazellularen Raum ins Zytosol und eine nachfolgende Aktivierung der Ca®*-abhingigen
Proteasen Calpaine und Caspasen zur Bildung von SDS-unléslichen, Ataxin-3-haltigen
Proteinaggregaten, sogenannten Mikroaggregaten, fihrt. Calpaine und Caspasen
prozessieren beide Ataxin-3 proteolytisch in vitro (Haacke et al., 2007; Wellington et al.,
1998) und kénnten bei der Entstehung von Mikroaggregaten beteiligt sein, die eines der
biomolekularen Charakteristika der MJD-Pathologie darstellen (Ikeda et al., 1996).

Eine Fraktionierung nach differentieller Ldslichkeit von unstimulierten neuronalen
MJD-Langzeitkulturen zeigte in der SDS-unléslichen Fraktion kein positives Signal fur Ataxin-
3. Eine spontane Aggregation konnte demnach nicht detektiert werden, was fur die
Notwendigkeit von Aggregation-initierenden Prozessen spricht. Demgegenuber war nach
Stimulation mit Glutamat ein Ataxin-3-positives Signal in der SDS-unldslichen Fraktion von
neuronalen MJD-Neuronen zu detektieren, wohingegen Kontroll-Neurone nach Stimulation
keine Mikroaggregate zeigten. Dieser Unterschied im Aggregationsverhalten kénnte somit

eine biomolekulare Ursache flr die Pathologie von MJD darstellen.
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Durch eine selektive, pharmakologische Inhibition von Calpainen und Caspasen sollte
deren Beteiligung im Prozess der Mikroaggregation analysiert werden. Eine Applikation von
Caspase-Inhibitoren zeigte keine Blockade der Mikroaggregation. Eine Inhibition der
Calpainaktivitat mit ALLN oder Calpeptin fihrte hingegen zu einer vollstdndigen Abwesenheit
von Mikroaggregaten nach Glutamatstimulation in MJD-Neuronen. Weiterhin war die
Inhibition von weiteren Proteaseklassen (Serin-, Cystein- und hydrolytischen Proteasen)
nicht in der Lage die Mikroaggregation von expandiertem Ataxin-3 zu verhindern. Aufgrund
dieser Befunde ist anzunehmen, dass Calpaine die hauptsachlich an der Glutamat-
induzierten Mikroaggregation von expandierten Ataxin-3 beteiligten Proteasen darstellen.
Unterstitzt wird diese Hypothese durch ein MJD-Mausmodell, in dem der knockout des
zellularen Calpaininhibitors Calpastatin zu einer verstarkten Proteolyse von Ataxin-3, einer
Zunahme der Ataxin-3-Aggregation und von Nlls sowie einer Forcierung der motorischen
Symptome flihrte (Hlbener et al., 2013). Umgekehrt zeigte eine orale Applikation des
Calpaininhibitors BDA-410 eine Reduktion von aggregiertem Ataxin-3 sowie Nlls und eine
Milderung der neurologischen Symptome in einem MJD-Mausmodell (Simoes et al., 2014).

Durch die neurodegenerative Natur der Pathologie von MJD stellte sich die Frage
nach der Neuroselektivitdt des Glutamatstimulus. Stimulation von MJD-Fibroblasten, -iPS-
und -Gliazellen mit Glutamat zeigte jeweils keine SDS-unldslichen Ataxin-3-positiven
Aggregate. Im Gegensatz zu Fibroblasten und iPS-Zellen besitzen Gliazellen ionotrope und
metabotrope Glutamatrezeptoren, sodass die Abwesenheit von SDS-unléslichen Ataxin-3-
positiven Mikroaggregaten nach Glutamatstimulus auf das Fehlen einer weiteren,
essentiellen Komponente fir deren Induktion in Gliazellen hindeutete. Spannungsabhangige
Ca?*-Kanéle potenzieren in Neuronen, im Gegensatz zu Gliazellen, den Ca®*-Einstrom nach
Membrandepolarisation, die durch Aktivierung von Kalium- und Natriumkanalen vermittelt
wird, die wiederum durch AMPA- und NMDA-Rezeptoren (D-APV/NBQX) induziert werden.
Unterbrechung dieser Kaskade, die ultimativ in der Aktivierung der spannungsabhangigen
Ca%-Kanale mundet, durch AMPA- bzw. NMDA-Rezeptorinhibition oder Pravention der
Depolarisation durch Blockade der Natriumkanale mittels TTX, verhinderte die Bildung von
Ataxin-3-positiven Mikroaggregaten in MJD-Neuronen. In Ubereinstimmung mit der
essentiellen Funktion der spannungsabhangigen Ca?-Kanile bei der
Mikroaggregatinduktion fiihrte Chelatkomplexierung des extrazelluliren Ca**-Pools durch
EDTA ebenfalls zu einer Pravention der Aggregatgenese. Hierbei ist zu bertcksichtigen,
dass die Aktivitat der NMDA-Rezeptoren partiell ebenfalls auf einem Ca?-Influx beruht,
sodass nicht auszuschlieBBen ist, dass die Kaskade durch EDTA bereits an der Stelle der
NMDA-Rezeptoren unterbrochen wird (Abb. 4.1).
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Abb. 4.1: Modell der Glutamat-induzierten Aggregation von Ataxin-3 in MJD-Neuronen durch
spannungsabhingige Ca**-Kanile vermittelte Calpainaktivitat (verdndert nach Koch et al., 2011).

Ein Charakteristikum der polyglutamininduzierten Aggregation ist die Rekrutierung
von weiteren Proteinen mit einem Polyglutaminbereich wie z.B. des Transkriptionsfaktors
TATA box binding protein (TBP), dessen Co-Lokalisation in Ataxin-3-positiven Aggregaten in
MJD-Patienten gezeigt werden konnte (Uchihara et al., 2001). In Ubereinstimmung mit
diesem Befund konnten TBP in voller Ldnge sowie TBP-Fragmente in der SDS-unléslichen
Fraktion detektiert werden (Koch et al., 2011). Neben Ataxin-3-Fragmenten wurden
zusatzlich sowohl expandiertes als auch nicht-expandiertes Ataxin-3 der vollen Lange in die
Mikroaggregate rekrutiert. Dies lasst auf einen seeding-Effekt der Ataxin-3-Fragmente
schlieBen, der bereits in Uberexpressionssystemen gezeigt werden konnte (Haacke et al.,
2006). Die Rekrutierung von nicht-expandiertem Ataxin-3 ist nicht unerwartet, da Ataxin-3 in
vitro selbst ohne Polyglutaminbereich zur Aggregation neigt und in der Lage ist, Oligomere
und amyloide Fibrillen zu bilden, was vermutlich auf die biochemischen Eigenschaften der N-
terminalen Josephindomane zurlickzufiihren ist (Ellisdon et al., 2007; Gales et al., 2005;
Masino et al., 2004). In Ubereinstimmung hiermit zeigt ein Mausmodell, das ausschlieRlich
den N-terminalen Teil von Ataxin-3 ohne den C-terminalen, polyglutaminkodierenden CAG-
Bereich exprimiert, zytoplasmatische Ataxin-3-Aggregtion, Neurodegeneration und
motorische Symptome (Hubener et al., 2011). Inwiefern N-terminale Fragmente bei
endogener Expressionsstarke zur Pathologie beitragen, bedarf weiterer Untersuchungen.
Trotz der schnellen Aggregationskinetik konnten in den MJD-Neuronen keine mikroskopisch
sichtbaren Makroaggregate oder Inklusionen detektiert werden, ebenso gab es keine

Anzeichen von akuter Zytotoxizitdt (Koch et al, 2011). Weiterhin konnten 48 h nach
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Glutamatstimulation keine SDS-unldslichen Ataxin-3-positiven Aggregate mehr detektiert
werden (Dr. Peter Breuer, Dr. Philipp Koch, persénliche Kommunikation). Diese Ergebnisse
zeigen, dass Neurone zumindest voribergehend die Fahigkeit besitzen, Mikroaggregate
abzubauen. Zudem wird die Hypothese gestutzt, dass neuronale Degeneration in den spaten
Phasen der Krankheit mit einer altersbedingten Beeintrachtigung der Proteinhomdostase
assoziiert ist (Hartl et al., 2011).

