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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 humber
involve genes patrticipatg in the buildup and maintenance of the glycocalp¥. The glycocalyx is
composed of carbohydrates that are part of the cell surface exposed lipidigp@teins (including
proteoglycans) or part of the extracellular matr/e recently demonsttad that mutations in
ST3GALBNM_006279.2), which encodes the Golgi enzyrmgalactoside" 2,3-sialyltransferassll,

lead to varying clinical manifestationswd independent mutations (p.Alal3Asp and p.Asp370Tyr)
identified in Iranian pedigrees were associated with mild forms of-syrdromic autosomal
recessive intellectual disability (NSAR3DHowever, a third point mutation (p.Ala320Pro) identified

in a Palestinian family caused We&yndrome (WS), an agiependent epileptic encephalopathic
syndrome associated with developmental arrest or, as in the case of our pat@ntegressiof#].

In humansST3GAL3orms, among others, the sialyl Lewis a (sLea) epitope on protEictepic
expression of fullength-c-MYC fusion proteins with the respective mutations in LMJEs showed
severe funtional impairment and subcellular mislocalization of all mutant gene prod&tsTo
further elucidate the molecular and cellular mechanisms causing West Syadtae to the lack of
ST3GAL3unction, we successfully generated induced pluripotent stem cell lines from fibroblasts
obtained from a patient with West Syndrome, carrying a mutation in exon 12 §G$6,
p.Ala320Pro) of ST3GAla®d a healthy sibling using lentiviral reprogramming.

Since ST3GAIsBowed 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 dgamtages is mimicking then vivo
neurogenesidgn vitro, enabling us to investigate temporal processes. IPSCs and cortical neurons
derived thereof were analysed by lectin blots, mMRNA sequencing, adherence assays, and FACS. While
no significant differencevas observed at stem cell or fibroblast level between patient and control
cells, patientderived cortical neurons displayed an additional band (70 kDa) in the lectin blot
staining, enhanced adherence to a palprnithine/laminin coated surface and decresmklevels of
neurons expressing-dox transcription factor brain 1 (2.28 fold).

Thus, ourresults indicate that ST3GAKGnction is important for the normal development and

functioning of the brain



2 Zusammenfassung

Zusammenfassung

Geistige Behinderung ist eine der haufigsten Formen von erblich bedingten kognitiven
Beeintrachtigungen. Definiert wird sa@urch einenlintelligenzquotienten unter 70 und obwohl ihre
genetischen Ursachen sehr heterogen sein kdnnen, gibt es unter ihnen eine bEwcNlenge
Gene, die am Aufbau der Glycocalyx beteiligt sifid 2] Die Glycocalyx besteht aus
Zuckerbausteinen, die Teil von Lipiden und Proteinen der Zelloberflache oder der extraaellular
Matrix sind. Vor kurzem konnten wir belegen, dass MutationerSin3GAR-Gen, welches fir die
Golgtlokalisierte | -Galactosieh 2,3-sialyltransferaséll codiert, zu verschiedenen klinischen
Befunden fuhrt. Zwei unabhangige Mutationemp.Alal3Asp and p.A870Ty), gefunden in
iranischen Familien, konnten mit relativ milden Formen ni&yridromaler geistiger Behinderung
(NSARID) in Verbindung gebracht werdigh Eine dritte Punktmutationp(Ala320Pro), gefunden in
einer palastinensischen Familie, verursachte hingegen eine schwere, altersabhéngige epileptische
Enzephalopathie, das WeStkndrom. Dieses Syndrom ist mit einem Arrest der geistigen Entwicklung
oder sogar, wie in unserem Fall, eirnRegression assoziief8, 4] STBGAL3bildet im Menschen
unter anderem das Sialyl Levds(sL&-Epitop auf Proteinen. Exogene Expression der Volllaogen
MY CFusionsproteine, der Mutationsvarianten in LMBé€llen, zeigte, dass alle Varianten eine
gestorte subzBulare Lokalisierung zeigen und zwei von ihnen (p.Alal3ASp und p.ALA320Pro) kaum
mehr messbare Aktivitat besitzgb]. Um die molekularen und zellularen Mechanismen néher z
beleuchten, die dm ST3GALBedingten WesiSyndrom zugrunde liegen, haben wir erfolgreich ein
patientenspezifisches, induzertes pluripotentes Stammzellmodell etabliert. Hierfir wurden
Fibroblasten der Patientin, die eine Mutation im Exon 12 (c.958G>C, p.Ala320P&I)3aE3-Gens
tragt, und einer gesunden Schwester mittels eines lentiviralen Vektorsystepiegrammiert. Da
ST3GAL3die hochsten Expressionswerte im frontalen Kortex zeigte, und dies auch in
Ubereinstimmung mit dem vorgeschlagenen Ursprung epileptischer l&ngieht, wurde ein
Differenzierungsprotokoll fiir kortikale Neuronen etabliert und erfolgreich fur beide Zelllinien durch
geflihrt. Einer der groRten Vorteile dieses Protokolls ist, dass hier die Neurogengike nach
demselben temporalen Muster ablaufie die Neurogenesen vivo. Die iPSC und die daraus
differenzierten Neuronen wurden anschlieRend mittels Lectinblot, niSE4uenzierung,
Adhéarenzassays und FACS untersucht. Wéahrend keine Unterschiede zwischen den iPSC und den
Fibroblasten festgestellt wurden, konnten fir die kortd&a Neuronen der Patientin eine zusatzliche
Bande im Lektinblot (70 kDa), ein verdndertes Adh&renzverhalten aufLyiadithin/Laminin
beschichteter Oberflache und eine deutlich reduzierte MengeoX¥transcription factorbrain-1-
exprimierende Neuronenektgestellt werden. Unsere Ergebnisse zeigen, dasSTBS AL-Aktivitat

wichtig fur 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 eider onehreren
adaptiven oder intellektuellen Funktionen neben einem Intelligenzquoéiri(tQ)von unter
70 festgestellt werden, gelten sie als geistig behindert-1GD Unter adaptiven Fahigkeiten
versteht man die Anpassungsfahigkeit an aul3ere Einfligsedas Erlernen von Sprache,
interpersonelle Fahigkeiten oder die Einhaltung von RoutizerB(Hygiene). Intellektuelle
Fahigkeiten betreffen basalere Ablaufe, wie Lernen, logisches DenkenLddengen fur
Probleme zu finden [6]. Die Pravalenz geistiger Behinderung liegt in der kaukasischen
Population bei ca. 1- 3 %. Bei schlechtereNahrungsverfigbarkeit, Schwéachen im
Gesundheitswesen und elterlicher Pradisposition kann sie aber eine deutlich hdhere
Pravalenz zeige[v]. Sie wird anhand der verschiedenen Symptome in milde (1Q6&%5,
mafige (IQ 40 54), schwerg(lIQ 25- 39) und schwerste (IQ < 25) geistige Behinderung
unterteilt [6]. Viele diesr Patienten leiden neben der geistigen Behinderung auch noch an
anderen Symptomen, weshalb sie haufig einem bestimmten Syndrom zugeordnet werden
kénnen. So ist die geistige Behinderung ein Teilsymptom von Uber 100 verschiedenen
syndromalen Erkrankungen, obei die Heterogenitdt und variable Auspragung der
Symptome eine eindeutige Diagnose deutlich erschweren koifBlein 30 - 50 % aller Falle
hingegenliegt eine nichtsyndroma¢ oder idiopathiscle geistige Behinderung voDie
Ursachen dieser Behinderung sind sehr heterogenbededen auf3eren Einflissen, wie
infektibsen Erkrankungen, dem fetalen Alkoholsyndrom oder Frihgeburten werden ca. 25 %
aller Falle durch eine oder mehrere genetische Mutationen verurdéght
Auf Grund der vielféltigen Ursachen, muss der kausale Zusammenhang zwischen Genotyp
und Phanotyp fir jeden Fall einzeln untersucht werden. Qedang bisher nur in wenigen
Fallen[10]. Eine der Limitationen dieser Untersuchungen ist sicherlich die Verfligbarkeit
eines adaquaten Modells. Fiin-vivo-Untersuchungen zu Erkrankungen der neuronalen
Entwicklung wurden bisher hauptsachlich Mause oder RatangezogenDa sie aber nur
unzureichend die Komplexitat des humanen Zerebrums darstellen kénnen, konatein
wenigen Fallen mit diesen Modelleredinolekularen Ursachen ermittelt werd¢hl].

