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Abstract 1 

Abstract 

Intellectual disability (ID) is a cognitive impairment disorder characterized by an intelligence quotient 

(IQ) below 70 and is one of the most common forms of cognitive handicaps resulting from genetic 

aberrations [1]. Hereditary forms of ID are genetically heterogeneous but a considerable number 

involve genes participating in the build-up and maintenance of the glycocalyx [2]. The glycocalyx is 

composed of carbohydrates that are part of the cell surface exposed lipids and proteins (including 

proteoglycans) or part of the extracellular matrix. We recently demonstrated that mutations in 

ST3GAL3 (NM_006279.2), which encodes the Golgi enzyme -̡galactoside- 2h,3-sialyltransferase-III, 

lead to varying clinical manifestations. Two independent mutations (p.Ala13Asp and p.Asp370Tyr) 

identified in Iranian pedigrees were associated with mild forms of non-syndromic autosomal 

recessive intellectual disability (NSARID)[3]. However, a third point mutation (p.Ala320Pro) identified 

in a Palestinian family caused West Syndrome (WS), an age-dependent epileptic encephalopathic 

syndrome associated with developmental arrest or, as in the case of our patients [3], regression[4]. 

In humans ST3GAL3 forms, among others, the sialyl Lewis a (sLea) epitope on proteins. Ectopic 

expression of full-length-c-MYC fusion proteins with the respective mutations in LMTK- cells showed 

severe functional impairment and subcellular mislocalization of all mutant gene products [5]. To 

further elucidate the molecular and cellular mechanisms causing West Syndrome due to the lack of 

ST3GAL3 function, we successfully generated induced pluripotent stem cell lines from fibroblasts 

obtained from a patient with West Syndrome, carrying a mutation in exon 12 (c.958G>C, 

p.Ala320Pro) of ST3GAL3, and a healthy sibling using lentiviral reprogramming.  

Since ST3GAL3 showed highest expression in the frontal cortex, which is also in accordance with the 

source of epileptic seizures, a differentiation protocol to cortical neurons was established and 

successfully accomplished for both cell lines. One of its advantages is mimicking the in vivo 

neurogenesis in vitro, enabling us to investigate temporal processes. IPSCs and cortical neurons 

derived thereof were analysed by lectin blots, mRNA sequencing, adherence assays, and FACS. While 

no significant difference was observed at stem cell or fibroblast level between patient and control 

cells, patient-derived cortical neurons displayed an additional band (70 kDa) in the lectin blot 

staining, enhanced adherence to a poly-L-ornithine/laminin coated surface and decreased levels of 

neurons expressing T-box transcription factor brain 1 (2.28 fold).  

Thus, our results indicate that ST3GAL3 function is important for the normal development and 

functioning of the brain. 

  



2  Zusammenfassung 

Zusammenfassung 

Geistige Behinderung ist eine der häufigsten Formen von erblich bedingten kognitiven 

Beeinträchtigungen. Definiert wird sie durch einen Intelligenzquotienten unter 70 und obwohl ihre 

genetischen Ursachen sehr heterogen sein können, gibt es unter ihnen eine beachtliche Menge 

Gene, die am Aufbau der Glycocalyx beteiligt sind [1, 2]. Die Glycocalyx besteht aus 

Zuckerbausteinen, die Teil von Lipiden und Proteinen der Zelloberfläche oder der extrazellulären 

Matrix sind. Vor kurzem konnten wir belegen, dass Mutationen im ST3GAL3-Gen, welches für die 

Golgi-lokalisierte -̡Galactosid- 2h,3-sialyltransferase-III codiert, zu verschiedenen klinischen 

Befunden führt. Zwei unabhängige Mutationen (p.Ala13Asp and p.Asp370Tyr), gefunden in 

iranischen Familien, konnten mit relativ milden Formen nicht-syndromaler geistiger Behinderung 

(NSARID) in Verbindung gebracht werden [5]. Eine dritte Punktmutation (p.Ala320Pro), gefunden in 

einer palästinensischen Familie, verursachte hingegen eine schwere, altersabhängige epileptische 

Enzephalopathie, das West-Syndrom. Dieses Syndrom ist mit einem Arrest der geistigen Entwicklung 

oder sogar, wie in unserem Fall, einer Regression assoziiert [3, 4]. ST3GAL3 bildet im Menschen 

unter anderem das Sialyl Lewis-a (sLea)-Epitop auf Proteinen. Exogene Expression der Volllängen-c-

MYC-Fusionsproteine, der Mutationsvarianten in LMTKτZellen, zeigte, dass alle Varianten eine 

gestörte subzellulare Lokalisierung zeigen und zwei von ihnen (p.Ala13ASp und p.ALA320Pro) kaum 

mehr messbare Aktivität besitzen [5]. Um die molekularen und zellulären Mechanismen näher zu 

beleuchten, die dem ST3GAL3-bedingten West-Syndrom zugrunde liegen, haben wir erfolgreich ein 

patientenspezifisches, induzertes pluripotentes Stammzellmodell etabliert. Hierfür wurden 

Fibroblasten der Patientin, die eine Mutation im Exon 12 (c.958G>C, p.Ala320Pro) des ST3GAL3-Gens 

trägt, und einer gesunden Schwester mittels eines lentiviralen Vektorsystems reprogrammiert. Da 

ST3GAL3 die höchsten Expressionswerte im frontalen Kortex zeigte, und dies auch in 

Übereinstimmung mit dem vorgeschlagenen Ursprung epileptischer Anfälle steht, wurde ein 

Differenzierungsprotokoll für kortikale Neuronen etabliert und erfolgreich für beide Zelllinien durch 

geführt. Einer der größten Vorteile dieses Protokolls ist, dass hier die Neurogenese in vitro nach 

demselben temporalen Muster abläuft wie die Neurogenese in vivo. Die iPSC und die daraus 

differenzierten Neuronen wurden anschließend mittels Lectinblot, mRNA-Sequenzierung, 

Adhärenzassays und FACS untersucht. Während keine Unterschiede zwischen den iPSC und den 

Fibroblasten festgestellt wurden, konnten für die kortikalen Neuronen der Patientin eine zusätzliche 

Bande im Lektinblot (70 kDa), ein verändertes Adhärenzverhalten auf poly-L-Orinithin/Laminin-

beschichteter Oberfläche und eine deutlich reduzierte Menge T-box-transcription factor-brain-1-

exprimierende Neuronen festgestellt werden. Unsere Ergebnisse zeigen, dass die ST3GAL3-Aktivität 

wichtig für die normale Entwicklung und Funktion des Gehirns ist. 
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1. Einleitung 

1.1   Krankheitsbild geistige Behinderung 

Wenn bei einem Patienten vor dem 18. Lebensjahr Defizite in einer oder mehreren 

adaptiven oder intellektuellen Funktionen neben einem Intelligenzquotienten (IQ) von unter 

70 festgestellt werden, gelten sie als geistig behindert (ICD-10). Unter adaptiven Fähigkeiten 

versteht man die Anpassungsfähigkeit an äußere Einflüsse, wie das Erlernen von Sprache, 

interpersonelle Fähigkeiten oder die Einhaltung von Routinen (z. B. Hygiene). Intellektuelle 

Fähigkeiten betreffen basalere Abläufe, wie Lernen, logisches Denken oder Lösungen für 

Probleme zu finden [6]. Die Prävalenz geistiger Behinderung liegt in der kaukasischen 

Population bei ca. 1 - 3 %. Bei schlechterer Nahrungsverfügbarkeit, Schwächen im 

Gesundheitswesen und elterlicher Prädisposition kann sie aber eine deutlich höhere 

Prävalenz zeigen [7]. Sie wird anhand der verschiedenen Symptome in milde (IQ 55 - 69), 

mäßige (IQ 40 - 54), schwere (IQ 25 - 39) und schwerste (IQ < 25) geistige Behinderung 

unterteilt [6]. Viele dieser Patienten leiden neben der geistigen Behinderung auch noch an 

anderen Symptomen, weshalb sie häufig einem bestimmten Syndrom zugeordnet werden 

können. So ist die geistige Behinderung ein Teilsymptom von über 100 verschiedenen 

syndromalen Erkrankungen, wobei die Heterogenität und variable Ausprägung der 

Symptome eine eindeutige Diagnose deutlich erschweren können [8]. In 30 - 50 % aller Fälle 

hingegen liegt eine nicht syndromale oder idiopathische geistige Behinderung vor. Die 

Ursachen dieser Behinderung sind sehr heterogen. Neben den äußeren Einflüssen, wie 

infektiösen Erkrankungen, dem fetalen Alkoholsyndrom oder Frühgeburten werden ca. 25 % 

aller Fälle durch eine oder mehrere genetische Mutationen verursacht [9].   

Auf Grund der vielfältigen Ursachen, muss der kausale Zusammenhang zwischen Genotyp 

und Phänotyp für jeden Fall einzeln untersucht werden. Dies gelang bisher nur in wenigen 

Fällen [10]. Eine der Limitationen dieser Untersuchungen ist sicherlich die Verfügbarkeit 

eines adäquaten Modells. Für in-vivo-Untersuchungen zu Erkrankungen der neuronalen 

Entwicklung wurden bisher hauptsächlich Mäuse oder Ratten herangezogen. Da sie aber nur 

unzureichend die Komplexität des humanen Zerebrums darstellen können, konnten nur in 

wenigen Fällen mit diesen Modellen die molekularen Ursachen ermittelt werden [11].   