Die genaue mechanistische Verbindung von Mikroaggregaten zu Makroaggregaten
und Inklusionen und schlieBlich zur Neurodegeneration ist unklar, jedoch weisen Befunde in
anderen Modellen von Polyglutaminerkrankungen wie SCA1, SCA7 und SBMA darauf hin,
dass Mikroaggregate und deren Akkumulation im Zuge der Krankheitsprogression dem
Auftreten von Inklusionen und Neurodegeneration vorangehen (Li et al., 2007b; Watase et
al., 2002; Yoo et al., 2003). Ahnliche Befunde konnten in einem Mausmodell fir MJD
beobachtet werden (Williams et al., 2009), so dass die hier prasentierten Daten die
Modellierung von friihen Aggregationsereignissen anhand von aus iPS-Zellen generierten
MJD-spezifischen Neuronen und damit die erfolgreiche Modellierung einer

neurodegenerativen Erkrankung mit spater Symptomatik in vitro belegen.

4.3.2 Ca*-Freisetzung aus dem ER induziert Ataxin-3-positive

Mikroaggregate sowie Inklusionen in jungen MJD-Neuronen

Die Induktion von Mikroaggregaten kann nur in mindestens vier bis sechs Wochen
alten MJD-Neuronen durchgefihrt werden, da erst diese dann Uber die fur den Glutamat-
induzierten Ca?*-Einstrom nétigen Rezeptoren verfiigen. Dies ist insofern relevant, als dass
fur ein Hochdurchsatzscreening von pharmakologischen Substanzen, die inhibierend auf die
Aggregation wirken, eine méglichst kurze Differenzierungszeit zu bevorzugen ist. Die Ca*'-
Abhangigkeit bei der Bildung von Mikroaggregaten warf die Frage auf, ob ein auf alternative
Weise induzierter zytosolischer Ca®"-Anstieg auch in jiingeren bzw. unreiferen MJD-
Neuronen die Bildung von Mikroaggregaten induzieren kann. Als Alternative zur Glutamat-
induzierten Ataxin-3-Aggregation in MJD-Neuronen wurde ATP als potentielles
Signalmolekiil fir die Induktion eines intrazellularen Ca?**-Anstieges in jungen MJD-Neuronen
untersucht. Eine semiquantitative Expressionsanalyse von im ZNS exprimierten, ATP-
sensiblen, ionotropen P2RX-Rezeptoren in MJD-It-NES-Zellen zeigte eine Expression von
P2RX4, und eine Analyse der metabotropen, Gqi1-gekoppelten P2RY-Rezeptoren zeigte,
dass P2RY1 und P2RY11 stark, sowie P2RY2 schwach exprimiert waren. Dieser Befund
belegte zumindest die Expression von ATP-sensitiven Rezeptoren in diesem jungen Stadium
der neuralen Differenzierung. Eine ATP-Stimulation an Tag zwei der neuronalen

Differenzierung von MJD-It-NES-Zellen resultierte in einem Anstieg der zytosolischen Ca?*-
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Konzentration und zeigte damit die Existenz von funktionellen P2-Rezeptoren zu diesem
friihen Differenzierungszeitpunkt. Eine Chelatierung des extrazelluldren Ca** war nicht in der
Lage, den zytosolischen Ca®*-Anstieg zu inhibieren, wohingegen ein irreversibles Entleeren
der intrazellularen Ca?**-Speicher zu einem Ausbleiben des zytosolischen Ca?*-Anstieges
fihrte. Dies lasst darauf schlieRen, dass der Ca?-Anstieg auf ein Entleeren der
intrazellularen Ca?*-Speicher, vornehmlich des ERs, und nicht aus einem Einstrom aus dem
extrazellularen Raum, und somit auf metabotrope P2RY-Rezeptoren zurlckzufihren ist.
Hierbei ist es mdglich, dass aus den per Expressionsanalyse gefundenen Kandidaten
P2RY1, P2RY2 und P2RY11 alle drei, nur zwei oder nur einzelne trotz ihrer Expression
funktionell vorliegen. Ebenso kann bei mehreren relevanten Rezeptoren ihr Beitrag an der
Ca?-Antwort variieren. Zur ldentifikation der funktionellen P2RY-Rezeptoren und ihrer
Beteiligung an der ATP-vermittelten Ca®'-Freisetzung aus dem ER sind weiterfilhrende
funktionelle Analysen mit spezifischen Inhibitorenkombinationen (Burnstock et al., 2007;
Communi et al., 1999; Waldo et al., 2004) notwendig.

Als nachstes wurde die Fahigkeit des ATP-Stimulus zur Induktion von Ataxin-3-
positiven Mikroaggregaten in jungen Neuronen, analog zum Glutamat-Stimulus in MJD-
Neuronen, analysiert. Hierbei zeigte die Analyse das selektive Auftreten eines prominenten
positiven Ataxin-3-Signals in der SDS-unléslichen Fraktion von jungen MJD-Neuronen,
wohingegen unstimulierte MJD- als auch stimulierte Kontroll-Kulturen nur schwachere
Signale zeigten, was auf eine Induktion von SDS-unldslichen Aggregaten durch ATP-
Stimulus hindeutet. Somit bietet die ATP-Induktion von SDS-unléslichen Aggregaten in
jungen MJD-Neuronen eine schnellere Alternative zur Mikroaggregation von Ataxin-3 in
reiferen Neuronen durch Glutamat-Stimulus. Es ist jedoch anzumerken, dass an jungen
Neuronen nur Substanzen effektiv getestet werden kénnen, die nicht auf ausschliellich in
elektrophysiologisch voll ausgereiften Neuronen vorhandene Rezeptoren und Signalwege
abzielen. Fur Substanzen hingegen, welche die Aggregation direkt modulieren wie z.B.
molekulare Chaperone (Ubersicht: Hartl et al., 2011; Muchowski und Wacker, 2005) kann die
ATP-induzierte Mikroaggregation von neuronalen MJD-Langzeitkulturen ein attraktives
Modell darstellen.

Eine Analyse von mit ATP-stimulierten jungen MJD-Neuronen zeigte Ataxin-3 positive
Makroaggregate in Mlll-Tubulin-positiven Neuronen. Unstimulierte MJD- und stimulierte
Kontroll-Kulturen wiesen diese Makroaggregate hingegen nicht auf. Dieser fir MJD
spezifische Aggregationsphanotyp konnte auch in ATP-stimulierten jungen Neuronen der
MJD-iPS-Zelllinien aus verschiedenen Patientenhintergrinden nachgewiesen werden,
wohingegen die stimulierten Kontrollneurone nicht betroffener Probanden negativ waren.
Eine Ursache fir das Auftreten von Ataxin-3-positiven Makroaggregaten in jungen MJD-

Neuronen, die in reifen MJD-Neuronen nicht beobachtet werden konnten, kdonnte in einer
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niedrigeren Plasmamembran Ca*-ATPase (PMCA)-Aktivitit in eher undifferenzierten versus
differenzierten neuralen Zellen liegen (Cecchi et al., 2008). Eine niedrigere PMCA-AKktivitat
kénnte zu einer basal hoheren Ca®*-Konzentration und einer verzégerten Riickkehr zur
basalen Ca®*-Konzentration nach Stimulation fiihren, woraus sich eine héhere und linger
anhaltende Calpainaktivitit ableiten lieBe. Dies lieBe sich durch Messung der Ca®'-
Ruhekonzentration in reifen und jungen Neuronen und Analyse der Proteolyse von
Calpainsubstraten bestimmen. Weiterhin kdnnte sich die Expression von Chaperonen,
Komponenten des Proteasoms und Ca*'-sequestrierenden Proteinen zwischen jungen und
reifen Neuronen dahingehend unterscheiden, dass dies in einer verstarkten Aggregation in
jungen Neuronen resultiert. Eine Mircoarray- und Proteom-Analyse von jungen und reifen
Neuronen kdnnte hieriber Aufschluss geben.