Genetische Untersuchungen idiopathischer Erkrankungen haben sich bisher hauptsachlich
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auf xchromosomale geistige Behinderungen fokussiert. Neuere Studien konnten aber die
Zahl der autosomalen genetischen UrsackzeB.Y A (i (i S f-GenemabioS{ESilj dzSy OA y 3 &
konsanguinen Familien deutlich erh6hr2]. So konnte, unter anderem, fir vier Patienten,
drei ménnliche Abb.2.6: 4713, 4696, 4694) und eine weibliche (ABI&: 4695), auseiner
konsanguinen palastensischen Familie gezeigt werden, dass eine MutatiolSTTBGAL-3
Genurséchlich fur ihre schwere Form des autosomal rezessiven-Biggtroms ist. Neben

den frahkindlich auftretenden epileptischen Anfallen, hauptsachlies Blexortyps, leiden
diese Patienten an einer schwersten geistigen Behinderulig noch vor den ersten
Anfallen  erkennbar wurde. Der allgemeine Gesundheitszustand und die
Wachstumsparamter waren normal, dartiber hinaus gab es keine Hinweise auf die
Beteligung anderer Systeme. Eine Magnetresonanztomografie der Patienten (1.5T MRT)
zeigte keine Auffalligkeiten. Die Medikation mit verschiedenen antikonvulsiven Mitteln
konnte nur bei einem mild betroffenen Patienten eine Verbesserung herbeiftihren. Alle
andeen Patienten entwickelten das Lenn@®astautSyndrom, welches durch mehrfache
Anfalle und Anfallsformen am Tag und wahrend der Nacht charakterisi¢8].ist

Um die molekularen Ursachen dies schweren Krankheitsverlaufes genauer untersuchen zu
kénnen, wurde uns Zellmateriaer Patientin (Abb.2.6: 4695ur Verfigung gestellt. Die

hier vorgelegten Forschungsarbeiten beschéaftigen sich deshalb vorrangig mit den
molekularenKonsequenzedieserST3GALBlutation.

In zwei Fallervon nicht-syndromaler geistiger Behinderung konnten ebenfalls Mutationen
im ST3GAL&en identifiziert werdei5].

WestSyndrom ist die haufigste Form einergenerellen infantilen epileptischen
Enzephalopathie und manifestiert sich schon vor dem Ligbensmonat. Neben den in
Serien auftretenden axialen Spasmen, psychomotorischer Retardierung und einem inter
iktalen EEG mit Hypsarrythmien, sind viele der Bétradn geistig behinderf13]. West
Syndromzahlt mit seiner Préavalenz vor116:100.000 zu den seltenenkiEankungen. Die
Ursachen dieses Syndroms sind sehr heterogen. In- @D % aller Falle werden
Hirnanomalien, zumeist Fehlbildungen (wae B.Tuberdse Sklerose, Bourneville Pringle)
gefunden. Andere Ursachen fir diese Anomalien kdnnen Ischamien, Menremealitis

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

eine monogene Ursache gefunden werdénd].
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12Dt 80248t GNF YyAFSNI aSy dzyR &/ 2y3ASYyAll f
Um die molekularen Ursachen dieses Ausltsers des-8igsiroms untersuchen zu kénnen,

ist es zunachst notwendig, die moéglichen Funktionen des betroffenen Gens zu betrachten.

DasST3GAL® Sy 0O2 RA S-GdlactdsiNaNg -235idlinsiuretransferase 3nd gehort

zur Glycosyltransferadéamilie 29 (EC 2.4). Glycosyltransferasen $iadptsachlich im
GolgtApparat und Endoplasmatischen Reticulum (ER) zu finden, amndAufbau der
Glycocalyx, einer dichten komplexen Zuckerhille, auf einer jeden Zelle dpetEd]. Diese

Schicht besteht aus Glycoproteinen, Glycolipiden und Proteoglycanen, deren Glycosylierung
hauptséachlich im Golgh\pparat und dem ER vollzogen wird. Die verwendeten
Zuckerbausteine sind hauptséchlich Glucose, Galactose, Fucose und Sialinsaure. Glycane
11YyYySy Ay T 6SA Y2y FAIAdzNI (A 2y S yBIN-AtetytD@®RE NI | X
Hydroxygruppen), und in verschiedensten Verzweigungen vorkomi@e kann aus einer

relativ kleinen Anzahl an Zuckerbausteinen eine hoch komplexe Vielfalt an Oligosacchariden
entstehen. Die Diversitat der Glycocalyx kann fir jede Zellart, Gewebe und Zeitpunkt
unterschiedlich auf die momentanen Bedingungen angepasstieve Da Glycane haufig

sehr grof3, hydratisiert und anionisch sind, beeinflussen sie die physischen Eigenschaften der
Zelloberflache deutlich. Sie bestimmen @pannkraft, Starke und Elastizitaktrazellulare
Homoostase, Morphologie und physiologischml&ion des Gewebed 6]. Zusitzlich stellen

sie die kommunikative Schnittflache der Zelle mit der AuRenwelt dar und sind an der Zell
ZellErkennung sowie der lokalen Interaktion der Zelle betejligi. Veranderungen in der
Glycosylierung, wie durch den Verlust d&f3GALAktivitdt, kbnnensomit dramatische

Folgen, wie Fehlfaltungen, Transportfehler oder sogar Funktionstegnaben.

So ist es auch nicht verwunderlich, dass es eine immer schneller wachsende Gruppe an
genetischen Erkrankungen gibt, die durch Mutationen in Genen des Glycometabolismus
GSNHzZNB I OKG S6SNRSYy®d® 5ASAS O9ONJINIyldzy3adsy 3IASKI
Df e02aefl GA2ya o0/5D0U® . AAKSN) aAyR NoSNI tn 0O
den Glycometabolismus beeinflussen bekannt. Die Symptome der verschiedenen CDGs sind
auRerst heterogen und konnen nahezu jedes Organ betreff8]. Sie reichen Uber
Leberschaden, Herzinsuffizienzen und Wachstumsverzégerungen bis hin  zu
Gesichtsmalforrationen. Bei fast allen CDGs ist allerdings eine Beeintrachtigung der

neurologischen Entwicklung in Form von epileptischen Anféllen, Neuropathiefoderd
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geistiger Behinderung vorhand¢i9].

Die Nomenklatur der CDG richtet sich nach demrschiedenen betroffenen
Glycosylierungswegen. Insgesamt sind acht Hauptreaktionswege bei Sdugern bekannt, die
innerhalb des ER und GoWypparas katalysiert werden[20]. Hierzu z&ahlerN- und G
glycosidische Reaktionen sowie Reaktionen mit GlycosylphosphatidylinositolAGKd)n

und Glycosphingolipiden. Typ | CDGs umfassen MutatjotienGlycosylierungen an GPI
Ankemn betreffen. Mutationen die Defekte in der Glycosylierung von Proteinen betreffen
AAYR ¢@L) LL [/ 5D aysuaglyRan DEamndsylieréng wegdd abs Typ Il
klassifizier8]. Da wir die Reaktionspartner d&T3GALBisher nicht kennen, konnte noch
keine Eingrenzung innerhalb der CGRiassen erfolgen. Eine der prominentesten CDGs, die
CDG la (fruher Jaek&yndrom), wird durch Mutationen irPMM2Gen verursacht. Die
Phosphomannomutase 2 (PMM2) katalysiert die Isonenisig von Phosph6-mannose zu
Phosphel-mannose. Mutationen in diesem Gen fiihren zur gestorten GIaRnose
Synthese, die einen wichtigen Baustein innerhalb der Glycosylierung darstellt. Der Phanotyp
der Patienten ist sehr heterogen und beinhaltet untendarem Immunsystemtefekte,

Hypotonieund geistige Behinderun@1].
A1l 234 5 6 7 8 9 1011 1213 14 15

é.380>A c.958G>C c.+1108(3>T
p.Ala13Asp p.Ala320Pro p.Asp370Tyr
TMD L S 3VS

Typl .
Gal-beta-1,3-GIcNAC-R OBR BGicNAc @ Sia
Typll

Gal-beta-1,4-GlcNAc-R OFR OGal A Fuc

Sialyl Lewis a (SLe a)

Sia-alpha-2,3-Gal-beta-1,3-GlcNAc-R R
Fuc-alpha-1,47

Abbildung1.1 ST3GALAufbauund Funktion (A)ST3GAL&en und Proteinstruktur. Dunkelgrau: proteincodierende

9E2Yyas K& REMRUBHENEr bekdnnte Mutatien sind auf cDNAInd Proteindene benannt. Funktionale

Doménen des Proteins, griin: Transmembrandomane (TMD), orSiajgta 2 G A S af I NAS&G o[ 0X oaaYlffa
avl t t @)So3sAlBkheptorstrukturen Typ | und Il sowie ein mdgliches Produkt, Siadys a (sLY;

Zuckerbausteine: McetylGlucosamin (GIcNAc), Sialinséure (Sia), Galactose (Ga&lycose (FucjAngelehnt an [5])
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Nun zur genauen Funktion d&T3GALSSieA a (i -GadlagtSsidase -2,3-sialyltransferase

von denen es beim Menschen sectekénnte Vertreter gibt (ST3GAL1L % Dese Enzyme

NEI 3ASNBYy 034 @gbihdér@iiGadcosdiSiekonnen unter anderem das bei

Saugern haufig vertreteneSalylLewisEpitop a (sL® bilden (NeuSA¢ H -HGab mM-Z o
GIcNAc(l,4-Fucose) m-Balctose) [22] (Abb. 1.1 B) Die von Weinsteinet al. [22]
untersuchte Sialyltransferase aus Ratader zeigte | 6 SNJ So6Sy a2 N3 0A A 0N
Galactosé -1,3-N-AcetytGlucosamin. SEdpitope kommen beim Menschen hauptsachlich

auf Glycoproteinen in MNlycosidisch gebundener Form an Asparagin. \@Ff3GAL3
katalysiert die Bindung von CMRtivierter Sialinsaure (CMPS dzp ! OO0 #1,8z6derSA Yy S |
i -1,4-gebundene Galactose (Gal), ihre Stdtspezifitat ist dabei relativ breit. Es kénnen

nicht nur sL&Epitope gebildet werdef23].

