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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1.1 Sauerstoff und reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Mit der Anreicherung molekularen Sauerstoffs (O.) in unserer Atmosphére vor etwa 2,5 Milliarden
Jahren dnderte sich das Leben auf der Erde fiir die meisten Organismen grundlegend. Sie begannen
den Sauerstoff zur Energiegewinnung zu nutzen. Heute, bei einem Anteil von circa 21 % Sauerstoff
in der Atmosphére, ist dieser fiir fast alle Lebewesen essentiell, gleichzeitig birgt Sauerstoff aber
auch ein Gefahrenpotential. Durch verschiedene Reaktionen konnen sogenannte reaktive
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species; ROS) entstehen, welche sowohl Proteine, Lipide als
auch DNA Molekiile schdadigen konnen (Halliwell and Whiteman, 2004). Eine dieser reaktiven
Sauerstoffspezies ist das Superoxidanion (O;"). Dieses entsteht durch die Ubertragung eines
Elektrons auf ein Sauerstoffmolekiil z.B. wéhrend der zelluldiren Atmung oder wihrend der
Reaktion einiger Enzyme wie der Xanthinoxidase (McCord and Fridovich, 1969). Da damit im
Gegensatz zu Sauerstoff anstatt zwei freien Elektronen nur noch ein freies Elektron zur Reaktion zu
Verfiigung steht, wire das Superoxidradikal somit weniger ,,radikal® als Sauerstoff. Allerdings ist
Sauerstoff nicht sehr reaktionsfreudig, da seine beiden freien Elektronen jeweils den gleichen Spin
aufweisen und dementsprechend ebenfalls nur mit Elektronen mit parallelem Spin gepaart werden
konnen. Aus diesem Grund reagiert Sauerstoff am leichtesten mit radikalischen Verbindungen
(Halliwell and Gutteridge, 1985; Halliwell, 1992). Auch Superoxid ist wenig reaktiv, kann aber mit
Wasserstoffperoxid nach Haber/Weiss hochreaktive Hydroxylradikale (-OH) hervorbringen
(Beauchamp and Fridovich, 1970; Halliwell, 2006). Hierfiir reduziert Superoxid zunichst
dreiwertiges Eisen (I), welches anschlieBend in der Fentonreaktion (II) wieder oxidiert wird, wobei

u.a. Hydroxylradikale entstehen.

1 Fe3+ + Oz‘_ = F€2+ + Oz
II Fe?" + H,0, = Fe** + OH + -OH

Superoxid kann auBerdem mit Stickstoffmonoxid (NO) in einer sehr schnellen Reaktion das stark

oxidative Peroxinitrit (ONOO") bilden (Blough and Zafiriou, 1985; Huie and Padmaja, 1993).

0, +NO = ONOO

Peroxinitrit selbst kann wiederum weitere reaktive Spezies, wie Karbonat-, Stickstoffdioxid- und
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Hydroxylradikale, hervorbringen und somit Proteine, Lipide und DNA durch Nitrierung und
Oxidation direkt und indirekt schidigen (Beckman et al., 1990; Alvarez and Radi, 2003; Szabo et
al., 2007). Zum Beispiel kann Peroxinitrit die Aminosdure Tyrosin indirekt nitrieren (Beckman et
al., 1992; Alvarez et al., 1999; Galinanes and Matata, 2002; Szabo6 et al., 2007). Durch die Bildung
von  3-Nitrotyrosin, 3,3'-Dityrosin ~ oder  3,4-Dihydrophenylalanin  erfolgt  eine
Konformationsédnderung des Proteins. Handelt es sich hierbei um ein Enzym, kann die Nitrierung
zudem zu einer Inhibition oder gar Inaktivierung der enzymatischen Funktion fiihren (Beckman,
1996; Alvarez and Radi, 2003; Szab¢ et al., 2007). Die Nitrierung von Tyrosin kann auBBerdem die
Phosphorylierung eines Proteins verhindern, was wiederum viele zelluldre Reaktionen beeinflusst
(Martin et al., 1990; Beckman, 1996; Gow et al., 1996; Alvarez and Radi, 2003).

Im Bereich des physiologischen pH-Werts liegt Peroxinitrit als Sdure (ONOOH) vor, welche zum
einen durch passive Diffusion Membranen durchqueren und zum anderen schnell zu hochreaktiven
Stickstoffdioxid- und Hydroxylradikalen zerfallen kann (Beckman et al., 1990; Alvarez and Radi,
2003; Szabo et al., 2007).

ONOOH = NO; +-OH

Das aus dieser Reaktion und der Reaktion von Superoxid und Wasserstoffperoxid hervorgegangene
Hydroxylradikal gehort zu den starksten natiirlich vorkommenden Oxidationsmitteln und reagiert
mit nahezu allen Molekiilen in der Zelle. Das Radikal bewirkt DNA Strangbriiche, sowie
Verdnderungen der Zuckerbasen Purin und Pyrimidin und hinterldsst somit schwere DNA Schéden.
In Membranen kommt es zu Lipidperoxidation, was in Folge eine Kaskade weiterer radikalischer
Reaktionen auslost, welche die Integritdit der Membran storen. Auch Proteine und
Kohlenhydratketten werden von ‘OH angegriffen (Halliwell and Gutteridge, 1985; Halliwell, 1992).
Wihrend unter physiologischen Bedingungen diese reaktiven Spezies eine wichtige Funktion bei
der Signaliibertragung und auch bei der Abwehr pathogener Organismen ausiiben, fiihrt ein
UbermaB an ROS zu oxidativem Stress. Obwohl Superoxid selbst wenig reaktiv ist, stellt ein
Uberschuss an O, somit eine Gefahr fiir die Zelle dar. Die Regulation der Spiegel von reaktiven
Spezies ist daher lebensnotwendig.

Verglichen mit Sauerstoff ist Superoxid sehr instabil und zerféllt spontan zu H,O, und Sauerstoft. Je
nach pH-Wert der Losung, in der die Reaktion stattfindet, kann Superoxid iiber seine
korrespondierende Séure, das Hydroperoxyl Radikal (HO,-) oder iiber das geladene Anion (O,"),
abgebaut werden. Es ergeben sich hierdurch drei mogliche Formen der Dismutasereaktion (Rabani

and Nielsen, 1969; Bielski and Allen, 1977; Fridovich, 1983, 1986).
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| HO, + HO, = H,O, + O,
11 HOz + 02'_ +H = HzOz + Oz
111 02'_ + Oz'_ +2H' H202 + 02

Die Reaktion der ionisierten Formen miteinander verlduft aufgrund der AbstoBung durch die
negative Ladung beider Molekiile allerdings nur sehr langsam (Fridovich, 1983).

1969 beschrieb die Gruppe um McCord ein Enzym, das bei physiologischem pH von 7,4 diese
Reaktion mit weitaus hoherer Geschwindigkeit (in der Leber um Faktor 10° erhoht) katalysieren
kann und nannte es aufgrund seiner katalytischen Fihigkeit Superoxiddismutase (McCord and
Fridovich, 1969; Fridovich, 1986).

1.2 Superoxiddismutasen (SOD)

Die Superoxiddismutasen gehdren zu den Metalloenzymen, da sie in threm aktiven Zentrum jeweils
ein Metallion enthalten, das die Umwandlung von Superoxidradikalen zu Wasserstoffperoxid und
Sauerstoff katalysiert. Drei Formen der SOD lassen sich anhand des Metallions im aktiven Zentrum
des Enzyms unterscheiden, wobei zwei dieser SOD Formen eng miteinander verwandt sind und vor
allem in Prokaryoten auftreten. Sie tragen in ihrem aktiven Zentrum jeweils ein Mangan- oder ein
Eisenion und werden deswegen als MnSOD bzw. FeSOD bezeichnet. Die in allen eukaryotischen
Zellen vorkommende CuZnSOD enthélt ein katalytisch aktives Kupfer- (Cu*") sowie ein Zinkion
(Zn"). Obwohl alle Enzyme die gleiche Reaktion katalysieren, besteht keine Verwandtschaft
zwischen der eukaryotischen CuZnSOD und den beiden anderen SOD Formen (Steinman and Hill,
1973; Harris et al., 1980).

In Sdugern treten drei SOD Isoformen auf, welche als SOD1, SOD2 und SOD3 bezeichnet werden.
SOD1 ist eine ubiquitdr exprimierte CuZnSOD, die hauptsidchlich im Zytosol (Fridovich, 1986;
Chang et al., 1988; Crapo et al., 1992), aber auch in Mitochondrien (Chang et al., 1988; Okado-
Matsumoto and Fridovich, 2001), dem endoplasmatischen Retikulum (Kikuchi et al., 2006), den
Lysosomen (Geller and Winge, 1982; Chang et al., 1988), Peroxisomen (Keller et al., 1991; Crapo
et al., 1992; Wanders and Denis, 1992; Islinger et al., 2009) und dem Nukleus (Chang et al., 1988;
Crapo et al., 1992) lokalisiert ist. SOD1 wird als 154 Aminosduren langes und etwa 16.000 Dalton
(Da) schweres Apoenzym exprimiert, dessen erste Aminosdure, Methionin, allerdings nach der
Expression entfernt wird (Barra et al., 1980; Jabusch et al., 1980). Die Sekundirstruktur des

Proteins wird von einem Zylinder aus acht antiparallelen p-Faltblattstrukturen dominiert. Des
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Weiteren weist das Protein kurze a-helikale Abschnitte sowie lange, nicht repetitive Schleifen auf
(Thomas et al., 1974; Richardson et al., 1975; Tainer et al., 1982). Jedes SOD1 Protein ist zudem
jeweils mit einem Kupfer- und einem Zinkion beladen und bildet eine intramolekulare
Disulfidbriicke zwischen den Cysteinen Cys®’ und Cys'* aus (Banci et al., 2000; Arnesano et al.,
2004). Das Kupferion Cu** wird von vier Histidinresten stabilisiert (His*, His*®, His®', His''*) und
ist fiir seine Umgebung gut zugénglich, wihrend Zn" an die Histidine His®', His®, His’® und den
Aspartatrest Asp®' gebunden und in der Struktur des Proteins vergraben vorliegt (Thomas et al.,
1974; Richardson et al., 1975; Tainer et al., 1982). Wihrend Kupfer an der enzymatischen Reaktion
beteiligt ist, dient die Beladung mit Zink hauptséchlich der Stabilisierung der Proteinkonformation
(Forman and Fridovich, 1973). SODI1 ist ein sehr stabiles Protein, das noch bei etwa 80 °C, 4 %
SDS oder bis zu 10 M Harnstoff enzymatisch aktiv ist (Forman and Fridovich, 1973; Roe et al.,
1988; Arnesano et al., 2004). Fiir die enzymatische Reaktion bilden zwei SOD1 Proteine ein aktives
Dimer mit einem Molekulargewicht von etwa 32.000 Da. Jede Untereinheit enthélt hierbei jeweils
ein Kupfer- und ein Zinkion. Wéhrend der Dismutasereaktion der Superoxidanionen wird das im
aktiven Zentrum eingebundene Kupferion zunédchst durch Superoxid reduziert und im zweiten
Schritt, in welchem ein weiteres Superoxidanion mit Wasserstoff zu Wasserstoffperoxid reagiert,

wieder oxidiert.

I SOD1-Cu* + O,” = SOD1-Cu” + O,
II SOD1-Cu” + O, +2 H" = SOD1-Cu** + H,0;

Das bei dieser Reaktion entstehende Wasserstoffperoxid wird durch Katalasen und
Glutathionperoxidasen weiter zu Wasser und Sauerstoff detoxifiziert (Keilin and Hartree, 1938;
Mills, 1957; Maier and Chan, 2002).

An der Beladung des SOD1 Apoenzyms mit Kupfer ist ein Hilfsprotein, das Chaperon CCS
(Copper Chaperone for SODI), beteiligt, wobei CCS und SOD1 direkt miteinander interagieren
(Culotta et al., 1997; Casareno et al., 1998; Lamb et al., 2001). Die Struktur eines SOD1 Dimers ist
in Abb. 1 dargestellt.
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Abb. 1: CuZnSuperoxiddismutase (SOD1)

3D Struktur eines SOD1 Dimers bestehend aus zwei SOD1 Proteinen. Die grauen Pfeile stellen die B-Faltblattstrukturen
dar, die orangefarben Kugeln Zink und die blauen Kugeln Kupfer. Die Schleifen des Proteins, welche Zn" fixieren sind
ebenfalls in orange dargestellt, die Disulfidbriicke zwischen Cys®” und Cys'* ist rot gefarbt (Valentine et al., 2005).

In den Mitochondrien von Eukaryoten ist eine MnSOD zu finden, die eine hohe Ahnlichkeit zu der
MnSOD der Prokaryoten aufweist. Diese MnSOD wird auch als SOD2 bezeichnet und bildet aus
vier Untereinheiten ein Tetramer mit einem Molekulargewicht von etwa 80.000 Da. Der hohe
Verwandtschaftsgrad zu der MnSOD prokaryotischer Zellen wird mit der Endosymbionten-
hypothese erklért (Steinman and Hill, 1973; Weisiger and Fridovich, 1973).

SOD3 oder EC (extra cellular)-SOD ist ebenfalls eine CuZnSOD, welche im extrazelluldren Raum
lokalisiert ist und die sich im Gegensatz zur SOD1 aus vier identischen Untereinheiten zu einem
135.000 Da schweren Tetramer zusammensetzt (Marklund, 1982, 1984; Zelko et al., 2002).

Von diesen drei Isoformen riickte 1993 SOD1 in den Fokus der neurowissenschaftlichen
Forschung, nachdem entdeckt wurde, dass Mutationen im Gen dieses Enzyms zu einer familidren

Form der Amyotrophen Lateralsklerose fithren (Rosen et al., 1993).

1.3 Die Amyotrophe Lateralsklerose (ALS)

Bereits 1869 beschrieben der franzdsische Neurologe Jean-Martin Charcot und sein Kollege Alexis
Joffroy eine Erkrankung, die zu einer fortschreitenden Lahmung und schlieBlich zum Tod zweier
Patienten fiihrte. Mit einer weltweiten Inzidenz von 2 pro 100.000 und einer Pravalenz von 3 - 8 pro
100.000 Individuen z&hlt diese Erkrankung, die Amyotrophe Lateralsklerose (ALS), zu den
hiufigsten Erkrankungen des motorischen Nervensystems bei Erwachsenen. Die zunehmende

Muskelschwéche ist auf eine progressive Degeneration der oberen und unteren Motoneurone
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zuriickzufiihren. Die oberen Motoneurone ziehen vom motorischen Kortex zum Riickenmark und
geben Signale vom Gehirn an die unteren Motoneurone weiter, welche anschliefend die
Skelettmuskeln innervieren. Aufgrund der fehlenden Innervierung der Muskulatur durch die unteren
Motoneurone treten hierbei Lahmungserscheinungen mit nachfolgendem Muskelschwund auf.
Schiden der oberen Motoneurone duflern sich dagegen in spastischen Ldhmungen und einer
Hypertonie der Muskeln, da die Kontrolle {iber den motorischen Kortex unterbrochen ist. Haufig
treten zudem unkontrollierbare Muskelzuckungen (Faszikulationen), bis hin zu schmerzhaften
Krimpfen auf. Nur ein geringer Prozentsatz der Patienten (20 —30 %) zeigt eine bulbdren
Krankheitsbeginn; die ersten Symptome duflern sich hierbei durch Sprach- und Schluckstérungen.
In allen anderen Félle treten die ersten Symptome in den oberen oder unteren Extremitéten auf, die
Patienten haben zunéchst Probleme mit der Feinmotorik der Hénde oder Schwierigkeiten beim
Laufen. Im Verlauf der Erkrankung breiten sich die Ldhmungserscheinungen auch auf die anderen
Extremititen aus, bis der Patient vollig paralysiert ist. Generell nicht betroffen von der Lahmung ist
die vegetative Muskulatur und die Muskeln, welche die Augenbewegungen steuern. Auch die
Kontrolle iiber Blase und Darm bleibt erhalten. Die Krankheitsdauer variiert von wenigen Monaten
bis mehreren Jahren, im Schnitt betrégt sie jedoch 3 — 5 Jahre und endet mit dem Tod des Patienten.
Durch hiufiges Verschlucken von Nahrung oder Speichel im fortgeschrittenen Stadium der ALS
konnen Atemwegsinfektionen auftreten. Zusétzlich ist im spidteren Stadium auch die
Atemmuskulatur mehr und mehr von der Lahmung betroffen. Aus diesem Grund versterben die
Patienten oft an respiratorischer Insuffizienz. In der Regel bricht die Krankheit zwischen dem 50.
und 70. Lebensjahr aus. Sehr viel seltener zeigen sich Symptome vor dem 40. Lebensjahr. Manner
erkranken geringfiigig haufiger als Frauen (1,5:1). Wahrend das motorische Nervensystem stark
von der Krankheit betroffen ist, ist die sensorische Wahrnehmung und die kognitiven Fahigkeiten
der Patienten hdufig ungestort. In seltenen Fillen kann die ALS mit einer Demenz einhergehen.

Auch wenn Krankheitsbeginn und -verlauf von Patient zu Patient sehr stark variieren, gibt es

histopathologische Merkmale, die charakteristisch fiir ALS sind.

1.3.1 Histopathologische Merkmale der ALS

Wichtigstes histopathologisches Kennzeichen der ALS ist die Degeneration von Motoneuronen, die
letztendlich die Symptomatik der Krankheit bestimmt. Histologische Schnitte des Riickenmarks von
ALS Patienten zeigen vor allem einen starken Riickgang der Motoneurone im ventralen Horn. Noch
lebende Motorneuron weisen hiufig histopathologische Verdanderungen, wie einen verkleinerten
Zellkorper auf. Axonale Schwellungen von 25 uym und mehr werden ebenfalls in den unteren

Motoneuronen vor der Degeneration des Zellkorpers beobachtet (Delisle and Carpenter, 1984; Chou
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and Norris, 1993). Intrazelluldre Einschliisse und Aggregate in Neuronen und Gliazellen (Bunina
Korperchen [Bunina, 1962; Tomonaga et al., 1978], ubiquitinierte strangartige Einschliisse [skein-
like inclusions] [Mizusawa et al., 1991] und Lewy Korper-dhnliche Hyalineinschliisse [Murayama
et al., 1989; Sasaki and Maruyama, 1991] sowie Neurofilamentaggregate [Carpenter, 1968; Hirano
et al., 1984; Munoz et al., 1988]) sind ebenfalls histopathologische Kennzeichen der Krankheit.
Akkumulation von Neurofilamenten werden hierbei auch mit proximalen Schwellungen der
neuronalen Fortsdtze assoziiert (Sasaki et al., 1988, 1990). Ein weiteres Merkmal der Erkrankung
ist die Gliose, die in diesem Fall die neuroinflammatorische Reaktion des ZNS auf die Degeneration
der Motoneurone und die Anreicherung von Gliazellen in beschddigten Bereichen des
Nervensystems darstellt (Kawamata et al., 1992; Sargsyan et al., 2005; Neusch et al., 2007).
Mitochondrien von ALS Patienten weisen ebenfalls pathologische Verdnderungen auf.
Elektromikroskopische Untersuchungen ergaben, dass Mitochondrien in Motoneuronen des
Vorderhorns von Patienten stark aggregierten und verdichtete Cristaec aufwiesen (Sasaki and Iwata,
1996, 1999).

Welche Faktoren diese pathologischen Verdnderungen auslosen, ist immer noch weitestgehend
unbekannt. Eine Kombination aus Umwelt- und genetischen Faktoren wird vermutet. Schon friih
wurde beobachtet, dass innerhalb einer Familie mehrere Individuen von der Erkrankung betroffen
sein konnen, wihrend in anderen Féllen kein familidrer Hintergrund nachgewiesen werden konnte.
Man unterscheidet heute deswegen familidre Formen der ALS (fALS) von sporadisch auftretenden
Fillen der Erkrankung (sALS). Klinisch ist die sporadische von der familidren Form jedoch nicht zu
unterscheiden. ALS ist bis heute unheilbar. Einzig flir den Glutamat-Antagonisten Riluzol
(Rilutek®) konnte eine lebensverlingernde Wirkung von etwa drei Monaten nachgewiesen werden
(Bensimon et al., 1994; Miller et al., 2007). Die Wirksamkeit weiterer Substanzen wurden von
Zoccolella und Kollegen ausfiihrlich zusammengefasst (Zoccolella et al., 2009). Krankengymnastik,
Ergotherapie und Logopéddie sowie Massagen, aber auch die Gabe krampflosender Mittel konnen

zudem die Lebensqualitdt der Patienten stark verbessern.

1.3.2 Sporadische und familiiire Formen der ALS

Etwa 90 % aller ALS Fille treten sporadisch auf. Die Angehorigen der Betroffenen zeigen kein
erhohtes Risiko ebenfalls an ALS zu erkranken. Bei der familidren Form der ALS dagegen leiden
neben dem Patienten weitere Familienmitglieder an der Krankheit, weswegen hier von einer
genetischen Ursache fiir die Erkrankung ausgegangen werden kann. Tatsédchlich wurden inzwischen
zahlreiche Gene identifiziert, die mit fALS, aber auch mit sSALS assoziiert werden (Tabelle 19 —
Anhang). Weitere mit ALS assoziierte Gene sind unter http://alsod.iop.kcl.ac.uk/index.aspx

7
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aufgelistet.

Viele der hier beschriebenen Mutationen werden zwar autosomal dominant, jedoch hdufig mit
unvollstindiger Penetranz vererbt. Mutationen in einem der mit ALS assoziierten Gene fiihren
somit nicht zwangsldufig zum Ausbruch der Krankheit. Durch die frilhe Entdeckung des
Zusammenhangs zwischen mutanter SOD1 (SOD1™") und ALS riickte das Enzym in den
Mittelpunkt der Forschung. Zahlreiche Studien sowohl in Patienten als auch in Tiermodellen
befassen sich derzeit mit der Pathologie SOD1-vermittelter ALS. Neben der Grundlagenforschung
bietet die Arbeit mit Tiermodellen auch eine Moglichkeit Therapien zu entwickeln, die auch bei

sporadischer ALS angewendet werden konnen.