Eine weitergehende Charakterisierung der ATP-induzierten Makroaggregate zeigte
eine nukleadre Lokalisation; weniger als 1% der Ataxin-3-Aggregate waren zudem positiv fur
Ubiquitin. Diese qualitativen Charakteristika entsprechen denen von typischen in vivo
detektierten Nlls, die eines der Schliisselmerkmale der Pathologie von MJD sind (Paulson et
al., 1997b; Schmidt et al., 1998). Die geringe Haufigkeit von Ubiquitin-positiven Ataxin-3-
Aggregaten ist dabei in Ubereinstimmung mit dem Befund, dass Aggregate in vivo erst nach
ihrer Genese ubiquitiniert werden (Gong et al., 2012), und dass die Anzahl an Ataxin-3-
Ubiquitin-doppelt-positiven Zellen nur 27% der zu detektierenden Polyglutaminaggregate in
post mortem-Hirngewebe ausmacht (Seidel et al., 2012). Zwar wurde in vielen Studien
bereits eine Co-Lokalisation von Proteinen mit Ataxin-3-positiven Nlls beschrieben (Auswahl:
Chai et al., 1999a; Chai et al., 1999b; Chai et al., 2001; Cong et al., 2005; McCampbell et al.,
2000), die Co-Lokalisation von Ataxin-3-positiven NIIs mit Ubiquitin konnte in der
vorliegenden Arbeit allerdings erstmals in einem in vitro-System gezeigt werden.

Die Lokalisation von P2-Rezeptoren in der Zellmembran und ihre Funktionalitat
unterliegen einer Regulation, die vom physiologischen Zustand der Zelle und verschiedenen
Signalwegen abhangig ist (Burnstock et al., 2007; Narcisse et al., 2005). Um eine von der
Aktivitdt der P2RY abhangige Variation in der ATP-stimulierten Makroaggregation von
Ataxin-3 zu umgehen, wurden direkte Stimuli zur ER-assoziierten Ca2+-Freisetzung auf ihr
Potential zur Induktion von Ataxin-3-positiven Nlls hin untersucht. Coffein stimuliert die
Freisetzung von Ca?" aus dem ER (iber Aktivierung der Ryanodinrezeptoren. Dies konnte an
den in dieser Arbeit verwendeten jungen Neuronen verifiziert werden. Eine Stimulation mit
Coffein anstelle von ATP fihrte selektiv in MJD-Neuronen zur Induktion Ataxin-3-positiver
Nlls. Interessanterweise hat umgekehrt eine Inhibition der RyR durch Dantrolen eine
protektive Wirkung in Mausmodellen von HD und MJD (Chen et al., 2008a; Chen et al.,
2011; Suzuki et al., 2012), was fur eine Rolle der RyR in der Pathologie von MJD spricht. In

einer der Studien konnte fir HD zudem die Reduktion von HTT-Aggregaten gezeigt werden
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(Chen et al., 2011). Zusatzlich wird durch Stress und den Alterungsprozess die RyR-
vermittelte Ca*-Freisetzung aus dem ER verstarkt (Liu et al., 2012a; Thibault et al., 2007).
Dies kénnte einen Grund fur den spaten Beginn von MJD darstellen.

Als weiterer, direkter Stimulus fiir eine Ca®'-Freisetzung aus dem ER wurde der
reversible SERCA-Inhibitor DBHQ gewahlt. Inhibition der SERCA mittels DBHQ resultierte in
einem Anstieg der zytosolischen Ca®*-Konzentration in jungen MJD-Neuronen. Wiederholte
DBHQ-Stimulation induzierte die Bildung von Ataxin-3-positiven Nlls spezifisch in jungen
MJD-Neuronen. Basierend auf den oben genannten Ergebnissen fuhrt offenbar eine aktive
Interferenz mit der Ca*-Homdostase durch Ca?*-Freisetzung aus dem ER zur Initiierung
Ataxin-3-positiver Nlls in MJD-Neuronen (Abb. 4.2). Diese Hypothese wird durch Befunde
von Chen et al. (2008a) gestutzt. In dieser Studie wurde ein direkter Einfluss von
expandiertem Ataxin-3 auf die intrazellulare Ca®*-Homodstase durch Bindung an den IP3R
und dadurch vermittelte, verstarkte Freisetzung von Ca?* aus dem ER gezeigt, wohingegen
nicht-expandiertes Ataxin-3 nicht an den IP3R bindet.

Die Stimulation mittels ATP, Coffein und DBHQ ist unabhangig von neurospezifischen
Rezeptoren. Dies warf die Frage auf, ob diese Stimuli in anderen, nicht-neuronalen Zelltypen
Nlls induzieren konnten. Stimulation von Fibroblasten, iPS-Zellen und Gliazellen mit ATP,
Coffein und DBHQ zeigte keine Ataxin-3-positiven NllIs. Die beobachtete Sensitivitat von iPS-
Zellen gegenuber DBHQ kdénnte auf die starkere Entleerung des ERs im Vergleich mit ATP
und Coffein und damit auftretendem ER-Stress zurlickzufiihren sein. Dies wirde dagegen
sprechen, dass die unterschiedlichen Medienbedingungen einen inhibitorischen Einfluss auf
die Stimuli besitzen. Unter den verwendeten Kultur- und Stimulationsbedingungen ist die
durch ATP-, Coffein- oder DBHQ-Stimulation induzierte Genese von Ataxin-3-positiven Nlls
demnach spezifisch fur junge MJD-Neurone. Ein Grund fur die Neurospezifitdt konnte das
geringere Zellvolumen der Neurone im Vergleich zu den anderen Zelltypen sein. Hierdurch
ist die intrazelluldre Konzentration von Ataxin-3 hoher, was die Aggregation begunstigt.
Zudem koénnen Neurone als postmitotische Zellen Aggregate nicht durch Mitose auf ihre
Tochterzellen aufteilen und so die individuelle Belastung mit Aggregaten reduzieren. Diese
Hypothese wird durch die Beobachtung gestitzt, dass ein Arrest des Zellzyklus das
Auftreten von Ataxin-3-positiven Makroaggregaten in vitro in BHK-1- und PC12-Zellen
forciert (Yoshizawa et al., 2000). Auch sind einige Chaperone ausschlieBlich im Zytosol aktiv
(Cao et al., 2001) und kdnnen nur dort Aggregation modulieren, diese Funktion allerdings
wahrend der Mitose durch den Abbau der Kernhllle in der gesamten Zelle austiben. Eine
Aggregation von Ataxin-3 auch in anderen Zelltypen als Neuronen durch andauernde
Stimulation und damit verstarkte Aggregation kann allerdings nicht ausgeschlossen werden,
worauf Befunde aus HD-Mausmodellen hindeuten. Diese zeigen, im Gegensatz zu den

meisten HD-Patienten, ein weitreichendes Auftreten von Huntingtin-positiven Inklusionen in
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nicht-neuronalem Gewebe wie Niere, Leber oder Pankreas (Moffitt et al., 2009; Orth et al.,
2003; Sathasivam et al., 1999), was vermutlich auf die Starke der Transgenexpression in
Kombination mit einem extrem expandierten CAG-Bereich von >150 und damit einem

erhdhten Aggregationspotential zuriickzufiihren ist.

Abb. 4.2: Modell der Induktion von Ataxin-3-positiven Nlls in jungen MJD-Neuronen durch Ca®-
Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum.

Ca2+-Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER) uber eine Aktivierung der IP3R durch von ATP-
Bindung an P2YR freigesetztes IP3, eine Offnung der Ryanodinrezeptoren (RyR) durch Coffein oder eine
Inhibition des Caz+-Transportes in das ER durch die SERCA mittels DBHQ und einen dadurch initiierten Ca?*-
Ausstrom durch bisher unidentifizierte Kanale (?) in das Zytosol aktiviert die Ca2+-abhéngigen Calpaine. Diese
proteolysieren Ataxin-3, dessen Fragmente ein erhohtes Aggregationspotential besitzen und im Nukleus in Form
von neuronalen, intranukledren Inklusionen (NIl) aggregieren. PIP2 = Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat; PLCe
= Phospholipase Ce¢; DAG = Diacylglycerin.