Genetische Untersuchungen idiopathischer Erkrankungen haben sich bisher hauptsächlich 
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auf x-chromosomale geistige Behinderungen fokussiert. Neuere Studien konnten aber die 

Zahl der autosomalen genetischen Ursachen z. B. ƳƛǘǘŜƭǎ αbŜȄǘ-Generation-{ŜǉǳŜƴŎƛƴƎά ƛƴ 

konsanguinen Familien deutlich erhöhen [12]. So konnte, unter anderem, für vier Patienten, 

drei männliche (Abb. 2.6: 4713, 4696, 4694) und eine weibliche (Abb. 2.6: 4695), aus einer 

konsanguinen palästinensischen Familie gezeigt werden, dass eine Mutation im ST3GAL3-

Gen ursächlich für ihre schwere Form des autosomal rezessiven West-Syndroms ist. Neben 

den frühkindlich auftretenden epileptischen Anfällen, hauptsächlich des Flexortyps, leiden 

diese Patienten an einer schwersten geistigen Behinderung, die noch vor den ersten 

Anfällen erkennbar wurde. Der allgemeine Gesundheitszustand und die 

Wachstumsparameter waren normal, darüber hinaus gab es keine Hinweise auf die 

Beteiligung anderer Systeme. Eine Magnetresonanztomografie der Patienten (1.5T MRT) 

zeigte keine Auffälligkeiten. Die Medikation mit verschiedenen antikonvulsiven Mitteln 

konnte nur bei einem mild betroffenen Patienten eine Verbesserung herbeiführen. Alle 

anderen Patienten entwickelten das Lennox-Gastaut-Syndrom, welches durch mehrfache 

Anfälle und Anfallsformen am Tag und während der Nacht charakterisiert ist [3].   

Um die molekularen Ursachen dieses schweren Krankheitsverlaufes genauer untersuchen zu 

können, wurde uns Zellmaterial der Patientin (Abb.2.6: 4695) zur Verfügung gestellt. Die 

hier vorgelegten Forschungsarbeiten beschäftigen sich deshalb vorrangig mit den 

molekularen Konsequenzen dieser ST3GAL3-Mutation.   

In zwei Fällen von nicht-syndromaler geistiger Behinderung konnten ebenfalls Mutationen 

im ST3GAL3-Gen identifiziert werden [5].  

West-Syndrom ist die häufigste Form einer generellen infantilen epileptischen 

Enzephalopathie und manifestiert sich schon vor dem 12. Lebensmonat. Neben den in 

Serien auftretenden axialen Spasmen, psychomotorischer Retardierung und einem inter-

iktalen EEG mit Hypsarrythmien, sind viele der Betroffenen geistig behindert [13]. West-

Syndrom zählt mit seiner Prävalenz von 1-1,6:100.000 zu den seltenen Erkrankungen. Die 

Ursachen dieses Syndroms sind sehr heterogen. In 70 - 80 % aller Fälle werden 

Hirnanomalien, zumeist Fehlbildungen (wie z. B. Tuberöse Sklerose, Bourneville Pringle) 

gefunden. Andere Ursachen für diese Anomalien können Ischämien, Meningoenzephalitis 

oder genetische Aberrationen, wie Trisomie 21 sein. Nur in seltenen Fällen konnte bisher 

eine monogene Ursache gefunden werden [14].  
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1.2   DƭȅŎƻǎȅƭǘǊŀƴǎŦŜǊŀǎŜƴ ǳƴŘ ά/ƻƴƎŜƴƛǘŀƭ 5ƛǎƻǊŘŜǊǎ ƻŦ DƭȅŎƻǎȅƭŀǘƛƻƴά 

Um die molekularen Ursachen dieses Auslösers des West-Syndroms untersuchen zu können, 

ist es zunächst notwendig, die möglichen Funktionen des betroffenen Gens zu betrachten. 

  

Das ST3GAL3-DŜƴ ŎƻŘƛŜǊǘ ŦǸǊ ŘƛŜ ʲ-Galactosidase- -h2,3-sialinsäuretransferase 3 und gehört 

zur Glycosyltransferase-Familie 29 (EC 2.4). Glycosyltransferasen sind hauptsächlich im 

Golgi-Apparat und Endoplasmatischen Reticulum (ER) zu finden, und am Aufbau der 

Glycocalyx, einer dichten komplexen Zuckerhülle, auf einer jeden Zelle beteiligt [15]. Diese 

Schicht besteht aus Glycoproteinen, Glycolipiden und Proteoglycanen, deren Glycosylierung 

hauptsächlich im Golgi-Apparat und dem ER vollzogen wird. Die verwendeten 

Zuckerbausteine sind hauptsächlich Glucose, Galactose, Fucose und Sialinsäure. Glycane 

ƪǀƴƴŜƴ ƛƴ ȊǿŜƛ YƻƴŦƛƎǳǊŀǘƛƻƴŜƴΣ ʰ ƻŘŜǊ ʲΣ ƳŜƘǊŦŀŎƘ ƳƻŘƛŦƛȊƛŜǊǘ όz. B. N-Acetyl- oder 

Hydroxygruppen), und in verschiedensten Verzweigungen vorkommen. So kann aus einer 

relativ kleinen Anzahl an Zuckerbausteinen eine hoch komplexe Vielfalt an Oligosacchariden 

entstehen. Die Diversität der Glycocalyx kann für jede Zellart, Gewebe und Zeitpunkt 

unterschiedlich auf die momentanen Bedingungen angepasst werden. Da Glycane häufig 

sehr groß, hydratisiert und anionisch sind, beeinflussen sie die physischen Eigenschaften der 

Zelloberfläche deutlich. Sie bestimmen die Spannkraft, Stärke und Elastizität, extrazelluläre 

Homöostase, Morphologie und physiologische Funktion des Gewebes [16]. Zusätzlich stellen 

sie die kommunikative Schnittfläche der Zelle mit der Außenwelt dar und sind an der Zell-

Zell-Erkennung sowie der lokalen Interaktion der Zelle beteiligt [17]. Veränderungen in der 

Glycosylierung, wie durch den Verlust der ST3GAL3-Aktivität, können somit dramatische 

Folgen, wie Fehlfaltungen, Transportfehler oder sogar Funktionsverlust, haben.   

So ist es auch nicht verwunderlich, dass es eine immer schneller wachsende Gruppe an 

genetischen Erkrankungen gibt, die durch Mutationen in Genen des Glycometabolismus 

ǾŜǊǳǊǎŀŎƘǘ ǿŜǊŘŜƴΦ 5ƛŜǎŜ 9ǊƪǊŀƴƪǳƴƎŜƴ ƎŜƘǀǊŜƴ Ȋǳ ŘŜƴ α/ƻƴƎŜƴƛǘŀƭ 5ƛǎƻǊŘŜǊǎ of 

DƭȅŎƻǎȅƭŀǘƛƻƴά ό/5DύΦ .ƛǎƘŜǊ ǎƛƴŘ ǸōŜǊ тл ǾŜǊǎŎƘƛŜŘŜƴŜ ŜǊōƭƛŎƘ ōŜŘƛƴƎǘŜ 9ǊƪǊŀƴƪǳƴƎŜƴ ŘƛŜ 

den Glycometabolismus beeinflussen bekannt. Die Symptome der verschiedenen CDGs sind 

äußerst heterogen und können nahezu jedes Organ betreffen [18]. Sie reichen über 

Leberschäden, Herzinsuffizienzen und Wachstumsverzögerungen bis hin zu 

Gesichtsmalformationen. Bei fast allen CDGs ist allerdings eine Beeinträchtigung der 

neurologischen Entwicklung in Form von epileptischen Anfällen, Neuropathien und/oder 
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geistiger Behinderung vorhanden [19].   

Die Nomenklatur der CDG richtet sich nach den verschiedenen betroffenen 

Glycosylierungswegen. Insgesamt sind acht Hauptreaktionswege bei Säugern bekannt, die 

innerhalb des ER und Golgi-Apparats katalysiert werden [20]. Hierzu zählen N- und O-

glycosidische Reaktionen sowie Reaktionen mit Glycosylphosphatidylinositol (GPI) -Ankern 

und Glycosphingolipiden. Typ I CDGs umfassen Mutationen, die Glycosylierungen an GPI-

Ankern betreffen. Mutationen, die Defekte in der Glycosylierung von Proteinen betreffen, 

ǎƛƴŘ ¢ȅǇ LL /5Dǎ ǳƴŘ 5ŜŦŜƪǘŜ ŘŜǊ ʰ-Dystroglycan O-Mannosylierung werden als Typ III 

klassifiziert [8]. Da wir die Reaktionspartner der ST3GAL3 bisher nicht kennen, konnte noch 

keine Eingrenzung innerhalb der CDG-Klassen erfolgen. Eine der prominentesten CDGs, die 

CDG Ia (früher Jaeken-Syndrom), wird durch Mutationen im PMM2-Gen verursacht. Die 

Phosphomannomutase 2 (PMM2) katalysiert die Isomerisierung von Phospho-6-mannose zu 

Phospho-1-mannose. Mutationen in diesem Gen führen zur gestörten GDP-Mannose-

Synthese, die einen wichtigen Baustein innerhalb der Glycosylierung darstellt. Der Phänotyp 

der Patienten ist sehr heterogen und beinhaltet unter anderem Immunsystemdefekte, 

Hypotonie und geistige Behinderung [21]. 