1.3.3 ALS als Folge einer Mutation im Gen der SOD1

Etwa 20 % aller familidaren ALS Félle werden von Mutationen im Gen der SODI verursacht.
Inzwischen sind mehr als 160 Mutationen in iiber 80 Aminosduren der SOD1 bekannt, die zu einer
Form der ALS fiihren konnen. Die meisten dieser Mutationen sind Punktmutationen, bei denen eine
Base gegen eine andere ausgetauscht wird. Die Darstellung dieser Mutationen erfolgt {iber den
Einbuchstabencode der urspriinglichen Aminosédure, die Nummer der Position dieser Aminosdure
im Protein und der sie aufgrund der Mutation ersetzenden Aminosdure. Ein Beispiel wire der
Austausch der 90. Aminosdure Aspartat gegen Alanin (D90A). Es handelt sich hierbei um die
einzige Mutation, die sowohl autosomal dominant als auch rezessiv vererbt werden kann, wahrend
alle anderen SOD1 Mutationen ausschlieBlich dominant vererbt werden. (Andersen et al., 1995;
Khoris et al., 2000; Jonsson et al., 2002). Die einzelnen Mutationen im sod! Gen préigen sich stark
unterschiedlich auf Krankheitsausbruch und -verlauf aus. Je nach Mutation konnen die ersten
Symptome zwischen dem 30. und 70 Lebensjahr auftreten, der Krankheitsverlauf kann zwischen

wenigen Monaten bis zu mehr als 15 Jahren betragen (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Durchschnittlicher Krankheitsausbruch und -verlauf in SOD1™ -vermittelter
ALS (nach Wang et al., 2008)

Mutation  Kranheitsausbruch [Jahre]  Krankheitsverlauf [Jahre]

A4V 47,7 1,2
G37R 36,9 17,0
G41D 452 14,1
G41S 47,9 1,0
G85R 55,5 6,0
G93A 46,0 3,1
G93C 458 12,1
SALS 58,4 2,5

Die Mechanismen, die zu der Motoneuronendegeneration durch mutierte SOD1 fiihren, sind immer
noch weitestgehend unbekannt. Transgene Maéuse, die mutante humane oder murine SODI1
exprimieren, zeigen im fortschreitenden Alter einen ALS dhnlichen Phianotyp (Gurney et al., 1994;
Dal Canto and Gurney, 1995; Ripps et al., 1995; Bruijn et al., 1997b). Da SOD1 ein wichtiges
Enzym der antioxidativen Abwehr darstellt, wurde zunidchst angenommen, dass Mutationen im Gen
zu einem Verlust der Dismutaseaktivitit filhren konnten und reaktive Sauerstoffspezies den
Untergang der Motoneurone herbeifiihren. In Patienten wurde fiir verschiedene Mutationen eine
verringerte SOD1 Aktivitdt (Bowling et al., 1993; Deng et al., 1993) und erhohte ROS Mengen
nachgewiesen (Said Ahmed et al., 2000). Es konnte allerdings gezeigt werden, dass einige der
mutanten SOD1 Formen, die eine mit dem wildtypischen Protein vergleichbare enzymatische
Aktivitdt aufwiesen, in transgenen Méusen dennoch eine progressive Motoneuronendegeneration
bedingten (Dal Canto and Gurney, 1994; Gurney et al., 1994; Wong et al., 1995). Miuse, deren
sodl Gen inaktiviert worden war, entwickelten sich zudem normal und zeigten keine Symptome
einer Motoneuronenerkrankung, wiesen jedoch eine verkiirzte Lebensspanne auf (Reaume et al.,
1996; Elchuri et al., 2005). Hohe Expressionsspiegel wildtypischer SOD1 16sten ebenfalls keine
Degeneration der Motoneurone bei transgenen Méuse aus (Gurney et al., 1994; Wong et al., 1995).
In Maiusen, die neben einer mutanten SOD1 gleichzeitig hohe Mengen an wildtypischer SOD1
exprimierten, verlief die Erkrankung entgegen aller Erwartungen wesentlich schwerwiegender als in
Mausen, die nur die mutanten Form exprimierten (Jaarsma et al., 2000; Fukada et al., 2001; Deng et

al., 2006; Wang et al., 2009b). Die Hypothese, dass der Ausfall der enzymatischen Aktivitdt von
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SOD1 das Absterben der Motoneurone bedingt, konnte somit nicht bestitigt werden. Es wird
vermutet, dass Mutationen im Gen der SODI1 vielmehr zu einer neu erworbenen toxischen
Eigenschaft des Proteins flihren. Diese Eigenschaft ist bisher nicht bekannt, es werden jedoch
mehrere Mechanismen diskutiert, die den SODI1-vermittelten Neuronenverlust herbeifiihren
konnten. So ist bekannt, dass die meisten SOD1 Mutationen zu einer Fehlfaltung des Proteins
fiihren. Diese fehlgefalteten Proteine bilden in der Zelle unlosliche, ubiquitinierte Aggregate, die in
Maiusen bereits prasymptomatisch nachgewiesen werden konnten und sich im Laufe der
Erkrankung weiter ausbreiteten (Bruijn et al., 1998; Stieber et al., 2000a, 2000b). Es ist nicht klar,
ob die Bildung dieser Aggregate Ursache oder Folge der Neurodegeneration ist, es wird jedoch
angenommen, dass bei ALS fehlgefaltete SODI1 Proteine und intrazellulire Aggregate die
Faltungsmaschinerie der Chaperone blockieren, den proteasomalen Abbau anderer fehlgefalteter
Proteine storen, Organellen, wie Mitochondrien oder das endoplasmatische Retikulum (ER),
schiadigen und den axonalen Transport beeintrachtigen. Essentielle Proteine, die mit mutanter SOD1
ko-aggregieren, werden hierdurch aus dem Metabolismus der Zelle entfernt und kénnen somit
betrachtlich zur Schidigung der Zelle beitragen. Die Fehlfaltung mutanter SOD1 koénnte die im
Protein vergrabenen Schwermetalle Kupfer und Zink freilegen sowie die Affinitit des Enzyms zu
aberranten Substraten erhdhen und somit oxidativen Stress induzieren. Des Weiteren wird
Exzitotoxizitdt stark mit dem Untergang von Neuronen assoziiert. Diese Theorien werden gestiitzt
durch Beobachtungen sowohl in in vitro- und in vivo-Studien als auch an betroffenen Patienten

(Boillée et al., 2006a; Ilieva et al., 2009; Rothstein, 2009).

1.3.3.1 SODI1-vermittelte ALS ist keine zellautonome Erkrankung

SOD1 Proteine werden nicht nur in Motoneuronen, sondern ubiquitdr exprimiert. Dementsprechend
besteht die Moglichkeit, dass mutante SOD1 nicht nur durch Expression in Motoneuronen, sondern
auch in anderen Zelltypen zu der Erkrankung beitragt. Tatsdchlich wurde beobachtet, dass die
Expression mutanter SODI1 allein in Motoneuronen zu keiner (Pramatarova et al., 2001; Lino et al.,
2002) bzw. zu einem sehr spiaten Ausbruch der Krankheit mit einem langsamen Verlauf fiihrt
(Jaarsma et al., 2008). Die gezielte Expression der murinen Mutation SOD1%® in Astrozyten fiihrte
ebenfalls zu keiner Motoneuronendegeneration (Gong et al., 2000).

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Expression mutanter SODI in
Motoneuronen den Zeitpunkt des Krankheitsausbruchs bestimmt, wihrend die Expression mutanter
SOD1 in den umliegenden, nicht neuronalen Zellen einen Einfluss auf die Dauer des
Krankheitsverlaufs hat (Clement et al., 2003; Ralph et al., 2005; Boillée et al., 2006b; Jaarsma et al.,
2008; Yamanaka et al., 2008a, 2008b; Wang et al., 2009¢). So wurde gezeigt, dass eine verminderte
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Expression von SOD1%™ (Boillée et al., 2006b) und SOD19*® (Wang et al., 2009¢) in den
Mikrogliazellen den Krankheitsverlauf bei transgenen Maiusen stark verlangsamte. Auch eine
Knochenmarkstransplantation, durch welche wildtypische Mikroglia in Mikroglia-defiziente
SOD1%** Maiuse eingebracht wurden, fiihrte zu einer verlingerten Krankheitsdauer (Beers et al.,
2006). Der Ausbruchszeitpunkt der Symptome konnte in allen Studien jedoch nicht verdndert
werden. Umgekehrt konnten SOD1%** mutante Mikrogliazellen in Mikroglia-defizienten Miusen
keine Muskelkrankheit auslosen (Beers et al., 2006). Mikrogliazellen sind somit nicht allein
verantwortlich fiir den Ausbruch der Krankheit. Auch die Reduktion von SOD1%™® Proteinen in
Astrozyten fiihrte zu einem langsameren Verlauf ohne Einfluss auf den Ausbruchszeitpunkt zu
nehmen (Yamanaka et al., 2008b). Moglicherweise spielt hier die verminderte Expression des
astrozytdren Glutamattransporters EAAT2 (Bruijn et al., 1997b) und die verdanderte Regulation der
GluR2 Untereinheit in AMPA-Rezeptoren der Neurone durch Astrozyten eine entscheidende Rolle
(Van Damme et al., 2005, 2007). Schwannzellen myelinisieren die unteren Motoneurone des
peripheren Nervensystem. Die gezielte Reduktion von SOD1%"™® Proteinen verkiirzte die Lebenszeit
von transgenen Mdusen drastisch, ohne sich wiederum auf den Zeitpunkt der ersten Symptome
auszuwirken (Lobsiger et al., 2009). Eine Verschlechterung des Krankheitsverlaufs nach
Verminderung mutanter SOD1 in Schwannzellen kénnte von der Entfernung einer dismutaseaktiven
SOD1 herriihren, da der Verlauf hierdurch vergleichbar wurde mit dem Verlauf von
dismutaseinaktiven Mutationen (Jonsson et al., 2004; Lobsiger et al., 2007, 2009). In SOD19%4
transgenen Maiusen konnte die Reduktion mutanter SOD1 in den Muskeln den Phénotyp der

Krankheit nicht verdndern (Miller et al., 2006).

1.3.3.2 SOD1-positive Proteinaggregate in ALS

Sowohl in fALS und sALS Patienten als auch in SODI transgenen Méusen und Ratten treten
Detergenz unlosliche Proteinaggregate auf (Bruijn et al.,, 1997b, 1998; Watanabe et al., 2001;
Howland et al., 2002). In SODI transgenen Tieren und bei SOD1-vermittelter fALS ist mutierte
fehlgefaltete SOD1 stark in diesen Aggregaten vertreten. Es ist umstritten, ob wildtypische SOD1
ebenfalls in den Aggregaten angereichert ist (Deng et al., 2006; Witan et al., 2009), es konnten
allerdings andere Proteine in den unloslichen Einschliissen nachgewiesen werden (Watanabe et al.,
2001; Pasinelli et al., 2004; Basso et al., 2009; Bergemalm et al., 2010). In sporadischer und
familidrer ALS sowie in Tiermodellen ist Ubiquitin hiufig in den Aggregaten vertreten (Sasaki and
Maruyama, 1991; Bruijn et al., 1997b; Stieber et al., 2000b; Watanabe et al., 2001; Howland et al.,
2002). Da Proteinaggregate bei vielen neurodegenerativen Erkrankungen beobachtet werden wurde

bisher angenommen, dass sie zur Pathologie der Krankheiten beitragen. Fiir obligatorische SOD1
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Dimere konnte ein direkter Zusammenhang zwischen Aggregationspotential und Toxizitdt jedoch

nicht gezeigt werden (Witan et al., 2008).

1.3.3.3 Fehlgefaltete mutante SOD1 Proteine und Storung des Ubiquitin/Proteasomsystems

Chaperone, wie die Hitzeschockproteine (HSP), sorgen fiir die korrekte Faltung neu synthetisierter
Proteine und konnen ferner Fehlfaltungen beschéadigter Proteine korrigieren. Ist die
Faltungsmaschinerie der Chaperone blockiert, kann dies zu einer erhohten Akkumulation
missgefalteter Proteine in der Zelle fithren. In SOD19** und SOD1%**® transgenen Méiusen zeigte
sich im Riickenmark, nicht jedoch in anderen Geweben, bereits prisymptomatisch eine stark
verringerte Chaperonenaktivitit (Bruening et al., 1999; Tummala et al., 2005). Im Riickenmark
transgener Maiusen (SODI1%7%, SOD1%® und SODI19”*) wurden erhohte Chaperonmengen
beschrieben (Vleminckx et al., 2002; Wang et al., 2003). Erhohte Chaperonspiegel dienen
moglicherweise der Kompensation einer verminderten Aktivitidt. Chaperone interagieren mit
fehlgefalteten, 16slichen SOD1 Proteinen (Zetterstrom et al., 2011) und wurden auch in SODI
positiven Aggregaten entdeckt (Howland et al., 2002; Basso et al., 2009; Bergemalm et al., 2010).
Eine verringerte Chaperonenaktivitit in den Motoneuronen konnte sehr schnell zum Tod der
Nervenzellen fithren. Die Bereitstellung groBer Mengen Chaperone wirkte sich neuroprotektiv in
kultivierten Motoneuronen aus (Bruening et al., 1999; Batulan et al., 2006), die Uberexpression des
Hitzeschockproteins HSP70 hatte dagegen keinen positiven Effekt in SODI1 transgenen Méausen
(Liu et al., 2005).

Das Ubiquitin/Proteasomsystem dient dem Abbau irreversibel fehlgefalteter und beschidigter
Proteine. Um den proteasomalen Abbau zugefiihrt werden zu konnen, werden fehlgefaltete Proteine
mit einer Polyubiquitinkette markiert und anschlieend im Proteasomapparat degradiert (Schwartz
and Ciechanover, 1992; Weissman et al., 2011). Ubiquitinierte Proteine, die in Aggregaten
akkumulieren, storen den proteasomalen Abbau und kdnnen somit die gesamte Zelle schadigen
(Bence et al., 2001). Die Degradation fehlgefalteter SOD1 Proteine erfolgt u. a. ebenfalls iiber das
Proteasom (Hoffman et al., 1996; Niwa et al., 2002; Urushitani et al., 2004). Durch die Aggregation
dieser fehlgefalteten, mutanten SOD1 Proteine, nicht jedoch durch wildtypische SOD1, wird der
Proteasomapparat gehemmt und der Tod der Zelle eingeleitet (Hyun et al., 2002, 2003; Urushitani
et al., 2002; Kabashi et al., 2004; Cheroni et al., 2009). Die Inhibition des Proteasoms fiihrt
wiederum zu einer gesteigerten Aggregationstendenz der mutanten SOD1 Proteine (Urushitani et
al., 2002; Hyun et al., 2003; Puttaparthi et al., 2003) Hierdurch entsteht ein Teufelskreis, der

malgeblich am Untergang von Motoneuronen beteiligt sein konnte.
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1.3.3.4 Mitochondriale Defekte

Pathologische Verdnderungen der Mitochondrien treten in vielen neurodegenerativen Erkrankungen
auf. Strukturelle Verdnderungen der Mitochondrien sind auch ein charakteristisches
histopathologisches Merkmal bei ALS (Wong et al., 1995; Sasaki and Iwata, 1996, 1999). Obwohl
SOD1 hauptsdchlich im Zytosol lokalisiert ist, findet sich ein geringer Teil der Proteine in den
Mitochondrien (Chang et al., 1988; Okado-Matsumoto and Fridovich, 2001). Das Apoenzym wird
hierbei iiber das Transportprotein TOM (Translocator of the Outer Membrane) in den
Intermembranraum der Mitochondrien eingeschleust, wo CCS es mit Kupfer belddt und die
intramolekulare Disulfidbriicke bildet (Sturtz et al., 2001; Field et al., 2003; Kawamata and
Manfredi, 2010). Das wihrend der Atmungskette anfallende Superoxid wird in der
Mitochondrienmatrix von der Mangan-haltigen SOD2 detoxifiziert (Weisiger and Fridovich, 1973;
Fridovich, 1989). Superoxidradikale, die in den Intermembranraum der Organellen vordringen,
konnen von SOD2 aber nicht erreicht werden (Han et al., 2001). Die Lokalisation von SODI1 im
Intermembranraum der Mitochondrien stellt somit einen potentiellen Schutz gegen oxidative
Schiden dar. Mutante SOD1 Proteine akkumulieren ebenfalls in Mitochondrien (Higgins et al.,
2002; Sasaki et al., 2004; Deng et al., 2006) und fiihrten im Riickenmark transgener Mausen zu
vakuolisierten und degenerierten Mitochondrien (Dal Canto and Gurney, 1994; Wong et al., 1995;
Jaarsma et al., 2000; Liu et al., 2004). In Zellkulturexperimenten schiadigte mutante SOD1 ebenfalls
die Mitochondrien neuronaler Zellen (Carri et al., 1997; Liu et al., 2002; Menzies et al., 2002).
Durch die Akkumulation und Aggregation mutanter SOD1 Proteine im oder auf dem
Mitochondrium (Liu et al, 2004; Deng et al., 2006) konnten die Transportproteine TIM
(Translocator of the Inner Membrane) und TOM behindert werden, die u.a. nukledr exprimierte
Mitochondrienproteine vom Zytosol in den Intermembranraum und die Matrix transportieren. Eine
Vermehrung der Mitochondrien wire somit gestdrt. Ob mutante SOD1 Proteine eine funktionelle
Storung der Mitochondrien hervorrufen, ist umstritten. Wahrend in SOD1%** transgenen Méusen
die Menge des bei der zelluldren Atmung produzierte Adenosintriphosphat (ATP) verringert war
(Mattiazzi et al., 2002; Browne et al., 2006), wiesen SOD1%%® Miuse keine verinderten ATP
Spiegel auf (Damiano et al., 2006). Auch die Auswirkung mutanter SOD1 auf die Aktivitdt der
Atmungskettenkomplexe wurde in verschiedenen Studien unterschiedlich beschrieben (Bowling et
al., 1993; Browne et al., 1998; Jung et al., 2002; Mattiazzi et al., 2002; Damiano et al., 2006). Eine
in der Skelettmuskulatur bei sALS Patienten gemessene Beeintridchtigung der zelluliren Atmung
wurde ausschlielich nach Ausbruch der Symptome beobachtet (Vielhaber et al., 1999; Chung and
Suh, 2002; Dupuis et al., 2003). Es lésst sich somit nicht ausschlieBen, dass es sich hierbei um eine

Folge der Muskelatrophie handelt (Boillée et al., 2006a). Mitochondrien erfiillen neben der
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zelluldren Atmung und Produktion von ATP noch eine wichtige Aufgabe als Kalziumspeicher und
zur Aufrechterhaltung der Kalziumhomdostase in der Zelle. Ist die Kalzium Aufnahmefahigkeit der
Mitochondrien gestort und untypisch hohe Mengen Kalzium im Zytosol der Zelle, kann dies zu
einer verstarkten ROS Produktion fiihren und den Untergang des Neurons herbeifiihren (Dykens,
1994). Die Pufferkapazitit der Mitochondrien fiir Kalzium ist in SODI1%** exprimierenden
Motoneuronen stark beeintrachtigt (Kruman et al., 1999; Damiano et al., 2006). Somit besteht eine
direkte Verbindung zur Glutamat-vermittelten Exzitotoxizitdt, bei der ein erhdhter zytosolischer
Kalziumspiegel als Teil einer ganzen Kaskade letztendlich die Degeneration des postsynaptischen

Neurons herbeifiihrt.

1.3.3.5 Storung des Endoplasmatischen Retikulums

Neben den Mitochondrien dient auch das Endoplasmatische Retikulum (ER) als intrazelluldrer
Kalziumspeicher und so wie in Mitochondrien akkumulieren mutante SOD1 Proteine auch im ER
des betroffenen Gewebes (Kikuchi et al., 2006). Neben seiner Pufferkapazitit fiir Kalzium ist das
ER auch ein Ort der Proteinbiosynthese. Dort werden Proteine translatiert, posttranslational
modifiziert und korrekt gefaltet. Bei der Ausbildung der Sekundérstruktur der neu synthetisierten
Proteine helfen Chaperone, wie das Binding immunoglobulin Protein (BiP) oder die Proteindisulfid-
isomerase (PDI), die im Lumen des ERs lokalisiert sind (Schroder and Kaufman, 2005; Maittinen
et al., 2010). BiP wird bei ER Stress induziert, um die Akkumulation missgefalteter Proteine zu
verhindern (Kozutsumi et al., 1988; Hurtley and Helenius, 1989). Konnen fehlgefaltete Proteine
nicht repariert werden, wird die Unfolded Protein Response (UPR) eingeleitet, die zum einen die
gesamte Translationsmaschinerie stoppt, die Aktivitdit der ER Chaperone erhoht, ER assoziierte
Degradation (ERAD) einleitet und als letzten Schritt den Zelltod herbeifiihrt (Kanekura et al.,
2009). Eine Interaktion mutanter SOD1 mit den Chaperonen BiP und PDI konnte im Riickenmark
von SOD19*® transgenen Médusen und SOD1%** transgenen Mausen und Ratten sowie fiir PDI auch
in Zellkulturexperimenten gezeigt werden (Atkin et al., 2006; Kikuchi et al., 2006). In SOD1™"
transgenen Maiusen und Ratten sowie in SOD1™" transient exprimierenden Zellen wurden des
Weiteren erhohte Spiegel sowohl von BiP als auch von PDI beschrieben (Tobisawa et al., 2003;
Atkin et al., 2006). In murinen NSC-34 Zellen interagierte allerdings auch wildtypische SOD1 zu
einem geringeren Anteil mit PDI und induzierte das Chaperon (Atkin et al., 2006). In einem
weiteren SOD19%** Mausmodell konnte keine Erhéhung des ER Stressmarkers BiP gezeigt werden,
hier lag allerdings Caspase-12 im Riickenmark prasymptomatischer Tiere in ihrer aktivierten Form
vor (Wootz et al., 2004). Durch ER Stress aktivierte Caspase-12 steht am Anfang einer
Reaktionskaskade, die den Zelltod einleitet (Nakagawa et al., 2000; Rao et al., 2001). Mutante
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SOD1 bindet nicht nur an Chaperone des ERs, sondern stort zusétzlich die ER assoziierte
Degradation fehlgefalteter Proteine durch Interaktion mit dem Transmembranprotein Derlin-1.
Derlin-1 fiihrt missgefaltete Proteine aus dem ER ins Zytosol, wo diese Proteine anschliefend durch
das Proteasom abgebaut werden konnen. Mutante SOD1 Proteine fiihrten so zu ER-Stress-
vermitteltem Zelltod iiber die Apoptose Signal-regulierende Kinase 1 (ASK1) (Nishitoh et al.,
2008).