Eine Generierung von krankheitstypischen Aggregaten konnte bisher in keinem iPS-
Zell-basierten Modell fir die Aggregopathien ALS, HD, AD und PD gezeigt werden (Chen et
al., 2014; Chung et al., 2013; HD Consortium, 2012; Israel et al., 2012; Kiskinis et al., 2014;
Kondo et al., 2013; Nguyen et al, 2011; Shi et al., 2012). Bislang flhrte nur die
Uberexpression von Huntingtin in aus hES-Zellen abgeleiteten Neuronen zu detektierbaren
Aggregaten (Lu und Palacino, 2013). Die hier prasentierten Daten demonstrieren somit das
erste iPS-Zell-basierte, auf endogener Expression beruhende Modell zur Makroaggregation
eines fur die Pathologie ursachlichen Proteins in einem authentischen, neuronalen Kontext.

Inwiefern der Reifungsgrad der jungen Neurone die Modellierung von MJD

beeinflusst, ist zur Zeit noch unklar. Allerdings konnten in iPS-Zell-basierten Modellsystemen
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von HD, PD und Schizophrenie spezifische Phanotypen schon im NSC-Stadium detektiert
werden (Brennand et al., 2014; HD Consortium, 2012; Liu et al., 2012b), wohingegen in iPS-
Zellen kein Phanotyp beobachtet werden konnte, sodass frihe, neurale Zellderivate fur eine

in vitro-Modellierung zumindest Teilaspekte von Pathomechanismen abbilden kénnen.

4.4 Modulation der Autophagie induziert Ataxin-3-positive

Nlils in jungen MJD-Neuronen

Eine quantitative Analyse zur Induktion von Ataxin-3-positiven Nlls in jungen MJD-
Neuronen mit ATP, Coffein und DBHQ zeigte eine hohe Variabilitat unabhangig vom
verwendeten Stimulus. Die Extremwerte lagen bei zwischen 1% und Uber 80%. Die
Unabhangigkeit von funktionellen Rezeptoren in der Zellmembran bei Stimulation mit Coffein
oder DBHQ, legte als Ursache fur dieses Phanomen Schwankungen im physiologisch-
metabolischen Zustand der  Zellen nahe, die  Auswirkungen auf  die
Proteindegradationsmaschinerie und damit auf die Aggregation haben kénnen. Die beiden
Hauptsysteme der Proteindegradation in eukaryotischen Zellen sind das Proteasom und das
Lysosom. Das UPS prozessiert die meisten l6slichen, zytosolischen Proteine; allerdings ist
das Lysosom in der Lage, mittels Autophagie ebenfalls zytosolische Proteine und
Proteinaggregate zu prozessieren. Durch pharmakologische Inhibition der Autophagie mit
den PIK3C3-Inhibitoren 3-Methyladenin (3-MA) und Wortmannin sollte der Einfluss der
Autophagie, die in jungen Neuronen als sehr effizient beschrieben worden ist (Boland et al.,
2008), auf die Induktion der Ataxin-3-positiven NlIs in jungen MJD-Neuronen untersucht
werden. Eine Untersuchung der Kulturen nach vier Tagen Applikation von 3-MA oder
Wortmannin zeigte die Prasenz von Ataxin-3-positiven Nlls in pllI-Tubulin-positiven
Neuronen ohne zusatzlichen Stimulus zur Ca®*-Freisetzung aus dem ER. Daneben konnten
deutliche Anzeichen von vermehrter Degeneration beobachtet werden, wie fragmentierte
Zellkerne und eine Fragmentierung von BllI-Tubulin in Neuriten. Dies kdnnte auf die
gleichzeitige Inhibition des fiur Neurone essentiellen AKT-Signalweges (Datta et al., 1997,
Dudek et al., 1997) durch 3-MA und Wortmannin zurtckzufuhren sein (Petiot et al., 2000).
Die Quantifizierung der Ataxin-3-positiven Nlls in mehreren, unabhangigen Experimenten
ergab eine konstant hohe Effizienz der Aggregatinduktion durch 3-MA. Der Einsatz eines
pharmakologischen Autophagieinhibitors bt demnach einen induzierenden Effekt auf die
Genese von Ataxin-3-positiven Nlls in jungen MJD-Neuronen aus. Ein entgegengesetzter
Effekt konnte in verschiedenen MJD-Modellsystemen bei Aktivierung der Autophagie
beobachtet werden. Die Applikation der Autophagieaktivatoren Lithium, Rapamycin oder

Temsirolismus/CCI-779 verringerte die Aggregation von Ataxin-3 in einem zelluladren System
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(Berger et al., 2006) sowie, zusatzlich zur Aggregation, die neurologischen Symptome in
Drosophila- und Mausmodellen (Jia et al., 2013; Menzies et al., 2010). Eine Uberexpression
des fur die Autophagie essentiellen BECN1 in einem MJD-Rattenmodell (Nascimento-
Ferreira et al., 2011) oder Uberexpression einer Reihe weiterer genetischer Modifikatoren
der Autophagie in einem Screening in Drosophila zeigte ahnliche Effekte wie verringerte
Neurodegeneration und Aggregatbildung (Bilen et al., 2007;). Fibroblasten von MJD-
Patienten wiesen gegenuber Kontrollen eine verringerte BECN1-Expression auf, und
Komponenten der autophagosomalen Maschinerie co-lokalisierten mit aggregiertem Ataxin-3
(Nacimento-Ferreira et al., 2011). Interessant in diesem Kontext ist, dass der fur die
Detektion der Ataxin-3-positiven Nlls verwendete Antikérper spezifisch die Ataxin-3-lIsoform
mit drei ubiquitin interacting motifs (UIM) erkennt (Schmidt et al., 1998) und diese Isoform
die vorwiegend exprimierte Isoform im ZNS darstellt (Harris et al., 2010). Weiterhin wird die
3UIM-Isoform vorwiegend durch Autophagie, die 2UIM-Isoform hingegen Uber das
Proteasom degradiert (Harris et al., 2010). Als Schlussfolgerung aus diesen Befunden wiirde
Autophagieinhibition demnach ein Ansteigen der Konzentration der 3UIM-Isoform von
Ataxin-3 durch Inhibition des nativen Degragadationsprozesses fiir diese Isoform induzieren
und zusatzlich die Degradation von Ataxin-3-Aggregaten verhindern, die nicht durch das
Proteasom prozessiert werden kdénnen, was final zur Bildung von Ataxin-3-positiven Nlls
fihren wirde.

Ausgehend von der Erkenntnis, dass pharmakologische Autophagieinhibitoren
Ataxin-3-positive Nlls induzieren kénnen und der Hypothese, dass die Variabilitat in der
Effizienz der verschiedenen Stimuli auf eine variierende Autophagieaktivitdt wahrend der
Experimente zurlickzufiihren sein koénnte, wurden eine Reihe potentiell inhibierender
Modifikationen an der Zusammensetzung des Zellkulturmediums SDM durchgefiihrt und der
Effekt dieser Umstellung auf die Induktion von Ataxin-3-positiven NlIs in jungen MJD-
Neuronen untersucht. Die Modifikationen bestanden hierbei aus verschiedenen
Kombinationen einer Erhéhung der Konzentration der Wachstumsfaktoren IGF-1 und BDNF,
der Depletion von Ascorbinsdure und einer Zugabe von IL-4, dbcAMP und Methylpyruvat zu
einer potentiell Autophagie-inhibierenden Medienzusammensetzung. Tatsachlich entstanden
Ataxin-3-positive Nlls in drei der vier gewdahlten Bedingungen ohne Applikation eines
Stimulus zur Ca*-Freisetzung aus dem ER. Depletion von Ascorbinsdure war bei einer
niedrigen Konzentration der Wachstumsfaktoren IGF-1 und BDNF essentiell fur die Genese
von Ataxin-3-positiven Nlls. Dem gegenuber kompensierte eine hohe IGF-1- und BDNF-
Konzentration die Supplementierung mit Ascorbinsaure, was in der Induktion von Ataxin-3-
positiven Nlls resultierte. Eine Ubertragung der effizientesten Kombination zur Induktion von
Ataxin-3-positiven Nlls, Bedingung lll., auf weitere genetische Hintergriinde zeigte eine

selektive Induktion von Ataxin-3-positiven NllIs in jungen MJD-Neuronen. Eine Reproduktion



