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Rationale des Projektes:

Die Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist eine rasch progrediente neurodegenerative Erkrankung,
die durch den selektiven Verlust motorischer Neurone gekennzeichnet ist, gefolgt von progredienter
Ldhmung, die immer zu einer Gangstorung im Krankheitsverlauf fuhrt. Ein zentrales
pathophysiologisches Merkmal ist die frihe axonale Degeneration, die der Degeneration der
Zellkorper haufig vorausgeht. Die zugrunde liegenden Mechanismen sind bislang unzureichend
verstanden und stellen ein wesentliches Hindernis fur die Entwicklung effektiver Therapien dar.
Patientenspezifische, aus induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS-Zellen) abgeleitete
Motoneurone ermaoglichen die Untersuchung krankheitsspezifischer Prozesse in einem humanen
Modell, insbesondere bei genetischen Ursachen wie FUS- und C9orf72-Mutationen. Im Projekt wird
auf etablierte Differenzierungsprotokolle sowie auf bereits verfliigbare Zelllinien zurtickgegriffen.
Vorarbeiten belegen die erfolgreiche Fluoreszenzmarkierung neuronaler Zellen sowie die
zuverlassige Kultivierung in mikrofluidischen Kammern (MFC, Abb. 1). Erste Daten zeigen, dass
axonale Strukturen reproduzierbar dargestellt und quantitativ analysiert werden kénnen. Diese
Ergebnisse bilden eine solide Grundlage fir die geplante Weiterentwicklung des Systems.

Arbeitshypothesen:

¢ Das MFC-In-vitro-Modell erlaubt eine robuste Quantifizierung axonaler Schadigung und
Regeneration in humanen Motoneuronen mit verschiedenen genetischen ALS Mutationen

e Das Systemistin ein standardisiertes 96-Well-Hochdurchsatzformat mit
automatisierter Bildgebung tUberfihrbar mit dem Ziel reproduzierbarer Substanztestung

¢ Dieses Screening wird den Zugang zu neuen Wirkstoffen erleichtern und kdnnte dadurch
die Entwicklung translationaler Therapien bei ALS beschleunigen.


mailto:marcel.naumann@med.uni-rostock.de
mailto:andreas.hermann@med.uni-rostock.de

Universitdatsmedizin Universitat

Q
ROStOCk RO StOCk Traditio et Innovatio @W

Stiftung \m/

Wichtigste Methoden zur Beantwortung der Hypothesen:

e Zellkultur etablierter iPS-zellabgeleiteter, humaner Motoneurone (FUS, C9orf72, Wildtyp).

¢ Transfektion eines TdTomato-Reporters in neuronale Vorlauferzellen aller Zelllinien (piggyBac-
Plasmid mit Antibiotika-Resistenz) zur Fluoreszenzmarkierung in lebenden Zellen

e Assay-Setup: Kultivierung in MFC zur Trennung von Soma und Axonen. Nach Etablierung der
Methodik Uberfiihrung in 96-Well (Enuvio OMEGA-96©) Format

¢ Axonales Wachstum & Axotomie: Quantifizierung des Axonwachstums durch Mikrokanéale sowie
Analyse des Wiederaussprossens nach Axotomie (Fluoreszenz und Phasenkontrast)

e Substanztestung: Einsatz vorvalidierter, protektiver Kandidaten (z. B. Inhibitoren des JAK-STAT
Signalweg) sowie schadlicher Substanzen (Positivkontrolle der axonalen Schadigung)

e Auswertung: Automatisierte Bildanalyse (Fiji; optional Machine Learning, z. B. Cellpose in
Python-Umgebung)
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Abbildung 1. (A) Darstellung von lebendigen, TdTomato-markierten humanen Neuronen im MFC Kulturformat —
Trennung von Somata (links) und axonalem Kompartiment (rechts). Phasenkontrastbild eines axonalen
Kompartments vor (b) und nach der Axotomie (C).
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