Nicht nur ER-Stress-vermittelte Apoptose stellt eine Gefahr fiir die Zelle dar. Die Stérung des ERs
durch mutante SODI1 konnte die Synthese wichtiger Proteine, wie des exzitatorischen
Aminosédurentransporter 2 (EAAT2) behindern (Ilieva et al., 2009). Dieses Transportsystem entfernt
Glutamat aus dem synaptischen Spalt und spielt damit eine entscheidende Rolle bei der Regulation

Glutamat-vermittelter Exzitotoxizitét.

1.3.3.6 Exzitotoxizititshypothese

Neurone werden durch den exzitatorischen Neurotransmitter Glutamat aktiviert. Erhohte
Glutamatspiegel im synaptischen Spalt konnen jedoch zu einer Dauererregung des postsynaptischen
Neurons fiihren, indem der Transmitter an die in die postsynaptische Membran eingelagerten
Glutamatrezeptoren o-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsdure (AMPA)-Rezeptor und
N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptor bindet. Bindet Glutamat an einen dieser Rezeptoren,
erhoht sich dessen Permeabilitét fiir Kalzium, welches verstirkt in die Zelle einstromt und sich im
Zytosol anreichert. Um die Kalziumhomdostase in der Zelle aufrecht zu erhalten, werden in der
Zelle frei liegende Kalziumionen in die Mitochondrien und in das Endoplasmatische Retikulum
aufgenommen. Ist die Speicherkapazitit der Organellen iiberschritten oder durch andere Faktoren
gestort, 16st Kalzium eine Kaskade toxischer Reaktionen aus, die den Tod der Zelle herbeifiihren.
Man spricht hierbei von Glutamat-vermittelter Exzitotoxizitit. Dieser Mechanismus koénnte zum
Absterben der Motoneurone beim Krankheitsverlauf der ALS beitragen, da in der zerebrospinalen
Fliissigkeit von ALS Patienten erhohte Glutamatspiegel gemessen wurden (Rothstein et al., 1990;
Spreux-Varoquaux et al.,, 2002). AMPA-Rezeptor Antagonisten verldngerten zudem die
Lebensspanne SOD19%*# transgener Miuse (Canton et al., 2001; Van Damme et al., 2003).

Extrazelluldre Glutamatspiegel werden durch den astrozytiren Glutamattransporter, EAAT2
(GLT-1 in Nagetieren) reguliert, der den Neurotransmitter aus dem synaptischen Spalt entfernt
(Rothstein et al., 1996). Dieser Transport ist im Riickenmark, im motorischen und im
somatosensorischen Kortex von ALS Patienten jedoch stark eingeschrinkt (Rothstein et al., 1992).
Tatsachlich konnte ein starker Riickgang des Glutamattransporters im Riickenmark und im

Motorkortex von ALS Patienten nachgewiesen werden (Rothstein et al., 1995), ohne dass die
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Transkription des eaat? Gens verindert war (Bristol and Rothstein, 1996). Auch SODI1%*®
transgene Méuse und SOD1%** transgene Ratten zeigten prasymptomatisch und nach Ausbruch der
Symptome verminderte Spiegel des Transporters EAAT2 (Bruijn et al., 1997b; Howland et al.,
2002). Ebenso inhibierten mutante SOD1 Proteine die Funktion des Transporters unter Einwirkung
von H,O, (Trotti et al., 1999), vermutlich durch die aberrante Reaktion der mutanten SOD1 mit
H,O, und die hierdurch entstehenden reaktiven Spezies (Trotti et al., 1998). Eine erhohte
Expression von EAAT2 verzogerte den Ausbruch der Krankheit (Guo et al., 2003) und verlédngerte
in weiteren Studien auch die Lebensspanne SOD19%* transgener Méuse (Rothstein et al., 2005;
Ganel et al., 2006). Astrozyten schiitzen ihre benachbarten Nervenzellen zusétzlich, indem sie die
Expression der AMPA-Rezeptor Untereinheit GIuR2 anregen. Diese Untereinheit bewirkt eine
Impermeabilitit des Glutamatrezeptors fiir Kalzium (Hollmann et al., 1991) und schiitzt das Neuron
somit vor Exzitotoxizitdt. Die Expression mutanter SOD1 Proteine in den Astrozyten verhinderte
diese Regulation (Van Damme et al., 2007).

Mutante SODI1 Proteine tragen somit auf verschiedene Weise zu einer Anreicherung des
exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat im synaptischen Spalt bei. Durch gleichzeitige
Schéadigung der Mitochondrien und des ERs durch mutante SODI1, die ebenfalls zu einer
verminderten Kalziumaufnahme und gesteigerter ROS Produktion fiihrt, wird die toxische Wirkung

der mutierten Proteine weiter potenziert.

1.3.3.7 Aberrante Enzymaktivitit mutierter SOD1 Proteine

Der Austausch einer Aminosdure gegen eine andere kann zu einer Konformationsinderung des
mutierten Proteins fithren. Rontgenstrukturanalysen von mutanten SOD1 Proteinen zeigten, dass
Mutationen im sod! Gen hauptséchlich die zylindrische B-Faltblattstruktur und die Dimerisierung
zweier SOD1 Proteine storen (Deng et al., 1993; Hough et al., 2004). Weiterhin ist es mithilfe
spezifischer Antikorper, die an Epitope binden, welche normalerweise innerhalb der
dreidimensionalen Struktur verborgen liegen, mdglich, die Fehlfaltung eines mutierten Proteins zu
untersuchen. Auch fiir mutante SOD1 Proteine wurde mit solchen Antikérpern eine Missfaltung des
Proteins nachgewiesen (Rakhit et al., 2007; Kerman et al., 2010; Prudencio and Borchelt, 2011).

Vermutlich fiihren solche Konformationsdnderungen zu neuen toxischen Eigenschaften des
mutierten SODI1 Proteins. So wurde gezeigt, dass viele Mutationen im sod/ Gen zu einer
verminderten Zink-Affinitit und gleichzeitig zu einer verringerten Stabilitidt des mutierten Proteins
filhrten (Crow et al., 1997a). Da Zink und Kupfer gemeinsam an das Histidin His® binden, kénnte
sich ein Fehlen von Zink auch auf das katalytische Potential des Kupferions auswirken. Eine

Konformationsdnderung konnte die Schwermetalle Kupfer und Zink der Umgebung zuginglich
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machen und es dem katalytischen Kupferion dadurch erméglichen mit aberranten Substraten zu
interagieren (Estévez et al., 1999).

Unter bestimmten Bedingungen kann die katalytische Reaktion der SOD1 auch riickwérts ablaufen
und das Enzym aus Wasserstoffperoxid wieder Superoxidanionen und Wasserstoff hervorbringen
(I). Uber die Fenton-Reaktion reagiert das reduzierte Kupferion erneut mit Wasserstoffperoxid zu
Hydroxidionen (OH") und hochreaktiven Hydroxylradikalen (II) (Hodgson and Fridovich, 1973;
Yim et al., 1990; Zhang et al., 2002; Liochev and Fridovich, 2010).

I SOD1-Cu*" + H,0, = SOD1-Cu" + O, + 2 H"
II SODI1-Cu” + H,0, = SODI1-Cu** + -OH + OH

Mutante SOD1 Proteine besitzen eine erhohte Peroxidaseaktivitit und setzen H»O, als Substrat um
(Wiedau-Pazos et al., 1996). Zudem zeigten SOD1%** Proteine eine erhohte ROS Produktion (Yim
et al., 1996). Die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies generiert oxidativen Stress in der Zelle.
Zusatzlich konnen Superoxidanionen mit Stickstoffmonoxid zu Peroxynitrit reagieren. Dieses
Radikal kann wiederum mit wildtypischer (Ischiropoulos et al., 1992), vor allem aber auch mit
mutanter oder Zink-defizienter SOD1 (Crow et al., 1997a; Estévez et al., 1999) reagieren, wobei
das entstehende Nitronium-ahnliche Zwischenprodukt die Tyrosinreste von Proteinen nitrieren kann
(Beckman et al., 1992, 1993).

I SODI1-Cu*" + ONOO" = SOD1-CuO--NO**
II SODI1-CuO-NO* + H-Tyr = SOD1-Cu** + OH" + NO,-Tyr

Erhohte Nitrotyrosinspiegel wurden sowohl bei familidren und sporadischen ALS Patienten (Beal et
al., 1997; Tohgi et al., 1999) als auch in SOD1™" transgenen Mausen (Bruijn et al., 1997a; Ferrante
et al., 1997) beobachtet. Nitrierung kann zu einer Verdnderung der Konformation eines Proteins und
zu seiner Inaktivierung fithren (Beckman, 1996; Alvarez and Radi, 2003; Radi, 2004; Szabo et al.,
2007). Es wurde beobachtet, dass selbst wildtypische SOD1 Neurofilamentproteine nitrieren kann
(Beckman, 1996; Crow et al., 1997b). Sollte die Nitrierungsrate von Proteinen durch mutante SOD1
Proteine gesteigert sein, konnte dies ebenfalls eine verstiarkte Nitrierung und damit einhergehend
Akkumulation der Neurofilamente bedeuten. Dies wiederum konnte sich auf den axonalen
Transport auswirken. Auch die Phosphorylierung eines Proteins kann durch eine vorausgegangene
Tyrosinnitrierung behindert werden. Dies kann einen enormen Einfluss auf weitere zelluldre

Reaktionen nehmen (Martin et al., 1990; Gow et al., 1996; Alvarez and Radi, 2003). Zusétzlich
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stellen die in der Reaktion produzierten Radikale eine weitere, direkte Gefahr fiir die Zelle dar.
Wihrend unter physiologischen Bedingungen diese reaktiven Spezies eine wichtige Funktion bei
der Signaliibertragung und auch bei der Abwehr pathogener Organismen ausiiben, fiihrt ein

Ubermaf an ROS zu oxidativem Stress und dem Untergang der Zelle.

1.3.3.8 Beeintrachtigung des axonalen Transports

Motoneurone konnen eine Axonlinge von bis zu einem Meter erlangen (z.B. der Nervus
ischiadicus). Die Synapsen eines solchen Neurons sind somit weit vom Soma der Zelle entfernt.
Dort findet allerdings die Proteinneusynthese statt. Die an der Synapse bendtigten Proteine und
weitere Komponenten, wie Mitochondrien miissen somit zundchst entlang des Axons bis zur
Synapse transportiert werden. Umgekehrt werden Abbauprodukte von der Synapse entlang des
Axons zuriick zum Zellkorper gefiihrt. Man spricht hierbei von anterogradem und retrogradem
axonalen Transport. Zusétzlich muss zwischen einem langsamen und einem schnellen Transport
unterschieden werden. Der langsame axonale Transport findet nur vom Zellkdrper zu den Synapsen
statt, wihrend der schnelle axonale Transport in beide Richtungen verlaufen kann. Axonale
Schwellungen und Akkumulation von Neurofilamenten sind histopathologische Charakteristika bei
sporadischer und SOD1-vermittelter ALS (Delisle and Carpenter, 1984; Sasaki et al., 1988, 1990;
Chou and Norris, 1993; Rouleau et al.,, 1996). Auch in SOD1™" transgenen Méusen fiihrt die
Expression des mutierten Proteins zu einer Axondegeneration der Motoneurone (Wong et al., 1995;
Bruijn et al., 1998). Gleichzeitig beeintrachtigen mutante SOD1 Proteine sowohl den langsamen
(Zhang et al., 1997; Williamson and Cleveland, 1999) als auch den schnellen axonalen Transport
(Zhang et al., 1997; De Vos et al., 2007; Perlson et al., 2009) in transgenen Méusen. Neben einer
Behinderung des axonalen Transports wurde in SOD1"** transgenen Miusen auch eine verdnderte
Zusammensetzung der retrograden Fracht beobachtet. In den Miusen wurden vermehrt Stress- und
Zelltod-assoziierte Proteine iiber den retrograden Transport von der Synapse zum Zellkodrper
befordert (Perlson et al., 2009). Inzwischen ist auch bekannt, dass Mutationen der schweren
Neurofilamentuntereinheit sowie der p1509"" Untereinheit des retrograden Motorproteins Dynactin
Ursache fiir einen kleinen Teil der familidren ALS Félle sind (Figlewicz et al., 1994; Meyer and
Potter, 1995; Vechio et al., 1996; Al-Chalabi et al., 1999; Puls et al., 2003; Miinch et al., 2004,
2005).
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1.3.4 Der Einfluss wildtypischer SOD1 auf die Toxizitit mutanter SOD1 Proteine

Dismutaseaktive SODI1 setzt sich aus zwei SOD1 Proteinen zu einem Dimer zusammen. Die
meisten SOD1 Mutationen werden autosomal dominant vererbt, wobei der Patient somit neben
einem mutanten auch ein wildtypisches sod! Allel besitzt. Werden mutante und wildtypische SOD1
Proteine im Patienten exprimiert, so konnen sowohl zwei wildtypische (wildtypisches Homodimer)
als auch zwei mutierte Proteine (mutantes Homodimer) sowie eine wildtypische und eine mutierte
Untereinheit (Heterodimer) das Dimer bilden (Deng et al., 1993). Die Frage, ob die Expression
eines wildtypischen SOD1 Proteins hierbei schiitzend wirken konnte, konnte in mehreren Studien
widerlegt werden. Entweder hatte die zusitzliche Uberexpression wildtypischer SOD1 in SOD1™"
transgenen Mausen keinen Effekt (Bruijn et al., 1998) oder fiihrte zu einem fritheren Ausbruch und
einer schnelleren Progression der Krankheit (Jaarsma et al., 2000; Fukada et al., 2001; Deng et al.,
2006; Wang et al., 2009b).

Wie kann wildtypische SOD1 den Verlauf von ALS nun derart beeinflussen? Um diese Fragen zu
klaren, wurden am Institut fiir Pathobiochemie der Johannes Gutenberg-Universitit in Mainz
humane SOD1 Dimere hergestellt, deren Untereinheiten durch einen Peptidlinker verbunden sind
(Abb. 2). Heidrun Witan konnte zeigen, dass diese obligatorischen Dimere, bis auf das SOD19%®}
Homodimer, eine enzymatische Aktivitidt aufwiesen. Weiter konnte in dieser Studie nachgewiesen
werden, dass eine wildtypische Untereinheit die Aggregationstendenz der Dimere deutlich
verringerte, dabei aber gleichzeitig die toxischen Eigenschaften der mutanten Untereinheit auf
murine N2A Zellen unverindert blieb (SOD1%?) oder verstirkt wurde (SOD19*®) (Witan et al.,
2008, 2009).
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1.4 Zielsetzung

Es konnte gezeigt werden, dass wildtypische SOD1 einen starken Einfluss auf die
Krankheitsentwicklung bei SOD1™" transgenen Méusen hatte (Jaarsma et al., 2000; Fukada et al.,
2001; Deng et al., 2006; Wang et al., 2009b). Des Weiteren wurde nachgewiesen, dass die direkte
Interaktion von wildtypischer und mutanter SOD1 mit verdnderten Eigenschaften des resultierenden
Dimers einhergingen (Witan et al., 2008, 2009). Ziel dieser Arbeit war es nun, die unterschiedlichen
Eigenschaften mutanter Homo- und ihrer korrespondierenden Heterodimere (Abb. 2) sowohl
biochemisch als auch biophysikalisch zu analysieren. Hierfiir wurden die von Witan et al.
generierten obligatorischen humanen SOD1 Dimere aus einem bakteriellen Expressionssystem
aufgereinigt und hinsichtlich ihrer Struktur, ihrer Stabilitit gegeniiber Proteasen und ihrer
Dismutaseaktivitdt untersucht. Des Weiteren wurden die Dimere fiir vergleichende Stabilitits- und

Strukturanalysen in HEK-293t Zellen exprimiert.

Strukturanalysen

Stabilitdt gegeniiber proteolytischem Abbau
Dismutaseaktivitit

Einfluss des Expressionssystems

Einfluss von Anhingen

Abb. 2: Biochemische und biophysikalische Charakterisierung mutanter SOD1 Homo- und Heterodimere

A Die cDNA mutanter und/oder wildtypischer SOD1 wurde iiber einen molekularen Linker miteinander verbunden. Auf
diese Weise wurden mutante Homodimere (SOD1™™") und deren korrespondierenden Heterodimere (SODI1™VT)
hergestellt. Somit lésst sich eine Mutation beziiglich ihrer Homo-, bzw. Heterodimerisierung untersuchen.

B Die berechnete Struktur des obligatorischen SOD1 Dimers weist eine Untereinheit in Rot, die zweite in Violett aus.
Der Peptidlinker ist in Blau dargestellt, die gelben und blauen Kugeln représentieren die Zink- und Kupferionen jeder
Untereinheit. Des Weiteren sind die Positionen der Mutationen A4V, G37R, G85R und G93C markiert. (Witan et al.,
2008)
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Fiir die Charakterisierung wurden von den Mutationen A4V, G37R, G41D, G41S, G85R und G93C
jeweils das mutante Homodimer (z.B. SOD1**) und das entsprechende Heterodimer (SOD1*"T)
miteinander verglichen. Als Kontrolle wurde zusitzlich das wildtypische Heterodimer SOD1 V™7
untersucht. Es wurde gezeigt, dass mutante SOD1 Proteine in den extrazelluldren Raum abgegeben
und von benachbarten Neuronen aufgenommen werden konnen. Die Aggregation mutanter SOD1
Proteine in diesen Zellen wird hieraufhin, moglicherweise iiber einen Prionen-dhnlichen Effekt,
induziert (Miinch et al., 2011). Hier sollte der Einfluss einer wildtypischen Untereinheit auf die
Eigenschaften mutanter SOD1 Heterodimere analysiert und die Mechanismen der Toxizitét

mutanter SOD1 Proteine untersucht werden.
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2. MATERIAL

2.1 Organismen, Zellen, Bakterien

In dieser Doktorarbeit wurde mit der Zelllinie Human embryonic kidney-293t (HEK-293t) als
in vitro- und mit dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans (C. elegans; N2-Linie) als in vivo-

Modell fiir die Motoneuronenerkrankung ALS gearbeitet.
Zur Amplifikation der generierten Plasmide, zur Expression der SOD1-Dimerkonstrukte oder als

Nahrungsquelle fir den Fadenwurm C. elegans wurden die in Tabelle 2 aufgefiihrten

Bakterienstimme verwendet.

Tabelle 2: Bakterienstimme

Bakterienstimme Hersteller

BL21(DE3)pLysS kompetente Zellen Promega

E. coli-Dh5a kompetente Zellen Invitrogen

One Shot TOP10 kompetente Zellen Invitrogen

HB101 Caenorhabditis Genetics Center (CGC), University of
Minnesota

2.2 Plasmide, Primer, siRNA

Die in der Doktorarbeit verwendeten Plasmide und Primer sind in Tabelle 3, 4 und 5 aufgelistet.