4. Diskussion 118

und Quantifizierung offenbarte eine robuste Induktion mit hoher Effizienz in jungen Neuronen
der Linie MJD1-9. Demnach kann durch Modulation von mit Autophagieinhibition-
assoziierten Signalwegen die Bildung von Ataxin-3-positiven NlIs selektiv in jungen MJD-
Neuronen induziert werden. Die Klarung des entsprechenden Beitrags der einzelnen
Medienkomponenten zu diesem Resultat bedarf weiterer Untersuchungen, wie auch der
direkte Nachweis einer Autophagiemodulation. Neben der richtigen Wahl der
Mediumzusammensetzung scheint die Detektion der Ataxin-3-positiven Nlls an den Tag der
Analyse gebunden zu sein, da die Induktion der Nlls reversibel und einer Kinetik zu
unterliegen scheint. Eine Untersuchung der getesteten Kombinationen an Tag 12 der
Differenzierung zeigte die Abwesenheit von Ataxin-3-positiven Nlls in den an Tag 8 zuvor
positiven Bedingungen |I., Ill. und IV., wohingegen einzelne NlIs in der zuvor negativen
Bedingung Il. zu detektieren waren. Trotz beobachteter, vermehrter Zelldegeneration kann
das Fehlen von Neuronen mit Ataxin-3-positiven Nlls anhand der verbliebenen vitalen Zellen
nicht auf einen selektiven Zelltod und Verlust der Ataxin-3-positiven Nlls tragenden Neurone
zurtickgefiihrt werden. Durch die hohe Effizienz der Aggregatinduktion misste der
Uberwiegende Teil der Neurone degeneriert sein, was nicht zu beobachten war. Das
Auftreten von Ataxin-3-positiven Nlls an Tag 12 in der zuvor negativen Bedingung Il. legt die
Vermutung nahe, dass durch die initiale Prasenz der die Autophagie unterstitzenden
Ascorbinsaure die Genese der Nlls verzégert wurde. Eine Analyse der Zeitkinetik kdnnte die
Frage klaren, ob und wann es ein Maximum von Neuronen mit Ataxin-3-positiven Nlls gibt,
deren Anzahl danach wieder abnimmt und wie die exakte Kinetik der Nlls-Genese
beschaffen ist. Als potentielle Ursache fir die Reversibilitdt der Ataxin-3-positiven Nlls kame
eine Induktion der Autophagie in Betracht. Eine Depletion von Ascorbinsaure ohne
alternative Antioxidantien Uber einen langeren Zeitraum induziert ER-Stress und die unfolded
protein response (UPR) (Margittai et al., 2005). Eine Initiierung der UPR stimuliert zusatzlich
die Autophagie (Ogata et al., 2006), ebenso wie die durch Oxidation induzierte Aktivierung
der Proteinkinase ataxia-telangiectasia mutated (ATM) die Autophagie induziert (Alexander
et al.,, 2010; Guo et al., 2010). Analyse der Autophagieaktivitat sowie von UPR- und ER-
Stressmarkern konnte hierlber Aufschluss geben. Eine Aktivierung der Autophagie wirde
als nativer Degradationsmechanismus der 3UIM-Isoform von Ataxin-3 (Harris et al., 2010) zu
einer Verringerung der zellularen Ataxin-3-Konzentration durch verstarkten Abbau und
dadurch zu einer verringerten Aggregation flhren. Ein Immunblot mit dem spezifischen
Antikérper gegen die 3UIM-Isoform kdnnte zur Detektion einer eventuellen Reduktion der
Ataxin-3-Konzentration verwendet werden. Daten aus einem konditionalen HD-Mausmodell
legen weiterhin nahe, dass sowohl die neurologischen Symptome als auch das Auftreten von
Nlls reversibel sind, wenn die Transkription des mutierten Genes inhibiert wird (Martin-

Aparicio et al., 2001; Yamamoto et al., 2000), sodass ein steter Flux von neu synthetisiertem
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Protein fir den Erhalt der Nlls nétig zu sein scheint. Analog dazu konnte eine durch
Autophagie vermittelte Abnahme der Ataxin-3-Konzentration zu einer stetigen Degradation
und ultimativ zur Dekomposition der Ataxin-3-positiven Nlls fiihren. Interessanterweise ist die
im konditionalen HD-Mausmodell in vitro gemessene Kinetik von jeweils drei bis vier Tagen
fur die Bildung und Degradation von NlIs vergleichbar mit der in dieser Arbeit beobachteten
(Abb. 3.23, (B); Martin-Aparicio et al., 2001).

Eine ganzlich andere Ursache fur die Reversibilitdt der Ataxin-3-positiven Nlls
kénnten die neuronalen Subtypen sein. In MJD degenerieren nicht alle Neurone, und der
Abbau der Ataxin-3-positiven NIIs kdnnte eine kompensatorische Antwort auf
akkumulierende Proteine sein, die mit den verwendeten, neuronalen Subtypen assoziiert ist.
Die degenerierenden, neuronalen Subtypen in MJD sind spezifisch fir die Erkrankung und
nicht-degenerierende, den pathologischen Effekten gegeniber resistente Neurone besitzen
vermutlich Mechanismen, die diese Resistenz vermitteln bzw. ein Fehlen von fir die
Sensitivitat notwendigen Komponenten. Fir eine volle Rekapitulation der Pathologie in vitro
kénnten demnach die degenerierenden, sensitiven neuronalen Subtypen erforderlich sein.
Fir MJD ist ein spezifischer, fur die in vitro-Modellierung besonders geeigneter neuronaler
Subtyp aufgrund von fehlenden pathologischen Studien schwer zu ermitteln. Dass bestimmte
Pathologien allerdings nur in spezifischen Subtypen auftreten ist flr viele Erkrankungen
bekannt. So konnte z.B. in einem iPS-Modell fir ALS in spinalen Motoneuronen ein
selektiver Phanotyp in ihrer Neurofilamentstruktur gezeigt werden, der in spinalen
Interneuronen nicht auftrat (Chen et al.,, 2014). Neben den bisher genannten potentiellen
Ursachen flr die noch unklare Reversibilitdt der Ataxin-3-positiven NlIls kdnnten
altersabhangige Veranderungen eine Rolle spielen, die in iPS-abgeleiteten Neuronen noch
nicht auftreten. Hierzu zahlt z.B. eine verstarkte, durch RyR vermittelte Ca2+-Freisetzung aus
dem ER (Thibault et al., 2007). Weiterhin nimmt die PMCA-Aktivitat im Alter ab, was zu einer
hoéheren zytosolischen Ca”**-Konzentration und l&ngeren Refraktérzeiten nach Ca®*-Einstrom
fihrt (Hanahisa und Yamaguchi, 2001). Fur iPS-abgeleitete dopaminerge Neurone konnte
gezeigt werden, dass eine transiente Expression von Progerin, einer trunkierten Form des
Lamins A, die mit vorzeitigem Altern assoziiert ist, zur vorzeitigen Induktion altersassoziierter
Phanotypen fuhrt (Miller et al., 2013). Es ware interessant zu untersuchen, ob eine transiente
Expression von Progerin und ein derart simulierter Alterungsprozess in jungen MJD-
Neuronen modulierend auf die Induktion und Stabilitdt der Ataxin-3-positiven Nlls wirkt und
ob dies im positiven Fall auf eine Reduktion der Autophagie zuriickzufiihren ist.

Unabhangig davon welcher Mechanismus ursachlich fir die Reversibilitdt der
Aggregation ist, zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass durch eine Modulation von
Autophagie-assoziierten Signalwegen Ataxin-3-positive NIIs in jungen MJD-Neuronen

induziert werden kdénnen und die Regulation der Autophagie potentiell eine zentrale Rolle bei
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der Aggregation von Ataxin-3 spielen koénnte. Zur Klarung dieser Hypothese sind
Experimente notig, die die Autophagieaktivitdt direkt wahrend der Aggregatinduktion
messen, wozu Reportersysteme und Markeranalysen erforderlich sind (Ubersicht: Klionsky
et al., 2012).