DasST3GAL&en umfasst 15 Exons. Bisher konnten 39 Transkriptvariastdiert werden,

wobei sieben davon ausschlie8lich im Gehirn vorkommg¢®4] und 22 von ihnen
proteincodierend sind. Die Hauptisofor(81, RefSeq accession number NIMI6279.4 des
ST3GAL&ensumfasst die Exons 2 ,5,7,8,9,10,11,12,13 und 14. Das translatierte

Enzym ist 375 Aminosauren lang und enthalt eine Transmerdbcemane sowie vier Sialyl
a2iA@SsE af[ | NBSdio® [dnFR adFSNE Ga BI{0iZa o0+x+{ 0 RAS
Erkennung undAktivitat beitragen(Abb. 1.1A). Da Gen ist hoch konserviert und kommt

sowohl beim Schimpansen, Rheaffisn, Hund, Kuh, Maus, Ratte, Huhn, Zebrafisch und
Frosch vof25]. Bisher konnten drei verschiedevariationen indiesem Gen mit geistiger
Behinderung assoziiert werden. Zwei von ihnen wurden in konsanguinen Familien aus dem
Iran gefunden. Hierbei sind di®©blAPositionen ¢.38C>And ¢.1108G>{gDNA Positionen
0.44201971C>A und 0.44395873G>T (GRCHB9I)hverandert Sie verursachen einen
Aminosaureaustausch im Protein an den Positionen p.Alal3Asp und p.Asp370Tyr und
beeintrachtigen damit die Transmembrandoméane (TMD) und deter@inalen (CD)

Bereich. Die betroffenen Patienten zeigen eine n&yndronale geistige Behinderung. Die
Variationder Patienten mit WesSyndrom wurde an der cDNA Position c.958G@3HINA

Position ¢.44386520G>C (GRCh37/hgif®junden und verursacht im Protein einen
Aminosaureaustausch im SiaMbtiv S (SMS) an der Position @3220Pro. Funktionale
Untersuchungen zeigtenjass die CDund SM$&varianten keine enzymatische Aktivitat

mehr besitzen und die CRls auch die TMiYariante eine gestorte subzellulare Lokalisation
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zeigen[5]. Fur die SM¥ariante konnte bisher nur eine gestorte Sekretion bewiesen
werden[3], die Lokalisierung wurde noch nicht untersucht.

Uber die Subsatspezifitat derST3GAL®eim Menschen ist bisher nichts bekannt, eine
Studie anS3gal3-KnockoutMausen zeigte jedoch eine drastisch reduzierte Menge an
Sialoglycoproteinen im Gehirn, wohingegen die Menge an Gangliosiden nur bei einem
Doppetknockout mit St3Gal2 signifikant war. In Folge dessen zeigte sich eine starke
Dysmyelinierung, deren Ursache in der verminderten Oligodenroeytefiferation
postuliert wurddg26]. Die Auswirkung deST3GALJF-unktionsverlustes beim Menschen
sollte deshalb auf zellularer Ebene in dieser Arbeit genauer untersucht werden. Auf Grund
seiner enzymatischen Aktivitdt und des Phanstynmserer Patienten wareaber Defekte im
Sialinsduremetabolismus und Storungen der Sialylierung der Glycocalyx des sich
entwickelnden Gehirngiahrscheinlich.

Das Gerust der Sialinsaure, oder auch Neuraminsaure, besteht aus neun Kohlenstoffen und
hat somit etliche mdgliche Modifikationsstellen. Die haufigste Modifikation ist eine N
Acetylierung am G-Kohlenstoff. NAcetylneuraminsaure (NeuAc) ist eine starke Saurg (pK
2,6), dielber ihre exozyklischen Glycesgitenketten stark hydratisiert sein kanfi27].
Sialinsauren komnregehauft in Vertebraten und einigen héheren Invertebraten [(2&]. In
Bakterien, Pflanzen und Pilzen kommen sie nur in einem sehr geringen Ausnjagjvbn
Gegensatz zu Affen (Schimpanse) produzieren Menschen nur NeuAc und keine N
Glycolneuraminsaure (NeuG¢30]. Interessanterweise ist NeuAc auch die im Gehirn
bevorzugte Sialinsdure bei Artedie noch NeuGc produzieren konngsi]. Innerhalb der
Glycocalyx kdnnen Sialinsduren nur in nicht reduzierenden Endpositionen gefunden werden
[32]. Sie kommen als einzelne Sialinsauren oder Sialingdligemere von bis zu uber 90
Sialinsédura vor [33]. Ihre Funktion ist dabei immer abhéngig vom darunter liegenden
Oligosaccharidgeast und den Glycoproteoder -lipidstdmmen([34].

In den meisten Geweben kommen Sialinsduren auf Glycoproteinen, hauptsachlich N
(Asparagin) oder @Qlycosidisch (Serin oder Threonin), gebunden vor. Die h&ufigste Form der
NN3Sodzy RSy Sy Df a@|3ydfer-A-2,6) Gad 4,80 @b[85D Die meisten
O-glycosidisch gebundenen Glycane fangeih @mer GalNA<Serin/ThreoniaBindung an

[36]. Im menschlichen Gehirn hingegen sind Sialinsdure am haufigsterabgiy®olipiden,

auch Ganglioside genannt, zu find&T].

Ganglioside bestehen aus einem Ceranaid das ein Glycanbaum synthetisiert wird. Die
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{eyGKSAS RSN Df @0t yS ¢ A-Sd&ennferteittABnsoohbhérsdasa 6 & >
Gargliosid, desto langer und komplexer die Glycanstruktur. Das einfachste sialylierte
Gangiolisd ist da&M3, welches durch die ST3GAlAthetisiert wird. Wahrend der friihen

Phase embryonaler Neurogenese in Ratten sind hauptsachlich die Ganglioside GM3 und
GD3 vorhanden und werden nach und nach durch héhere Ganglioside ersetzt (GM1, GD1a,
GD1b, und GT138, 39] Die Sialylierung der héheren Ganglioside GD1a und GT1b werden

in Mausen durch St3gal@gnd S3gal3 katalysiert, interessanterweise zeigte aber rdie
St3Ga2-EinzelKnockoutMaus einen deutlichen Phanotyj#0]. Ein Funktionsverlust der

St3gaB hingegen kann hier offenbar kompensiert werden und steht damit in
Ubereinstimmung mit den neuesten Ergebnissen, daSt3Gal3KnockoutMause
hauptsachlich eine Reduzierung der Sialoglycoproteinen zejgéh Im menschlichen

Gehirn erhoht sichdie Gangliosiddichte unekomplexitat im letzten Trimester und den

ersten beiden Lebensjahrefdl]. Ganglioside sind unter anderem an der Zellt
Kommunikation beteiligt und Mutationen i8T3GA&-Genverursachen unter anderem das

a! YAAK LYy TL-§yidkofm&2]. 9 LIAE SLIAR G

Eines der prominentesten Glycoproteine der humanen zerebralen Entwicklung ist das poly
AALER@EASNIOS ySdaNByYyIFIfS %StflRKNaA2yavyxst S| Nt
2RSBEDPSOdzy RSY S { Al f Ay aRegemndénk gidinsde fakgeKettd & y b
durch die ST8SIA@Qder ST8SIAdigiert [43] [44]. Durch die hohe Flexibilitd45], starke
negative Ladung und Hydrophilie der Polysgten nehmen sie ein deutlich gro3eres
Volumen ein, so dass dies zu einer stereochemischen Absto3ung zwischen Zellgt6lihrt
Welche ST3GAL N} yaFSNI aS RAS { & Sgeidénen RSRMBAuESNA Y N N.
katalysiert ist bisher nicht bekannt. Wahrend der embryonalen Neurogenese wird PolySia
auf fast allen neuronalen Zellem B.auf radialen Gliazellen des Cortexgsefunden. Hierst

es unter anderem an der radialen Migration beteiljd?, 48] Andere Funktionen kdnnen

die negaive Regulation der ZeHellAnlagerung,-Signalweiterleitung, Zeltlhasion und
Zelldastizitat sein.