Tabelle 3: Plasmide

Vektor Besonderheiten Resistenzgen  Hersteller
pCR8/GW/TOPO TOPO Erkennungssequenz Spectinomycin  Invitrogen
pEF-BOS Vektor mit hoher Ampicillin Mit freundlicher
Expressionseffizienz Unterstiitzung von
Shigekazu Nagata,

Kyoto, Japan

pEGFP-N1 Enhanced green fluorescent Ampicillin Clonetech
protein (EGFP) Sequenz
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Tabelle 3: Plasmide - Fortsetzung

MATERIAL

Vektor Besonderheiten Resistenzgen  Hersteller

pET-14b His-tag kodierende Sequenz (N- Ampicillin Novagen
terminal)
Thrombin Spaltungssequenz

pIRES Zwei multiple cloning sites Ampicillin, Clonetech
(MCS) Neomycin

pRL1899 Ziel-Vektor zur Injektion von Ampicillin Mit freundlicher

cDNA in C. elegans

Unterstiitzung von
Rueyling Lin, UTSW,
Dallas, USA

Tabelle 4: Klonierungsprimer

DNA Primer Sequenz

sodl Dimerkonstrukte Kon pEGFP for 5'-GTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGC-3'

aus pEGFP-NI1 in

pFastBac Kon pEGPF rev2 5'-GTCGACTGCAGAATTCCAGGAGTTATTGGGCG-3'
sodl Dimerkonstrukte pFB/Ndel for 5'-GGGCGCGGATCTTATATTCATATGGCC-3'

aus pFastBac in pET-

14b pFB/Xhol rev 5'-TGGTACCGCATGCCTCGAGACTG-3'

sodl Dimerkonstrukte ~ Nehl-Dimer for 5'-CTGCTAGCTACTGTTTTCGTAACAGTTTTG-3'

aus pFastBac in
pIRES (MCS A)

sra-6 Promotor aus
genomischer DNA
von C. elegans zur
Fusion

sodl Dimerkonstrukt-
EGFP aus pEGFP zur
Fusion

Fusionsprimer zur
Fusion von sra-6 und
sodl-Dimer-EGFP

Kon pFB Test rev

sra-6 for

sra-6 rev

SOD1 for (sra-6)

SODI-Dimer rev

sra-6/SOD1 for

sra-6/SOD]1 rev

5'-TGAATTCCAGGAGTTATTGGGCGATC-3'

5'-TTAGCAAARGTGGGACGTTG-3'

5'-GGCAAATCTGAATAATAAATA-3'

S-TATTTATTATTTCAGATTTTGCCCTCAGATCTATG
GCCACGAAGG-3'

5'-TTCAGGGGGAGGTGTGGGA-3'

5'GTTGGAAAAAGAATATTAACTTTTAG-3'

5'-TTACTTGTACAGCTCGTCCAT-3'
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Tabelle 5: Sequenzierungsprimer

MATERIAL

DNA Primer Sequenz
pFastBac + pFastBac for 5-GTATTTTACTGTTTTCGTAACAGTTTTG-3'
sodl Dimer

Test rev 5'-CCCACACCTCCCCCTGA-3'
pET-14b + pet for 5'-GAAATTAATACGACTCACTA-3'
sodl Dimer

pet rev 5'-CAAAAAACCCCTCAAGAC-3'
pIRES MCS A 17 for 5'-TAATACGACTCACTATAGGC-3'
+ sodl Dimer

Linker for 5'-ATCTAGAGGTGGCGGCAGT-3'
pIRESMCS B  pIRES MCS B_for 5'-GCTGAAGGATGCCCAGAA-3'
+ EGFP

PIRES MCS B_rev 5'-CCAAACTCATCAATGTATCTTAT-3'
TOPO + sodl Linker rev 5'-ACTGCCGCCACCTCTAGATT-3'
Dimer

SeqSOD1 Mon2 rev

5-TCGCCCTTGCTCACCAT-3'

Tabelle 6: siRNA fiir CCS knock down

siRNA Sequenz

sense: 5'-GGAAUCACUUUAACCCUGA-3'
CCS 1

antisense: 5-UCAGGGUUAAAGUGAUUCC-3'

sense: 5'-UGGAGGAUGAGCAGCUGAA-3'
CCS 2

antisense: 5'-UUCAGCUGCUCAUCCUCCA-3'

sense: 5'-AUUCUCCGAACGUGUCACG-3'
non sense

antisense: 5'-CGUGACACGUUCGGAGAAU-3'

2.3 Antikorper

Tabelle 7: Antikorper fiir Inmunpriizipitationen

Primére Antikorper Spezies Hersteller

SEDI Kaninchen Mit freundlicher Unterstiitzung von Janice
Robertson, University of Toronto,
Toronto, Kanada

USOD Kaninchen Mit freundlicher Unterstiitzung von Avijit

Chakrabartty, MaRS Discovery District,
Toronto, Kanada
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Tabelle 8: Primiire Antikorper fiir Western Blot-Analysen

Priméire Antikorper Spezies Verdiinnung  Hersteller
anti-SODI1 Kaninchen (monoklonal) 1:4000 Epitomics
anti-o-Tubulin Maus (monoklonal) 1:5000 Sigma
anti-His Maus (monoklonal) 1:1000 Dianova
anti-CCS Kaninchen (polyklonal) 1:1000 Santa Cruz

Tabelle 9: Sekundire Antikorper fiir Western Blot-Analysen

Sekundire Antikorper Spezies Konjugat Verdiinnung  Hersteller

anti-Maus Esel HRP 1:10000 Jackson Immuno
Research

anti-Kaninchen Esel HRP 1:10000 Jackson Immuno
Research

2.4 DNA- und Proteingroflenmarker

Tabelle 10: DNA-Marker

DNA-Marker Hersteller

MassRuler DNA Ladder Mix, ready-to-us Fermentas

Tabelle 11: Protein-Marker

Protein-Marker Hersteller

PageRuler Prestained Protein Ladder Fermentas

2.5 Enzyme und Restriktionsenzyme

Tabelle 12: Proteasen

Puffer Hersteller
Thrombin Novagen
Proteinase K Roche
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Tabelle 13: Restriktionsenzyme

MATERIAL

Enzym Schnittstelle Restriktionspuffer Hersteller

BamHI G/GATCC NEBuffer 3 + BSA New England Biolabs
Bglll A/GATCT NEBuffer 3 New England Biolabs
EcoRI G/AATTC NEBuffer 1-4 New England Biolabs
Ndel CA/TATG NEBuffer 4 + BSA New England Biolabs
Nhel G/CTAGC NEBuffer 2 + BSA New England Biolabs
Notl GC/GGCCGC NEBuffer 3 + BSA New England Biolabs
Sall G/TCGAC NEBuffer 3 + BSA New England Biolabs
Xhol C/TCGAG Buffer D Promega

2.6 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 14: Auflistung der im Rahmen der Doktorarbeit verwendeten Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Acrylamid 40% (29:1)/Bisacrylamid (AccuGel)

Agarose
Aluminiumsulfat-(14-18)-Hydrat
Ammoniumchlorid (NH4Cl)
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin
Antibiotika/Antimycotica
Bacto Agar

Bacto Peptone

Bacto Tryptone

Borsédure

Bovine Serum Albumin (BSA)
Calciumchlorid (CaCl,)
Chloramphenicol

Cholesterol

National Diganostics
SeaKem

AppliChem

Roth

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Invitrogen

BD

BD

BD

Merck

New England Biolabs
Fluka

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
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Tabelle 14: Auflistung der im Rahmen der Doktorarbeit verwendeten Chemikalien - Fortsetzung

Chemikalie Hersteller
Coomassie Blau G 250 Roth
Desoxyribonucleotidtriphosphate (ANTPs) Roche
Di-Kaliumhydrogenphosphat (K.HPO4) Roth
Di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO.) Roth
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich
Dulbecco's modified eagle medium (DMEM) Invitrogen

ECL Losung

EDTA Dinatriumsalz (Na,EDTA)
Essigsdure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraazetat (EDTA)
Fotales Kélberserum (FCS)

Glycerol

Glycin

Harnstoff

Hefeextrakt

HEPES

hSOD1

IGEPAL® CA-630 (NP-40)

Imidazol

IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid)
Kaliumchlorid (KCl)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Kupfersulfat (CuSOs)

Luminol

Magnesiumsulfat Heptahydrat (MgSO4 [7 H,O])

Pierce; Millipore, eigene
Herstellung

Roth

Merck

Roth
Sigma-Aldrich
Roth
Invitrogen
Merck

Roth

Roth

Gibcos
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

Roth

Roth

Roth

Merck
Sigma-Aldrich

AppliChem
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Tabelle 14: Auflistung der im Rahmen der Doktorarbeit verwendeten Chemikalien - Fortsetzung

Chemikalie Hersteller
Margermilchpulver Hill Country Fare, AppliChem
Methanol Roth

Natrium Pyruvat Invitrogen
Natriumchlorid (NaCl) Roth
Natriumdesoxycholat Merck

Nickel Sepharose 6 Fast Flow GE Healthcare
NTA (Nitrilotriacetic acid) Sigma-Aldrich
ortho-Phosphorsiure Roth

PAR (4-(2-Pyridylazo)resorcinol) Sigma-Aldrich
para-Hydroxycoumarinsdure Sigma-Aldrich
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Roth

Polythylenglykol (PEG) 6000
Ponceau S

Protein A Agarose
Proteinaseinhibitor Complete
Salzaure (HCI)
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Spectinomycin

Streptomycin
Streptomycinsulfat Salz
TEMED (N,N,N+,N+-Tetramethylethylendiamin)
Tris

Trypsin

Tween20

Uracil

Zinksulfat (ZnSOy)

-Mercaptoethanol

Serva Electrophoresis
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Roche Applied Science
Roth

Roth

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Bio-Rad

Roth

Invitrogen

Roth

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Roth
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Tabelle 15: Auflistung der im Rahmen der Doktorarbeit verwendeten Reagenzienansiitze

Name

Verwendung

Hersteller

BCA Protein Assay Reagent

Gateway LR Clonase II Enzyme Mix

GenFElute HP Plasmid Midiprep Kit

MAXI Columns Kit
NucleoSpin Extract 11

NucleoSpin Plasmid

pCRE/GW/TOPO TA Cloning Kit

Rapid DNA Ligation Kit

SOD Assay Kit-WST

Thrombin Cleavage Capture Kit

2.7 Puffer und Losungen

Proteinbestimmung

zur Klonierung mittels
Rekombination

Plasmid-DNA Aufreinigung
Plasmid-DNA Aufreinigung
Gel-Extraktion

Plasmid-DNA Aufreinigung
Klonierung von Taq- Polymerase-
amplifizierten PCR Produkten in
einen Vektor des Gateway
Systems

DNA-Ligation

Dismutaseaktivitdtsmessung von
SOD1-Proteinen

Abspaltung des Histidin-Anhangs
der rekombinanten SOD1 Dimere

Pierce/Thermo Scientific

Invitrogen

Sigma-Aldrich
JETSTAR 2.0
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel

Invitrogen

Roche

Probior GmbH

Novagen

2.7.1 Puffer und Losungen fiir molekularbiologische Arbeitsmethoden

1 x TBE

Tris
Borsdure
Na;EDTA
pH 8,0

Ethidiumbromid-Losung

1 x TBE
Ethidiumbromid (5 mg/ml)

90 mM
90 mM
1,2 mM

100 ml
100 pl
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LB-Medium

BactoTryptone 10g
Hefeextrakt 5¢g
NaCl 1,2 mM
ad ddH,O 1L
pH 7.5

TSS-Puffer (Transformation & Storage Solution)

Polythylenglykol (PEG) 6000 10 %
DMSO 5%
MgSO, (7 H20) 50 mM
ad LB-Medium 100 ml
pH 6,5

2.7.2 Puffer und Losungen fiir zellbiologische Arbeitsmethoden

Kulturmedium

DMEM (4,5 mg/ml Glukose) 500 ml
Natrium Pyruvat ImM
Antibiotika/Antimycotica Sml
FCS (fotales Kilberserum) 10 %

1 x PBS (steril filtriert)

NacCl 0,137 M
KCl 2,7 mM
Na,HPO, 10 mM
KH,PO, 1,8 mM
pH 7,4

2x HBS (steril filtriert)

NaCl 280 mM
Hepes 50 mM
Na,HPO, 1,5 mM
pH 7,12
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2.7.3 Puffer und Losungen fiir die Proteinaufreinigung

Expressionsmedium

LB-Medium
CuSO4
Zl’lSO4

Ampicillin

Chloramphenicol

Lysispuffer

KClI
KH,PO,
Imidazol
pH 8,0

Waschpuffer

KCl
KH,PO4
Imidazol
pH 8,0

Elutionspuffer

KCl
KH,PO,
Imidazol
pH 8,0

2.7.4 Puffer und Losungen fiir biochemische Arbeitsmethoden

4 x SDS-Trenngelpuffer

Tris
SDS
pH 8.8

250 ml
0,5 mM
0,2 mM

50 pg/ml
34 pg/ml

300 mM
50 mM
5mM

300 mM
50 mM
10 mM

300 mM
50 mM
250 mM

1,5M
0,4 %

MATERIAL
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4 x SDS-Sammelgelpuffer

Tris
SDS
pH 6,8

4 x SDS Ladepuffer

Tris, pH 6,8
Glycerol
Bromphenolblau
SDS
B-Mercaptoethanol

1 x SDS-Laufpuffer

Tris
Glycin
SDS

1 x Transferpuffer

Tris
Glycin
Methanol

Ponceau Losung

Ponceau S

Essigsdure

1 x PBS

NacCl
KCl
Na,HPO,
KH,PO4
pH 7.4

0,6 M
0,4 %

200 mM
40 %
0,02 %
8%
20%

25 mM
250 mM
0,1 %

25mM
250 mM
20 %

0,025 %
1 %

0,137 M
2,7 mM
10 mM
1,8 mM

MATERIAL
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1 x PBST

1 x PBS
Tween20

1L
0,05 %

ECL (enhanced chemiluminescence) Losung

Losung A

Luminol
0.1 M Tris-HCI
pH 8,6

Losung B

para-Hydroxycoumarinsaure
DMSO

Kolloidale Coomassie-Losung

Coomassie Blau G250
Aluminiumsulfat-(14-18)-Hydrat
Ethanol (99 %, p.a.)
ortho-Phosphorséure (100 %)

Coomassie Entfiarberlosung

Ethanol (99 %, p.a.)
ortho-Phosphorséure (100 %)

4 x nativer Trenngelpuffer

Tris
pH 8.8

4 x nativer Sammelgelpuffer

Tris
pH 6,8

50 mg
200 ml

11 mg
10 ml

0,02 %
5%
10 %
2%

10 %
2%

1,5M

0,6 M

MATERIAL
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2 x nativer Ladepuffer

Tris, pH 6,8
Glycerol
Bromphenolblau
NP-40

1 x nativer Laufpuffer

Tris

Glycin

50 mM KPOj; Losung

K>oHPO, (1M)
KH,PO, (1M)
ddH,O
pH 7.8

Firbelosung fiir Aktivititsgel

50 mM KPO,, pH 7,8

Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)

Riboflavin
TEMED

RIPA-Puffer

Tris, pH 7,4

NaCl

NP-40
Natriumdesoxycholat
EDTA

200 mM
20 %
0,04 %
0,4 %

50 mM
50 mM

45,4 ml
4,6 ml
1L

25 ml

275 png/ml
65 pg/ml
80 ul

50 mM
150 mM
1 %
0,5%

1 mM

MATERIAL
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2.7.5 Puffer und Losungen fiir Arbeiten mit C. elegans

1x PPB

KH,PO4 0,72 M
K-HPO4 0,28 M
pH 6,0

Nematode growth media (NGM)

NacCl 1,5¢
Bacto Peptone 1,25 ¢
Bacto Agar 8g
ddH-O 0,5L

Losung autoklavieren und vor dem Giel3en der Platten folgende, steril filtrierte, bzw. autoklavierte
Losungen unter Riihren zu dem Agar geben:

1 M PPB, pH 6,0 12,5 ml
1 M CaCl, 0,5 ml
1 M MgSO, 0,5 ml
Uracil (2 mg/ml) 0,5 ml
Cholesterol (5 mg/ml) 0,5 ml
Streptomycin (200 mg/ml) 0,3 ml

1 x M9-Medium

Na,HPO, 40 mM
KH,PO, 20 mM
NaCl 9 mM
NH,4Cl 20 mM

Losung autoklavieren.

2 x Einfriermedium

NacCl 100 mM
PPB 50 mM
Glycerol 30 %
MgSO, 0,3 mM

Losung autoklavieren.
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2.8 Gerite

Tabelle 16: Auflistung der im Rahmen der Doktorarbeit verwendeten Geriite

Geriit Hersteller
Brutschranke Binder

C. elegans Injektionsmikroskop; DMIRB Leica
FemtoJet Microinjector Eppendorf
Fluoreszenzmikroskop, MZ10 F Leica
FPLC-System Bio-Rad
Heizblock; Thermomixer comfort Eppendorf
Laser-Scanning-Mikroskop; LSM 710 Carl Zeiss

Luminometer

Mikrotiterplatten-Lesegerit, Multiskan RC
Mini Trans-Blot Cell System
Mini-PROTEAN 3 Cell System

Agagel Mini

Zentrifuge; RC-5B Refrigerated Superspeed
Centrifuge

Spektralphotometer; Nanodrop 1000
Stereomikroskop SZ61
Thermozykler

Tipsonikator

Tischzentrifuge

Tischzentrifuge, Heraeus Fresco 17
Entwicklermaschine, LAS-3000

Wurminjektionsvorrichtung, TransferMan NK2

Wallac Inc., PerkinElmer
Thermo Labsystems
Bio-Rad

Bio-Rad

Biometra

Sorvall

PeqgLab

Olympus

Biometra®

Micro Ultrasonic Cell Disruptor, Kontes
Hettich

Thermo Scientific

Fuji

Eppendorf

MATERIAL
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2.9 Software

MATERIAL

Tabelle 17: Auflistung der im Rahmen der Doktorarbeit verwendeten Software

Verwendung

Software

Bildbearbeitung
Statistische Auswertung
Densitometrische Analysen
Laser-Scanning-Software

Proteinberechnung

Gimp

SPSS; calc (Libre Office)
ImageJ

ZEN software (Zeiss)

Ascent Software v.2.6
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3. METHODEN

3.1 Molekularbiologische Methoden
3.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction; PCR) dient der Amplifikation eines
bestimmten DNA-Abschnittes. Mithilfe einer Polymerase und zwei Oligonukleotiden (Primern),
die ein bestimmtes DNA-Stiick flankieren, kann dieser Abschnitt unter Verwendung von
Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs) innerhalb kurzer Zeit exponentiell vervielfiltigt
werden (Mullis et al., 1986). Die Tag-Polymerase wurde fiir PCRs verwendet, bei denen die
amplifizierte DNA ausschlieBlich im Gel analysiert und anschlieBend nicht weiter verwendet
wurde. Fiir die PCR zur Amplifikation bestimmter cDNA-Abschnitte zu Testzwecken wurden 25 pl

angesetzt und die 7ag-Polymerase verwendet.

dNTPs (5 mM) 0,5 ul
Primer for (10 uM) 1 ul
Primer rev (10 uM) I ul
10 x Taq-Pufter 2,5 ul
MgCl, 0,75 ul
Tag-Polymerase 0,1 pul
cDNA 1 ul
ddH-O 18,15 ul

Neben der Tag-Polymerase wurde auch die rekombinante Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase
(Finnzymes) verwendet. Diese Polymerase besitzt, verglichen mit der 7ag-Polymerase, eine 50-fach
geringere Fehlerrate und wurde speziell fiir PCRs eingesetzt, bei denen die amplifizierte DNA
anschlieBend fiir weitere Verwendungszwecke prépariert werden sollte. Anders als bei der Tag-
Polymerase wurde die DNA unter Verwendung der Phusion-Polymerase bei 98 °C fiir 30 sec

denaturiert.
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Fiir priaparative Zwecke wurde die Phusion-Polymerase in insgesamt 50 pul angesetzt:

dNTPs (5 mM) 2 ul
Primer for (10 pM) 2,5 ul
Primer rev (10 uM) 2,5 ul
Phusion Puffer (HF) 10 ul
Phusion-Polymerase 0,5 ul
cDNA 1 ul
ddH>O 31,5 ul

Alle PCRs wurden in Thermozyklern von Biometra durchgefiihrt.

3.1.2 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Molekiilen nach ihrer Grof3e. Durch
das Anlegen einer Spannung wandern die negativ geladenen DNA-Molekiile durch die Poren eines
Agarosegels in Richtung Anode. Hierbei passieren kleinere Molekiile die Poren des Gels schneller
als grolere, sodass nach einer Inkubation mit dem interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff
Ethidiumbromid die unterschiedlich groBen DNA-Fragmente ein charakteristisches Bandenmuster
im Gel zeigen. Fiir die Auftrennung der DNA wurde vertikale Agarosegelelektrophorese
durchgefiihrt. Hierbei wurden 0,75 %, bzw. 1,5 % Agarosegele hergestellt. Die entsprechende
Menge Agarose wurde hierzu in 1 x TBE Puffer aufgekocht und in die Gelapparatur (4Agage! Mini,
Biometra) gegossen. Zu den aufzutragenden Proben wurde 6 x Orange-G-Puffer gegeben. Jeweils
5 ul dieser Ansdtze wurde bei 100 mA aufgetrennt und die Gele anschlieBend fiir einige Minuten in
einem Ethidiumbromidbad inkubiert, sodass die DNA-Banden unter UV-Licht (366 nm) sichtbar
gemacht und dokumentiert werden konnten. Als Grolenmarker wurde der MassRuler™ DNA

Ladder Mix von Fermentas (103 ng/ul) benutzt.

3.1.3 Gelextraktion

Es ist es moglich gezielt DNA-Fragmente aus einem Gel aufzureinigen. So konnen z.B.
amplifizierte DNA-Fragmente auf dem Gel aufgetrennt und die DNA anschlieBend
zuriickgewonnen werden. Fiir préparative Aufreinigungen wurden die entsprechenden Banden
direkt aus dem Gel herausgeschnitten und die DNA mithilfe des NucleoSpin® Extract II Kits von
Macherey-Nagel extrahiert. Die Elution der DNA von den Sdulchen des Kits erfolgte mit 20 pl
H,0.
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3.1.4 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen sind spezielle bakterielle Enzyme, welche die Phosphodiesterbindung
von DNA-Molekiilen an definierten DNA-Sequenzen, den Schnittstellen des jeweiligen
Restriktionsenzyms, spalten konnen. Um eine maximale Enzymaktivitit zu erhalten werden
Restriktionen bei 37 °C in Puffern mit geeigneten Salzkonzentrationen durchgefiihrt.

Restriktionen wurden dazu genutzt, die Zusammensetzung eines Plasmids zu liberpriifen, indem mit
ausgewdhlten Enzymen ein Verdau der DNA durchgefiihrt und der Ansatz anschlieBend auf einem
Agarosegel aufgetrennt wurde. Die durch die Restriktion resultierenden Fragmente gaben dabei
Aufschluss tiber die Zusammensetzung des Plasmids. Fiir einen Testrestriktionsverdau wurde ein

Reaktionsvolumen von 10 pl angesetzt, der Ansatz 1 h inkubiert und die Proben im Gel analysiert.

DNA 2,5 ul
Puffer I ul
BSA (wenn nétig) 0,1 pl
Restriktionsenzym I 0,25 ul
Restriktionsenzym II 0,25 ul
H,O 59 ul

Fiir die Klonierung von DNA-Fragmenten in einen Zielvektor wurden beide DNA-Molekiile mit
den gleichen Restriktionsenzymen behandelt. Die dabei entstehenden Uberhinge in den DNA-
Strangen beider Molekiile wurden anschlieBend wihrend der Ligation wieder miteinander
verkniipft. Fiir diese préparativen Restriktionen wurden je 60 pl angesetzt, um geniigend DNA fiir

die anschlieBende Ligation zu erhalten und der Ansatz 2 h inkubiert.

DNA (aus der Gelextraktion) 20ul

Puffer 2,5 ul
BSA (wenn nétig) 0,25 pul
Restriktionsenzym I 0,5 ul
Restriktionsenzym II 0,5 ul
H,O 1,25 ul

Wihrend des Restriktionsverdaus wurden die Vektoren zusitzlich mit Alkalischer Phosphatase aus
Garnelen (Shrimp Alkaline Phosphatase [SAP], USB) behandelt. Alkalische Phosphatase
dephosphoryliert die DNA an ihrem 5'-Ende, wodurch eine Religation des linearisierten Vektors bei

der anschlieenden Ligation verhindert wird.