4.5 Ca*-vermittelte Calpainaktivitit und Autophagie

Im folgenden Kapitel soll ein hypothetisches Modell entwickelt werden, das die
Ergebnisse dieser Arbeit mit Literaturdaten verknupft und durch eine Verbindung von
Calpainaktivitdt und Autophagie einen Erklarungsansatz fir die Pathologie von MJD bieten
kénnte. Die Genese von Ataxin-3-positiven Nlls kann durch Ca?*-Freisetzung aus dem ER
induziert werden, allerdings scheint die Effizienz dieser Induktion von der Autophagieaktivitat
der Neurone abzuhangen. Eine Justierung der Kulturbedingungen in Richtung
Autophagieinhibition induzierte auch ohne zusatzliche Stimulation eines zytosolischen Ca*'-
Anstiegs die Bildung von Ataxin-3-positiven NlIs, was auf einen moglichen Crosstalk
zwischen Autophagie und Calpainaktivitat hindeuten kdnnte.

Der durch aktivierte, spannungsabhangige Ca®*-Kanile vermittelte Ca*-Influx ist
essentiell fir die Mikroaggregation von Ataxin-3 in MJD-Neuronen (Abb. 4.1; Koch et al.,
2011). In einem Screening fur Autophagie-induzierende Substanzen wurden die
spannungsabhéngigen Ca?*-Kanal-Inhibitoren Amiodaron, Niguldipin, Loperamid, Pimozid
und Nicardipin identifiziert (Zhang et al., 2007). In einer weiteren Studie wurden ebenfalls
Amiodaron und Loperamid und zusatzlich Verapamil, Nimodipine und Nitrendipine, die auch
spannungsabhingige Ca*-Kanile inhibieren, als Autophagie-induzierend beschrieben
(Williams et al., 2008). Dies deutet darauf hin, dass umgekehrt ein Ca®*-Einstrom durch
Depolarisation die Autophagie inhibiert und dies zur Bildung von Mikroaggregaten fuhren
kénnte. Calpeptin und ALLN inhibieren die Bildung von Ataxin-3-positiven-Mikroaggregaten
nach Ca®"-Einstrom, was durch eine Inhibition der Proteolyse von Ataxin-3 durch Calpaine
begriindet wurde (Abb. 4.2; Koch et al., 2011). Calpeptin (Palomo et al., 2011; Williams et
al., 2008) und ALLN (Wiliams et al., 2008) wurden jedoch ebenfalls als Autophagie-
induzierend beschrieben, ebenso wie eine Uberexpression des zelluldren Calpaininhibitors
Calpastatin (Williams et al., 2008). Die Pravention der Mikroaggregatbildung durch ALLN und
Calpeptin kdnnte demnach auch auf eine Aktivierung der Autophagie zurtckzufihren sein.
Weiterhin bildet die durch Calpaine vermittelte Proteolyse des proautophagosomalen
Proteins ATG5, das dadurch seine Funktion bei der Bildung der Phagophore einbisst, eine
direkte Verbindung von Calpainaktivitat und Autophagieinhibition (Abb. 4.3; Xia et al., 2010;
Yousefi et al., 2006). Die potentielle Relevanz dieses Befundes wird dadurch untermauert,

dass ein knockout von ATG5 im ZNS zu Neurodegeneration und Ubiquitin-positiven
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Inklusionen fuhrt (Hara et al., 2006).
Ein durch ATP-vermittelte P2YR-Aktivierung induzierter Ca**-Austrom aus dem ER
fuhrte zur Bildung von Mikroaggregaten und Ataxin-3-positiven Nlls (Abb. 4.2). Eine

AR Fel: AR i '
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Abb. 4.3: Modell zum hypothetischen Zusammenwirken von Calpainaktivitat und Autophagieinhibition bei
der Aggregation von Ataxin-3

Erhéhung von intrazellularem Ca** durch diverse Stimuli fiihrt zu Calpainaktivierung und proteolytischer Spaltung
von Ataxin-3, dessen Aggregationspotential dadurch steigt. Calpaine proteolyisieren zusatzlich ATG5 und
inhibieren auf diesem Weg direkt die Autophagie. Zusatzlich wird durch eine Calpain-vermittelte Spaltung und
Aktivierung von Gsa-Protein die Synthese von cAMP induziert. cAMP akitiviert wiederum Utber Epac und Rap2B
(nicht dargestellt) die Phospholipase Ce (PLCe), die IP3 synthetisiert. IP3 Bindung an den IP3R stabilisiert die
Bindung von BECN1 an IP3R und inhibiert die Bildung der Phagophore. Weiterhin induziert IP3 eine Ca*-
Freisetzung aus dem ER, welche wiederum Calpaine aktiviert und damit einen Feedback-Loop bildet. Bindung
von BDNF an die neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 2 (NTRK2; TrkB) stabilisiert den Komplex Bcl-2-
BECN1-IP3R, verhindert eine Dissoziation des BECN1, das somit nicht zur Bildung der Phagophore zur
Verfiigung steht und die Autophagie unterdriickt. Aktivierung von mTOR durch IGF-1 und IL-4 vermitteltes AKT1-
Signal und Pravention einer mTOR-Inhibition durch die AMPK1 mittels Methylpyruvat (MetPyr) inhibiert die
Autophagie. Zusammen resultiert die proteolytische Spaltung von Ataxin-3 in Kombination mit
Autophagieinhibition in der Ausbildung Ataxin-3-positiver neuronaler intranuklearer Inklusionen (NII). Graphik
verandert nach Koch et al., 2011 und Renna et al., 2010. PIP2 = Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat; DAG =
Diacylglycerin.
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Erhéhung der intrazelluldren IP3-Konzentration durch Gq411-gekoppelte Rezeptoren wie P2YR
induziert nicht nur eine Ca*-Freisetzung aus dem ER, sondern stabilisiert auch die Bindung
des fir die Bildung der Phagophore essentiellen Proteins BECN1 an den IP3R und inhibiert
dadurch die Autophagie (Abb. 4.3; Vicencio et al., 2009). Fur die Pathologie ist in diesem
Zusammenhang interessant, dass expandiertes Ataxin-3 durch Bindung an den IP3R eine
erhdhte Freisetzung von Ca®" aus dem ER ins Zytosol induziert (Chen et al., 2008a), was zu
einer verstarkten Bindung von BECN1 an den IP3R und einer Inhibition der Autophagie
fuhren wirde. Diese erhohte Freisetzung kann durch Dantrolen in vitro und in vivo
kompensiert werden, obwohl Dantrolen die RyR und nicht die IP3R inhibiert, und resultiert in
einer Reduktion neurologischer Symptome (Chen ef al. 2008). In einer unlangst publizierten
Studie konnte zusatzlich gezeigt werden, dass Dantrolen als RyR-Inhibitor neben seiner
Ca*"-stabilisierenden Funktion die Autophagie induziert (Ansari et al., 2014). Dies wére in
Ubereinstimmung mit der Coffein-vermittelten Bildung von Ataxin-3-positiven Nlls, bei der
Coffein die RyR stimuliert. Umgekehrt zur Autophagieinhibition durch eine Erhéhung der IP3-
Konzentration induziert eine Inhibition der Inositolmonophosphatase (IMPase) durch
Blockade der IP3-Produktion die Autophagie (Sarkar et al., 2005), wie auch eine Inhibition
des IP3R die Autophagie aktiviert (Criollo et al., 2007). Die Bildung von Ataxin-3-positiven
Nlls nach IP3- oder Coffein- vermittelter Ca**-Freisetzung aus dem ER kénnte demnach auf
Inhibition der Autophagie und nicht ausschlieRlich auf eine erhdhte Calpainaktivitat
zuriickzufiihren sein. In Ubereinstimmung mit einer Autophagie-inhibierenden Wirkung eines
Ca*-Austroms aus dem ER ist fiir den in dieser Arbeit verwendeten, reversiblen SERCA-
Inhibitor DBHQ, der eine Ca?*-Freisetzung aus dem ER und Ataxin-3-positive Nlls induziert
(Abb. 4.2), ebenfalls eine Autophagie-inhibierende Wirkung beschrieben (Gordon et al.,
1993). Williams und Kollegen konnten zudem eindrucksvoll darstellen, dass ein zyklischer,
die Autophagie inhibierender Signalweg existiert, der Ca?", Calpaine und IP3-Konzentration
miteinander in Beziehung setzt. Die Blockade einer der Komponenten des Signalweges
fihrte zu einer Induktion der Autophagie, wobei die Inhibition weiterer Komponenten einen
additiven Effekt hatte (Williams et al., 2008; Ubersicht: Renna et al., 2010).