 

Abbildung 1.1 ST3GAL3 Aufbau und Funktion: (A) ST3GAL3-Gen- und Proteinstruktur. Dunkelgrau: proteincodierende 
9ȄƻƴǎΣ ƘŜƭƭƎǊŀǳΥ оΨ- ǳƴŘ рΨ-UTR. Bisher bekannte Mutationen sind auf cDNA- und Proteinebene benannt. Funktionale 
Domänen des Proteins, grün: Transmembrandomäne (TMD), orange: Sialyl-aƻǘƛǾŜ αƭŀǊƎŜά ό[ύΣ αǎƳŀƭƭά ό{ύΣ αоά ǳƴŘ αǾŜǊȅ 
ǎƳŀƭƭά ό±{ύΦ (B) ST3GAL3-Akzeptorstrukturen Typ I und II sowie ein mögliches Produkt, Sialyl-Lewis a (sLe

a
); 

Zuckerbausteine: N-Acetyl-Glucosamin (GlcNAc), Sialinsäure (Sia), Galactose (Gal) und Fucose (Fuc). (Angelehnt an [5]) 
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Nun zur genauen Funktion der ST3GAL3. Sie ƛǎǘ ŜƛƴŜ ʲ-Galactosidase- -h2,3-sialyltransferase, 

von denen es beim Menschen sechs bekannte Vertreter gibt (ST3GAL1 bis -6). Diese Enzyme 

ǊŜŀƎƛŜǊŜƴ ōŜǾƻǊȊǳƎǘ Ƴƛǘ ʲ-1,3-gebundener Galactose. Sie können unter anderem das bei 

Säugern häufig vertretene Sialyl-Lewis-Epitop a (sLea) bilden (Neu5Ac-ʰнΣо-Gal-ʲмΣо-

GlcNAc(-1,4-Fucose)-ʲмΣо-Galctose) [22] (Abb. 1.1 B). Die von Weinstein et al. [22] 

untersuchte Sialyltransferase aus Rattenleber zeigte ŀōŜǊ ŜōŜƴǎƻ !ƪǘƛǾƛǘŅǘ Ƴƛǘ ʲ-1,4-

Galactose- -̡1,3-N-Acetyl-Glucosamin. SLea-Epitope kommen beim Menschen hauptsächlich 

auf Glycoproteinen in N-glycosidisch gebundener Form an Asparagin vor. ST3GAL3 

katalysiert die Bindung von CMP-aktivierter Sialinsäure (CMP-bŜǳр!Ŏύ ŀǳŦ ŜƛƴŜ ʲ-1,3- oder 

-̡1,4-gebundene Galactose (Gal), ihre Substratspezifität ist dabei relativ breit. Es können 

nicht nur sLea-Epitope gebildet werden [23].  

Das ST3GAL3 Gen umfasst 15 Exons. Bisher konnten 39 Transkriptvarianten isoliert werden, 

wobei sieben davon ausschließlich im Gehirn vorkommen [24] und 22 von ihnen 

proteincodierend sind. Die Hauptisoform (B1, RefSeq accession number NM_006279.4) des 

ST3GAL3-Gens umfasst die Exons 2, 4 ,5 ,7 ,8 ,9 ,10 ,11 ,12 ,13 und 14. Das translatierte 

Enzym ist 375 Aminosäuren lang und enthält eine Transmembran-Domäne sowie vier Sialyl-

aƻǘƛǾŜΣ α[ŀǊƎŜά ό[ύΣ αǎƳŀƭƭά ό{ύΣ αоά ǳƴŘ αǾŜǊȅ ǎƳŀƭƭά ό±{ύ ŘƛŜ ŜƴǘǎŎƘŜƛŘŜƴŘ ȊǳǊ 5ƻƴƻǊ-

Erkennung und -Aktivität beitragen (Abb. 1.1A). Das Gen ist hoch konserviert und kommt 

sowohl beim Schimpansen, Rhesusaffen, Hund, Kuh, Maus, Ratte, Huhn, Zebrafisch und 

Frosch vor [25]. Bisher konnten drei verschiedene Variationen in diesem Gen mit geistiger 

Behinderung assoziiert werden. Zwei von ihnen wurden in konsanguinen Familien aus dem 

Iran gefunden. Hierbei sind die cDNA-Positionen c.38C>A und c.1108G>T (gDNA Positionen 

g.44201971C>A und g.44395873G>T (GRCh37/hg19)) verändert. Sie verursachen einen 

Aminosäureaustausch im Protein an den Positionen p.Ala13Asp und p.Asp370Tyr und 

beeinträchtigen damit die Transmembrandomäne (TMD) und den C-terminalen (CD) 

Bereich. Die betroffenen Patienten zeigen eine nicht-syndromale geistige Behinderung. Die 

Variation der Patienten mit West-Syndrom wurde an der cDNA Position c.958G>C (gDNA 

Position g.44386520G>C (GRCh37/hg19)) gefunden und verursacht im Protein einen 

Aminosäureaustausch im Sialyl-Motiv S (SMS) an der Position p.Ala320Pro. Funktionale 

Untersuchungen zeigten, dass die CD- und SMS-Varianten keine enzymatische Aktivität 

mehr besitzen und die CD- als auch die TMD-Variante eine gestörte subzellulare Lokalisation 
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zeigen [5]. Für die SMS-Variante konnte bisher nur eine gestörte Sekretion bewiesen 

werden [3], die Lokalisierung wurde noch nicht untersucht. 

Über die Substratspezifität der ST3GAL3 beim Menschen ist bisher nichts bekannt, eine 

Studie an St3gal3-Knockout-Mäusen zeigte jedoch eine drastisch reduzierte Menge an 

Sialoglycoproteinen im Gehirn, wohingegen die Menge an Gangliosiden nur bei einem 

Doppel-Knockout mit St3Gal2 signifikant war. In Folge dessen zeigte sich eine starke 

Dysmyelinierung, deren Ursache in der verminderten Oligodenrocyten-Proliferation 

postuliert wurde[26]. Die Auswirkung des ST3GAL3 Funktionsverlustes beim Menschen 

sollte deshalb auf zellulärer Ebene in dieser Arbeit genauer untersucht werden. Auf Grund 

seiner enzymatischen Aktivität und des Phänotyps unserer Patienten wären aber Defekte im 

Sialinsäuremetabolismus und Störungen der Sialylierung der Glycocalyx des sich 

entwickelnden Gehirns wahrscheinlich. 

Das Gerüst der Sialinsäure, oder auch Neuraminsäure, besteht aus neun Kohlenstoffen und 

hat somit etliche mögliche Modifikationsstellen. Die häufigste Modifikation ist eine N-

Acetylierung am C-5-Kohlenstoff. N-Acetylneuraminsäure (NeuAc) ist eine starke Säure (pKa 

2,6), die über ihre exozyklischen Glycerinseitenketten stark hydratisiert sein kann [27]. 

Sialinsäuren kommen gehäuft in Vertebraten und einigen höheren Invertebraten vor [28]. In 

Bakterien, Pflanzen und Pilzen kommen sie nur in einem sehr geringen Ausmaß vor [29]. Im 

Gegensatz zu Affen (Schimpanse) produzieren Menschen nur NeuAc und keine N-

Glycolneuraminsäure (NeuGc) [30]. Interessanterweise ist NeuAc auch die im Gehirn 

bevorzugte Sialinsäure bei Arten, die noch NeuGc produzieren können [31]. Innerhalb der 

Glycocalyx können Sialinsäuren nur in nicht reduzierenden Endpositionen gefunden werden 

[32]. Sie kommen als einzelne Sialinsäuren oder Sialinsäure-Oligomere von bis zu über 90 

Sialinsäuren vor [33]. Ihre Funktion ist dabei immer abhängig vom darunter liegenden 

Oligosaccharidgeäst und den Glycoprotein- oder -lipidstämmen [34].    

In den meisten Geweben kommen Sialinsäuren auf Glycoproteinen, hauptsächlich N-

(Asparagin) oder O-glycosidisch (Serin oder Threonin), gebunden vor. Die häufigste Form der 

N-ƎŜōǳƴŘŜƴŜƴ DƭȅŎŀƴŜ ƛǎǘ αbŜǳ!Ŏ- -h2,3- (oder - -h2,6) Gal- -̡1,4-DƭŎb!Ŏά [35]. Die meisten 

O-glycosidisch gebundenen Glycane fangen mit einer GalNAc-Serin/Threonin-Bindung an 

[36]. Im menschlichen Gehirn hingegen sind Sialinsäure am häufigsten auf Sialoglycolipiden, 

auch Ganglioside genannt, zu finden [37].  

Ganglioside bestehen aus einem Ceramid, an das ein Glycanbaum synthetisiert wird. Die 
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{ȅƴǘƘŜǎŜ ŘŜǊ DƭȅŎŀƴŜ ǿƛǊŘ ƛƴ ŘƛŜ αŀάΣ αōάΣ αлά ǳƴŘ αʰά-Serien unterteilt. Umso höher das 

Gangliosid, desto länger und komplexer die Glycanstruktur. Das einfachste sialylierte 

Gangiolisd ist das GM3, welches durch die ST3GAL5 synthetisiert wird. Während der frühen 

Phase embryonaler Neurogenese in Ratten sind hauptsächlich die Ganglioside GM3 und 

GD3 vorhanden und werden nach und nach durch höhere Ganglioside ersetzt (GM1, GD1a, 

GD1b, und GT1b) [38, 39]. Die Sialylierung der höheren Ganglioside GD1a und GT1b werden 

in Mäusen durch St3gal2 und St3gal3 katalysiert, interessanterweise zeigte aber nur die 

St3Gal2-Einzel-Knockout-Maus einen deutlichen Phänotyp [40]. Ein Funktionsverlust der 

St3gal3 hingegen kann hier offenbar kompensiert werden und steht damit in 

Übereinstimmung mit den neuesten Ergebnissen, dass St3Gal3-Knockout-Mäuse 

hauptsächlich eine Reduzierung der Sialoglycoproteinen zeigen [26]. Im menschlichen 

Gehirn erhöht sich die Gangliosiddichte und -komplexität im letzten Trimester und den 

ersten beiden Lebensjahren [41]. Ganglioside sind unter anderem an der Zell-Zell-

Kommunikation beteiligt und Mutationen im ST3GAL5-Gen verursachen unter anderem das 

α!ƳƛǎƘ LƴŦŀƴǘƛƭŜ 9ǇƛƭŜǇǎȅά-Syndrom [42].  

Eines der prominentesten Glycoproteine der humanen zerebralen Entwicklung ist das poly-

ǎƛŀƭȅƭƛŜǊǘŜ ƴŜǳǊƻƴŀƭŜ ½ŜƭƭŀŘƘŅǎƛƻƴǎƳƻƭŜƪǸƭ όb/!aύΦ IƛŜǊōŜƛ ǿƛǊŘ ŀƴ ŜƛƴŜ ǇǊƛƳŅǊŜ ʰ-2,3- 

ƻŘŜǊ ʰ-2,6-ƎŜōǳƴŘŜƴŜ {ƛŀƭƛƴǎŅǳǊŜ ŜƛƴŜ ƳŜƘǊ ŀƭǎ у ʰ-2,6-gebundene Sialinsäure lange Kette 

durch die ST8SIA2 oder ST8SIA4 ligiert [43] [44]. Durch die hohe Flexibilität [45], starke 

negative Ladung und Hydrophilie der PolySia-Ketten nehmen sie ein deutlich größeres 

Volumen ein, so dass dies zu einer stereochemischen Abstoßung zwischen Zellen führt [46]. 