40



METHODEN

3.1.5 Ligation

Bei der Ligation werden DNA-Fragmente mithilfe das Enzym DNA-Ligase unter Bildung einer
Phosphodiesterbindung verbunden. Fiir Ligationen wurden 25 ng Vektor DNA eingesetzt und die
fiinffache Menge der einzubringenden DNA hinzugefiigt. Es wurde das Rapid DNA Ligation Kit
(Roche) verwendet und die Ansdtze fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Ligation
wurden chemisch kompetente Escherichia coli (E. coli)-Zellen (E.co DHS5a) (Invitrogen) oder

BL21(DE3)pLysS Bakterien (Promega) mit den Vektorkonstrukten transformiert.

3.1.6 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Zur Herstellung chemisch kompetenter Bakterien nach Chung und Kollegen (Chung et al., 1989)
wurden Uber-Nacht-Kulturen kommerzieller EcoDHS5a, bzw. BL21(DE3)pLysS angesetzt und
100 ml LB-Medium mit 1 ml dieser Uber-Nacht-Kulturen angeimpft. Die Kultur wurde bei 37 °C
bis zu einer OD600 nm von 0,3 - 0,4 herangezogen. Die Bakterien wurden anschlieBend bei
3.000 x g fiir 10 min zentrifugiert und das Pellet in 1/10 eiskaltem TSS-Puffer (ausgehend vom
Ausgangsvolumen) resuspendiert. Die Bakterien wurden aliquotiert, in fliissigen Stickstoff gegeben

und bei -80 °C gelagert.

3.1.7 Transformation und Selektion

Die Aufnahme einer Fremd-DNA z.B. eines Vektorkonstrukts durch kompetente Bakterienzellen,
wird als Transformation bezeichnet. Die Teilung der Zellen und damit die Weitergabe der Fremd-
DNA an die Tochterzellen fiihrt zu einer Vervielfdltigung dieser DNA.

Fir die hier verwendete Hitzeschock-Transformation wurden kompetente E.coli-Dh5a und
BL21(DE3)pLysS Zellen verwendet. Zur Transformation wurde das Plasmid zu den
Bakterienzellen gegeben und der Ansatz 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein
Hitzeschock fiir 2 min in einen Heizblock bei 42 °C und die Proben wurden fiir kurze Zeit wieder
auf Eis gestellt. Zu den Ansdtzen wurde je 1 ml LB-Medium gegeben und die Bakterien bei 37 °C
auf einem Schiittelinkubator fiir 1 h inkubiert. Je nach Resistenzgen des Vektorkonstrukts wurden
die Bakterien auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden Selektions-Antibiotikum ausgestrichen
und tiber Nacht im Brutschrank bei 37 °C inkubiert.

Um diejenigen Zellen zu vervielféltigen, die auf den LB-Agarplatten trotz des Selektions-
Antibiotikums wachsen konnten und somit mit hoher Wahrscheinlichkeit das Vektorkonstrukt mit

der entsprechenden Antibiotika-Resistenz ~enthielten, wurden Uber-Nacht-Kulturen der
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entsprechenden Bakterienklone angesetzt. Die auf den Platten der Transformation gewachsenen
Kolonien wurden hierfiir mit sterilen Pipettenspitzen in Rohrchen iiberfiihrt, die Antibiotika-
haltiges LB-Medium enthielten. Die Ansédtze wurden {iber Nacht bei 37 °C auf einem
Schiittelinkubator inkubiert. Aus den Uber-Nacht-Kulturen lieBen sich durch Plasmidpriparation
die Vektorkonstrukte zuriickgewinnen. Fiir eine Mini-Priparation mit einer geringeren DNA-
Ausbeute wurden Bakterienkolonien einer Platte jeweils in ein R6hrchen mit 4 ml LB-Medium
iiberfiihrt. Fiir eine Midi-Priparation wurden zu 50 ml LB-Medium 1 ml einer vorangegangen Uber-
Nacht-Kultur und fiir eine Maxi-Priparation zu 250 ml LB-Medium 2ml aus einer
vorangegangenen Uber-Nacht-Kultur gegeben. Um das Wachstum anderer Bakterien in den Uber-

Nacht-Kulturen zu vermeiden, wurde das LB-Medium mit einem Selektions-Antibiotikum versetzt.

3.1.8 Plasmidpriparation

Bei der Plasmidprédparation werden in Bakterienzellen vervielféltigte Vektorkonstrukte aus den
Bakterien aufgereinigt. Mini-, Midi- und Maxi-Prdparation bezeichnet hierbei die Menge an
Ausgangsmaterial und damit an Vektor-DNA, die aus den Bakterienzellen prépariert wird.

Die Mini-Prédparation erfolgte mit dem NucleoSpin® Plasmid Kit (Macherey-Nagel), wobei die
Plasmid-DNA anschlieBend mit 50 ul H,O von den Saulchen des Kits eluiert wurde. Fiir die
Midi-Préaparationen wurde das GenElute™ HP Plasmid Midiprep Kit (Sigma-Aldrich) verwendet.
Um eine groBe Menge an Vektorkonstrukt zu erzielen, wurde fiir Maxi-Préparationen die Vektor-

DNA mit dem Priparationskit von JETSTAR 2.0 prapariert.

3.1.9 DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma GENterprise GmbH, Mainz, durchgefiihrt. Fiir eine
Sequenzierung wurden je 0,4 —0,7 pg DNA mit 1 pl Primer angesetzt und mit ddH,O auf 6 pl
aufgefiillt.

3.1.10 Herstellung der sodl Dimerkonstrukte

Die in dieser Arbeit verwendeten sod! Dimerkonstrukte wurden von Heidrun Witan am Institut fiir
Pathobiochemie der Johannes Gutenberg-Universitdt in Mainz generiert und im pEGFP-N1-Vektor
zur Verfiigung gestellt (Witan et al., 2008, 2009). Fiir verschiedene Analysen wurden die
Konstrukte in mehrere Vektoren (sieche Anhang) kloniert. Hierfir wurde die c¢cDNA der
Dimerkonstrukte zundchst aus dem pEGFP-N1-Vektor mit den Primern Kon pEGFP for und
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Kon_pEGFP rev2 amplifiziert, wodurch zum einen Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme Bg/II
und EcoRI fiir die Klonierung zur Verfiigung standen und zum anderen unmittelbar hinter die
cDNA des sod! Dimerkonstrukts ein Stoppcodon eingefiigt und die EGFP-Doméne entfernt wurde.
Uber die Restriktionsschnittstellen von BamHI und EcoRl im pFastBac-Vektor wurde die
amplifizierte cDNA des sodl Dimerkonstrukts in den pFastBac-Vektor eingefiigt. Nach einer Mini-
Préparation des Vektorkonstrukts wurde die Sequenz per Sequenzierung mit den Primern pFastBac
for und Test rev liberpriift.

Im Folgenden soll die Generierung der weiteren, in dieser Arbeit verwendeten, Vektorkonstrukte

erlautert werden.

3.1.10.1 SodlI Dimerkonstrukte im pET-14b-Vektor

Zur Expression der SOD1 Dimere in BL21(DE3)pLysS Bakterien wurde die cDNA der sod!
Dimerkonstrukte in den pET-14b-Vektor (Novagen) kloniert. Mithilfe der Primer pF'B/Ndel for und
pFB/Xhol rev wurden die Restriktionsschnittstellen fiir Ndel und Xhol an die cDNA angefiigt.
Sowohl das Amplifikat als auch der pET-14b-Vektor wurden mit diesen Enzymen restringiert und
anschlieBend miteinander ligiert. Durch die Klonierung der Dimerkonstrukte in den pET-14b-
Vektor wurde N-terminal an die cDNA der sod! Dimerkonstrukte ein sechsfacher Histidin-Anhang
(Histidin-tag) angefiigt. Dieser Histidin-tag erleichtert die Aufreinigung der Proteine. Das
Vektorkonstrukt wurde anschlieend nach einer Mini-Priparation durch die Primer pet for und pet

rev sequenziert.

3.1.10.2 Sodl Dimerkonstrukte im pIRES-Vektor

Der pIRES-Vektor (Clontech Laboratories) ist ein Vektor, der zwei multiple Klonierungsstellen
(multiple cloning sites; MCS) enthélt.

Zundchst wurde aus dem pEGFP-N1-Vektor die cDNA fiir EGFP mithilfe der Restriktionsenzyme
Sall und Notl herausgeschnitten und in die MCS B des pIRES eingefiigt. Nach einer Mini-
Priaparation wurde die MCS durch die Primer p/RES MCS B for und pIRES MCS B rev
sequenziert.

Die Primer Nehl-Dimer for und Kon pFB Test rev wurden verwendet, um die cDNA der sod!
Dimerkonstrukte aus dem pFastBac-Vektor zu amplifizieren, um sie dann anschlieBend mit Nehl
und EcoRI zu restringieren und in die MCS A des pIRES-Vektors zu klonieren. Auch hier wurden
die Vektorkonstrukte mittels Mini-Préparation aufgereinigt und eine Sequenzierung mit den

Primern 77 for und Linker for durchgefiihrt.

43



METHODEN

3.1.10.3 Fusions-PCR zur Herstellung transgener C. elegans

Fiir die Herstellung transgener Caenorhabditis elegans (C. elegans, s. Abschnitt 3.6) wurden die
sodl Dimerkonstrukte SOD1V™WI_EGFP, SOD1*YVT-EGFP und SOD1%*-EGFP unter die Kontrolle
des Promotors des Serpentine Receptor, class A (sra-6)-Gens gebracht. SRA-6 wird im Wurm u.a.
in den ASH-Neuronen exprimiert, die der osmo- und mechanosensorischen Wahrnehmung dienen.
Hierbei wurden nach dem Fusions-PCR-Protokoll von Oliver Hobert (Oliver Hobert, 2002)
vorgegangen.

Zur Amplifikation des sra-6 Promotors wurde dieser zundchst aus 10 ng/ul genomischer DNA von
C. elegans amplifiziert, indem der Bereich zwischen dem Gen F35HS8.1 und dem sra-6 Gen mit den
Primern sra-6 for und sra-6 rev flankiert wurde. Fiir die PCR wurde die Phusion-Polymerase
verwendet und da das zu amplifizierende DNA-Stiick knapp 3000 Basenpaare (bp) umfasste, die
Elongationszeit der DNA auf 1,5 min verldngert.

Um die sod] Dimerkonstrukte unter die Kontrolle des Promotors von sra-6 zu bringen, musste der
Promotor und die ¢cDNA von SODI1 fusioniert werden. Aus diesem Grund wurde fiir die
Amplifikation der sodl cDNA ein forward-Primer gewihlt (SODI for (sra-6)), welcher einen
32 bp-Uberhang generiert, der homolog zu einem Teil der Sequenz des sra-6 Promotors ist und
somit die Fusion der beiden Amplifikate ermoglicht. Die Vervielfaltigung der cDNA der sod!
Dimerkonstrukte erfolgte aus dem pEGFP-N1-Vektor, sodass an das SOD1 Dimer zusitzlich eine
EGFP-Doméne gekoppelt wird.

Um die Amplifikate aus der sod/- und der sra-6-Promotor-PCR miteinander zu verbinden, wurden
jeweils 10 ng fiir eine Fusions-PCR eingesetzt und Primer verwendet, welche vor dem sra-6
Promotor (sra-6/SOD1 for) und hinter der EGFP-Doméne des SOD1 Konstrukts (sra-6/SOD1 rev)
binden konnten. Uber diese Primer und den 32 bp-Uberhang des sodI-Amplifikats erfolgte die
Fusion der beiden DNA-Fragmente, sodass der sod/ cDNA der sra- 6 Promotor vorangestellt war.
Durch Injektion dieser cDNA in die Gonaden des Fadenwurms C. elegans (s. 3.6.2 Herstellung
transgener C. elegans) wurde gewihrleistet, dass nur in solchen Zellen, in denen SRA-6 exprimiert

wird, auch die SOD1 Dimere exprimiert wurden.
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Abb. 3: Fusions PCR, Hobert, 2002

3.1.10.4 TOPO TA-Klonierung

Um die durch die Fusions-PCR generierte sra-6/sodl cDNA in den zur Injektion von C. elegans
verwendeten Zielvektor zu klonieren, wurden die entsprechenden DNA-Abschnitte zunéchst
mithilfe des pCRS8/GW/TOPO TA Cloning Kits (Invitrogen) in den TOPO-Vektor (/nvitrogen)
gebracht und schlielich {iber Rekombination in den Zielvektor pRL1899 (zur Verfiigung gestellt
von Rueyling Lin, UTSW, Dallas, USA) eingeschleust.

Da bei Elongation mit der Phusion DNA-Polymerase Fragmente mit glatten Enden entstehen, fiir
die Klonierung in den TOPO-Vektor allerdings DNA-Fragmente mit Adenosin-Uberhang benétigt
werden, wurde in einem ersten Schritt an die glatten Enden der Fragmente mithilfe der Tag-

Polymerase ein Adenosin angehéngt. Der Ansatz wurde 30 min bei 70 °C inkubiert.

DNA aus Fusions-PCR 7 ul
dATPs (2 mM) I ul
10x Tag-Puffer + Mg,Cl

(24,25 pl Tag-Pufter + 0,75 pl 50mM Mg,Cl) 1l
Tag-Polymerase I ul
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AnschlieBend wurden diese Fragmente fiir 5 min bei 25 °C mit dem TOPO-Vektor ligiert.

DNA aus Fusions-PCR mit Adenosin-Uberhang 4ul
TOPO-Salze 1 ul
TOPO-Vektor Il

Es erfolgte die Aufreinigung der Vektorkonstrukte mittels Mini-Praparation und die Sequenzierung

durch die Primer Linker rev und SeqSOD1 Mon2 rev.

3.1.10.5 LR-Rekombination

Nach erfolgter Klonierung der sra-6/sodl-Konstrukte in den TOPO-Vektor wurden diese letztlich
mit dem Gateway LR Clonase II Enzyme Mix (Invitrogen) in den Zielvektor pRL1899

eingeschleust.

pRL1899 150 ng
TOPO-Vektor mit sra-6/sod]-cDNA 150 ng
ddH,O (autoklaviert) 8 ul
LR-Clonase 2 ul

Nach 1 h bei 25 °C wurde dem Ansatz 1 pl Proteinase K (/nvitrogen) hinzugefiigt und weitere
10 min bei 37 °C inkubiert. Die Vektorkonstrukte wurden in einer Midi-Préparation aufgereinigt

und fiir die Injektion in C. elegans verwendet.

3.2 Zellbiologische Arbeitsmethoden
3.2.1 Kultivierung von Zellen

Die hier verwendeten HEK-293t Zellen wurden in Brutschrinken bei 37 °C mit 5 % CO,-Gehalt
kultiviert. Als Kulturmedium wurde Dulbecco's modified eagle medium (DMEM), versetzt mit
Pyruvat (1:100), Antimycotikum und Antibiotikum (1:100) und 10 % fotalem Kélberserum (FCS)
(Invitrogen), verwendet. Die Zellen wurden in Zellkulturschalen (Greiner Bio-One) mit einer
Wachstumsflache von 58 cm? kultiviert. Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen

durchgefiihrt.
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3.2.2 Transfektion von Zellen

Zur Expression der SOD1 Dimere in HEK-293t Zellen wurden die sod/-Vektorkonstrukte in diese
eingebracht. Hierzu wurden die Zellen mithilfe der Kalziumphosphatprézipitation nach Chen und
Okayama (Chen and Okayama, 1988) transient transfiziert. Dabei entstehen durch die Reaktion von
Kalziumchlorid (CaCl,) und eines Phosphatpuffers schwerldsliche Kalziumphosphatprézipitate. An
diese bindet die DNA und wird von den zu transfizierenden Zellen mittels Endozytose
aufgenommen.

Fiir die Transfektion wurden 10 pg DNA zu 420 pl H,O pipettiert. Zu diesem Ansatz wurden 60 pl
einer 2 M CaCl,-Losung gegeben. Anschlielend erfolgte die Zugabe des Phosphatpuffers (2 x HBS
Puffer) tropfenweise. Die langsame Zufiihrung verhindert die Ausbildung groBer Kalzium-
préazipitate, die fiir die Zellen schiadlich wéren. Dieser Ansatz wurde fiir 30 min inkubiert und
schlieBlich zu den vorbereiteten Zellen in eine 58 cm? Schale gegeben. 24 h nach Transfektion
erfolgte ein Wechsel des Mediums, 48 h nach Transfektion wurden die Zellen in 350 pl 1 x PBS
geerntet. Die Zellen wurden jeweils 4 x 10 sec mit einem Tipsonikator (Micro Ultrasonic Cell

Disruptor, Kontes) aufgeschlossen und bei -80 °C gelagert.

3.2.3 Behandlung von HEK-293t Zellen mit siRNA

Small interfering RNA (siRNA) sind kleine doppelstringige RNA-Molekiile, die an RNA
Interferenz (RNA1) beteiligt sind und die Expression eines bestimmten Gens regulieren konnen.
Diese siRNA-Strange konnen hierbei wie Vektor-DNA mittels Transfektion in die Zellen
eingeschleust werden (Elbashir et al., 2001).

Es wurden hier je 10 pg CCS_1 und CCS_2 siRNA sowie zusitzlich 5 pg pIRES/SOD1 mittels
Kalziumphosphatprizipitation in HEK-293t Zellen eingeschleust, um in den transient transfizierten
Zellen gleichzeitig die Expression des Chaperons CCS zu verringern. Die Zellen wurden auf Platten
mit einer Wachstumsfliche von 21 cm? kultiviert, 24 h nach der Transfektion das Medium
gewechselt und nach 48 h in 1 x PBS geerntet. Anschliefend wurden die Zellen in 150 ul 1 x PBS
jeweils 4x 10sec mit einem Tipsonikator (Micro Ultrasonic Cell Disruptor, Kontes)

aufgeschlossen und die Lysate bei -80 °C gelagert.
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3.3 Proteinaufreinigung

3.3.1 Expression in BL21(DE3)pLysS kompetenten Zellen

Zur Expression rekombinanter SOD1 Dimere wurden BL21(DE3)pLysS mit den entsprechenden
sodl Dimerkonstrukten im pET-14b-Vektor transformiert und die Bakterien in 4 ml Uber-Nacht-
Kulturen herangezogen. Fiir die Uber-Nacht-Kulturen wurde LB-Medium mit 50 pg/ml Ampicillin
und 34 pg/ml Chloramphenicol versetzt. 0,5 ml der Bakterienkultur wurde mit 0,5 ml sterilem
Glycerol versetzt und die Bakterien zur Langzeitlagerung auf -80 °C gestellt.

Fiir die Expression wurden 4 ml einer Uber-Nacht-Kultur in 1 L Erlmeyerkolben zu 250 ml LB-
Medium gegeben. Zu diesem Medium wurde ebenfalls 50 pg/ml Ampicillin und 34 pg/ml
Chloramphenicol sowie 0,5 mM CuSO, und 0,2 mM ZnSO, gegeben. CuSO, und ZnSO, dienten
hierbei als Quelle fiir die Beladung der SOD1 Dimere mit Kupfer und Zink.

Nach einer Inkubationszeit von circa 4 h bei 37 °C hatten die Bakterien eine optische Dichte bei
600 nm  (ODgonm) von 0,6 —1. Darauthin wurde 0,5mM IPTG (Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid) zur Induktion der Expression eingesetzt. AnschlieBend wurden die SODI
Heterodimere und das wildtypische Homodimer bei Raumtemperatur (RT) mindestens 4 h und die
mutanten SOD1 Homodimere bei 11 °C mindestens 20 h exprimiert.

Die Bakterienzellen wurden bei 8.000 x g fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert und das Gewicht des
Bakterienpellets bestimmt. AnschlieBend wurde das Pellet in einem zehnfachen Volumen des
Lysispuffers resuspendiert. Nach mehrmaligem Einfrieren und Auftauen der Proben wurden diese
zusdtzlich 4 x 1 min sonifiziert. Die Ansdtze wurden bei 12.000 x g fiir 20 min bei 4 °C
zentrifugiert und das Pellet verworfen. Unmittelbar vor der Aufreinigung der Proteine wurde der

Uberstand durch einen 0,2 uM Filter gefiltert, um ein Verstopfen der FPLC-Séulen zu verhindern.

3.3.2 Ermittlung der Loslichkeit der SOD1 Dimere

Um die optimale Aufreinigungsmethode fiir die exprimierten SOD1 Dimere zu ermitteln, wurde
deren Loslichkeit iiberpriift. Hierfiir wurden 2 ml von einer Bakterien-Uber-Nacht-Kultur bei
4.000 x g fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 500 pl 1 x PBS resuspendiert und
auf Eis 6 x 10 sec sonifiziert. 100 pl wurden entnommen und als ,, Totallysat* (T) gekennzeichnet.
Der Rest der Probe wurde nochmals bei 12.000 x g fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert, der Uberstand
in eine neues Reaktionsgefal iiberfiihrt und als ,,Losliche Fraktion* (L) markiert. Das Pellet wurde
in 1 x PBS mit 6 M Harnstoff resuspendiert und auf Eis 6 x 10 sec sonifiziert. Das Lysat wurde
wieder bei 12.000 x g fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert, der Uberstand in ein neues Gefif iiberfiihrt
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und als ,,Pellet (Unlosliche) Fraktion® (P) bezeichnet. Von den verschiedenen Fraktionen wurden
jeweils 50 pl entnommen, mit 16,67 pl 4 x Ladepuffer versehen und bei 99 °C aufgekocht. Je 3,5 ul
des Ansatzes wurden auf ein 12 % SDS Polyacrylamidgel aufgetragen und dieses mit einer

kolloidalen Coomassie Losung gefarbt.

3.3.3 Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)

Zur Aufreinigung der exprimierten SOD1 Homo- und Heterodimere wurden Bio-Scale Mini
Profinity Immobilized Metal Affinity Chromatography (IMAC) Cartridges, (5ml) (Bio-Rad)
verwendet. Die stationdre Phase der Sdulen besteht aus an eine Matrix gebundenen Iminodiacetic
acid (IDA) Gruppen, die in der Lage sind mit Nickelionen einen Komplex zu bilden (Abb. 4). Ist
ein Protein mit einem Histidin-tag versehen, so binden die Imidazolringe der Histidine mit hoher

Affinitit an diese Nickelionen und damit an die stationidre Phase der Affinititssaule.
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Abb. 4: Bio-Scale™ Mini Profinity™ IMAC Cartridges von Bio-Rad

Das an die IDA-Gruppe der Siule gebundene Ni**-Ton besitzt drei freie Bindungsstellen (dargestellt durch gewellte
Linien), durch die es z.B. Histidine binden kann.