Im Menschen gibt es 20 verschiedene hoch konservierte Sialyltransferdigealle zwei

groRere und zwei kleinere SiaMiotive enthalten, die an der @nhor (CMPSialinsdure)

Bindung beteiligt sind[49]. Je nach Akzeptor (Galactose-AbktylGalactose oder
{AFfAYAaANdZNBO dzy R |-+ dd-E XA A -RE &Kbidnen sigfrRdey 3 6 D
verschiedene Familien eingeteilt werden (SABGST6@L, ST6@LNAC oder ST8[). In
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Vertebraten gibt es sechs verschiedene SAl3Gwei ST6AL, sechs STHENACuUnd sechs
ST88A Enzyme die alle im GolgApparat lokalisiert sind. Méglicherweise gibs die
verschiedenen Enzyme fiur die gleiche Katalyse, da sie unterschiedliche Spezifitaten fur den
vorhandenen Zuckerbaum, oder sogar das Glycoproteifweisen kdnnten, aber auch das
Expressionsmuster kann von Gewebe zu Gewebe unterschiedlich seinMBasuhen sind

bisher krankheitsassoziierte Mutationen iIB8T3GAL3ST3GALGNd ST8SIAGen bekannt.
Polymorphismen im Promotbereich desST8SIAZens konnten mit einem erhdhten Risiko

fur Schizophrenie assoziiert werd¢s0]. Mutationen in Sialinsauremetabolism@&enen,

wie dem ZuckertransportelSLC17A%nd der lysosomalen Sialidag¢EU1 verursachen

SialinsaureSpeicherkrankheiterdie eine starke kognitive Beeintraatpting zeigefis1, 52]

1.3 Pluripotente Stammzellen
So heterogen wie die Ursachen nigyindromaler geistiger Behinderung sind, so heterogen
kénnen auch ihrekonsequenzen auf molekularer, zellularer oder Entwicklungsbiologischer
Ebene seinWwahrendbei Untersuchungen auf systemischer Ebene durch die Verbesserung
von bildgebenden und elektrophysiologischen Methoden deutliche Fortschritte erzielt
wurden, gestaltete sich die Aufklarung gestorter zerebraler Entwicklung und Funktion
verursacht durch dieverdndete molekulare Interaktion zwischen einzelnen neuronalen
Zelltypen als deutlich schwieriger.In-vivo-Arbeiten zu den Ursachen zerebraler
Entwicklungsstérungen umfassten, neben Patientenuntersuchungen, bisher grof3tenteils
Rattenr oder Mausmodelle und konnten hauptsachlich in Fallen mit deutlichen
morphologischen Veranderungen, wie Mikrozephaliefb3], einen Beitrag zur
Ursachenermittlundeisten Die molekularen Quellen geistiger Behinderung, und vor allem
Epilepsienhingegen, konnten anhand dieser Modelle nur wenig aufgeklart weftlgh Ein
Grund hierfir konnte die deutlich geringere zerebrale Komplexitat eines Nagergehirns im
Gegensatz zum menschlichen sein. Neben den strukturellen UnterschiedeR, der
geringeren Kkortikalen Dicke, ist ducdie Zusammensetzung der Strukturen mit
verschiedenen Zellsubtypen anddi]. Da es kaum moglich jdbetroffenes Geweben
vitro zu untersuchenstellen patientenspezifische induzierte pluripotente Stammzellen (iPS)
die momentan beste Alternative dar. Seitdem es Yamanaka und Kollegen 2006 gelungen ist
durch die exogene Expression eines Sets anskingtionsfaktoren somatische Mauszellen

in einen  pluripotenten  stammzelldhnlichen  Zustand  zurlickzuversetzeru (
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reprogrammieren), erfuhr die Erforschung monogener Erkrankungen durch den Einsatz
patientenspedischer iPS eine wahre Revolutifitil, 55] Patientenspezifische iPS bringen
die Hauptvorteile embryonaler Stammzellen mit, ohne die ethischen Bedenken. Sie sind
pluripotent und fahig zunangzeitegeneration. Durch die immer besser und vielfaltiger
werdenden Differenzierungsprotokolle stellen ssemit eine fast unendliche Quelle fir
somatische Zellen aller drei Keimblatter dar. Insbesondere die Differenzierung zu
neuronalen Zelllinien wurde hierbei ergiebig erforscht und ermdglicht uns mit einem iPS
Modell die Auswirkungen geistiger Behinderungvitro zu untersuchen. Bisher konnte dies

fur etliche neurodegenerativeund entwicklungsbedingte Erkrankungen des zentralen
Nervensystems angewendet werden. Hierzu zahlen unter andéfdenbus Alzheimer[56],

die ParkinsonErkrankung[57] und das RetSyndrom[58]. FlUr nichisyndromale geistige
Behinderung konnte bisher kein Phanoiypvitromittels iPS abgebildet werden.
Grundsatzliches Prinzip d&eprogrammierung ist eserschiedene Transkriptionsfaktoren
(TF) exogen in einer somatischen Zelle zu exprimieren. Diese Faktoren stol3en epigenetische
Veranderungen an, dies der Zelle ermégliched y S Ay Sy o DISNIRYER INGBSEIA Y2 R/
zurickzukehren, e dem einer Stammzelle &hnelt. Die Erforschung der genauen
Wirkmechanismen sowie der molekularen und zeitlichen Ablaufe hierbei prasentiert sich
allerdings bisher als sehr komplex und bedarf weiterer Arbe[d]. Es wurden bisher
verschiedene Kombinationen an TF verwendet. Neben den urspriegliEiktorenOCT4,
c-MYC SOX2und KLF4wurden einzelne gegemNANOGoder LIN28aausgetauschi60].
Gerade der Verzicht auf das ProtoonkogeiMYCwurde hierbei untersucht{61]. Die
Methode konnte bisher fir etliche Spezies, unter anderemn delenschen, und
verschiedenste somatische Zelltypen wiederholt werdé@, 63] Die Verwendung von
peripheren Blutzellen bietet bisher die am wenigsten invasive Madglichkeit
Patientenmaterial zu verwend€t4], die am haufigsten verwendeten Zellen sind allerdings
immer noch Hautfibroblasten. Fir eliexogene Expression der Faktoren wurden bisher
verschiedenste Wege genutzt. Die am weitesten verbreitete Methode nutzt ein lentivirales
Vektorsystem, um die Faktoren unter Kontrolle eines retroviralen Prorsgpersistent in

das Genom zu integrieren. Fdie Anwendung der iPS in regenerativen Fragestellungen ist
es notwendig, eine nicht integrative Methode zu wéahlen. Etliche Ansatze gehen hierbei tber
die kontinuierliche Zugabe an mRNB%] oder die Verwendung von episomal¢®t] oder

SendaiVektoren[67]. FUr Anwendungen im niclnegenerativen Bereich, wie auch diese
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Arbeit, ist die Verwendung eines lentiviralen Systems die robusteste und gunstigste
Variante.

Da die Integration des Vektorsystems und die Expression der TF drastische Eingriffe in die
Zellphysiologie darstellen, kann es haufig zu unbeabsichtigten oder unvollstandigen
Veranderungen wahrend der Reprogrammierung kommen. Fur komparative Stiglien
deshalb die strikte Qualitatskontrolle der neu erhaltenen Zelllinien an mehreren Punkten
wichtig. Neben der Validierung der Pluripotenz der Zellen mussen auch genetische und
epigenetische Veranderungen uberprift werden. Die Pluripotenz der Zellendwiath den
Nachweis verschiedenemluripotenzassoziierter Faktoren auf transkriptionaler und
translationaler Ebene Uberprift. Die Fahigkeit zur Differenzierung in alle drei Keimblatter,
Mesoderm, Endoderm und Ectoderm, wurdeeist Gber einen TeratomAssay in Mausen
Uberpruft [68]. In neueren Studien werden diese tierschutzrechtlich bedenklichen
MalRnahmenh&ufig durch die Verwendung eines RN&ay-basierenden Ansatzez.(B.
PluriTest) und dein-vitro-Differenzierung in alle drei Richtungen ersd6d]. Innerhalb des
PluriTests wird das RMNZxpressionsprofil der neuen HRHie mit einer Datenbank
verschiedener iPS und embryonaler Stammzellen verglichen. Neben d@oRog ist auch
gerade fur komparative Studien die Vergleichbarkeit der Patientenlinie mit der Referenzlinie
wichtig. Die genetische Integritdt der Zellen wurde anhand Karyotypisierung oder
aO2YLI NI GAGPS 3ISy2 YA CGHK &nd Wekgith tuin Abehgndelted | NNJ &
somatischen Ausgangsmaterial Uberpriff6l] [70]. Untersuchungen der DNA
Methylierungsmuster und RN8equenzierungen geben Aufschluss Uber die epigenetische
Varianz der verschiedenen Linie[59]. Uber diese Methoden hinaus sind auch
Standardqualitatskontrollen, wie der Test auf Mycoplasrf@mtaminationenwichtig. Die
Integration der verschiedenen TF in das Genom stellt den gréf3ten Eingriff in die genomische
Integritat der Zellen dar. Bei der Verwendung des retroviralen Vektorsystems kam es durch
die Mehrzahl an Integrationsereignissen, fur jeden Faktoneeilntegration, haufig zu
schwereren genomischen Anomalien. Bei Verwendung eines multicistronischen lentiviralen
Vektors der dritten Generation konnte die Stochiometrie deutlich verbessert werden.
Vektoren dieser Art fehlen alle viralerproteincodierenden Gene. Durch die starke
Verkurzungder die Transkriptionskasette einfassenden long terminal repeats (LTRS) ist nur
noch die Insertion in das Wirtsgenom, aber keine erneute Exzision mehr mdglich. Anhand