Welche ST3GAL-¢ǊŀƴǎŦŜǊŀǎŜ ŘƛŜ {ȅƴǘƘŜǎŜ ŘŜǊ ǇǊƛƳŅǊŜƴ ʰ-2,3-gebundenen Sialinsäure 

katalysiert ist bisher nicht bekannt. Während der embryonalen Neurogenese wird PolySia 

auf fast allen neuronalen Zellen z. B. auf radialen Gliazellen des Cortexes, gefunden. Hier ist 

es unter anderem an der radialen Migration beteiligt [47, 48]. Andere Funktionen können 

die negative Regulation der Zell-Zell-Anlagerung, -Signalweiterleitung, Zelladhäsion und 

Zellplastizität sein.   

Im Menschen gibt es 20 verschiedene hoch konservierte Sialyltransferasen, die alle zwei 

größere und zwei kleinere Sialyl-Motive enthalten, die an der Donor (CMP-Sialinsäure)-

Bindung beteiligt sind [49]. Je nach Akzeptor (Galactose, N-Acetyl-Galactose oder 

{ƛŀƭƛƴǎŅǳǊŜύ ǳƴŘ ƪŀǘŀƭȅǎƛŜǊǘŜǊ .ƛƴŘǳƴƎ όʰ-нΣоΣ ʰ-нΣс ƻŘŜǊ ʰ-2,8) können sie in vier 

verschiedene Familien eingeteilt werden (ST3GAL, ST6GAL, ST6GALNAC oder ST8SIA). In 



10  Einleitung 

Vertebraten gibt es sechs verschiedene ST3GAL, zwei ST6GAL, sechs ST6GALNAC und sechs 

ST8SIA Enzyme, die alle im Golgi-Apparat lokalisiert sind. Möglicherweise gibt es die 

verschiedenen Enzyme für die gleiche Katalyse, da sie unterschiedliche Spezifitäten für den 

vorhandenen Zuckerbaum, oder sogar das Glycoprotein, aufweisen könnten, aber auch das 

Expressionsmuster kann von Gewebe zu Gewebe unterschiedlich sein. Beim Menschen sind 

bisher krankheitsassoziierte Mutationen im ST3GAL3, ST3GAL5 und ST8SIA2 Gen bekannt. 

Polymorphismen im Promotorbereich des ST8SIA2 Gens konnten mit einem erhöhten Risiko 

für Schizophrenie assoziiert werden [50]. Mutationen in Sialinsäuremetabolismus-Genen, 

wie dem Zuckertransporter SLC17A5 und der lysosomalen Sialidase NEU1 verursachen 

Sialinsäure-Speicherkrankheiten, die eine starke kognitive Beeinträchtigung zeigen [51, 52]. 

1.3   Pluripotente Stammzellen 

So heterogen wie die Ursachen nicht-syndromaler geistiger Behinderung sind, so heterogen 

können auch ihre Konsequenzen auf molekularer, zellulärer oder Entwicklungsbiologischer 

Ebene sein. Während bei Untersuchungen auf systemischer Ebene durch die Verbesserung 

von bildgebenden und elektrophysiologischen Methoden deutliche Fortschritte erzielt 

wurden, gestaltete sich die Aufklärung gestörter zerebraler Entwicklung und Funktion, 

verursacht durch die veränderte molekulare Interaktion zwischen einzelnen neuronalen 

Zelltypen, als deutlich schwieriger. In-vivo-Arbeiten zu den Ursachen zerebraler 

Entwicklungsstörungen umfassten, neben Patientenuntersuchungen, bisher größtenteils 

Ratten- oder Mausmodelle und konnten hauptsächlich in Fällen mit deutlichen 

morphologischen Veränderungen, wie Mikrozephalien [53], einen Beitrag zur 

Ursachenermittlung leisten. Die molekularen Quellen geistiger Behinderung, und vor allem 

Epilepsien, hingegen, konnten anhand dieser Modelle nur wenig aufgeklärt werden [11]. Ein 

Grund hierfür könnte die deutlich geringere zerebrale Komplexität eines Nagergehirns im 

Gegensatz zum menschlichen sein. Neben den strukturellen Unterschieden, z. B. der 

geringeren kortikalen Dicke, ist auch die Zusammensetzung der Strukturen mit 

verschiedenen Zellsubtypen anders [54]. Da es kaum möglich ist, betroffenes Gewebe in 

vitro zu untersuchen, stellen patientenspezifische induzierte pluripotente Stammzellen (iPS) 

die momentan beste Alternative dar. Seitdem es Yamanaka und Kollegen 2006 gelungen ist, 

durch die exogene Expression eines Sets an Transkriptionsfaktoren somatische Mauszellen 

in einen pluripotenten stammzellähnlichen Zustand zurückzuversetzen (zu 
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reprogrammieren), erfuhr die Erforschung monogener Erkrankungen durch den Einsatz 

patientenspezifischer iPS eine wahre Revolution [11, 55]. Patientenspezifische iPS bringen 

die Hauptvorteile embryonaler Stammzellen mit, ohne die ethischen Bedenken. Sie sind 

pluripotent und fähig zur Langzeitregeneration. Durch die immer besser und vielfältiger 

werdenden Differenzierungsprotokolle stellen sie somit eine fast unendliche Quelle für 

somatische Zellen aller drei Keimblätter dar. Insbesondere die Differenzierung zu 

neuronalen Zelllinien wurde hierbei ergiebig erforscht und ermöglicht uns mit einem iPS-

Modell die Auswirkungen geistiger Behinderung in vitro zu untersuchen. Bisher konnte dies 

für etliche neurodegenerative und entwicklungsbedingte Erkrankungen des zentralen 

Nervensystems angewendet werden. Hierzu zählen unter anderem Morbus Alzheimer [56], 

die Parkinson Erkrankung [57] und das Rett-Syndrom [58]. Für nicht-syndromale geistige 

Behinderung konnte bisher kein Phänotyp in vitro mittels iPS abgebildet werden.  

Grundsätzliches Prinzip der Reprogrammierung ist es, verschiedene Transkriptionsfaktoren 

(TF) exogen in einer somatischen Zelle zu exprimieren. Diese Faktoren stoßen epigenetische 

Veränderungen an, die es der Zelle ermöglichen, ƛƴ ŜƛƴŜƴ αDŜƴŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴǎ-DǊǳƴŘȊǳǎǘŀƴŘά 

zurückzukehren, der dem einer Stammzelle ähnelt. Die Erforschung der genauen 

Wirkmechanismen sowie der molekularen und zeitlichen Abläufe hierbei präsentiert sich 

allerdings bisher als sehr komplex und bedarf weiterer Arbeiten [59]. Es wurden bisher 

verschiedene Kombinationen an TF verwendet. Neben den ursprünglichen Faktoren OCT4, 

c-MYC, SOX2 und KLF4 wurden einzelne gegen NANOG oder LIN28a ausgetauscht [60]. 

Gerade der Verzicht auf das Protoonkogen c-MYC wurde hierbei untersucht [61]. Die 

Methode konnte bisher für etliche Spezies, unter anderem den Menschen, und 

verschiedenste somatische Zelltypen wiederholt werden [62, 63]. Die Verwendung von 

peripheren Blutzellen bietet bisher die am wenigsten invasive Möglichkeit, 

Patientenmaterial zu verwenden [64], die am häufigsten verwendeten Zellen sind allerdings 

immer noch Hautfibroblasten. Für die exogene Expression der Faktoren wurden bisher 

verschiedenste Wege genutzt. Die am weitesten verbreitete Methode nutzt ein lentivirales 

Vektorsystem, um die Faktoren unter Kontrolle eines retroviralen Promotors persistent in 

das Genom zu integrieren. Für die Anwendung der iPS in regenerativen Fragestellungen ist 

es notwendig, eine nicht integrative Methode zu wählen. Etliche Ansätze gehen hierbei über 

die kontinuierliche Zugabe an mRNA [65] oder die Verwendung von episomalen [66] oder 

Sendai-Vektoren [67]. Für Anwendungen im nicht-regenerativen Bereich, wie auch in dieser 
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Arbeit, ist die Verwendung eines lentiviralen Systems die robusteste und günstigste 

Variante.   

Da die Integration des Vektorsystems und die Expression der TF drastische Eingriffe in die 

Zellphysiologie darstellen, kann es häufig zu unbeabsichtigten oder unvollständigen 

Veränderungen während der Reprogrammierung kommen. Für komparative Studien ist 

deshalb die strikte Qualitätskontrolle der neu erhaltenen Zelllinien an mehreren Punkten 

wichtig. Neben der Validierung der Pluripotenz der Zellen müssen auch genetische und 

epigenetische Veränderungen überprüft werden. Die Pluripotenz der Zellen wird durch den 

Nachweis verschiedener pluripotenzassoziierter Faktoren auf transkriptionaler und 

translationaler Ebene überprüft. Die Fähigkeit zur Differenzierung in alle drei Keimblätter, 

Mesoderm, Endoderm und Ectoderm, wurde meist über einen Teratom-Assay in Mäusen 

überprüft [68]. In neueren Studien werden diese tierschutzrechtlich bedenklichen 

Maßnahmen häufig durch die Verwendung eines RNA-Array-basierenden Ansatzes (z. B. 