Vor der Beladung der Sédulen mit den Bakterienlysaten wurden diese mit 25 ml Lysispuffer bei
einer Durchflussgeschwindigkeit von 2 ml/min equilibriert. Der gleiche Puffer wurde dazu benutzt
das Bakterienlysat auf die Sédule zu laden. AnschlieBend wurde die Sdule bei 2 ml/min mit 30 ml
Lysispuffer und 30 Waschpuffer gewaschen. Alle Proteine, die keinen Histidin-tag enthielten,
wurden von der Sdule gespiilt. Die gebundenen Proteine wurden anschlieBend mit 50 ml eines an
Imidazol hochkonzentrierten Elutionspuffers von der Séule eluiert. Die SOD1 Proteine wurden nach
Elution mit Proteaseinhibitor (Complete EDTA-free; Roche) versetzt, um sie vor einer Degeneration

durch Proteasen zu schiitzen. Die Lagerung der Proteine erfolgte bei 4 °C.
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3.3.4 Abspaltung des Histidin-tags

Nach Expression und Aufreinigung der SOD1 Proteine wurde der fiir die Aufreinigung notwendige
Histidin-tag entfernt. Hierzu wurden zunichst 300 pl der verschiedenen Eluate in Slide-A-Lyzer
MINI Dialysis Units, MWCO 7 kDa (Thermo Scientific) fiir 48 h gegen 1 x PBS dialysiert. Fiir die
Abspaltung des Histdin-tags wurde anschlieBend das Thrombin Cleavage Capture Kit (Novagen)
verwendet und 10 Einheiten (Units; U) biotinyliertes Thrombin pro 1 mg Protein zu den dialysierten
Proben gegeben. Der Ansatz wurde fiir mindestens 96 h bei 8 °C unter Rotation inkubiert und
nachfolgend mit 32 pl Streptavidinagarose pro 1 U Thrombin fiir 30 min bei 4 °C versetzt.
AnschlieBend wurden die Ansétze in Filtersdulchen gegeben und 5 min bei 500 x g zentrifugiert.
Die Filtrate enthielten die aufgereinigten SOD1 Dimere ohne Histidin-tag, wihrend das an die
Streptavidinagarose gebundene biotinylierte Thrombin im Filter zuriickgehalten wurde. Zur
endgiiltigen Beseitigung aller Histidin-Reste und eventueller nicht verdauter SOD1 Dimere wurden
die Proben anschlieBend zusétzlich mit Nickel Sepharose behandelt. Histidin bindet mit hoher
Affinitdt an das an die Sepharose gebundene Nickel. Durch einen Zentrifugationsschritt von 5 min
bei 500 x g wurde das in der Probe verbliebene Histidin pelletiert und von dem die SOD1 Proteine

enthaltenden Uberstand getrennt.

3.4 Biochemische Arbeitsmethoden

3.4.1 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels BCA-Test

Die Quantifizierung des Proteingehalts nach der BCA-Methode (Smith et al., 1985) beruht auf der
Biuret-Reaktion, nach der die Cu*-Ionen mit Proteinen in alkalischer Losung einen Komplex
bilden. Die Cu®*-Ionen des Komplexes werden dabei zu Cu'-lonen reduziert. Diese bilden mit
Bicinchoninséure (BCA) einen violetten Komplex, sodass die Proteinkonzentration anschlieBend
photometrisch bestimmt werden kann.

Zur Proteinkonzentrationsbestimmung wurde in einer 96-Loch-Platte eine BSA-Standardreihe mit
den Proteinkonzentrationen 1 pg/ul, 0,5 pg/ul, 0,25 pg/ul, 0,125 pg/ul, 0,0625 pg/ul und
0,03125 pg/ul erstellt. Ein weiterer Ansatz mit ddH,O diente als Nullabgleich. Je 5 ul der
Standardreihe als auch der Proben wurden in die Locher der 96-Loch-Platte pipettiert Sowohl zu
den Ansdtzen der Standardreihe als auch zu den Proben wurde je 95 pl der nach Anleitung
entsprechend angesetzten BCA-Reagenz (Pierce) pipettiert. Die Proben wurden 30 min bei 60 °C
inkubiert und anschlieBend photometrisch gemessen. Anhand der Extinktion bei 560 nm (Multiskan

RC, ThermoLabsystems) konnte die Proteinkonzentration der jeweiligen Losung ermittelt werden.
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Uber die Absorption der aromatischen Aminosiuren Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin bei
einer Wellenldnge von 280 nm lésst sich ebenfalls die Proteinmenge einer Losung bestimmen.
Mithilfe eines Spektralphotometers (Nanodrop 1000; PeqLab) wurde die Extinktion gemessen und
iber den molaren Extinktionskoeffizienten und das Molekulargewicht der SOD1 Dimere die
Konzentration des Proteins berechnet. Neben der Extinktion der aromatischen Aminosduren gibt
das Proteinspektrum zudem Aufschluss iiber die Beschaffenheit aufgereinigter Proteine und die

Reinheit der Proben.

3.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der Auftrennung von Proteinen nach
threr molekularen GroBle. Das anionische Detergenz Natrium Dodecylsulfat (sodium dodecy!
sulfate; SDS) bindet hierbei an hydrophobe Bereiche eines Proteins und entfaltet es. Durch die
Bindung von SDS erhalten Proteine zudem eine gleichméflige negative Ladung, welche die
Eigenladung des Proteins liberdeckt. Durch das Anlegen einer Spannung wandern die Proteine nun
unabhingig ihrer Eigenladung zur positiven Elektrode. Um Disulfidbriicken zu 16sen wird
zusitzlich ein Reduktionsmittel, hier B-Mercaptoethanol, zu den Ansétzen gegeben.

Fiir die hier durchgefiihrten SDS-PAGEs nach Laemmli (Laemmli, 1970) wurden die Ansétze zur
Denaturierung fiir 5 min bei 99 °C im Heizblock aufgekocht, kurz zentrifugiert und auf das Gel
aufgetragen. Um die Proteine in moglichst scharfen Banden aufzutrennen, wurde hier das Prinzip
der diskontinuierlichen Elektrophorese angewendet. Dabei durchlaufen die Proteine zwei
Acrylamidgele mit unterschiedlicher Porengrée und unterschiedlichem pH-Wert. Die
Polymerisierung des Acrylamid wurde durch Zugabe von Ammoniumpersulfat (APS) gestartet,
N,N,N+,N+-Tetramethylethylendiamin (TEMED) diente als Polymerisierungskatalysator.

Fiir die SDS-PAGEs wurde das Mini-PROTEAN® 3 Cell System von Bio-Rad verwendet und die
Gelkammern mit SDS-haltigen Laufpuffer befiillt. Als GroBenmarker diente der PageRuler™

Prestained Protein Ladder Marker von Fermentas.

3.4.3 Coomassiefarbung von Polyacrylamidgelen

Proteine konnen in einem Polyacrylamidgel direkt nach der Auftrennung iiber Coomassie
Brillantblau unspezifisch nachgewiesen werden. Fiir die Farbung wurden die Gele zunichst in
ddH,O 30 sec in der Mikrowelle erhitzt und anschlieBend 5 min gewaschen. Der Waschschritt
wurde zweimal wiederholt und anschliefend die kolloidale Coomassie Losung auf die Gele
gegeben. Die Inkubation mit der Farbelosung erfolgte fiir 3 — 12 h. Wenn nétig, wurden die Gele
nachfolgend mit 10 % Ethanol und 2 % ortho-Phosphorsdure entférbt.
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3.4.4 Waestern Blot-Analyse

Mithilfe des Western Blot Verfahrens konnen Proteine, die durch Gelelektrophorese aufgetrennt
wurden, durch Anlegen einer Spannung auf eine geeignete Membran transferiert werden. Die auf
die Membran transferierten Proteine konnen anschlieend durch spezifische Antikérper detektiert
werden. Nitrozellulose besitzt eine hohe Proteinbindungskapazitit und bindet Proteine durch
hydrophobe Wechselwirkungen. Um die Proteinbindungsstellen der Nitrozellulosemembran zu
aktivieren, wurde der Transferpuffer mit 20 % Methanol versetzt. Fiir den Proteintransfer wurde
hierbei das Mini Trans-Blot Cell System von Bio-Rad verwendet.

Fiir den Proteintransfer von einem SDS Acrylamidgel auf eine Nitrozellulosemembran wurde die
Membran zur Anode ausgerichtet, da die negativ geladenen Proteine von der Kathode zur Anode
wandern. Die Blot-Kammer wurde anschlieBend mit Transferpuffer befiillt. Der Ubertrag fand iiber

Nacht bei 30 V oder fiir 3 Stunden bei 90 V und 8 °C statt.

3.4.4.1 Ponceaufirbung membrangebundener Proteine

Zur Kontrolle der Vollstandigkeit des Proteintransfers wurden die Membranen nach Beendigung
des Transfers fiir 1 — 2 min mit Ponceaurot bei Raumtemperatur gefarbt. Die Farbung ist reversibel

und kann mit Wasser wieder entfernt werden.

3.4.4.2 Immundetektion membrangebundener Proteine

Nach dem Transfer von einem Polyacrylamidgel auf eine Nitrozellulosemembran kénnen auf der
Membran gebundene Proteine selektiv durch Antikdrper immunologisch nachgewiesen werden.
Hierfiir wurde die Membran mit einer Blockierlosung (4 % entfettetes Milchpulver geldst in
1 x PBST) fiir etwa 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, um alle Proteinbindestellen der
Membran zu besetzen. AnschlieBend wurde die Membran {iber Nacht bei 8 °C mit dem priméren
Antikorper inkubiert und anschlieBend dreimal jeweils 10 min mit 1 x PBST gewaschen, um nicht
gebundene Antikorper zu entfernen.

Die Inkubation mit dem sekundiren Antikorper erfolgte fiir 1 h bei Raumtemperatur auf dem
Schiittler. Die Membran wurde erneut dreimal fiir 10 min mit 1 x PBST gewaschen und die
verwendeten HRP-konjugierten (Horseradish peroxidase; Meerrettichperoxidase)
Sekundirantikorper schlieBlich mit Chemiluminiszenz Losung (Enhanced chemiluminescence; ECL
Losung) detektiert. Die Peroxidase katalysiert hierbei die Oxidation von Luminol. Die Membranen
wurden in der Entwicklermaschine LAS-3000 (Fuji) je nach Intensitdt des Signals wenige Sekunden

bis mehrere Minuten exponiert.
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3.4.5 Aktivititsbestimmung der SOD1 Dimere

SOD1 dismutiert Superoxidanionen zu H,O, und Sauerstoff. Diese Reaktion ldsst sich sowohl
qualitativ als auch quantitativ verfolgen. Bei der qualitativen Aktivitdtsmessung werden die Proben
in einem Polyacrylamidgel unter nicht denaturierenden Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt
und das Gel anschlieBend geférbt. Die quantitative Aktivitdtsbestimmung erfolgte in einer 96-Loch-

Platte, die Aktivitdt wurde anschlieend in einem Plattenlesegerit kolorimetrisch bestimmt.

3.4.5.1 Qualitative Aktivititsbestimmung mittels nativer Gelelektrophorese

Um die Dismutaseaktivitdit von SOD1 Enzymen zu untersuchen, wurden je 0,1 pg aufgereinigtes
Protein auf ein 15 %iges Polyacrylamidgel unter nativen Bedingungen geladen. Anschlieend
wurden das Gel in eine Féarbelosung mit Riboflavin und Nitroblau Tetrazoliumsalz (NBT) gegeben
und 45 min lichtgeschiitzt inkubiert. Unter Lichteinfall produziert Riboflavin Superoxidanionen,
welche NBT zu Formazan-Blau reduzieren und wodurch sich das gesamte Gel blau farbt. An den
Stellen, an denen SODI1 die Superoxidanionen dismutiert, findet keine Reduktion des
Tetrazoliumsalzes und somit auch keine Farbung statt. Diese Bereiche sind als helle Banden im
gefarbten Gel zu erkennen. Die Gele wurden nach Farbung dem Licht ausgesetzt und iiber einen

langeren Zeitraum eingescannt.

3.4.5.2 Qualitative Aktivitatsbestimmung nach Vorbehandlung mit Riboflavin und H,O,

Zu weiteren Analysen der Enzymaktivitdit wurden 0,2 pg der aufgereinigten Proteine vor der
elektrophoretischen Auftrennung mit 100 ng/ml und 10 ng/ml Riboflavin, bzw. 2 uM und 0,02 uM
H,O, behandelt. Fiir die Inkubation mit Riboflavin wurde in einem Gesamtvolumen von 10 pl
auflerdem 0,03 ul TEMED zugefiigt. Die Proben wurden anschlieBend 30 min bei 37 °C inkubiert,
bevor sie mit nativem Ladepuffer versetzt und auf ein 15 % natives Polyacrylamidgel geladen
wurden. Nach Auftrennung wurde das Gel fiir 45 min in eine Riboflavin und NBT enthaltende
Farbelosung gegeben und die Reduktion des NBT zu Formazan-Blau aufgezeichnet. Die hellen

Stellen im Gel markierten Bereiche mit Dismutaseaktivitét.

3.4.5.3 Quantitative Aktivititsbestimmung mittels WST-1

Zur quantitativen Aktivititsmessung wurde das SOD Assay Kit-WST von Dojindo Molecular
Technologies verwendet. Im Gegensatz zu NBT ist das Tetrazolium Salz WST-1 (2-(4-lodophenyl)-
3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, Mononatriumsalz) gut wasserloslich und
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kann durch die Anwesenheit von Superoxidanionen zu seinem ebenfalls wasserlosliche Formazan
Farbstoff reduziert werden. Die Superoxidanionen werden hierbei durch die Reaktion von Xanthin
und Xanthinoxidase generiert. In Anwesenheit von SOD1 werden die Superoxidanionen dismutiert
und konnen somit WST-1 nicht mehr reduzieren. Die Reduktion von WST-1 zu seinem gelben
Formazan-Farbstoff 14sst sich in einem Plattenlesegerit kolorimetrisch verfolgen.

Zur Bestimmung der optimalen SOD1 Konzentration fiir die Aktivititsmessung wurden zunichst
Konzentrationsreihen von 40 pg/ml, 20 ug/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml, 2 ug/ml, 1 pg/ml, 0,5 pg/mi,
0,1 pg/ml, 0,05 pg/ml fiir jedes SOD1 Dimer gemessen. Die Messung erfolgte in einem Viktor von
PerkinElmer bei 450 nm alle 5 min fiir insgesamt 1 h. Als Kontrolle wurde zusitzlich eine
Standardreihe mit humaner SOD1 (Sigma-Aldrich) in den Konzentrationen 200 U/ml, 100 U/ml,
50 U/ml, 20 U/ml, 10 U/ml, 5 U/ml, 1 U/ml, 0,1 U/ml, 0,05 U/ml, 0,01 U/ml, 0,001 U/ml angesetzt.
Es wurden weiter Messungen von jedem Konstrukt mit einer Konzentration von 0,2 pg/ml in einem

Ansatz durchgefiihrt. Auch hier wurde innerhalb 1 h die Aktivitét alle 5 min gemessen.

3.4.6 Metallgehaltsbestimmung

Die richtige Faltung und enzymatische Aktivitit von SOD1 héngt u.a. von seiner Beladung mit den
Metallen Zink und Kupfer ab. Fiir die Analyse der Metallbeladung der SOD1 Dimere wurde nach
dem Protokoll von Crow et al., 1997 und Mulligan et al., 2008 vorgegangen. Die Absorption des
Komplexindikators PAR (4-(2-Pyridylazo)resorcinol) bei 500 nm steigt unter Bindung von
Metallen wie Kupfer und Zink drastisch an. Durch die Zugabe von Nitrilotriessigsdure (NTA) wird
Zink selektiv aus dem Zn-PAR, Komplex entfernt, sodass durch die Verdnderung der Absorption
von PAR bei 500 nm vor und nach Zugabe von NTA auf die Mengen von Kupfer und Zink zu
schlieBen ist.

Zur Bestimmung des Metallgehalts der SOD1 Dimere wurden je 125 pl einer Losung mit 6 M
Guanidin-HCI, 100 uM PAR und 20 mM HEPES in eine 96-Loch-Platte pipettiert und bei einer
Wellenldange von 490 nm in einem Plattenlesegerdt gemessen. AnschlieBend wurden 25 ul der
SODI1 Proteine (2 - 4 uM), sowie Standardreihen von CuSO, und ZnSO4 (14 uM, 12 uM, 10 uM,
8 uM, 6 uM, 4 uM, 2 uM und 0 uM) zu der Losung gegeben. Durch die denaturierende Wirkung
des Guanidin-HCI wurden die SODI1 Proteine entfaltet und das gebundene Kupfer und Zink
freigesetzt. Die Platte wurde darauthin erneut ausgelesen. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von
NTA zu einer Endkonzentration von 0,8 mM und eine weitere Messung der Absorption bei 490 nm.
Zur Analyse der Daten wurden die Werte der ersten Messung von den Werten nach Zugabe der
Standardkurven von Kupfer und Zink sowie von den Werten nach Zugabe von NTA abgezogen.

Die Ergebnisse der Standardkurven wurden auf einen Graphen aufgetragen und Trendlinien gelegt.
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Anhand der Steigung der Standardkurven konnte anschlieBend auf die Menge an Kupfer und Zink
in den SOD1 Dimeren geschlossen werden. Die Konzentration von Kupfer wurde bestimmt, indem
die Werte der Messung vor Zugabe von SOD1 von den Werten der NTA-Messung abgezogen
wurden. AnschlieBend wurde das Ergebnis durch die Steigung der Kupfer+NTA-Standardkurve
geteilt und somit die Gesamtkonzentration an Kupfer in der Probe ermittelt. Fiir die
Gesamtkonzentration von Zink in der Probe wurde das Resultat der SOD1+NTA-Messung von der
SODI1-Messung ohne NTA abgezogen und das Ergebnis durch die Steigung der Zink-
Standardkurve geteilt. Der Anteil an Kupfer und Zink pro SOD1 Dimermolekiil wurde berechnet,
indem die Gesamtkonzentration der Metalle aus den Proben durch die doppelte Konzentration der

Dimere geteilt wurde.

3.4.7 Proteinase K Verdau

Proteinase K ist eine Serinprotease, die unspezifisch Proteine abbaut, indem sie sowohl endstidndige
Peptidbindungen als auch Bindungen innerhalb eines Proteins spaltet.

Um die Stabilitit der einzelnen SODI1-Dimerkonstrukte zu iiberpriifen, wurden diese mit
Proteinase K (Roche) behandelt und die Proben anschlieBend via SDS-PAGE und Proteintransfer
analysiert. Der Proteinase K Verdau wurde sowohl mit Zelllysaten aus HEK-293t Zellen als auch
mit aufgereinigten SODI-Dimerkonstrukten durchgefiihrt. Bei Versuchen mit HEK-293t
Zelllysaten, wurden die Zellen zundchst mit unmarkierten sod/ Dimerkonstrukten im pIRES-Vektor
transfiziert. Die Zelllysate wurden anschlieBend jeweils mit 10 pg/ml Proteinase K versetzt und der
Ansatz in einen Heizblock auf 37 °C gestellt. Die Reaktion wurde mit Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF) (Roth) abgestoppt, einem Serinprotease-Inhibitor, der irreversibel an das aktive Serin der
Proteinase K bindet. Die Reaktion wurde nach O min, d.h. unmittelbar nach Zugabe von
Proteinase K sowie 10, 20, 30 und 60 min nach Zugabe der Proteinase mit 5 mM PMSF abgestoppt.
Fiir die Proteinase K Behandlung aufgereinigter SOD1-Dimere wurde jeweils 0,25 pg SOD1 mit
90 ng HEK-293t Zelllysat als Puffer versetzt und der Ansatz mit 10 pg/ml Proteinase K behandelt.
Auch hier wurde die Reaktion nach 0, 10, 20, 30, bzw. 60 min mit 5 mM PMSF abgestoppt. Fiir
beide Ansédtze wurde jeweils eine Probe ohne Proteinase K als Kontrolle verwendet. Die Proben
wurden anschlieend iiber ein 12 %iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, die Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert und mit einem anti-SOD1 AntikSrper (Epitomics) detektiert.
Mithilfe des Analyseprogramms /mageJ wurden die Banden densitometrisch ausgewertet und der

Wert der unbehandelten Probe als 100 % definiert.
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3.4.8 Immunprézipitation (IP)

Bei einer Immunprizipitation (IP) konnen Proteine mithilfe eines gegen sie gerichteten spezifischen
Antikorpers aus einer Losung, z.B. einem Gewebe- oder Zelllysat, von anderen Proteinen getrennt
und dabei angereichert werden. Hierfiir wird der Antikérper an eine feste Matrix
(Protein A-Agarose oder Protein G-Sepharose Kiigelchen) gebunden, woraufhin der gesamte
Immunkomplex mittels Zentrifugation von dem Lysat getrennt werden kann.

Die fiir die IPs verwendeten Peptid-Antikorper wurden freundlicherweise von Janice Robertson und
Avijit Chakrabartty, Toronto, Kanada zur Verfiigung gestellt. Der SEDI (SODI exposed dimer
interface)-Antikorper bindet an die Dimerisierungsdomine von SODI1, wenn die Dimerbindung
gestort ist (Rakhit et al., 2007). Der USOD (unfolded SODI)-Antikorper detektiert SOD1 mit einem
entfaltetem p-Faltblattzylinder (Kerman et al., 2010).