der Codonoptimierung der Sequenzen ist eine spez#isdmterscheidung im Nachweis



Einleitung 13

exogener und endogener Faktoren erreichbéon diesem Vektor werden alle vier Faktoren
gleichzeitig exprimiert und Uber selbstschneidende HydreBsenittstellen vor der
Translation separiert. Dartiber hinaus enthalt er eif&porterfarbstoff, der es erméglicht

die Expression der TF simultan nachzuverfolgen. Fur eine erfolgreiche Reprogramnsierung
somit nur noch eines anstatt vier Integrationsereignisswtwendig [71]. Epigenetische
Anomalien konnten erfolgreich durch den Einsatz WistonDeacetylasdnhibitoren, wie
Valproinsaure[72] und Ascorbinsaurg73] direkt nach der Transduktion, abgemildert
werden. Trotz der steten Optimierung der Anwendung kommt es immer noch zu deutlichen
Unterschieden zwischen verschiedenen Klomiselben Reprogrammierung. Besondere
Beachtung stellt deshalb neben der genomischen epdenetischen Integritat auch die

Vergleichbarkeit zwischen Kontrolle und Patiansowie den verschiedenen Klonen dar.

Fiur die regenerative und translationale Medizin, aber aucke @rundlagenforschung
monogener Erkrankungen des zentralen NervensysteAiS)ist die Verwendung von iPS

nur der Startpunkt vieler Studien. Erst die erfolgreiche und reproduzierbare Differenzierung
der Zellen zu einem speziellen adultereuronalen Subtyp oder Gewebe ist der Schlissel
zur Beantwortung vieler Fragestellungddie Differenzierung von iPS zu neuronalen Zellen
verlief friher entweder Uber die Kokultur mit Stromazelllinien odé Generierung von

a9 YOoNE2AR aRen& &nibrydnaler Ki¥perchdi4, 75] Beide Methoden sind
allerdings kompliziert, zeitintensiv und uneffektiv, so dass die Variabilitat der Ergebnisse
relativ groR ist. In der Erforschung der semiedenen Differenzierungsmoglichkeiten
konnten jedoch deutliche Fortschritte erzielt werden. Der Trend geht momentan zur
Verwendung eines chemisch definierten Kulturmilieus und zeitlich angepasster Zugabe
d23ASY I YyYyaSNI aavl ff Y 2 t @10 d2fese dkteiien MSeddMeR gintl £ S NJ
kosteneffektiv, stabil und reduzieren die experimentelle Variabili&riber hinaus zeigen

sie einen schellen reversiblebiologischen Effektder durch die Variation in Zeitpunkt und
Konzentration einfach anzupassen .idDie Grundlage neuronaler Differenzierung ist
hauptsachlich ein Wechselspiel aus Aktivierung und Inhibition verschiedener
entwicklungsspezifischer Signalwege, die durch Cytokine, Wachstumsfaktoren und
Epigenetik gesteuert werde[y6]. Das steigende Verstandnis des Zusammenspiels dieser
Signalwege im Kontext der EEfenzierung erlaubt egezielter in diese einzugreifen. Etliche

Veroffentlichungen Uber den Einsatz kleiner Molekule fir die Differenzierung von iPS zu
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neuronalen Zellen beweisen dies. So zeigt sich der definierte Einsatz der beiden Inhibitoren
SB 431542und Dorsomorphin, zwei SMADhibitoren, die den TGF k! OG0 @Ay kKb 2RI
{A3Yylt6S3 dzyR RSy a0 2 BEP bozkeielk als/aarey efféktividr § K g | &
die Differenzierung zu neuronalen Stammzel[@id, 78] Neuronale Stammzellen kdnnen
dann im folgenden Verlauf zu verschiedenen Neuronen und GHaabtypen mit
verschiedener Regionalisierung differenziert werden. Wahrend der Entwicklung des
zentralen Nervensystems kommt es zu einer Regionalisierumger anderem zum
Telencephalon, Mesencephalon und dem Rhombencephaloter Kontrolle verschiedener
Faktoren. Die wichtigsten hierbei sind Retinolderivate, fibroblastische Wachstumsfaktoren
OaCAONROTf I AG DNER g (i KHedgeh@Pr@eting da€ Wi@Rsokein RFOR  { 2 Y A (
Die einzelnen Faktoren wirkekonzentrations oder aktivitdtsabhangig entlang der
rostro/caudalen bzw. dorsal/ventralen Achse®0, 81] Durch gezielten Einsatz und
Kombination der verschiedenen Faktoren soll es moglich, sgpezifische neuronale
Subtypen einer bestimmten Region zu differenzieren. So konnten bisher die verschiedenen
neuronalen Shtypen, dopaminerge, serotonerge, GABAerge und cholinerge Neuronen

bzw. Motorneuronen differenziert werdefi77, 8284]. Aber auch die Differenzierung zu
Interneuronen und verschiedene Gliaz8libtypen, wie Astrocyten und Oligodendrocyten
konnte bereits realisiert werde [85-87]. Auch die Unterscheidung der verschiedenen
neuronalen Subtypen in zerebrale Regionen, Riesencephalof88], Mesencephaloifi79]

oder Rhombenephalon89] konnte schon verwirklicht werden.

Dark der immer grofReren Anzahl definierter und effektiver Differenzierungsprotokolle
konnten immer mehr Forschergruppen neurodegenerative Erkrankungen und Stdrungen
wahrend der ZNE&ntwicklung in vitro untersuchen. Mesencephalische dopaminerge
Neuronen konnte bisher schon fur die vitro- und in vivo-Untersuchungen von Parkinson
eingesetzt werden[90, 91] Daruber hinaus konnten etliche andere neurodegenerative
Erkrankungen, wie Ateimer[56], Huntington[92] oder spinale Muskelatrophif®3] mittels

aus iPS differenzierter Neuronen untersucht werden.

Die molekularen Ursachen geistiger Entwicklungsstorungen hingegen wurden bisher
deutlich weniger intensiv fttels iPS erforscht. Trotzdem konnten erste Erfatg®.fur das
RettSyndrom [94] oder das HFagiles-X-Syndromassoziierte-Tremor/AtaxiaSyndrom
(FXTASP5] gezeigt werden. IRRasierte Untersuchungen zum WeSyndrom wurden noch

gar nicht unternommen. Das Drav8yndrom ist das bisher untersuchte Syndrom mit der
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grol3ten Phanotypukerschneidung. Es zeichnet sich durch eine schwere und maligne Form
frihkindlicher myokloner Epilepsiehéufig begleitet durch geige Behinderungaus und

wird oft durch Mutationen ImMSCN1AGen verursacht. Studien an patientenspezifischen
GABAergen prosencephalischen Neuronen konnten hierbei zeigen, dass diese verminderte
Aktionspotentiale unter starken depolarisierenden Impul$@@] sowieeine erhdhte Anzahl

an Natriumkanalen und Ubererregbarkeit aufwied8s]. Diese Eigenschaften ermdglichen

es die Zellen als ein Modelfur die Wirkstoffauche personalisierter antikonvulsiver
Therapien einzusetzej®7]. Mitarbeitern des Labors von Jirgen Knoblich gelang es mittels
zerebraler Organoide die gestorte unreife Neurogeise von CDK5RARBhangiger
Mikrozephalie in vitro abzubilden undkonnten somit den Wert der Verwendung
dreidimensionaler Organoide zwerbesserterAnnéherung an physiologische Bedingungen
beweisen[98]. Gerade die Erforschung komplexer Erkrankungen, wie geistiger Behinderung
oder Epilepsienkonnte durch die Verwendung zerebraler Organoide grof3e Fortschritte

erzielen.

1.4 Embryonale Neurogenese
Um die Ursachen geistiger Entwicklungsstorungvitro untersuchen zu konnen, ist es
notwendig die basalen Ablaufe wahrend der embryonalen Entwicklund Neurogenese
zu verstehen. Fir das weitere Verstandnis soll hier deshalb ein kurzer Uberblick tber

Gastrulation, Neuralrohrbildung und Neurogenese des humanen Kortexes gegeben werden.