PluriTest) und der in-vitro-Differenzierung in alle drei Richtungen ersetzt [69]. Innerhalb des 

PluriTests wird das RNA-Expressionsprofil der neuen iPS-Linie mit einer Datenbank 

verschiedener iPS und embryonaler Stammzellen verglichen. Neben der Pluripotenz ist auch 

gerade für komparative Studien die Vergleichbarkeit der Patientenlinie mit der Referenzlinie 

wichtig. Die genetische Integrität der Zellen wurde anhand Karyotypisierung oder 

αŎƻƳǇŀǊŀǘƛǾŜ ƎŜƴƻƳƛŎ ƘȅōǊƛŘƛȊŀǘƛƻƴά ό!ǊǊŀȅ-CGH) im Vergleich zum unbehandelten 

somatischen Ausgangsmaterial überprüft [61] [70]. Untersuchungen der DNA-

Methylierungsmuster und RNA-Sequenzierungen geben Aufschluss über die epigenetische 

Varianz der verschiedenen Linien [59]. Über diese Methoden hinaus sind auch 

Standardqualitätskontrollen, wie der Test auf Mycoplasmen-Kontaminationen, wichtig. Die 

Integration der verschiedenen TF in das Genom stellt den größten Eingriff in die genomische 

Integrität der Zellen dar. Bei der Verwendung des retroviralen Vektorsystems kam es durch 

die Mehrzahl an Integrationsereignissen, für jeden Faktor eine Integration, häufig zu 

schwereren genomischen Anomalien. Bei Verwendung eines multicistronischen lentiviralen 

Vektors der dritten Generation konnte die Stöchiometrie deutlich verbessert werden. 

Vektoren dieser Art fehlen alle viralen, proteincodierenden Gene. Durch die starke 

Verkürzung der die Transkriptionskasette einfassenden long terminal repeats (LTRs) ist nur 

noch die Insertion in das Wirtsgenom, aber keine erneute Exzision mehr möglich. Anhand 

der Codonoptimierung der Sequenzen ist eine spezifische Unterscheidung im Nachweis 
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exogener und endogener Faktoren erreichbar. Von diesem Vektor werden alle vier Faktoren 

gleichzeitig exprimiert und über selbstschneidende Hydrolase-Schnittstellen vor der 

Translation separiert. Darüber hinaus enthält er einen Reporterfarbstoff, der es ermöglicht, 

die Expression der TF simultan nachzuverfolgen. Für eine erfolgreiche Reprogrammierung ist 

somit nur noch eines anstatt vier Integrationsereignissen notwendig [71]. Epigenetische 

Anomalien konnten erfolgreich durch den Einsatz von Histon-Deacetylase-Inhibitoren, wie 

Valproinsäure [72] und Ascorbinsäure [73] direkt nach der Transduktion, abgemildert 

werden. Trotz der steten Optimierung der Anwendung kommt es immer noch zu deutlichen 

Unterschieden zwischen verschiedenen Klonen derselben Reprogrammierung. Besondere 

Beachtung stellt deshalb neben der genomischen und epigenetischen Integrität auch die 

Vergleichbarkeit zwischen Kontrolle und Patientin sowie den verschiedenen Klonen dar. 

  

Für die regenerative und translationale Medizin, aber auch die Grundlagenforschung 

monogener Erkrankungen des zentralen Nervensystems (ZNS), ist die Verwendung von iPS 

nur der Startpunkt vieler Studien. Erst die erfolgreiche und reproduzierbare Differenzierung 

der Zellen zu einem speziellen adulten, neuronalen Subtyp oder Gewebe ist der Schlüssel 

zur Beantwortung vieler Fragestellungen. Die Differenzierung von iPS zu neuronalen Zellen 

verlief früher entweder über die Kokultur mit Stromazelllinien oder die Generierung von 

α9ƳōǊȅƻƛŘ .ƻŘƛŜǎά ό9.ύΣ also kleiner embryonaler Körperchen [74, 75]. Beide Methoden sind 

allerdings kompliziert, zeitintensiv und uneffektiv, so dass die Variabilität der Ergebnisse 

relativ groß ist. In der Erforschung der verschiedenen Differenzierungsmöglichkeiten 

konnten jedoch deutliche Fortschritte erzielt werden. Der Trend geht momentan zur 

Verwendung eines chemisch definierten Kulturmilieus und zeitlich angepasster Zugabe 

ǎƻƎŜƴŀƴƴǘŜǊ αǎƳŀƭƭ ƳƻƭŜŎǳƭŜǎάΣ ƴŜǳǊƻƴŀƭŜǊ LƴŘǳƪǘƻren. Diese kleinen Moleküle sind 

kosteneffektiv, stabil und reduzieren die experimentelle Variabilität. Darüber hinaus zeigen 

sie einen schellen reversiblen, biologischen Effekt, der durch die Variation in Zeitpunkt und 

Konzentration einfach anzupassen ist. Die Grundlage neuronaler Differenzierung ist 

hauptsächlich ein Wechselspiel aus Aktivierung und Inhibition verschiedener 

entwicklungsspezifischer Signalwege, die durch Cytokine, Wachstumsfaktoren und 

Epigenetik gesteuert werden [76]. Das steigende Verständnis des Zusammenspiels dieser 

Signalwege im Kontext der Differenzierung erlaubt es, gezielter in diese einzugreifen. Etliche 

Veröffentlichungen über den Einsatz kleiner Moleküle für die Differenzierung von iPS zu 
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neuronalen Zellen beweisen dies. So zeigt sich der definierte Einsatz der beiden Inhibitoren 

SB 431542 und Dorsomorphin, zwei SMAD-Inhibitoren, die den TGF-ʲκ!ŎǘǾƛƴκbƻŘŀƭ-

{ƛƎƴŀƭǿŜƎ ǳƴŘ ŘŜƴ αōƻƴŜ ƳƻǊǇƘƻƴƎŜƴƛŎ ǇŀǘƘǿŀȅά (BMP) blockieren, als äußert effektiv für 

die Differenzierung zu neuronalen Stammzellen [77, 78]. Neuronale Stammzellen können 

dann im folgenden Verlauf zu verschiedenen Neuronen und Gliazell-Subtypen mit 

verschiedener Regionalisierung differenziert werden. Während der Entwicklung des 

zentralen Nervensystems kommt es zu einer Regionalisierung, unter anderem zum 

Telencephalon, Mesencephalon und dem Rhombencephalon, unter Kontrolle verschiedener 

Faktoren. Die wichtigsten hierbei sind Retinolderivate, fibroblastische Wachstumsfaktoren 

όαCƛōǊƻōƭŀǎǘ DǊƻǿǘƘ CŀŎǘƻǊάΣ CDCύΣ Řŀǎ {ƻƴƛŎ-Hedgehog-Protein und das Wnt-Protein 1 [79]. 

Die einzelnen Faktoren wirken konzentrations- oder aktivitätsabhängig entlang der 

rostro/caudalen bzw. dorsal/ventralen Achsen [80, 81]. Durch gezielten Einsatz und 

Kombination der verschiedenen Faktoren soll es möglich sein, spezifische neuronale 

Subtypen einer bestimmten Region zu differenzieren. So konnten bisher die verschiedenen 

neuronalen Subtypen, dopaminerge-, serotonerge-, GABAerge-, und cholinerge- Neuronen 

bzw. Motorneuronen differenziert werden [77, 82-84]. Aber auch die Differenzierung zu 

Interneuronen und verschiedene Gliazell-Subtypen, wie Astrocyten und Oligodendrocyten 

konnte bereits realisiert werden [85-87]. Auch die Unterscheidung der verschiedenen 

neuronalen Subtypen in zerebrale Regionen, wie Prosencephalon [88], Mesencephalon [79] 

oder Rhombencephalon [89] konnte schon verwirklicht werden.  

Dank der immer größeren Anzahl definierter und effektiver Differenzierungsprotokolle 

konnten immer mehr Forschergruppen neurodegenerative Erkrankungen und Störungen 

während der ZNS-Entwicklung in vitro untersuchen. Mesencephalische dopaminerge 

Neuronen konnten bisher schon für die in vitro- und in vivo-Untersuchungen von Parkinson 

eingesetzt werden [90, 91]. Darüber hinaus konnten etliche andere neurodegenerative 

Erkrankungen, wie Alzheimer [56], Huntington [92] oder spinale Muskelatrophie [93] mittels 

aus iPS differenzierter Neuronen untersucht werden.  

Die molekularen Ursachen geistiger Entwicklungsstörungen hingegen wurden bisher 

deutlich weniger intensiv mittels iPS erforscht. Trotzdem konnten erste Erfolge z. B. für das 

Rett-Syndrom [94] oder das Fragiles-X-Syndrom-assoziiertes-Tremor/Ataxia-Syndrom 

(FXTAS) [95] gezeigt werden. IPS-basierte Untersuchungen zum West-Syndrom wurden noch 

gar nicht unternommen. Das Dravet-Syndrom ist das bisher untersuchte Syndrom mit der 
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größten Phänotypüberschneidung. Es zeichnet sich durch eine schwere und maligne Form 

frühkindlicher myokloner Epilepsien, häufig begleitet durch geistige Behinderung, aus und 

wird oft durch Mutationen im SCN1A-Gen verursacht. Studien an patientenspezifischen 

GABAergen prosencephalischen Neuronen konnten hierbei zeigen, dass diese verminderte 

Aktionspotentiale unter starken depolarisierenden Impulsen [96] sowie eine erhöhte Anzahl 

an Natriumkanälen und Übererregbarkeit aufwiesen [95]. Diese Eigenschaften ermöglichen 

es, die Zellen als ein Modell für die Wirkstoffsuche personalisierter antikonvulsiver 

Therapien einzusetzen [97]. Mitarbeitern des Labors von Jürgen Knoblich gelang es mittels 

zerebraler Organoide, die gestörte unreife Neurogenese von CDK5RAP2-abhängiger 

Mikrozephalie in vitro abzubilden und konnten somit den Wert der Verwendung 

dreidimensionaler Organoide zur verbesserten Annäherung an physiologische Bedingungen 

beweisen [98]. Gerade die Erforschung komplexer Erkrankungen, wie geistiger Behinderung 

oder Epilepsien, könnte durch die Verwendung zerebraler Organoide große Fortschritte 

erzielen.  