Fiir die IPs wurden zundchst HEK-293t Zellen transient mit sod/ Dimeren im pIRES, im pEGFP-
N1 und im pEF-BOS-Vektor transfiziert. Wahrend die im pIRES-Vektor exprimierten SODI1
Dimere keinerlei Markierung aufweisen, trugen die im pEGFP-N1-Vektor exprimierten Proteine
C-terminal eine EGFP-Domine (Witan et al., 2008) und die im pEF-BOS-Vektor vorliegenden
sodl Konstrukte N-terminal einen Histidin-tag (Konstrukte hergestellt von Anna Besemer am
Institut fiir Pathobiochemie der Johannes Gutenberg-Universitét in Mainz).

Fir die IP wurden die transient transfizierten HEK-293t Zellen mit 1 x PBS gewaschen und
anschlieBend in 600 pl kaltem RIPA-Puffer mit Proteaseinhibitor vom Boden der Zellkulturschale
gelost. Zur Lyse wurden die Zellen fiir 20 min bei 4 °C rotierend inkubiert. Um die in RIPA-Puffer
16slichen von den unldslichen Zellbestandteilen zu trennen, wurden die Ansétze bei 15.000 x g fiir
15 min bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand fiir die IP verwendet.

Fiir die IP wurde Protein A-Agarose (Sigma-Aldrich) verwendet. Um die Protein A-Agarose fiir die
IP vorzubereiten, wurden 40 pl der Suspension mit 480 ml kaltem RIPA-Puffer versehen. Der
Ansatz wurde bei 3.500 x g fiir 5 min bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Es
folgten zwei weitere Waschschritte, anschlieBend wurde die Protein A-Agarose in 40 pl RIPA-
Puffer resuspendiert.

Die losliche Fraktion der Zelllysate wurde mit 20 ul Protein A-Agarose fiir 1 h unter Rotation bei
4 °C inkubiert. Hierdurch wurden unspezifisch bindende Komponenten der 16slichen Fraktion aus
dem Zelllysat entfernt. Der Ansatz wurde anschlieBend bei 10.000 x g fiir 10 min bei 4 °C
zentrifugiert und je 200 pl des Uberstands auf neue ReaktionsgefiBe aufgeteilt.

AnschlieBend wurden je 2 pg des SEDI- oder USOD-Antikdrpers, sowie 2 pug IgG als Kontrolle zu
den vorbehandelten Zelllysaten gegeben und der Ansatz iiber Nacht bei 4 °C unter Rotation

inkubiert. Der entstandene Immunkomplex wurde nach Zugabe von 20 pl Protein A-Agarose an
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diese gebunden. Hierfiir wurde der Ansatz bei 4 °C unter Rotation fiir 2 — 4 h inkubiert. Der an die
Protein A-Agarose gebundene Komplex wurde anschlieBend bei 3.500 x g fiir 5 min bei 4 °C
zentrifugiert und die Agarose dreimal mit 1,5 ml kaltem RIPA-Puffer gewaschen. Um den
Immunkomplex von der Agarose zu ldsen, wurde nach dem letzten Waschschritt der Uberstand
verworfen und 20 pl 2 x Laemmli Probenpuffer zu der Protein A-Agarose gegeben. Die Proben
wurden fiir Smin bei 95 °C erhitzt und anschlieBend bei 10.000 x g fiir 10 min bei 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde entnommen, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieBend
zur weiteren Analyse auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. SOD1 wurde anschlieend mit

einem SOD1-spezifischen Antikdrper (Epitomics) detektiert.

3.5 Biophysikalische Arbeitsmethoden

3.5.1 Zirkulardichroismus-Spektroskopie (Circular Dichroism Spectroscopy; CD-
Spektroskopie)

Zur Aufkldrung der Sekundérstruktur der SODI1-Dimere wurde fiir jedes Konstrukt eine
Zirkulardichroismus-Spektroskopie  (Circular  Dichroism  Spectroscopy, CD-Spektroskopie)
durchgefiihrt.

Kann ein Molekiil nicht mit seinem Spiegelbild zur Deckung gebracht werden, so bezeichnet man
es als chiral, bzw. als optisch aktiv. Die Enantiomere — also Bild und Spiegelbild — eines chiralen
Molekiils unterscheiden sich in ihrer optischen Aktivitit. So absorbieren sie z.B. zirkular
polarisiertes Licht unterschiedlich stark. Diese Differenz bei bestimmten Wellenldngen im
niedrigen UV-Bereich (in der Regel 190 nm — 260 nm) ergeben ein CD-Spektrum, das einen
Aufschluss iiber die Sekundarstruktur des Proteins zuldsst.

Die CD-Spektren der einzelnen SOD1 Dimere wurden im Bereich 190 nm — 260 nm gemessen.
Verwendet wurde hierzu ein CD-Spektrometer von Jobin Yvon am Institut fiir Biophysik der
Johannes Gutenberg-Universitdt in Mainz in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Heinz Decker. Fiir die
Spektroskopie wurden jeweils 0,3 pg/pul Protein geldst in 1 x PBS in einem Volumen von 400 pl in
einer | mm Glaskiivette gemessen. Als Ausgabeformat wurde die Elliptizitdt (Theta [0] in mDeg)
gewahlt. Fiir den Graph wurde die Elliptizitit gegen die Wellenldnge in 1 nm Schritten aufgetragen
und grobe Ausreifler, die auf eine Fehlmessung des Gerits beruhen, verrechnet. Hierfiir wurden die
Werte der umliegenden Wellenldngen gemittelt und der AusreiBer durch diesen Mittelwert ersetzt.
Die Berechnung der Sekundérstruktur erfolgte mit Dichroweb (Whitmore and Wallace, 2004,
2008). Um die Spektren auswerten zu konnen, mussten sie zundchst bei einer Wellenldnge von

260 nm auf null gesetzt werden. Die Messwerte der letzten drei Wellenlédngen (258 nm, 259 nm und
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260 nm) wurden hierfiir gemittelt und als Basis von allen anderen Werten abgezogen. Die so
vorbereiteten Daten wurden nach Dichroweb (http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/process.shtml)
importiert. Als Input wurde fiir die Einheit , Theta®, fiir den Algorithmus ,,Contin“ und als
Referenzset ,,Set 4 (190 - 240 nm)“ gewdhlt. Das durchschnittliche Molekulargewicht der
Aminoséuren des Proteins (Mean Residue Weight; MRW) wurde mit 101 Da angegeben.

3.6 Der Nematode Caenorhabditis elegans (C. elegans) als in vivo-Modell

Der Nematode C. elegans eignet sich besonders gut als in vivo-Modell, da er mit vergleichbar
geringem Aufwand und kostengiinstig zu kultivieren ist, schnell und reichlich Nachkommen
produziert, transparent und somit fiir Mikroskopierstudien geeignet ist und zudem eine Eutelie, eine
Zellkonstanz aufweist (Sulston and Horvitz, 1977; Sulston et al., 1983). Als Ausgangslinie fiir alle
Arbeiten mit C. elegans diente der wildtypische Stamm N2.

3.6.1 Kultivierung von C. elegans

Die Nematoden wurden auf 6 cm Agarplatten (3 mg/ml NaCl, 2.5 mg/ml Bactopeptone,
16 mg/ml Bactoagar, 25mM PPB, 1mM CaCl,, 1 mM MgSO,, 2 pg/ml Uracil, 5 pg/ml
Cholesterol, 120 pg/ml Streptomycin) bei einer konstanten Temperatur von 20 °C gehalten. Als
Nahrungsquelle diente den Tieren der Streptomycin resistente E. coli-Stamm HB101. 3,5 cm
Platten wurden mit 200 ul, 6 cm Platten mit 350 pl einer dicht bewachsenen HBI101-Kultur
versetzt. Die Wirmer wurden erhalten, indem entweder einzelne Wiirmer von einer Platte auf eine
neue Platte umgesetzt wurden oder indem aus einer dicht besiedelten Platte ein ganzes Agarstiick

herausgeschnitten und auf eine neue Platte gesetzt wurde.

3.6.2 Herstellung transgener C. elegans

Zur Herstellung transgener C. elegans wurden Tiere des Larvalstadiums L4 gewihlt. Diesen wurde
mithilfe einer Mikroinjektionsnadel (TransferMan NK2; FemtoJet® Microinjector, Eppendorf),
welche zuvor mit 2,5 ul einer 120 pg/ml konzentrierten c¢cDNA-LOsung beladen wurde, die
jeweilige ¢cDNA in eine der beiden Gonaden des Wurms injiziert. Hierzu wurde der Wurm auf
2 %igen Agar in Halocarbondl fixiert, injiziert und anschlieBend mit einem Tropfen M9-Medium
wieder vom Agar geldst.

Den Wiirmern wurde die ¢cDNA der sod! Dimerkonstrukte SODIV™WI.EGFP, SODI1*YVT_EGFP

sowie SOD1%%-EGFP, welche unter die Kontrolle des sra-6 Promotors gestellt wurden injiziert. Da
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sra-6 lediglich in 4 Neuronenklassen, u.a. in den multisensorischen ASH-Neuronen, exprimiert
wird, wurde zusitzlich ein griin fluoreszierendes Protein (green fluorescent protein; GFP) als
Ko-Injektionspartner unter die Kontrolle des el/t-2 Promotors gestellt. Elt-2 wird im Darm von
C. elegans exprimiert und ist aufgrund der GroBe des Darms als Marker fiir eine erfolgreiche
Injektion gut geeignet. Da jeweils zwei cDNAs gleichzeitig in den Wurm injiziert wurden, wurde
von jeder cDNA jeweils 60 pg/ml in die Gonaden injiziert. Nach der Injektion wurde jeder Wurm
separat auf eine 3 cm Platte iiberfiihrt und zur weiteren Kultivierung bei 20 °C gehalten. Zu diesem
Zeitpunkt lag die injizierte DNA extrachromosomal vor. Tiere mit positiven Nachkommen (d.h.
Nachweis des GFP im Darm mittels Fluoreszenzmikroskopie [MZ10 F, Leica]) wurden weiter

kultiviert, verstorbene Tiere und solche ohne positive Nachkommen wurden verworfen.

3.6.3 Integration des Zielgens in das Genom von C. elegans mittels UV-Bestrahlung

Um das Zielgen stabil im Genom des Nematoden einzubauen, wurden etwa 70 Wiirmer des
Lavalstadiums L4 auf eine bakterienfreie Agarplatte gesetzt und mit UV-Licht der Intensitdt
35mJ—-37,5mJ] bestrahlt. Durch die Bestrahlung werden Chromosomenstrangbriiche
hervorgerufen, sodass sich die bis dahin extrachromosomal vorliegende cDNA des Zielgens im
Genom des Wurms integrieren kann. Nach der Behandlung wurden jeweils acht Tiere auf eine 6 cm
Schale umgesetzt und bei 20 °C kultiviert. Uber Fluoreszenzmikroskopie wurden jene Linien
ausgewahlt, die zu 100 % das Markerprotein GFP im Darm unter der Kontrolle des e/t-2 Promotors
exprimierten. Diese Linien wurden anschlieBend an einem Laser-Scanning-Mikroskop ebenfalls auf
thre SOD1-Expression in den ASH-Neuronen kontrolliert.

Da die Bestrahlung mit UV-Licht Chromosomenstrangbriiche bewirkt, ist eine schwerwiegende
Beschiddigung der DNA der bestrahlten Tiere nicht auszuschlieBen. Aus diesem Grund wurden mit
UV-Licht bestrahlte Wurmlinien nach der erfolgten Integration des Zielgens in das Genom mit
wildtypischen N2-Minnchen ausgekreuzt, um etwaige Beschddigungen der DNA aus den Linien zu
entfernen. Hierfir wurden jeweils acht minnliche wildtypische N2-Ménnchen mit zwei
Hermaphroditen der entsprechenden Linie verkreuzt. Hieraus entstandene transgene Ménnchen
wurden wiederum bei einer Riickkreuzung eingesetzt, welche verhindern sollte, dass das Zielgen

bei diesen Auskreuzungen aus dem Genom der Tiere entfernt wird.

Auskreuzungsschritt: Ine X Quansgen

Riickkreuzungsschritt: Qrransgen X B iransgen

Es erfolgten flinf Auskreuzungs- und Riickkreuzungsschritte, bevor die Tiere fiir die nachfolgenden

Versuche verwendet wurden.
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3.6.4 Herstellung ménnlicher C. elegans

Der Nematode C. elegans ist ein sich selbst befruchtender Hermaphrodit. Allerdings existieren auch
minnliche Wiirmer, welche mit Hermaphroditen kopulieren und auf diese Weise den Genpool
erweitern konnen.

Die Verpaarung von mit UV-Licht bestrahlten Wiirmer mit wildtypischen N2-Miannchen ermoglicht
das Auskreuzen von Mutationen, die durch diese Behandlung auftreten kdnnen. Aus diesem Grund
wurde die Produktion mannlicher Nachkommen gefordert. Hierfiir wurden etwa 150 L4-Larven auf
eine 6 cm Platte gesetzt und fiir 6 h auf 30 °C im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden je
acht Wiirmer dieses Ansatzes auf neue Platten iiberfiihrt und die Tiere bei 20 °C gehalten. Die hohe
Temperatur forcierte die Anzahl an ménnlichen Nachkommen. Diese wurden folgend mit
wildtypischen N2-Hermaphroditen verpaart, sodass aus dieser Verpaarung weitere ménnliche
Nachfahren hervortraten. Zur Verpaarung wurden jeweils acht minnliche C. elegans und zwei
Hermaphroditen auf eine 3,5 cm Platte gesetzt, welche mit einen Tropfen Bakterienkultur versehen
wurde. Auf diese Weise lieBen sich ménnliche C. elegans erhalten und konnten anschlieend fiir die

Auskreuzungen eingesetzt werden.

3.6.5 Uberlebenszeitanalyse

Die Lebensdauer der Wiirmer wurde analysiert, um zu iiberpriifen, ob sich die Expression von
SOD1VTVI_EGFP, SOD1¥VT_EGFP oder SOD1¥%-EGFP unter der Kontrolle des sra-6 Promotors
auf die Lebensspanne von C. elegans auswirkt. Es wurden pro SOD1 Dimer je zwei voneinander
unabhéngig generierte Linien untersucht, um auszuschliefen, dass es sich bei den Ergebnissen um
einen reinen Linieneffekt handelte. Die Wiirmer wurden fiir den Versuch zunichst auf ein
Entwicklungsstadium synchronisiert, indem nur Larven des Larvalstadiums 4 (L4)-Stadiums
vereinzelt wurden. Bei 20 °C erreichten die L4-Larven nach einem Tag das Adultstadium.
Hierauthin wurden pro Linie mindestens 30 adulte Wiirmer auf eine neue Platte umgesetzt. Die
Anzahl der Tiere wurde jeden Tag bestimmt, bis alle Wiirmer verstorben waren. Die
Uberlebensstudien wurden insgesamt dreimal durchgefiihrt, wobei jene Tiere nicht beriicksichtigt

wurden, welche an den Rand der Platte gekrochen und dort vertrocknet waren.

3.6.6 Analyse der Eiablage

Die Beschaffenheit der Umgebung, in der C. elegans lebt, kann sich stark auf das Eiablageverhalten
der Tiere auswirken. Die Umwelt wird von den Wiirmern hierbei u.a. chemosensorisch

wahrgenommen. Es wurde tberpriift, ob die Expression der SOD1 Dimere SOD1Y"VI-EGFP,
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SODI¥YT_EGFP und SOD1**-EGFP in den multisensorischen ASH- oder ASI-Neuronen einen
Einfluss auf die Anzahl der Nachkommen ausiibt. Von jeder Linie wurden hierfiir Wiirmer des L4-
Stadiums vereinzelt und nach 24 h pro Linie ein Wurm auf eine 3,5 cm Platte iiberfiihrt. Die adulten
Tiere wurden 24 h bei 20 °C auf den Platten gehalten und anschlieBend wieder entfernt. Die
gelegten Eier wurden fiir weitere 24 h auf 20 °C gegeben und die geschliipften Wiirmer gezihlt. Die
statistische Signifikanz zwischen den einzelnen Linien wurden anschlieBend mit dem

Zweistichproben-t-Test ermittelt.

3.6.7 Langzeitlagerung von C. elegans

Fiir Langzeitlagerung konnen C. elegans Wiirmer auf -80 °C oder im fliissigen Stickstoff (Brenner,
1974) gehalten werden. Hierfiir wurden die Wiirmer auf mehreren 6 cm Platten so lange kultiviert,
bis die Platten mit Larven des L1/L2-Stadiums dicht bevolkert waren. Larven dieses Stadiums
iiberleben das Einfrieren am besten, wenn sie frisch ausgehungert wurden. Als Vorbereitung fiir das
Einfrieren wurden die Wiirmer mit 1 x M9-Medium von den Platten gespiilt. 500 pl des
2 x Einfriermediums wurden in Kryordhrchen vorgelegt und 500 pul der Wiirmer in M9 hinzu
gegeben. Die Cryordhrchen wurden bei -80 °C langsam herab gekiihlt. Anschlieend lassen sich die

Wiirmer bei -80 °C oder in fliissigem Stickstoff iiber Jahre lagern.

3.7 Statistik

Fir die Auswertung der Proteinase K Behandlungen wurden mindestens drei von einander
unabhidngige Versuche durchgefiihrt. Die Western Blots wurden mit der Software Image
densitometrisch ausgewertet und die unbehandelte Kontrolle als 100 % definiert. Die statistische
Signifikanz der einzelnen Versuche wurde mit einer Varianzanalyse (zweifach ANOVA) mit
wiederholten Messungen bestimmt. Die graphische Darstellung der Daten erfolgte mit den
Mittelwerten der einzelnen Versuche, die Abweichungen vom Mittelwert wurden mithilfe des
Standardfehlers angezeigt.

Fiir die Eilegestudien der einzelnen C. elegans Linien wurden die geschliipften Wiirmer ausgezéhlt
und die statistische Signifikanz zwischen den verschiedenen Linien mit dem Zweistichproben-t-Test
berechnet. Auch hier wurden die Daten {liber den Mittelwerten der einzelnen Versuche dargestellt
und die Abweichungen vom Mittelwert mithilfe des Standardfehlers angezeigt.

Fiir Uberlebensstudien der verschiedenen transgenen C. elegans Linien wurde jeweils bei einer
Population von etwa 90 Wiirmern der Todestag jedes Individuums vermerkt und mit dem Log-
Rang-Test die statistische Signifikanz zwischen den einzelnen Linien ermittelt. Der Graph wurde

als Kaplan-Meier-Kurve aufgezeichnet.
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4. ERGEBNISSE

In dieser Arbeit wurden die biochemischen und biophysikalischen Eigenschaften von Dimeren der
SOD1 Mutationen A4V, G37R, G41D, G41S, G85R und G93C untersucht. Der Schwerpunkt der
Untersuchung lag hierbei auf dem Vergleich von mutanten Homodimeren, welche zwei mutierte
Untereinheiten aufweisen (z.B. SOD1*77) und dem jeweils korrespondierendem Heterodimer,
welches eine mutierte und eine wildtypische Untereinheit enthielt (z.B. SOD1°"""). Als Kontrolle
diente jeweils das wildtypische Homodimer SOD1%™"T,

Um die Eigenschaften der mutanten Homo- und Heterodimere miteinander vergleichen zu konnen,
wurden die Dimerkonstrukte in zwei Zellsystemen exprimiert. Die Expression der Konstrukte in
HEK-293t Zellen diente der funktionellen und biophysikalischen Untersuchung der Dimere in
einem eukaryotischen Hintergrund, wihrend die vergleichsweise hohe Expressionsrate in dem
Bakterienstamm BL2I1(DE3)pLysS fiir eine anschlieBende Aufreinigung der Dimere aus dem
Bakterienlysat und zur detaillierten Analyse der SOD1 Dimere genutzt wurde. Die hierbei
gewonnenen Dimere wurden hinsichtlich ihrer Struktur, ihrer Konformation und ihrer

Dismutaseaktivitit untersucht.

4.1 Expression der SOD1 Dimere in BL21(DE3)pLysS Bakterien

Fiir die Aufreinigung der obligatorischen SOD1 Dimere wurde das bakterielle Expressionssystem
BL21(DE3)pLysS verwendet. Das in diesem Bakterienstamm enthaltene Plasmid pLysS, welches
ein Resistenzgen gegen das Antibiotikum Chloramphenicol aufweist, enthielt eine T7-Lysozym
kodierende Sequenz. Lysozym dient als Inhibitor der T7 RNA Polymerase und verhindert eine
exzessive Produktion des rekombinanten Proteins in den BL21 Bakterien. Eine iibermiBige
Expression rekombinanter Proteine konnte dazu fiihren, dass diese Proteine in Einschlusskorpern
angereichert werden und sich nur durch denaturierende Reagenzien wieder in Losung bringen
lassen. Es wurde zundchst iiberpriift, ob die in diesem System exprimierten SOD1 Dimere im
Zytosol oder in Einschlusskorpern vorlagen. Ohne Induktion durch IPTG erfolgte die Expression
der SOD1 Dimere nur auf einem, durch Coomassiefarbung nicht nachweisbarem, basalen Level
(Abb. 5A). Es zeigte sich, dass sowohl SOD1Y™"T als auch die SODI1 Heterodimere bei einer
Expression bei Raumtemperatur (RT) in der 16slichen Fraktion des Zytosols (L) der Bakterien
vorlagen, wihrend die entsprechenden mutanten Homodimere vorwiegend in der, die

Einschlusskorper enthaltenden, Pelletfraktion (P) lokalisiert waren (Abb. 5A).

62



ERGEBNISSE

A
-IPTG

WT-WT &$§% $o 37-WT  37-37 85-WT  85-85 93-WT  93-93 4-WT 44

TLP 86858 TLeltrLrel [TLPlTL P TLPlTLP [TLPTLEP
55 = ‘ 54 55—
TR T e | (S | | P
34- % - - ; 34_ L — C— 34- :
17 = 17 i 17
B C

T L P T L P 37-37 85-85 93-93 4-4

T L P T L P T L P T L P

43— - o= WI-WT 43— @@ & 93-WT

43~ -— - 37-WT 43— @) == @@= 9303

55 =

55 55 = 55 =)

- em "= 3737 43— 6 @ 4-WT 43 : -
43 =/ - - 43 = - - P ¥
34 = 34 34 =

43 - - - 85-WT 43— &b = @& | 44 34"

43— qu» - | 3585 == | & 4 ] - ¥ -

Abb. 5: Expression der Histidin-markierten SOD1 Dimere in BL21(DE3)pLysS kompetenten Bakterien bei
Raumtemperatur (RT) und 11 °C.