Somit lasst sich theoretisch eine Verbindung von Calpain-vermittelter Proteolyse von
Ataxin-3 und daraus resultierender Aggregation und einer durch Autophagieinhibition
induzierten Aggregation herstellen. Vermutlich tragt sowohl die Proteolyse von Ataxin-3 als
auch eine niedrige Autophagieaktivitat zur Genese von Ataxin-3-positiven NlIs bei. Fur eine
potentielle Therapie ware dies sogar von Vorteil, da mit einer Calpaininhibition direkt beide
fur die Aggregation essentiellen Mechanismen angegangen werden koénnen. In
Ubereinstimmung zu dieser Uberlegung reduzierte eine Calpastatin-Uberexpression im
Mausmodell nicht nur Calpain-prozessierte Ataxin-3-Fragmente, sondern ebenfalls Ataxin-3

der vollen Lange (Simoes et al., 2014), was auf eine erhdhte Autophagie schlief3en Iasst. Ein
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direkter Bezug von Calpastatin-Uberexpression zur Autophagie konnte kirzlich in einem
Drosophila- und Mausmodell fiir HD gezeigt werden. Calpastatin-Uberexpression induzierte
die Autophagie, reduzierte deutlich die Aggregation von HTT in Nlls und milderte die
Symptome im Vergleich zu nicht-Calpastatin-Uberexprimierenden HD-Kontrollen (Menzies et
al., 2014).

Fur die Aggregation von Ataxin-3 in der Pathogenese von MJD ergibt sich somit ein
mogliches Bild, in dem viele verschiedene Signalwege auf der Ebene der Calpain- und
Autophagieaktivitdt zusammenwirken (Abb. 4.3) und bei dem eine altersassoziierte
Missregulation der Calciumhoméostase (Hanahisa und Yamaguchi, 2001; Liu et al., 2012a;
Thibault et al., 2007) schlief3lich in der Manifestation der Pathologie mindet. Da die fur
dieses Modell aufgezeigten potentiellen Interaktionen sich aus Befunden in verschiedenen
Zellkultur- und Tiermodellen zusammensetzen, misste die tatsachliche Relevanz der
skizzierten Zusammenhange in humanen Neuronen mit Hilfe geeigneter Reportersysteme

und Aktivitatstest validiert werden.
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4.6 Ausblick

Zur Krankheitsmodellierung von monogenetischen Erkrankungen mussen zur Zeit
parallel mehrere Kontroll- und Patienten-iPS-Linien verwendet werden, um sicherzustellen,
dass ein beobachteter Phanotyp spezifisch durch die Mutation und nicht eventuell durch
genetische Variabilitat hervorgerufen wird. Die Verwendung eines isogenen Systems wirde
die Variabilitdt zwischen Kontroll- und Patientenlinie umgehen und die Anzahl der bendtigten
Linien minimieren. Mit Etablierung der TALEN (transcription activator-like effector
nucleases)- und der noch effektiveren CRISPR/Cas (clustered regularly interspaced short
palindromic repeats/CRISPR-associated)-Technologie zur homologen Rekombination im
Feld der pluripotenten Stammzellen, stehen neuerdings Methoden zur Verfligung, die die
Generierung isogener Paare, bei denen der Polyglutaminbereich in Patientenzellen verkiirzt
bzw. in Kontrollzellen verlangert ist, vereinfachen (Cong et al., 2013; Ding et al., 2013;
Hockemeyer et al., 2011; Mali et al., 2013).

Bislang wurde die Bildung von Ataxin-3-positiven Nlls intensiv nur in jungen MJD-
Neuronen untersucht und es stellt sich die Frage, ob NlIs auch in reiferen Kulturen induziert
werden konnen. Hierzu kénnten die nun entwickelten Medienbedingungen, die die Bildung
von Ataxin-3-positiven Nlls beglnstigen, an reiferen Neuronen untersucht werden. In diesem
Zusammenhang sollte allerdings geklart werden, inwieweit die Unterschiede in den
Zelldichten zwischen unreifen und reifen Kulturen einen Einfluss auf die Bildung von Nlis
haben. In unreifen Kulturen betragt die Zellzahl pro 3,5 cm-Schale ca. 1 Million bei der
Stimulation, wahrend sie in reifen Kulturen ca. 3 — 4 Millionen betragt. Fir andere
Zellsysteme konnte gezeigt werden, dass eine Kultivierung von Zellen in hoher Dichte unter
normoxischen Bedingungen in einem Verhaltnis der HIF1A/HIF-1a (hypoxia induced factors)
resultiert, welches vergleichbar zu Zellen mit geringer Dichte unter hypoxischen
Bedingungen ist und dadurch Autophagie aktiviert wird (Bellot et al., 2009; Dayan et al.,
2009). Fir die Induktion von Ataxin-3-positiven Nlls in reifen MJD-Neuronen kénnte
deswegen eventuell eine Vereinzelung und Replattierung von reifen, neuronalen Kulturen in
einer geringeren Dichte notwendig sein. Zudem ware die Verwendung alternativer Stimuli
anstelle von Glutamat ein potentieller Ansatz, um Nlls in reifen Kulturen zu induzieren.
Weiterhin kénnte Uber die Verwendung einer niedrigen Konzentration Coffein in Kombination
mit Glutamatstimulation gleichzeitig ein Ca*-Einstrom von auRen und Ca®"-Austrom aus
dem ER induziert werden, was potentiell in einer Verstarkung des Stimulus resultieren wirde
(Solovyova et al., 2002; Verkhratsky, 2005) und die Bildung von Ataxin-3-positiven Nlls
bewirken kénnte. Vorausgesetzt, dass sich NlIs in reiferen Neuronen induzieren lassen,

kénnten sich Fragen zur Stabilitdt und zu einer in jungen Neuronen nicht beobachteten
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Toxizitat der Nlls untersuchen lassen. Alternativ konnte auch versucht werden, Nlls bereits in
jungen Neuronen zu installieren und die Zellen dann ausreifen zu lassen, um auf diese
Weise die Langzeitauswirkungen der Aggregate zu studieren.

Um die in der Arbeit vermutete Inhibition des autophagischen Flux durch
zytosolisches Ca®* und die Mediumkomponenten tatséchlich nachzuweisen, ist eine Analyse
der Konversion des LC3-I zu LC3-Il per Immunoblot oder eine Fluoreszenzechtzeitmessung
Uber das Reporterkonstrukt RFP-GFP-LC3 erforderlich (Kimura et al., 2007; Klionsky et al.,
2012). Zusatzlich wirde ein knockdown oder knockout der Autophagiegene ATG5 oder
ATG7 eine spezifischere Autophagieinhibition als die pharmakologischen Inhibitoren bieten.
Falls unter diesen Bedingungen eine Induktion Ataxin-3-positiver SDS-unléslicher Aggregate
bzw. Nlis erfolgt, wiirde dies fiir einen direkten Einfluss der Autophagie sprechen.