Wahrend der Embryogenese kommt es nach der Bildung der Blastanysteinstilpung

und Entwicklung der drei Keimblatter, der Vorgang wird al§&astrulation bezeichnet
(Verlauf wahrend der Embryogenese zwischeagE 1320). Hierbei liegt das Endoderm
innen, in der Mitte das Mesoderm und die aul3erste Schicht bildet dasl&m (Abb. 1.2A).

Aus dem &aufersten, dorsalsten Teil, dem Neuroectoderm, entwickelt sich die Neuralplatte
aus der sich das Neuralrohr und schlief3lich das zentrale Nervensystem bilde@9E &lis

den ventralsten ectodermalen Zellen bilden sich ZetlenNeuralleiste, aus denen sich das
periphere Nervensystem bildet Die Polarisierung des Neuralrohres wird durch einen
ventralen SonidHedgehog (SHH) und einen dorsalen Bftirzentrationsgradienten

verursacht (Abb. 1.2B).
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Abbildung 1.2: Gastrulation und NeuralrohrbildundA) Gastrulation: Aus der Blastocyste bildet sich das Ectoderm (gelb)
Endoderm (grin) und Mesoderm (im Zwischenraum) heraus. (B) Der Initialschritt der Bildung des Neuralrohres
(Querscinitt 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), augenen das periphere Nervensystem entsteht. Frei adaptiert fi@@h

Kurz vor SchlieBung des Neuralrohres bilden sich im anterioren Teil die drei Hauptvesikel
des spateren humanen Gehirns, Prosencephalon, Mesencephalon, Rhombeloce ibear
posteriore Teil entwickelt sich zum Riuckenmark. Aus dem Prosencephalon entwickelt sich
das Vorderhirn. Zun&chst stilpen sich hieraus neben dem Diencephalon die
telencephalischen Ventrikel heraus, aus deren dorsalsten Teilen sich wiederum der
zerelrale Kortex entwickelt (zusammengefasst u.a. y@8]). Der humane Neokortex, der

den grof3ten Teil des humanen Kortexes ausmacht, besteht im adulten Zustand aus sechs
distinkten Neuronenschichten. In diesem friihen Stadium liegt abe#échst nur eine diinne
Schicht neuroectodermaler Zellen vor, die die dorsale Wand der Ventrikel bilden. Diese
erste Schicht wird ventrikulare Zone (VZ) genannt. Aus diesen neuroectodermalen Zellen
bilden sich Uber asymmetrische Zellteilung die radialeraz@lien (RG), die ersten
neuronalen Stammzellen. Diese ordnen sich nebeneinander an und bilden so die
Rohrenform des Neuralrohres. Dieses Verhalten fihrt bei RGgitro zum typischen
Wachstum in Rosettenform. Diese Schicht mitotischer neuronaler Stardemazst viel zu
gering, um die Masse an pastitotischen Neuronen des adulten Gehirns zu produzieren,
weshalb es zunachst zu einer symmetrischen Vervielfaltigung des Stammzellpools kommt (E
25-42). Wahrend dieser teilungsreichen Phase kommt es neben deicherung an RGs

auch zur asymmetrischen Teilung zu intermedidren neuronalen Stammzellen (IPC) und
aulleren radialen Gliazellen (o0RG)0, 101] Die IPC migrieren dorsal entlang dersR@&d

bilden Uber ihnen die subventrikulare Zone (SVZ). Die oRGs bilden die dariber liegende

aulRere subventrikulare Zone (OSVZ). Beide Zellpopulationen sind in einem geringeren
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Ausmal} als RGs zur symmetrischen Zellteilung fahig, hauptséchlich potersieadrer die

Anzahl an Neuronen Uber asymmetrische oder sogar symmetrische ZelltEloRAbb.

MPoUOP® 5AS aAYUISNN¥SRAFGS LINRPISYAG2NI itdernJ2 i KSa
evolutionaren Expansion des Kortexeggyrencephalischen S&ugern einherggh®3]. Die
SNEGSY bSdNRPYySYy YAINRSNBY Syidflry3a RSN NI RAI
die sich spaterin die obere Marginalzone (SMZ) und tiefere Subplatte (SP) aufspaltet.
Anschliel3end folgt die Bildung der spezifischen Projektionsneuronen (PN), welche die sechs
distinkten kortikalen Schichten (Lamina) bilden. Diese werden in Uberlappenden Wellen

nach einem stregen temporalen Muster von innen nach aul3en gebi[déd].

*eaPa = | |CajalRetzius

Mesencephalon PP s 4 I

Rhombencephalon & 4
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Abbildung 1.3: Entwicklung des humaen Kortex Bildung des polarisierten Neuralrohres zwischen Tag 19 und 29 der
embryonalen Entwicklung (E -29). Ectoderm (gelb), Endoderm (griin), Neuralleiste (blau), Neuralrohr (lila/magenta).
Regionalisierung des Neuralrohres zu Telencephalon, Diencaphdesencephalon und Rhombencephalon bis Tag 49 der
embryonalen Entwicklung (E 2B). Aufbau der Kkortikalen Schichten ab Tag 42 der embryonalen Entwicklung.
Neuroectodermale Zellen (grun) teilen sich zu neurong¢ammezellen. Zunéchst zu radial&liazdélen (blau) die die
ventrikulare Zone (VZ) bilden. Aus den radialen Gliazellen entwickeln sich Uber asymmetrische Zellteilung die
intermediéren neuronale Stammzellen (orangedlie in die subventrikuldre Zone (SVZ) migrieren und die duf3eren radialen
Gliazllen (turkis) die in die auRere SVZ migrieren. Alle drei Stammzellpopulationen tragen tber asymmetrische und
symmetrische Zellteilung zum Aufbau des neuronalen Zellpools (rot) bei. Im humanen adulten Gehirn besteht der
Neokortex aus sechs distinkten Sdtien (Laming)die wahrend der embryonalen Neurogenese in aufeinanderfolgenden
Wellen von innen nach auf3en gebildet werden. Frei adaptiert f@&h105][88].

Riickenmark

Telencephaliscﬁer
Vesikel

Somit werden die Neuronen der Schicht VI zuerst gehildiet der Schicht | zuletzt. Die
ersten PNs sind corticothalamische Projektionsneuronen und regulieren die Spaltung der PP
Sie unterstiitzen sowohl die Migration der folgenden PNsund somit die korrekte
Laminierungals auch die Leitung der Axone der callosalen PNs uber die Mittellmidas
Corpus Callosum zu bildg¢h06, 1(¥]. Diese PNs sind TBRdsitiv und werden uber eine
Kaskade aus radialeGliazellen direkt aus den intermedidaren StammzelleC)(I§ebildet
[108].
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2. Ergebnisse

Grundlage @ser Forschungsarbeiten bildete vier Patienten einer konsanguinen
palastinensischen Familiglie an einer schweren Form des W&stndoms leiden. Die
Symptome dieses Syndroms sind fruhinfantile epileptische Anfalle und eine geistige
Entwicklung, die im Bereich einer schweren geistigen Behinderung liegt. Bei allen vier
Patienten konnte die Basensubstitution c958G>CSIRBGAL&en festgestellt werden, die

den Aminosaureaustausch p.320A>P in der @WRetylneuraminsaurdeta-1,4-
galactosidalpha2,3-sialyltransferase verursachB](Abb. 2.6). Um die Auswirkungen und
somit die molekulare Ursache der Mutation genauer untersuchen zu kénnen, wurde ein
patientenspezifischesin-vitro-Modell aus induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS)
etabliert. Patientenpezifische IPS bildeten hierbeimit ihrer Fahigkeit zur
Langzeitregeeration und der Mdglichkeit, sicm alle drei Keimblatter zu differenzieren,
eine nahem unendliche Quelle fur fast jedes reife humane Gewebe. Innerhalb dieser Arbeit
wurden Fibroblasten eines gesunden Geschwisterkindes zu iPS reprogrammiert und konnten
somit als Referenzlinie fur eine bestehende Patient®8Linie genutzt werden. Dem
Phandyp derPatientiren entsprechend wurde eine Differenzierung nach dem Protokoll von
Yichen Shi et al, zu Kortexneuronen etabligft12]. Einer der Vorteile dieses
Differenzierungsprotokolls ist, dass die Zellen wichtige Stadien der embryonalen
Neurogeneseén vitro nachbilden. So war es nicht nur mdglich, die stationaren Auswirkungen
der Mutation innerhalb einer Zellpopulation zu untersuchen, sondern auch die temporar
innerhalb der Entwicklung auftretenden Unterschiede. Die so etablierten Zelllinien wurden
als Fibroblasten, als iPS und wahrend der kortikalen Entwicklung an den Tagen 12, 30, 35, 50

und 90 naher untersucht.