1.4   Embryonale Neurogenese 

Um die Ursachen geistiger Entwicklungsstörung in vitro untersuchen zu können, ist es 

notwendig, die basalen Abläufe während der embryonalen Entwicklung und Neurogenese 

zu verstehen. Für das weitere Verständnis soll hier deshalb ein kurzer Überblick über 

Gastrulation, Neuralrohrbildung und Neurogenese des humanen Kortexes gegeben werden.

  

Während der Embryogenese kommt es nach der Bildung der Blastocyste zur Einstülpung 

und Entwicklung der drei Keimblätter, dieser Vorgang wird als Gastrulation bezeichnet 

(Verlauf während der Embryogenese zwischen Tag E 13-20). Hierbei liegt das Endoderm 

innen, in der Mitte das Mesoderm und die äußerste Schicht bildet das Ectoderm (Abb. 1.2A). 

Aus dem äußersten, dorsalsten Teil, dem Neuroectoderm, entwickelt sich die Neuralplatte 

aus der sich das Neuralrohr und schließlich das zentrale Nervensystem bilden (E 21-29). Aus 

den ventralsten ectodermalen Zellen bilden sich Zellen der Neuralleiste, aus denen sich das 

periphere Nervensystem bildet. Die Polarisierung des Neuralrohres wird durch einen 

ventralen Sonic-Hedgehog (SHH) und einen dorsalen BMP-Konzentrationsgradienten 

verursacht (Abb. 1.2B).  
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Abbildung 1.2: Gastrulation und Neuralrohrbildung (A) Gastrulation: Aus der Blastocyste bildet sich das Ectoderm (gelb) 
Endoderm (grün) und Mesoderm (im Zwischenraum) heraus. (B) Der Initialschritt der Bildung des Neuralrohres 
(Querschnitt aus A) ist die Bildung des Notochords (rot). Aus dem in dorsal (lila) und ventral (magenta) polarisierten 
Neuralrohr bildet sich das zentrale Nervensystem und aus den ventralsten Zellen des Ectoderms bilden sich die Zellen der 
Neuralleiste (blau), aus denen das periphere Nervensystem entsteht. Frei adaptiert nach [99].  

Kurz vor Schließung des Neuralrohres bilden sich im anterioren Teil die drei Hauptvesikel 

des späteren humanen Gehirns, Prosencephalon, Mesencephalon, Rhombencephalon. Der 

posteriore Teil entwickelt sich zum Rückenmark. Aus dem Prosencephalon entwickelt sich 

das Vorderhirn. Zunächst stülpen sich hieraus neben dem Diencephalon die 

telencephalischen Ventrikel heraus, aus deren dorsalsten Teilen sich wiederum der 

zerebrale Kortex entwickelt (zusammengefasst u.a. von [99]). Der humane Neokortex, der 

den größten Teil des humanen Kortexes ausmacht, besteht im adulten Zustand aus sechs 

distinkten Neuronenschichten. In diesem frühen Stadium liegt aber zunächst nur eine dünne 

Schicht neuroectodermaler Zellen vor, die die dorsale Wand der Ventrikel bilden. Diese 

erste Schicht wird ventrikuläre Zone (VZ) genannt. Aus diesen neuroectodermalen Zellen 

bilden sich über asymmetrische Zellteilung die radialen Gliazellen (RG), die ersten 

neuronalen Stammzellen. Diese ordnen sich nebeneinander an und bilden so die 

Röhrenform des Neuralrohres. Dieses Verhalten führt bei RGs in vitro zum typischen 

Wachstum in Rosettenform. Diese Schicht mitotischer neuronaler Stammzellen ist viel zu 

gering, um die Masse an post-mitotischen Neuronen des adulten Gehirns zu produzieren, 

weshalb es zunächst zu einer symmetrischen Vervielfältigung des Stammzellpools kommt (E 

25-42). Während dieser teilungsreichen Phase kommt es neben der Anreicherung an RGs 

auch zur asymmetrischen Teilung zu intermediären neuronalen Stammzellen (IPC) und 

äußeren radialen Gliazellen (oRG) [100, 101]. Die IPC migrieren dorsal entlang der RGs und 

bilden über ihnen die subventrikuläre Zone (SVZ). Die oRGs bilden die darüber liegende, 

äußere subventrikuläre Zone (OSVZ). Beide Zellpopulationen sind in einem geringeren 
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Ausmaß als RGs zur symmetrischen Zellteilung fähig, hauptsächlich potenzieren sie aber die 

Anzahl an Neuronen über asymmetrische oder sogar symmetrische Zellteilung [102] (Abb. 

мΦоύΦ 5ƛŜ αƛƴǘŜǊƳŜŘƛŀǘŜ ǇǊƻƎŜƴƛǘƻǊ IȅǇƻǘƘŜǎŜά ǇƻǎǘǳƭƛŜǊǘΣ Řŀǎǎ ŘƛŜ aŜƴƎŜ ŀƴ Lt/ Ƴit der 

evolutionären Expansion des Kortexes in gyrencephalischen Säugern einhergeht [103]. Die 

ŜǊǎǘŜƴ bŜǳǊƻƴŜƴ ƳƛƎǊƛŜǊŜƴ ŜƴǘƭŀƴƎ ŘŜǊ ǊŀŘƛŀƭŜƴ DƛƭŀȊŜƭƭŜƴ ǳƴŘ ōƛƭŘŜƴ ŘƛŜ αtǊŜǇƭŀǘŜά όttύΣ 

die sich später in die obere Marginalzone (SMZ) und tiefere Subplatte (SP) aufspaltet. 

Anschließend folgt die Bildung der spezifischen Projektionsneuronen (PN), welche die sechs 

distinkten kortikalen Schichten (Lamina) bilden. Diese werden in überlappenden Wellen 

nach einem strengen temporalen Muster von innen nach außen gebildet [104].  

 

Abbildung 1.3: Entwicklung des humanen Kortex. Bildung des polarisierten Neuralrohres zwischen Tag 19 und 29 der 
embryonalen Entwicklung (E 19-29). Ectoderm (gelb), Endoderm (grün), Neuralleiste (blau), Neuralrohr (lila/magenta). 
Regionalisierung des Neuralrohres zu Telencephalon, Diencephalon, Mesencephalon und Rhombencephalon bis Tag 49 der 
embryonalen Entwicklung (E 27-49). Aufbau der kortikalen Schichten ab Tag 42 der embryonalen Entwicklung. 
Neuroectodermale Zellen (grün) teilen sich zu neuronalen Stammzellen. Zunächst zu radialen Gliazellen (blau), die die 
ventrikuläre Zone (VZ) bilden. Aus den radialen Gliazellen entwickeln sich über asymmetrische Zellteilung die 
intermediären neuronalen Stammzellen (orange), die in die subventrikuläre Zone (SVZ) migrieren und die äußeren radialen 
Gliazellen (türkis), die in die äußere SVZ migrieren. Alle drei Stammzellpopulationen tragen über asymmetrische und 
symmetrische Zellteilung zum Aufbau des neuronalen Zellpools (rot) bei. Im humanen adulten Gehirn besteht der 
Neokortex aus sechs distinkten Schichten (Lamina), die während der embryonalen Neurogenese in aufeinanderfolgenden 
Wellen von innen nach außen gebildet werden. Frei adaptiert nach [99, 105] [88].  

Somit werden die Neuronen der Schicht VI zuerst gebildet, die der Schicht I zuletzt. Die 

ersten PNs sind corticothalamische Projektionsneuronen und regulieren die Spaltung der PP. 

Sie unterstützen sowohl die Migration der folgenden PNs, und somit die korrekte 

Laminierung, als auch die Leitung der Axone der callosalen PNs über die Mittellinie, um das 

Corpus Callosum zu bilden [106, 107]. Diese PNs sind TBR1-positiv und werden über eine 

Kaskade aus radialen Gliazellen direkt aus den intermediären Stammzellen (IPC) gebildet 

[108]. 
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2. Ergebnisse 

 

Grundlage dieser Forschungsarbeiten bildeten vier Patienten einer konsanguinen 

palästinensischen Familie, die an einer schweren Form des West-Syndroms leiden. Die 

Symptome dieses Syndroms sind frühinfantile epileptische Anfälle und eine geistige 

Entwicklung, die im Bereich einer schweren geistigen Behinderung liegt. Bei allen vier 

Patienten konnte die Basensubstitution c958G>C im ST3GAL3-Gen festgestellt werden, die 

den Aminosäureaustausch p.320A>P in der CMP-N-Acetylneuraminsäure-beta-1,4-

galactosid-alpha-2,3-sialyltransferase verursacht [3](Abb. 2.6). Um die Auswirkungen und 

somit die molekulare Ursache der Mutation genauer untersuchen zu können, wurde ein 

patientenspezifisches in-vitro-Modell aus induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS) 

etabliert. Patientenspezifische iPS bildeten hierbei mit ihrer Fähigkeit zur 

Langzeitregeneration und der Möglichkeit, sich in alle drei Keimblätter zu differenzieren, 

eine nahezu unendliche Quelle für fast jedes reife humane Gewebe. Innerhalb dieser Arbeit 

wurden Fibroblasten eines gesunden Geschwisterkindes zu iPS reprogrammiert und konnten 

somit als Referenzlinie für eine bestehende Patienten-iPS-Linie genutzt werden. Dem 

Phänotyp der Patientinen entsprechend wurde eine Differenzierung nach dem Protokoll von 

Yichen Shi et al., zu Kortexneuronen etabliert [112]. Einer der Vorteile dieses 

Differenzierungsprotokolls ist, dass die Zellen wichtige Stadien der embryonalen 

Neurogenese in vitro nachbilden. So war es nicht nur möglich, die stationären Auswirkungen 

der Mutation innerhalb einer Zellpopulation zu untersuchen, sondern auch die temporär 

innerhalb der Entwicklung auftretenden Unterschiede. Die so etablierten Zelllinien wurden 

als Fibroblasten, als iPS und während der kortikalen Entwicklung an den Tagen 12, 30, 35, 50 

und 90 näher untersucht.  