Unter Kapitel 4.5 wurde der Frage nachgegangen, wie sich die Befunde von Koch et
al., 2011 und dieser Arbeit in einen gemeinsamen Kontext stellen lassen, und ausgefihrt,
dass die Rollen von Calpainen und der Autophagie in MJD schwer voneinander zu trennen
sind. Zur Untersuchung, ob die Glutamat-, ATP-, Coffein und DBHQ-Stimulation in MJD-
Neuronen neben Calpainaktivierung auch die Autophagie inhibiert, kdnnte eine Blockade des
zyklischen Calpian-Autophagie-Signalwegs durch Inhibition des downstream von Calpain
liegenden Gg,-Proteins mit 2’,5’-Dideoxyadenosine durchgefiihrt werden (Williams et al.,
2008). Bei einer Interaktion von Calpainaktivitdt und Autophagieinhibition wirde so die
Bildung von SDS-unléslichen Aggregaten und Nills inhibiert. Ebenso kénnte die Applikation
von Autophagie-stimulierenden Substanzen wie Rapamycin (Ravikumar et al., 2004) und
Trehalose (Sarkar et al., 2007) die Fragestellung adressieren, ob Autophagiestimulation zu
einem Ausbleiben der SDS-unldslichen Aggregate und Nlls fiihren und damit eine potentielle
Behandlung darstellen koénnte. Weiterhin  konnte untersucht werden, ob eine
pharmokologische Autophagieinhibition mit 3-Methyladenin SDS-unlésliche Ataxin-3-positive
Aggregate in reifen Neuronen induziert. Dies ware ein denkbares Experiment, um
eingehender das Zusammenspiel von Exzitations-induzierter Aggregation, Ca*'-Einstrom
und Autophagie in reifen Neuronen zu untersuchen.

Die Detektion von Ataxin-3-positiven Nlls ist auf fixierte Zellen angewiesen, so dass
Fragen zur Dynamik der Aggregatbildung bzw. -abbau nur durch aufwandige Experimente
beantwortet werden kdénnen. Eine mdgliche Vereinfachung wére hier der Einsatz eines Q16-
GFP-Reporterkonstruktes, das uUber seinen Polyglutaminbereich mit Nlls von expandiertem
Ataxin-1 co-aggregiert, aber von sich aus keine Aggregate bildet (Verhoef et al., 2002). Mit
einem derartigen Reportersystem versehene MJD Neurone kdnnten moglicherweise im
Rahmen pharmakologischer Wirkstoffscreenings eingesetzt werden, um

aggregationshemmende, therapeutisch wirksame Substanzen zu identifizieren.
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5. Zusammenfassung

Die Machado-Joseph Erkrankung (MJD; Spinozerebellare Ataxie Typ 3), ist die
haufigste Form der hereditdren, monogenetischen spinozerebelldren Ataxien in Europa,
Japan und den USA. Bei MJD ist der C-terminale Polyglutaminbereich des Ataxin-3 Proteins
expandiert, was beim betroffenen Patienten zu Ataxin-3-positiven, SDS-unléslichen
Mikroaggregaten und neuronalen, intranukledren Inklusionen (NII) fihrt. Die Erforschung und
Modellierung von MJD in vitro ist durch die geringe Verfugbarkeit von Patientengewebe
limitiert und bislang meist auf die Verwendung von Tiermodellen bzw. nicht-neuronalen,
artifiziellen Uberexpressionssystemen beschrankt. Diese Limitierung kdénnte durch den
Einsatz von induziert pluripotenten Stammzellen (iPS-Zellen) und davon abgeleiteten
neuroepithelialen Stammzellen (It-NES-Zellen) Gberwunden werden, da so eine nahezu
unbegrenzte Quelle fir Patienten-spezifische Neurone zur Verfigung steht. Im Rahmen
dieser Dissertation wurden daher dermale Fibroblasten von vier MJD-Patienten sowie der
gesunde Bruder bzw. Vater jeweils eines Patienten mittels retroviraler Transduktion der
Faktoren OCT4, SOX2, c-MYC und KLF4 reprogrammiert und je zwei iPS-Zelllinien pro
Individuum eingehend charakterisiert. Alle Linien exprimierten die Pluripotenzmarker TRA-1-
60, TRA-1-81, SSEA3, SSEA4 und alkalische Phosphatase, zeigten eine Inaktivierung der
inserierten Transgene und waren in der Lage in in vitro und in vivo spontan in Zelltypen aller
drei Keimblatter zu differenzieren. Hochauflésende SNP Genotypisierungsanalysen zeigten,
dass nahezu alle Linien frei von gréReren genomischen Aberrationen waren. Die iPS-Zellen
wurden dann in neurale Stammzellen differenziert. Alle abgeleiteten t-NES-Zelllinien zeigten
ein charakteristisches Wachstumsmuster mit apikaler Lokalisation von ZO-1 sowie die
Expression der neuralen Vorlaufermarker SOX2, Nestin, DACH1 und PLZF. Nach
Differenzierung bildeten die Zellen effizient Neurone und Gliazellen.

Eine Glutamat-stimulierte Exzitation von 4 — 6 Wochen alten Differenzierungskulturen
induzierte selektiv in MJD-Neuronen Ataxin-3-positive SDS-unlésliche Aggregate, deren
Bildung durch Calpaininhibitoren verhindert werden konnte. Des Weiteren filhrte eine
Chelatierung extrazellularer Ca?-lonen, Inhibition der Membrandepolarisation oder eine
Blockade spannungsabhingiger Ca?*-Kanale zu einer Inhibition der Aggregatbildung. Da die
Reifung von funktionellen Glutamatrezeptoren viele Wochen in Anspruch nimmt, wurden
alternative Stimuli untersucht, die innerhalb eines verklrzten Zeitrahmens mittels
zytosolischem Ca®*-Anstiegs Aggregate induzieren kdnnen. Die Applikation von ATP zu zwei
bis vier Tage alten Differenzierungskulturen induzierte einen Uber P2Y-Rezeptoren
vermittelten Ca®*-Ausstrom aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER), was ausschlieRlich
in jungen MJD-Neuronen zur Bildung von SDS-unléslichen Aggregaten fuhrte. Zusatzlich

konnten nach sechs bis acht Tagen Ataxin-3-positive Nlls detektiert werden, die zudem mit
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Ubiquitin co-lokalisierten, ein histopathologisches Schlisselmerkmal von MJD. Ein durch
Coffein oder sarco/endoplasmic reticulum Ca®*-ATPase (SERCA)-Inhibition vermittelter Ca*-
Austrom aus dem ER induzierte ebenfalls Ataxin-3-positive Nlls in jungen MJD-Neuronen,
bei letzterem Stimulus in Uber 80% der BllI-Tubulin-positiven Zellen. Zwischen einzelnen
Experimenten unterlag die Effizienz der NII-Bildung einer hohen Variabilitat, die unabhangig
von den verwendeten Stimuli auftrat. Daraus ergab sich die Hypothese, dass Schwankungen
in den Kultur- und Medienbedingungen Einfluss auf die Proteinhom&ostase nehmen und den
Abbau von Aggregaten durch Stimulation des Proteasoms oder der Autophagie bedingen
konnten. Tatsachlich induzierten pharmakologische Autophagieinhibitoren die Bildung von
Nlls in jungen MJD-Neuronen. Eine Analyse der Medienkomponenten auf potentiell
Autophagie-begiinstigende Substanzen ergab, dass einzelne Komponenten wie z.B.
Ascorbinsaure, als Autophagie-induzierend beschrieben wurden. Die Eliminierung dieser
Komponenten, sowie eine Konzentrationserhdhung potentiell Autophagie-inhibierender
Substanzen (BDNF und IGF-1), und Zugabe weiterer potentiell negativer Modulatoren der
Autophagie (dbcAMP, IL-4, Methylpyruvat) fiihrte innerhalb von acht Tagen zu Ataxin-3-
positiven NllIs, ohne dass eine weitere Stimulation eines Ca?*-Austroms aus dem ER dafiir
bendtigt wurde.

Somit wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmals gezeigt, dass in vitro innerhalb
weniger Tage in MJD-Neuronen mikroskopisch nachweisbare, Pathologie-assoziierte
Proteinaggregate induziert werden konnen, die in vivo erst nach mehreren Dekaden
auftreten. Die hier an Patienten-Neuronen gewonnen Einsichten zur Rolle von Ca®,
Calpainen und potentiell Autophagie-regulierender Signalwege bei der Aggregatbildung
bieten somit mdglicherweise eine wichtige Grundlage fur die Identifizierung
aggregationsmodulierender, therapeutischer Wirkstoffe. Die Erkenntnisse zum Einfluss der
Medienbedingungen auf die Autophagie besitzen zudem eine generelle Bedeutung fir iPS-
Zell-basierte in vitro-Modelle, bei denen die Proteinhomdostase oder Aggregationsprozesse

untersucht werden sollen.
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