2.1 Subzellulare Lokalisierung verschiedertef 3GALButationsvarianten
Die CMRN-Acetylneuraminsauréeta-1,4-galactosidalpha2,3-sialyltransferase umfasst
eine Transmembrafoméne sowie vier Sialylmotive L (large), S (small), 3 und VS (very small)
(Abb. 2.1) und ist im Wildtypeil der Membran des Goldipparates. Bisher sind dre
verschiedene Mutationsvarianten InST3GAL&en bekannt. Die Mutationen in der

Transmembradomane (p.Alal3Asp; TMD) sowie irde@ninalen Bereich (p.Asp370Tyr;
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CD) verursachen eine schwere geistige Behinderung. Die Mutation im Sialy8notiv
(p.Ala320ProunseresPatientiren verursacht dartber hinaus starke epileptische Anfalle. In
vorhergehenden funktionellen Untersuchungen der drei Mutationsvarianten konnte mittels
eines radioaktivenin-vitro-Aktivitatsassays gezeigt werden, dass die TWdante eine
ahnliche enzymatische Aktivitat wie das Wildtypenzym aufwies. Sowoh! did@ante als
auch die Sialylmoti&Mutante zeigten hingegen einen vollstdndigen Verlust der
enzymatischen Aktivitat. Uberexpression vonMgcfusionierten TMD und CDB
Mutationsvarianta in LMTKZellen zeigten eine gestérte subzellulare LokalisiefGihgDie

bis dahin nicht erfolgte Untersuchung der subzellularen Lokalisierung der Sialyk&otiv

Mutationsvariante wuré@ im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefihrt.

2.1.1 Quick Change Mutagenese vorsp3GALS zu pST3GALZXP
Fur eine Uberexpression der Sialylmeifutationsvariante musste zunéchst ein
Expressionsvektor mit einenBT3GALS*"c-Myc-Fusionsprotein erstdll werden. Als
Ausgangsvektor wurde hierfir deSF3GAL3-c-Myc-Vektor verwendet (freundlicherweise
von Prof. Dr. Gerardgchahn zur Verfligung gestellt; Vektorkarte: siehe Anhigjldung
31-35 und Tabelle B Das Ruckgrat dieses Velddrildete der pcDN&1/mychisAVektor
von Invitrogen, in den die VtlhgenrcDNA der Isoform Bl (accession no. NM_006279.2)
Uber Xbal/Notl eingefugt wurde. Fiur die Einfihrung der Basensubstitution an der Position
c.958 von G zu C wurde eine ortsspezifische Mutagenese mit deter 4.2.7
beschriebenen Kit der Firma Agilent Technologies durchgefuhrt. Das hierfir entworfene
Primerpaar (siehe 4.1.3) bdn an derselben Stelle im Vektoauf dem jeweils
komplementaren Strang. Die einzelnen Primer waren 31 Basen lang, hatten eine
Schmelztemperatur von 80.2 °C, einen GEhalt von 58 % und trugen mittig die
einzufihrende Basensubstitution (rot markie@GACGAGGTGGCACGTAGGATTTGGCTATG
ICATAGCCAAATCCGBACTGCCACCTCGTC. Es wurden mehrere Proben mit einer
Verdinnungsreihe des Ausgangsptades von 50, 20, und 10 rg0 plangesetzt. Zu jedem
Ansatz wurden jeweils 125 ng der Primer (12.2 pl) gegeben. Jeweils eine Kolonie von jeder
Plasmidverdinnung wurde anschlie3end selektiert und angezogen. Jeweils5varl der
Kultur wurde eine Plasmid/ini Isolation nach 4.2.5 durchgefuhrt, die andererb 2nl
wurden als Glycerinkulturen nach 4.2.4 b&0 °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 koten eine erfolgreiche Basensubstitution innerhalb des
Fusionsproteins fur die Plasmide der Plasmidverdinnung von 10 und 28D ng
nachgewiesen werden. Das isolierte Plasmid der 36(hgl Plasmidverdinnung zeigte den
gleichen Genotyp wie das Wildtyp Plasmidbly. 2.1). Die dafur verwendeten Primer sind
unter 4.1.3 aufgefuhrt.

270 275 280
6. C A G T | C_ 6 _C A _ G _G _A_T_
wt )
4T --ﬂ,‘;-- --Tf-“-;l-- L W R & --‘;'Z'-‘------- B - -r-,---l
/\// _\"?H "/\f \/\mf \ [ AN
275 280
G--G---A--G---T----B-o-B---G--A--- G- G- P T
10 ng ; i
A
~ o & { 4
P / | / \I\. / \)j \
- ) N ? [ f AN
270 275

280

Abbildung 2.1: Mutationsvalidierung. Sequenzchromatogramme deausgewahlten QuiekhangeMutageneseklone.
Jeweils einmal des Wildtyps und der Ansatze mit 10, 20 und 50 ng Plasmid. Der zu mutierende Bereich ist mit einem Pfeil
markiert.

2.1.2 Subzellulare Lokalisierung der exogen exprimiertsm3GAL¥arianten
Die subzelllare Lokalisierung deBT3GALSialylmotivSMutationsvariante wurde anhand
einer Uberexpression in LMTRellen untersucht. LMT®&ellen sind immortalisierte Maus
Fibroblasten und besonders fiir die Uberexpression von Proteinen geeignet, d8<ienb-
H -deoxyuridineresistent, Thymidinkinasmangelhaft und Histonacetyltransferasensitiv
sind. Die Transfektion und Uberexpression 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. Dieerwendeten Plasmidengen wurden vorheaustitriert, um eine

zu starke Expression der Fusionsproteine zu vermeidérbei wurden Mengen zwischen

100 ngPlasmidbis zu 1 g Plasmidverwendet.Die transfizierten Zellen wurden fi2 h
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inkubiert und anschlieend fixiert. Die so erhaltenen fixierten Zellen wurden genutzt, um die
subzellulare Lokalisierung der Fusionsproteine zu ermittein. Anhand einer
Immunfluoreszenzfarbung desMY CGEpitopes bei gleichzeitiger Farbung des Golgkerar
Giantin konntensowohldie bisherigen Ergebnisse fur das Wildtyp Enzym als auch fur die
TMD und die CEMutationsvarianten bestatigt werden (Durchfihrungelse 4.7.7 und
4.7.1)[3]. Das eMyc-Signal fur das Wildtypfusionsprotein Uberlappte vollstanalig dem
GiantinSignal und zeigte so die naturliche Galgkalisierung des Enzyms. Die Signale der ¢
Myc-Farbungen der TMD und CDBMutationsvarianten zeigten keine spezifische
Uberlappung mit dem GiantiBignal. Das Signal der TMAriante zeigte Ahnlidteiten zu
einem ERSignalmuster, wohingegen das Signal der\@bante im ganzen Zytoplasma
verteilt zu sein schien. Das-MYCSignal der Sialylmoti@Mutationsvariante zeigte
ebenfalls keine spezifische Uberlappung mit dem des GolgimarkbisZ.2). Ene gestorte
subzdlulare Lokalisierung deST3GALEnzyms konnte somit auch fur die Sialylmiv

Mutationsvariante nachgewiesen werden.

ST3GAL3-MYC

anti-GIANTIN anti-MYC merge
=

Asp370Tyr || Ala320Pro || Ala13Asp

Abbildung 2.2: ST3GAL-=Rokalisierung. Immunfluoreszenzbilder der xegenen Expression verschiedenergf3GAL3
Mutationsvarianten in LMTKellen. Analysiert wurde daST3GALBlyc-Fusionsprotein mit einem-blyc-tag-Antikdrper
(acMYC, Sigmaldrich, M4439, 1:1000) und der Golgi Apparat mit einem Giahtitikérper (aGiaCovance, PRBL4C,
1:1000).

2.1.3 EndogeneST3GAL=Rokalisierung
Um die endogene Expression und die LokalisierungSO&GALS den Patientenzellen zu

untersuchen, wurden drei verschiedene Agtiger gegen verschieden8T3GALEpitope
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getestet. Die Réungen wirden mitden Referenz iRZelllinien HD2 und ASCG28EK und
Myoblasten nach dem unter 4.7.7 beschriebenen Protokoll durchgefuhrt. Es wurden zwei
polyklonale Antikorper (ST3 und ST3S) und ein monoklodalgkorper (ST3M) getestet

Alle drei Antikdrper hden den Isotyp 1gG und stammten aus dem Kaninchers. Batop

des Antikorpers ST3 liegm cterminalen Ende des Enzyms und umfasste die Sialylmotive 3
und VS. Das Bpp des Antikérpers ST3M gjemittig im Enzym und umfasste das Sialylmotiv

L. Das Epito des Antikoérpers ST3 umfasste das gleiche Epitop wie der Antikbrper ST3M,
aulRer dem Sialylmotiv ABb.2.3).

p.Ala320Pro
H, COOl
\/V\/ ~\—
ST3S ST3

ST3M
Abbildung 2.3: Bindungsepitope derST3GALAntikorper. Schematische Darstellung de&ST3GAL-Broteins und der
Epitope (ST3, ST3S und ST3M). Grin: Transmembrandoméne, gelb: Sialylmotive von links nach rechts largeSjL), small (
und Doméne 3

Fur alle Antikérper wurden verschiedene Verdinnungen ausgetestet. Fur keinen der

Antikdrper konnte ein spafisches Signal detektiert werden.