2.1 Subzellulare Lokalisierung verschiedener ST3GAL3 Mutationsvarianten  

Die CMP-N-Acetylneuraminsäure-beta-1,4-galactosid-alpha-2,3-sialyltransferase umfasst 

eine Transmembrandomäne sowie vier Sialylmotive L (large), S (small), 3 und VS (very small) 

(Abb. 2.1) und ist im Wildtypteil der Membran des Golgi-Apparates. Bisher sind drei 

verschiedene Mutationsvarianten im ST3GAL3-Gen bekannt. Die Mutationen in der 

Transmembrandomäne (p.Ala13Asp; TMD) sowie im C-terminalen Bereich (p.Asp370Tyr; 
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CD) verursachen eine schwere geistige Behinderung. Die Mutation im Sialylmotiv-S 

(p.Ala320Pro) unseres Patientinen verursacht darüber hinaus starke epileptische Anfälle. In 

vorhergehenden funktionellen Untersuchungen der drei Mutationsvarianten konnte mittels 

eines radioaktiven in-vitro-Aktivitätsassays gezeigt werden, dass die TMD-Mutante eine 

ähnliche enzymatische Aktivität wie das Wildtypenzym aufwies. Sowohl die CD-Mutante als 

auch die Sialylmotiv-S-Mutante zeigten hingegen einen vollständigen Verlust der 

enzymatischen Aktivität. Überexpression von c-Myc-fusionierten TMD- und CD-

Mutationsvarianten in LMTK--Zellen zeigten eine gestörte subzellulare Lokalisierung [5]. Die 

bis dahin nicht erfolgte Untersuchung der subzellularen Lokalisierung der Sialylmotiv-S-

Mutationsvariante wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführt. 

2.1.1 Quick Change Mutagenese von pST3GAL3wt zu pST3GAL3A320P  

Für eine Überexpression der Sialylmotiv-S-Mutationsvariante musste zunächst ein 

Expressionsvektor mit einem ST3GAL3A320P-c-Myc-Fusionsprotein erstellt werden. Als 

Ausgangsvektor wurde hierfür der pST3GAL3wt-c-Myc-Vektor verwendet (freundlicherweise 

von Prof. Dr. Gerardy-Schahn zur Verfügung gestellt; Vektorkarte: siehe Anhang Abbildung 

31-35 und Tabelle 8). Das Rückgrat dieses Vektors bildete der pcDNA3.1/myc-hisA-Vektor 

von Invitrogen, in den die Volllängen-cDNA der Isoform B1 (accession no. NM_006279.2) 

über XbaI/NotI eingefügt wurde. Für die Einführung der Basensubstitution an der Position 

c.958 von G zu C wurde eine ortsspezifische Mutagenese mit dem unter 4.2.7 

beschriebenen Kit der Firma Agilent Technologies durchgeführt. Das hierfür entworfene 

Primerpaar (siehe 4.1.3) band an derselben Stelle im Vektor auf dem jeweils 

komplementären Strang. Die einzelnen Primer waren 31 Basen lang, hatten eine 

Schmelztemperatur von 80.2 °C, einen GC-Gehalt von 58 % und trugen mittig die 

einzuführende Basensubstitution (rot markiert) GACGAGGTGGCAGTCCCAGGATTTGGCTATG 

/CATAGCCAAATCCTGGGACTGCCACCTCGTC. Es wurden mehrere Proben mit einer 

Verdünnungsreihe des Ausgangsplasmides von 50, 20, und 10 ng/50 µl angesetzt. Zu jedem 

Ansatz wurden jeweils 125 ng der Primer (12.2 µl) gegeben. Jeweils eine Kolonie von jeder 

Plasmidverdünnung wurde anschließend selektiert und angezogen. Jeweils von 2,5 ml der 

Kultur wurde eine Plasmid Mini Isolation nach 4.2.5 durchgeführt, die anderen 2,5 ml 

wurden als Glycerinkulturen nach 4.2.4 bei -80 °C konserviert. Anhand einer Sanger-

Sequenzierung des zu mutierenden Bereiches (siehe 4.1.9) von jedem isolierten Plasmid und 
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dem Ausgangsplasmid konnte eine erfolgreiche Basensubstitution innerhalb des 

Fusionsproteins für die Plasmide der Plasmidverdünnung von 10 und 20 ng/50 µl 

nachgewiesen werden. Das isolierte Plasmid der 50 ng/50 µl Plasmidverdünnung zeigte den 

gleichen Genotyp wie das Wildtyp Plasmid (Abb. 2.1). Die dafür verwendeten Primer sind 

unter 4.1.3 aufgeführt. 

 

 
Abbildung 2.1: Mutationsvalidierung. Sequenzchromatogramme der ausgewählten Quick-Change-Mutageneseklone. 
Jeweils einmal des Wildtyps und der Ansätze mit 10, 20 und 50 ng Plasmid. Der zu mutierende Bereich ist mit einem Pfeil 
markiert. 

2.1.2 Subzellulare Lokalisierung der exogen exprimierten ST3GAL3-Varianten 

Die subzellulare Lokalisierung der ST3GAL3-Sialylmotiv-S-Mutationsvariante wurde anhand 

einer Überexpression in LMTK--Zellen untersucht. LMTK--Zellen sind immortalisierte Maus 

Fibroblasten und besonders für die Überexpression von Proteinen geeignet, da sie 5-Bromo-

нΨ-deoxyuridine-resistent, Thymidinkinase-mangelhaft und Histonacetyltransferase-sensitiv 

sind. Die Transfektion und Überexpression aller Mutationsvarianten und des Wildtypenzyms 

erfolgte wie unter 4.4.7.2 mit Hilfe von Lipofectamin. Es wurden von allen 

Mutationsvarianten und vom Wildtypplasmid ein Gemisch aus 500 ng Plasmid und 500 ng 

Leervektor verwendet. Die verwendeten Plasmidmengen wurden vorher austitriert, um eine 

zu starke Expression der Fusionsproteine zu vermeiden. Hierbei wurden Mengen zwischen 

100 ng Plasmid bis zu 1 µg Plasmid verwendet. Die transfizierten Zellen wurden für 72 h 
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inkubiert und anschließend fixiert. Die so erhaltenen fixierten Zellen wurden genutzt, um die 

subzellulare Lokalisierung der Fusionsproteine zu ermitteln. Anhand einer 

Immunfluoreszenzfärbung des c-MYC-Epitopes bei gleichzeitiger Färbung des Golgimarkers 

Giantin konnten sowohl die bisherigen Ergebnisse für das Wildtyp Enzym als auch für die 

TMD- und die CD-Mutationsvarianten bestätigt werden (Durchführung siehe 4.7.7 und 

4.7.1) [3]. Das c-Myc-Signal für das Wildtypfusionsprotein überlappte vollständig mit dem 

Giantin-Signal und zeigte so die natürliche Golgi-Lokalisierung des Enzyms. Die Signale der c-

Myc-Färbungen der TMD- und CD-Mutationsvarianten zeigten keine spezifische 

Überlappung mit dem Giantin-Signal. Das Signal der TMD-Variante zeigte Ähnlichkeiten zu 

einem ER-Signalmuster, wohingegen das Signal der CD-Variante im ganzen Zytoplasma 

verteilt zu sein schien. Das c-MYC-Signal der Sialylmotiv-S-Mutationsvariante zeigte 

ebenfalls keine spezifische Überlappung mit dem des Golgimarkers (Abb. 2.2). Eine gestörte 

subzellulare Lokalisierung des ST3GAL3-Enzyms konnte somit auch für die Sialylmotiv-S-

Mutationsvariante nachgewiesen werden. 

 

Abbildung 2.2: ST3GAL3-Lokalisierung. Immunfluoreszenzbilder der exogenen Expression verschiedenener ST3GAL3-
Mutationsvarianten in LMTK

--
Zellen. Analysiert wurde das ST3GAL3-Myc-Fusionsprotein mit einem c-Myc-tag-Antikörper 

(ac-MYC, Sigma-Aldrich, M4439, 1:1000) und der Golgi Apparat mit einem Giantin-Antikörper (aGia, Covance, PRB-114C, 
1:1000).  

2.1.3 Endogene ST3GAL3-Lokalisierung 

Um die endogene Expression und die Lokalisierung der ST3GAL3 in den Patientenzellen zu 

untersuchen, wurden drei verschiedene Antikörper gegen verschiedene ST3GAL3-Epitope 
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getestet. Die Färbungen wurden mit den Referenz iPS-Zelllinien HD2 und ASC23, HEK und 

Myoblasten nach dem unter 4.7.7 beschriebenen Protokoll durchgeführt. Es wurden zwei 

polyklonale Antikörper (ST3 und ST3S) und ein monoklonaler Antikörper (ST3M) getestet. 

Alle drei Antikörper hatten den Isotyp IgG und stammten aus dem Kaninchen. Das Epitop 

des Antikörpers ST3 liegt am c-terminalen Ende des Enzyms und umfasste die Sialylmotive 3 

und VS. Das Epitop des Antikörpers ST3M liegt mittig im Enzym und umfasste das Sialylmotiv 

L. Das Epitop des Antikörpers ST3 umfasste das gleiche Epitop wie der Antikörper ST3M, 

außer dem Sialylmotiv L (Abb. 2.3). 

 
Abbildung 2.3: Bindungsepitope der ST3GAL3-Antikörper. Schematische Darstellung des ST3GAL3-Proteins und der 
Epitope (ST3, ST3S und ST3M). Grün: Transmembrandomäne, gelb: Sialylmotive von links nach rechts large (L), small (S) 
und Domäne 3.  

Für alle Antikörper wurden verschiedene Verdünnungen ausgetestet. Für keinen der 

Antikörper konnte ein spezifisches Signal detektiert werden. 

2.2   Etablierung patientenspezifischer iPS 

Für die Erforschung von entwicklungsneurobiologischen Erkrankungen gibt es bisher wenige 

Modelle, die eine realitätsnahe Untersuchung ermöglichen. Um diese Engpässe etwas zu 

erweitern, kann man durch die exogene Expression von einem Set an Transkriptionsfaktoren 

Patientenzellen zu induzierten pluripotente Stammzellen (iPS) reprogrammieren [63] [61]. 

Erfolgreich reprogrammierte iPS können dann in späteren Experimenten sowohl zu 

neuronalen Stammzellen als auch adulten Neuronen differenziert werden und so als 

patienten-spezifisches in-vitro-Modell genutzt werden, welches auch die Untersuchung von 

Entwicklungsstörungen zulässt. Um die Vorteile dieses Modells nutzen zu können, wurden 

deshalb patientenspezifische iPS etabliert. Zur besseren Übersichtlichkeit wurde der 

schematische Ablauf dieser Methode zusammengefasst (Abb. 2.4). 

Für die Etablierung der iPS dienten Fibroblasten der Patientin (4695) und des gesunden 

Geschwisterkindes (4696) als Ausgangsmaterial (Abb. 2.6). Für die Reprogrammierung der 

Zellen wurde ein lentivirales Vektorsystem genutzt, das die persistente Integration der vier 
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p.Ala320Pro
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Yamanaka Faktoren erlaubt. Die erfolgreiche Expression der Transkriptionsfaktoren konnte 

anhand der Expression eines Reporterfarbstoffes (dTomato) überprüft werden. Ab Tag 20 

nach der Transduktion waren stammzellähnliche Kolonien erkennbar und konnten manuell 

selektiert werden.  

 
Abbildung 2.4: Schematischer Ablauf einer Reprogrammierung. Transfektion von HEK-293-Zellen mit dem lentiviralen 
Transfervektor (p4in1), der für die vier Reprogrammierungsfaktoren und einen Reporterfarbstoff codiert sowie drei 
Hilfsvektoren (pg_p.4xCTE, pMD2.G, pRSV-Rev), die für die Verpackungsproteine, die reverse Polymerase und einen 
Transkriptionsfaktor codieren. Nach der Viruspartikelisolation wurden Primärfibroblasten (30.000/cm

2
) mit diesen 

transduziert (MOI 0.25). Nach 8 Tagen Inkubationszeit Passage auf Feederzellen (MEF). Um Tag 21 manuelle Selektion und 
Expansion der ersten stammzellähnlichen Kolonien. 

Um eine geeignete Referenzzelllinie zǳ ŘŜǊ tŀǘƛŜƴǘŜƴƭƛƴƛŜ ɲ{ǘоDŀƭо nutzen zu können, 

wurden Hautfibroblasten des weiblichen Geschwisterkindes 4696, im weiteren AS genannt, 

für eine Reprogrammierung verwendet. Dieses Geschwisterkind ist homozygot für den 

Wildtyp des ST3GAL3-Gens [3]. Kernstück des hierbei verwendeten Protokolls bildete das 

unter 4.5 beschriebene multicistronische lentivirale Vektorsystem. Für die 

Viruspartikelproduktion wurden zunächst HEK-293-Zellen mit den unter 4.5 beschriebenen 

Vektoren (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. Dr. Axel Schambach) mit Hilfe 

der unter 4.5.1 beschriebenen Calcium-Chlorid Methode transfiziert. Die 

viruspartikelhaltigen Überstände wurden nach 36 h und 48 h entnommen und bei - 80 °C 

kryokonserviert. Die Konzentration der Viruspartikel wurde anhand der unter 4.5.2 

beschriebenen Virustiterbestimmung ermittelt. Es wurden hierfür HT1080-Zellen 

verwendet. Diese humane fibroblastische Zelllinie stammt aus einem Fibrosarcoma und 

wurde gewählt, da sie sich ähnlich zu den in der Reprogrammierung verwendeten primären 
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Hautfibroblasten verhält. Für die Titration wurden Verdünnungsreihen von 0, 0.3, 1, 3, 9 und 

27 µl Viruspartikelkonzentrat in Dubletten verwendet. Die Menge der transfizierten Zellen 

konnte anschließend über eine FACS-Analyse der dTomato-Reporterfarbstoff-

exprimierenden Zellen bestimmt werden.  

Es wurden zwei Gefäße einer Mikrotiterplatte mit 6 Kavitäten mit je 30.000 AS-

Fibroblasten/cm2 der Passage 3 wie unter 4.5.3 reprogrammiert. Für die Transduktion der 

AS-Zellen wurden Viruspartikel mit 470.000 IU/ml und einer MOI von 0,25 verwendet. Dies 

ergab ein Volumen von 28 µl Viruspartikelkonzentrat pro 30.000 Zellen. Es wurde eine 

α{ǇƛƴƛƴƻŎǳƭŀǘƛƻƴά ŘǳǊŎƘƎŜŦǸƘǊǘΦ bŀŎƘ ŘŜǊ ¢ǊŀƴǎŘǳƪǘƛƻƴ ǿŀǊŜƴ ŘƛŜ !ǳǎǿƛǊƪǳƴƎŜƴ ŘŜǊ 

Expression der vier Transkriptionsfaktoren anhand von morphologischen Veränderungen bei 

etlichen Zellen beobachtbar. Um Tag 13 der Reprogrammierung veränderten sich etliche 

Zellen weg von der typischen, spindelförmigen Morphologie der Ausgangsfibroblasten. Viele 

Zellen wiesen einen vergrößerten Zellkern und eine runde, stammzellähnliche Form auf. 

Zellen, die die Transfektionskassette mit den vier Transkriptionsfaktoren integriert hatten, 

konnten unter dem Fluoreszenzmikroskop im roten Kanal (Extinktion 530 - 560 nm) anhand 

der Expression des Reporterfarbstoffes dTomato identifiziert werden. Viele dieser ersten 

morphologisch veränderten Zellen proliferierten weiter und fingen an, kleine Kolonien zu 

bilden, die sich im weiteren Verlauf zu größeren stammzellähnlichen Kolonien entwickelten. 

Wichtige Charakteristika hierbei waren ein großer Zellkern, koloniales Wachstum in 

Wabenstruktur und ein runder Zellkörper. Die stark proliferierenden Kolonien waren hierbei 

von einer Vielzahl toter Zellen bedeckt. Ab einer Größe von ca. 150 µm, beziehungsweise 

zwischen Tag 20 und Tag 25 der Reprogrammierung, wurden insgesamt 42 Klone manuell 

selektiert. Es wurden einzelne Klone unterschiedlicher Größe und 

Wachstumsgeschwindigkeit selektiert. Von diesen 42 Klonen konnten insgesamt 12 Klone 

(3, 4, 11, 13, 20, 23, 24, 28, 31, 33, 39, 40) vereinzelt expandiert werden, bis genügend 

Zellmasse vorhanden war, um, wie unter 4.4.6 beschrieben, mindestens vier 

kryokonservierte Aliquote von jedem Klon anzulegen. Nach dem 25. Tag der 

Reprogrammierung konnte das Signal des Reporterfarbstoffes dTomato in den Zellen nicht 

mehr detektiert werden. Dies deutet auf ein episomales Silencing der Transkriptionskassette 

hin (Abb. 2.5). 
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Abbildung 2.5: Morphologische Veränderungen während einer Reprogrammierung nach der persistenten Transduktion 
eines multicistronsichen lentiviralen Vektors. Dieser trägt die vier für die Reprogrammierung notwendigen 
Transkriptionsfaktoren OCT4, SOX2, KLF4 und c-MYC sowie einen Reporterfarbstoff (dTomato). Dargestellt sind 
Durchlichtbilder von Hautfibroblasten eines gesunden Geschwisterkindes zur ɲ{ǘоDŀƭ-3-Patientin, vor und 13, 18 und 25 
Tage nach der Transduktion, kombiniert mit dem dTomato-Signal. Deutlich erkennbar war die Veränderung von einzeln 
wachsenden, spindelförmigen Zellen mit kleinem Zellkern hin zu runden Zellkörpern, großen Zellkernen sowie hin zu einem 
Wachstum in Kolonien. Auffällig ist der Rückgang des Reporterfarbstoffsignal und somit das Umschalten von exogener zu 
endogener Expression der Transkriptionsfaktoren. 

 

2.2.1 Mutationsvalidierung der Patienten-iPS-½ŜƭƭƭƛƴƛŜ ɲ{ǘоDŀƭ-3 

Primäre Fibroblasten der Patientin 4695 wurden, durch das oben beschriebenes Protokoll 

von unserem Kooperationspartner Dr. Dirk Hoffman vom Institut für experimentelle 

Hämatologie der Medizinischen Hochschule Hannover, reprogrammiert. Für diese Arbeiten 

wurden Fibroblasten einer Hautbiopsie der Patientin 4695 verwendet, die die Mutation 

c958G>C im ST3GAL3-Gen homozygot tragen soll. Um die Identität dieser neu entstandenen 

iPS-[ƛƴƛŜ όƛƳ ǿŜƛǘŜǊŜƴ ɲ{ǘоDŀƭ-3 genannt) zu überprüfen, wurde aus ihr, wie unter 4.1.4.1 

beschrieben, genomische DNA isoliert. Anschließend wurde diese DNA für eine Sanger-

Sequenzierung des Exon 12 des ST3GAL3-Gens, der den mutierten Bereich umfassen soll, 

aufbereitet. Die hierfür verwendeten Primer und Anweisungen wurden unter 4.1.3 und 

4.1.9 beschrieben. Als Referenz wurde genomische DNA eines gesunden Blutspenders 

verwendet. Mit Hilfe der MutationSurveyor-V3.23-Software (GATC BioTech AG, Konstanz) 

konnten die Chromatogramme der Patienten-DNA mit der des gesunden Blutspenders 

verglichen werden und so die homozygote Mutation im ST3GAL3-DŜƴ ŦǸǊ ŘƛŜ ɲ{ǘоDŀƭ-3-

Linie bestätigt werden (Abb. 2.6). 


























































































































































































































































































