2.2 Etablierung patientenspezifischePS
Fur die Erforschung von entwicklungsneurobiologischen Erkrankungen gibt es bisher wenige
Modelle, die eine realitdtsnahe Untersuchung ermdglichen. Um diese Engpasse etwas zu
erweitern, kann man durch die exogene Expression von einem Set an Transkrijtioresfa
Patientenzellen zu induzierten pluripotente Stammzellen (iPS) reprogrammjésfiol].
Erfolgreich reprogrammierte iPS kdnnen dann in spateren Experimenten sowohl zu
neuronalen Stammzellen als auch adulten Neuronen differenziert werden und so als
patienten-spezifischesn-vitro-Modell genutzt werdenwelches auch die Untersuchung von
Entwicklungsstérungen zulédsst. Um die Vorteile dieses Modells nutzen zu kénnenpwurde
deshalb patientenspezifischéPS etabliert. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurde der
schematische Ablauf dieser Methode zusammengstfghhb.2.4).
Fur die Etablierung deiPSdienten Fibroblasten der Patiemti(4695) und des gesunden
Geschwisterkindes (4696) als Ausgangsmatefibb(2.6). Fir die Reprogrammierung der

Zellen wurde ein lentivales Vektorsystem genutzt, dalie persistente Integration der vier
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Yamanaka Faktoren erlaubt. Die erfolgreiche Expression der Transkriptionsfaktoren konnte
anhand der Expression eines Reporterfarbstoffes (dTomato) uberprift werden. Ab Tag 20
nach der Transduktion waren stammzellabh& Kolonien erkennbar und konnten manuell

selektiert werden.

o
.
-
_AOQ bq} @{‘\
Q \‘ZJQ L \’??
;\}0 ,\’Q\y ®0 c\)()
s S
&, 1 &'é@ S
\'
Q@
Pr|mr
Fibroblasten

Abbildung 2.4: Schematischer Ablauf einer Reprogrammierunransfektion von HER93-Zellen mit dem lentiviralen
Transfervektor (p4inl), defir die vier Reprogrammierungsfaktoren und einen Reporterfarbstoff codiert sowie drei
Hilfsvektoren (pg_p.4xCTE, pMD2.G, pR8V), die fur die Verpackungsproteine, di&verse Polymerase und einen
Transkriptionsfaktor codieren. Nach der Virusparigahtion wurden Primarfibroblasten (30.000/cﬁ') mit diesen
transduziert (MOI 0.25). Nach 8 Tagen Inkubationszeit Passage auf Feederzellen (MEF). Um Tag 21 manuelle Selektion und
Expansion der ersten stammzelldhnlichen Kolonien.

Um eine geeignete Referenzzeik -z RS NJ t | 0 A Sy (e &y Kognenp { Go DI
wurden Hautfibroblasten des weiblichen Geschwisterkindes 4696, im weiteren AS genannt,
fur eine Reprogrammierung verwendet. Dieses Geschwisterkind ist homozygot fur den
Wildtyp desST3GAL&ens[3]. Kernstlck des hierbei verwendeten Protokolls bildete das
unter 4.5 beschriebene multicistronische lentivirale Vektorsystem. Fur die
Viruspartikelproduktion wurden zunachbtEK293-Zellen mit den urnier 4.5 beschriebenen
Vektoren {reundlicherweise zur Véiigung gestdt von Prof. Dr. Axel Schambachjt Hilfe

der unter 4.5.1 beschriebenen Calcidhlorid Methode transfiziert. Die
viruspartikelhaltigen Uberstande wurden nach 36 h und 48 h entnommen und 8@i°C
kryokonserviert. Die Konzentration der \Spartikel wurde anhand der unter 4.5.2
beschriebenen Virustiterbestimmung ermittelt. Es wurden hierfir HT1D8@En
verwendet. Diese humane fibroblastische Zelllinie stammt aus einem Fibrosarcoma und

wurde gewabhlt, da sie sich &hnlich zu den in der Rapragiierung verwendeten primaren
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Hautfibroblasten verhélt. Fur die Titration wurden Verdinnungsreihen von 0, 0.3, 1, 3, 9 und
27 pl Mruspartikelkonzentrat in Dubtten verwendet. Die Menge der transfizierten Zellen
konnte anschlieBend Uber eineFACS\nalyg der dTomateReporterfarbstoff
exprimierenden Zellen bestimmt werden.

Es wurden zwei Gefal3e einer Mikrotiterplatte mit 6 Kavitdten mit je 30.000-AS
Fibroblasten/cm der Passage 3 wie unter 4.5.3 reprogrammiert. Fiir die Transduktion der
ASZellen wurden Wuspartikel mit 470.000 IU/ml und einer MOI vor2b verwendet. Dies
ergab ein Volumen von 28 ul Wgpartikelkonzentrat pro 30.000 Zellen. Es wurde eine
a{ LIAYAYy20dzft  iA2yad RdAZNOKISFNKNI P bl OK RSNJ
Expression der viéFranskriptionsfaktoren anhand von morphologischen Veranderungen bei
etlichen Zellen beobachtbar. Um Tag 13 der Reprogrammierung verénderten sich etliche
Zellen weg von der typischespindelférmigen Morphologie der Ausgangsfibroblasten. Viele
Zellen wiesereinen vergréf3erten Zellkern und eine rundgammzelléhnliche Form auf.
Zellen, die die Transfektionskassette mit den vier Transkriptionsfaktoren integriert hatten,
konnten unter dem Fluoreszenzmikroskop im roten Kanal (Extinktion 580 nm) anhand

der Expression des Reporterfarbstoffes dTomato identifiziert werden. Viele dieser ersten
morphologisch veranderten Zellen proliferierten weiter und fingen an, kleine Kolonien zu
bilden, die sich im weiteren Verlauf zu gréReren stammzell&hnlichen Kolonienckatien.
Wichtige @arakteristika hierbei waren eirgroBea Zellkern, koloniales Wachstum in
Wabenstruktur und ein runder Zellkoérper. Die stark proliferierenden Kolonien waren hierbei
von einer Vielzahl toter Zellen bedeckt. Ab einer Grol3e von ca. 15Mearehungsweise
zwischen Tag 20 und Tag 25 der Reprogrammierung, wurden insgesamt 42 Klone manuell
selektiert. Es wurden einzelne Klone unterschiedlicher GroRRe 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 gentgend
Zellmasse vorhanden war, um, wie unter 4.4.6 Dbeschrieben, mindestens vier
kryokonservierte Aliquote von jedem Klon anzulegen. Nach dem 25. Tag der
Reprogrammierung konnte daSignal 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 Veréderungen wéhrend einer Reprogrammierungach der persistenten Transduktion

eines multicistronsichen lentiviralen Vektors. Dieser tragt die vier fir die Reprogrammierung notwendigen
Transkriptionsfaktoren OCT4, SOX2, KLF4 wWlYC sowie einen Reporterfatoff (dTomato). Dargestellt sind
Durchlichtbilder von Hautfibroblasten eines gesundess@wisterkindes zun { (i e3BPhtienth, vor und 13, 18 und 25

Tage nach der Transduktion, kombiniert mit dem dTorfignal. Deutlich erkennbar war die Verédnderung von einzeln
wachsenden, spindelférmigen Zellen mit kleinem Zellkern hin zu runden Zellkérpern, groRen Zellkernen sowie hin zu einem
Wachstum in Kolonien. Auffallig ist dRtickgang des Reporterfarbstoffsignad somit das Umschalten von exogener zu
endogener Expression der Teniptionsfaktoren.

2.2.1 Mutationsvalidierung der Patierg¢n-iPS%:St t t Ay-8S n{ GoDI €
Priméare Fibroblasten aePatienin 4695 wurden, durclidasoben beschriebenes Protokoll
von unserem Koopetonspartner Dr. Dirk Hoffman vom Institut flir experimentelle
Hamatologieder Medizinischen Hochschule Hanngvesprogrammiert. Fir diese Arbeiten
wurden Fibroblasten einer Hautbiopsie der Patientin 4695 verwendet, die die Mutation
c958G>C i T3GAL-&enhomozygot tragen soll. Um die Identitat dieser neu entstandenen
iPSIAYAS O0AY S8 genaddmM)Xy libgrdrifen, diirde aus ihr, wie unter 4.1.4.1
beschrieben, genomische DNA isoliert. AnschlieRend wurde diese DNA fir eine-Sanger
Sequenzierung desxén 12 desST3GAL-&ens, der den mutierten Bereich umfassen soll,
aufbereitet. Die hierfir 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 MtationSurveyotV3.23Software (GATC BioTech AG, Konstanz)
konnten die Chromatogramme der Patient®NA mit der des gesunden Blutspenders
verglichen werden und so die homozygote Mutation 83GAL-RSY FNNJ RBAS p{ d
Linie bestatigt werdenAbb.2.6).























































































































































































































































































































































































































































