Die Bakterien wurden bei 37 °C bis zu einer ODg nm von 0,1 — 6 herangezogen. Anschliefend wurde die Temperatur
gesenkt und die Expression mit 0,5 mM IPTG induziert. Nach der Expression der SOD1 Dimere wurden die Zellen
lysiert, in ein Totallysat (T), eine 16sliche Fraktion (L) und eine unlosliche Pelletfraktion (P) aufgeteilt, auf ein 12 %
SDS-Gel aufgetragen und mit Coomassie geférbt.

A Erfolgte die Expression der Dimere fiir 4 h bei Raumtemperatur (RT), fanden sich SOD1"™ T und die SODI1
Heterodimere in der l6slichen Fraktion, wéhrend die mutanten SOD1 Homodimere in der Pelletfraktion angereichert
waren. Ohne Zugabe von IPTG wurden die SOD1 Dimere nur auf einem basalen Level exprimiert.

B Nach Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran konnten die SOD1 Dimere mittels eines SODI-
spezifischen Antikorpers (Epitomics) detektiert und somit nachgewiesen werden, dass es sich bei den aufgereinigten
Proteinen um SOD1 handelte.

C Bei einer Expressionstemperatur von 11 °C fiir 20 h verblieben auch die mutanten SOD1 Homodimere in der
16slichen Fraktion und konnten ohne den Einsatz von denaturierenden Mitteln aufgereinigt werden.
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Nach Transfer der Proben auf eine Nitrozellulosemembran konnten die SOD1 Dimere zusitzlich
mit einem SOD1-spezifischen Antikdrper nachgewiesen werden (Abb. 5B). Da der Einsatz von
denaturierenden Puffern bei der Aufreinigung der SOD1 Dimere die Faltung der Proteine, ihre
Beladung mit Kupfer und Zink und somit auch ihre enzymatische Aktivitit beeinflussen, wurden
die Bedingungen der Expression der mutanten Homodimere veridndert, um die Konformation der
Proteine zu schiitzen. Die Temperatur wihrend der Expression wurde auf 11 °C abgesenkt und die
Expressionsdauer auf 20 h verldngert. Durch die hieraus resultierende langsamere Expression der
mutanten Homodimere erfolgte eine Verschiebung der rekombinanten Proteine in die l6sliche
Fraktion (Abb. 5C).

4.2 Aufreinigung der Proteine durch Fast Protein Liquid Chromatography
(FPLC)

Nach Expression der SOD1 Dimere in den BL21(DE3)pLysS Bakterien wurden diese mittels
Affinitdtschromatographie in einem FPLC-System von den restlichen bakteriellen Proteinen
getrennt. Der an den N-Terminus der rekombinanten SOD1 Dimere gekoppelte sechsfache Histidin-
tag gewihrleistete hierbei eine starke Bindung der Dimere an die mit Nickel beladene Sdulenmatrix.
Die restlichen Bakterienproteine konnten nicht an die Sdule binden. Nach mehreren Waschschritten
wurden die an die Sdule gebundenen SODI1 Proteine durch einen hochkonzentrierten Imidazol-
Puffer eluiert. Mittels eines UV-Detektors, welchen die Proteine passierten als sie von der Séule
gesplilt wurden, lieB sich die Aufreinigung der SOD1 Dimere als Chromatogramm darstellen (Abb.
6A). Die Elutionsfraktionen wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, die SOD1 Dimere durch eine

Coomassiefarbung detektiert (Abb. 6B) und anschlielend vereint.
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Abb. 6: FPLC: Chromatogramm von SOD1Y""T und Coomassiegel der FPLC Fraktionen von SOD1V""T

A Mithilfe eines UV-Detektors (280 nm) lie sich die Verteilung der Proteine wéhrend der Chromatographie verfolgen.
Wiéhrend der Beladung und des Waschens der Séule wurden alle bakteriellen Proteine von der Saule gespiilt (Kurve bei
6 — 24 min), wihrend die SOD1 Dimere durch den Histidin-tag an die Sdule gebunden wurden. Die Elution der Dimere
erfolgte nach Zugaben eines hochkonzentrierten Imidazol-Puffers und manifestierte sich in einem steilen Anstieg der
optischen Dichte (hier bei 36 — 38 min). Der Durchfluss der bakteriellen Proteine wurde verworfen und die eluierten
Proteine in Fraktionen gesammelt.

B Nach der Aufreinigung mittels FPLC wurden die Fraktionen auf einem 12 % Polyacrylamidgel aufgetrennt und in
einer Coomassie Losung angefarbt. Wéhrend der FPLC wurden die SOD1 Dimere, welche einen groflen Teil des
Gesamtlysats bildeten, von den iibrigen bakteriellen Proteinen getrennt und in Elutionsfraktionen (5 - 7) aufkonzentriert.
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4.3 Entfernung des Histidin-tags

Um das SODI1 Dimer in einem moglichst nativen Zustand zu erhalten, wurde der wéhrend der
Chromatographie bendtigte N-terminale Histidin-tag der SOD1 Dimere nach der Aufreinigung iiber
eine Thrombin Schnittstelle wieder entfernt. Hierfiir wurde das Thrombin Cleavage Capture Kit
(Novagen) verwendet. Im Anschluss an den Thrombin Verdau wurden die Proben zusédtzlich mit
Nickel Sepharose behandelt, wodurch alle abgespaltenen Histidinreste und alle nicht verdauten
SOD1 Dimere mit Histidin-tag an die Sepharose gebunden und somit aus der Losung entfernt
wurden. Der Erfolg der Abspaltung des Histidin-tags wurde nach Auftrennung der Proben auf
einem 12 % SDS-Polyacrylamidgel und Transfer auf eine Nitrozellulosemembran mithilfe eines
Histidin-spezifischen Antikorpers nachgewiesen (Abb. 7A). Als Kontrollen wurden sowohl
unbehandelte SOD1 Dimere mit Histidin-tag als auch ein weiteres mit einem sechsfachen Histidin-
tag versehenes Protein (6xHis-p53) verwendet. Nach der Thrombin- und Nickel Sepharose-
Behandlung konnte kein Histidin-tag an den SOD1 Dimeren mehr nachgewiesen werden. Die
Proben wurden zusitzlich mit einem SOD]1-spezifischen Antikérper nachgewiesen (Abb. 7B).
Hierdurch konnte zum einen gezeigt werden, dass ausreichend Protein eingesetzt wurde, um den
Histidin-tag nachzuweisen sowie, dass die SOD1 Dimere durch die Behandlung mit Thrombin nicht
degradiert wurden. Nach der Expression, der Aufreinigung und Thrombinbehandlung der SOD1

Dimere konnten diese fiir biophysikalische und biochemische Analysen verwendet werden.
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Abb. 7: Abspaltung des sechsfachen Histidin-tags durch Thrombin

A Um den sechsfachen Histidin-tag nach der Aufreinigung von den SOD1 Dimeren vollstédndig abzuspalten, wurden die
Proteine fiir mindestens 96 h bei 4 °C mit 10 U Thrombin pro 1 mg SODI1 Dimer inkubiert. AnschlieBend wurden die
Proben zusitzlich mit Nickel Sepharose versetzt, wobei alle Histidin-markierten Proteine, sowie die abgespaltenen
Histidin-tags durch Zentrifugation aus der Losung entfernt wurden. Nach Auftrennung auf ecinem 12 %
Polyacrylamidgel, Transfer auf eine Nitrozellulosemembran und Inkubation mit einem Histidin-spezifischen Antikdrper,
zeigte sich, dass die SOD1 Dimere keinen Histidin-tag mehr trugen. Als Kontrolle wurden die unbehandelten SOD1
Dimere SOD1V™T SOD1*%T und SOD1*%, sowie ein weiteres Histidin-markiertes Protein (6xHis-p53) eingesetzt.

B Die Thrombin behandelten Proben wurden zusétzlich mit einem SOD]1-spezifischen Antikdrper detektiert, um zu
gewihrleisten, dass die Proteinspiegel der Dimere nicht zu gering waren, um den Histidin-tag mittels des Histdin
Antikorpers zu erkennen. Weiter sollte gezeigt werden, dass durch die Behandlung mit Thrombin die Dimere nicht zu
kleineren Fragmenten degradiert wurden.

4.4 Dismutaseaktivitit der aufgereinigten SOD1 Dimere

Die Fahigkeit biochemische Reaktionen zu katalysieren ist ein entscheidendes Merkmal von
Enzymen. Um ihre katalytische Funktion erfiillen zu konnen, bendtigen Enzyme eine definierte
Struktur. Ist die Faltung dieser Proteine verdandert, konnen sie ihr Substrat nicht mehr umsetzen. Ein
wichtiger Schritt nach der Aufreinigung der SOD1 Dimere war die Uberpriifung der Fihigkeit der
Dimere, Superoxidanionen zu Wasserstoffperoxid detoxifizieren zu konnen. Hierfiir wurden die
Proteine einmal {iber ein natives Polyacrylamidgel ohne denaturierende oder reduzierende Agenzien
aufgetrennt und die enzymatische Aktivitdt direkt im Gel nachgewiesen (Abb. 8, 9). Zum
quantitativen Nachweis der Dismutaseaktivitit der SOD1 Dimere wurde ein Reaktionsansatz
verwendet, der es erlaubte, die Reaktion in einem Plattenlesegerdt photometrisch zu verfolgen
(Abb. 10). Beide Nachweise zeigten hierbei, dass alle aufgereinigten SODI1 Dimere

Superoxidanionen dismutieren konnten.
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4.4.1 Qualitative Bestimmung der Dismutaseaktivitat der aufgereinigten SOD1

Dimere mittels nativer Aktivititsgele

Fiir einen qualitativen Nachweis der Dismutaseaktivitdt der aufgereinigten SOD1 Dimerproteine
wurden jeweils 0,1 pg Protein auf ein natives Gel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt.
Nach der Auftrennung der Proteine wurde das Gel in einer Fiarbelosung mit NBT und Riboflavin
inkubiert. Riboflavin, bzw. Vitamin B2 diente hierbei als Superoxidanionenproduzent. Unter Licht
produziert Riboflavin freie Sauerstoffradikale, wie Superoxid (Heelis, 1982; Natera et al., 2011).
Superoxidanionen dienten in diesem Versuch der Reduktion von Nitroblautetrazolium Chlorid
(NBT) zu einem blauen Formazanfarbstoff. An jenen Stellen, an denen die Superoxidanionen von
SOD1 zu H,0, dismutiert wurden, erfolgte keine Reduktion des Nitroblautetrazoliumsalzes durch
Superoxid. Diese Stellen erschienen im gefirbten Gel als helle Flecken (Abb. 8). Als Kontrolle
wurde eine rekombinante, monomere humane (h)SOD1 verwendet, welche eine Doppelbande im
Gel ausbildete. Alle in dieser Arbeit aufgereinigten SOD1 Dimere zeigten eine Dismutaseaktivitit,
welche sich allerdings nicht nur durch eine Doppelbande im Gel abzeichnete, sondern durch
zusétzliche Banden im hohermolekularen Bereich. Es ist davon auszugehen, dass die SOD1 Dimere
unter nativen Bedingungen dazu in der Lage sind Multimere zu formen. Die in der Literatur als
inaktiv geltende Mutation SOD1%® (Borchelt et al., 1994; Bruijn et al., 1997b; Cao et al., 2008)
wies in den nativen Aktivititsgelen ebenfalls eine eindeutige, wenn auch schwache

Dismutaseaktivitat auf, deren Intensitit im Laufe der Reaktion abnahm (Abb. ).
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Exposition 30 min Exposition 60 min

Abb. 8: Aktivititsgele von bakteriell aufgreinigten SOD1 Homo- und Heterodimeren

Aktivitdtsgele laufen unter nativen Bedingungen ohne SDS oder reduzierende Reagenzien. Es wurden je 0,1 pg SODI1
auf die 15 % Polyacrylamidgele aufgetragen, welche anschlieBend in einer Féarbelosung mit Riboflavin und NBT fiir
45 min inkubiert und dem Licht ausgesetzt wurden. Helle Banden im Gel markieren Bereiche mit
Superoxiddismutaseaktivitdt. 0,1 pg rekombinante monomere hSOD1 (Sigma-Aldrich) wurde als Kontrolle verwendet.
Die Farbung der Gele durch Lichtexposition wurde in 5 min Abstdnden aufgezeichnet. Nach 30-miniitiger Exposition
zeigten alle SOD1 Homo- und Heterodimere eine enzymatische Aktivitit. SOD1%® gilt als enzymatisch inaktiv.
Nichtsdestotrotz wies das Homodimer SOD135% nach 30 min Exposition eine schwache enzymatische Aktivitit auf,
welche im Laufe der Reaktion reduziert wurde. Die Aktivitét der monomeren hSOD1 manifestierte sich im Aktivitétsgel
als Doppelbande, wihrend die SOD1 Dimere mehrere Banden im héhermolekularen Bereich aufwiesen. Dies deutet auf
eine mogliche Bildung von SOD1 Multimeren hin.

Als mogliche Mechanismen der Inaktivierung des mutanten Dimers SOD 1% wurde hieraufhin die
Hemmung des Enzyms durch sein eigenes Substrat oder Produkt untersucht. Jeweils 0,2 pg von
SODIV™WI SODI1%WT, SOD1** und monomerer hSOD1 wurden 30 min bei 37 °C mit 10 ng/ml
Riboflavin, 1 ng/ml Riboflavin, 2 pM H,O, oder 0,2 uM H,O, behandelt (Abb. 9). Eine
Vorinkubation mit Riboflavin fiihrte bei beiden verwendeten Konzentrationen zu einer
verminderten enzymatischen Aktivitit bei allen untersuchten SOD1 Proteinen und inhibierte die

Dismutaseaktivitit von SOD18-%

ginzlich. Auch H,O, wirkte bei den eingesetzten Konzentrationen
regulierend auf die Aktivitit der SOD1 Dimere. Bei einer Konzentration von 2 uM wies SOD 1%
keinerlei enzymatische Aktivitdt mehr auf. Lediglich die monomere hSOD1 wurde von H,O, nicht

wesentlich in ihrer Dismutaseaktivitit beeinflusst.
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Abb. 9: Riboflavin und H,O; inhibieren die Dismutaseaktivitit von SOD1%%%

Inkubation von 0,2 pg SOD1V™*T SOD1¥%T SOD1%* und monomerer hSOD1 mit 10 ng/ml und 1 ng/ml Riboflavin
sowie 2 uM bzw. 0,2 pM HO: fiir 30 min bei 37 °C vor der Auftrennung auf einem nativen Aktivititsgel zeigte, dass
die enzymatische Aktivitit von SOD1%® bei diesen Konzentrationen sowohl von Riboflavin als auch von H,O, stark
beeintrichtigt wurde, wihrend die Aktivitdt der anderen SOD1 Proteine weniger stark beeinflusst war. SOD1*VT zeigte
nach Behandlung mit 2 uM H,O, ebenfalls eine deutlich schwichere Dismutaseaktivitit.

4.4.2 Quantitative Messung der Dismutaseaktivitiat der aufgereinigten SOD1 Dimere
mittels WST-1

Zur quantitativen Bestimmung der Dismutaseaktivitét der aufgereinigten SOD1 Dimere wurde der
Umsatz des verwendeten Tetrazolium Salzes WST-1 (2-(4-lodophenyl)-3-(4-Nitrophenyl)-5-(2,4-
Disulfophenyl)-2H-Tetrazolium, Natrium Salz) zu WST-Formazan gemessen. WST-1 ist im
Gegensatz zu NBT sehr gut wasserloslich und wird bei Reduktion in einen ebenfalls gut
wasserloslichen, gelben Formazanfarbstoff umgewandelt. Diese Farbumschlag ldsst sich bei 450 nm
photometrisch verfolgen. Die Absorption ist hierbei proportional zu der Menge an durch
Xanthin/Xanthinoxidase produzierte O,", sodass die Dismutaseaktivitdit mit der Inhibition der
Farbinderung gleichgesetzt werden kann. Die photometrische Messung wurde in einem
Luminometer alle 5 min {iber 1 h vorgenommen. Zunichst wurde die Dismutaseaktivitdt der SOD1
Dimere bei den Konzentrationen 0,05 pg/ml, 0,1 pg/ml, 0,5 ug/ml, 1 pg/ml, 2 pg/ml, 5 pug/ml,
10 pg/ml, 20 pg/ml und 40 pg/ml iiber 60 min beobachtet (Abb. 10A). Nach 15 min Reaktionszeit

zeigten alle SOD1 Dimere eine vergleichbare enzymatische Aktivitit bei allen eingesetzten
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Konzentrationen. Nach 30 min wies SOD1%* eine schwichere Enzymaktivitéit auf als die {ibrigen
SOD1 Proteine. Selbst bei der hochsten Konzentration von 40 pg/ml war die Aktivitit von
SOD1** auf knapp 70 % reduziert. Nach 60 min wies SOD1** eine Enzymaktivitit von
18,66 % £ 12,05 % auf, wihrend die anderen Dimere nach dieser Zeit im Schnitt nur etwa 10 %
Aktivitiat verloren hatten. Um die Kinetik der enzymatischen Aktivitit {iber einen definierten
Zeitraum zu untersuchen, wurde eine Konzentration gewaihlt, bei der die Aktivitidt der Enzyme im
linearen Bereich lag. Hierfiir wurden jeweils 2 pg/ml SOD1 Protein iiber 60 min alle 5 min im
Plattenlesegerit gemessen (Abb. 10B). Es zeigte sich, dass bereits nach 50 min bei SOD1%* keine
Enzymaktivitdt mehr gemessen werden konnte. Die Unterschiede zur Aktivitit der anderen SODI
Dimere bei dieser Konzentration waren bis auf SOD1%¥™"" signifikant. Verglichen mit monomerer
hSODI, entsprachen bei diesem Versuch etwa 2 pg/ml SODIV™! einer Aktivitit von 5 U/ml
hSOD1 (Abb. 10C).
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Abb. 10: Quantitative Aktivititsbestimmung aufgereinigter SOD1 Dimere

Fiir eine quantitative Analyse der Dismutaseaktivitidt der SOD1 Dimere wurde der WST-1 Reaktionsansatz von Dojindo
verwendet. Hierbei wird die Inhibition der Bildung des gelben Formazansalzes von WST-1 photometrisch bestimmt.
Diese Inhibitionsrate ist mit der Dismutaseaktivitdt der SOD1 Dimere gleichzusetzen. Die Reaktion wurde hierbei in
einem Plattenlesegerét bei 37 °C {iber eine Stunde alle 5 min gemessen.

A Die Dismutaseaktivitdt der SOD1 Dimere wurde bei unterschiedliche Konzentrationen alle 5 min gemessen. Bei
Konzentrationen ab 10 pg/ml wiesen nach 15 min Reaktionszeit alle Dimere eine nahezu 100 %ige enzymatische
Aktivitdt auf. Nach 30 min sank die Aktivitit des Homodimers SOD1%* bei einer Konzentration von 10 pg/ml auf
unter 60 %. Der Unterschied war hierbei statistisch signifikant zu SOD1*""T (p = 0,045), SOD1*"*" (p =0,013) und
SOD1**YT (p =0,020). Die enzymatische Aktivitit von SOD1%* ging schlieBlich nach 60 min Reaktionszeit gegen
null, wihrend die Enzymaktivitidt der anderen SODI1 Dimere auch nach 60 min nur geringfiigig abnahm. Lediglich
SODI1¥"T zeigte nach 60 min Inkubationszeit ebenfalls eine leicht verringerte Dismutaseaktivitét.

B Um den kinetischen Verlauf der enzymatischen Aktivitdt im Detail zu verfolgen, wurden 2 pg/ml der SOD1 Dimere
in die Reaktion eingesetzt und {iber 60 min gemessen. Wihrend nach 15-miniitiger Reaktionszeit das Dimer SOD1%%
nur eine etwas geringere Enzymaktivitit aufwies als die anderen SOD1 Dimere, nahm die Aktivitdt dieses Dimers im
Laufe der Zeit stark ab und war nach 55 min nicht mehr detektierbar. SOD1%-%T zeigte im Laufe der Reaktion ebenfalls
einen deutlichen Abfall seiner Enzymaktivitit, wihrend die iibrigen SOD1 Homo- und Heterodimere nur eine
geringfiigige Abnahme in ihrer Aktivitdt aufwiesen.

C Die enzymatische Aktivitit von 2 pg/ml aufgereinigter SOD1V™™T war vergleichbar mit der Aktivitit von 5 U/ml
monomerer hSOD1 (Sigma-Aldrich).

Die Graphen représentieren die Mittelwerte + Standardfehler aus je drei Messungen von drei voneinander unabhingigen
Versuchen (n=3). Zur statistischen Analyse wurde eine Varianzanalyse mit wiederholten Messungen angewandt
(*p<0,05; ** p<0,01; *** p <0,001).
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4.5 Metallgehalt der aufgereinigten SOD1 Dimere

Alle bekannten Superoxiddismutasen sind Metalloenzyme, d.h. sie enthalten Metallionen, die sie in
ihrer Konformation stabilisieren oder zu ihrer katalytischen Aktivitdt beitragen. Bei der SODI
unterstiitzt jeweils ein Zinkion pro Untereinheit das Dimer in seiner Struktur, wéihrend jeweils ein
Kupferion pro Protein im aktiven Zentrum die Dismutasereaktion katalysiert. Die korrekte
Beladung mit diesen Metallen ist somit entscheidend fiir die richtige Faltung und die enzymatische
Aktivitdt der Proteine. Die Beladung der Proteine wurde photometrisch bestimmt, indem die
Dimere unter denaturierenden Bedingungen mit einem Metallchelator (PAR) versetzt wurden,
welcher unter Bindung von Metallen seine Absorption bei 490 nm verdndert. Diese
Absorptionsidnderung wurde in einem Plattenlesegerit gemessen und die Proben anschlieend mit
NTA versetzt, welches eine hohe Affinitit zu Zink besitzt und somit das Zink aus dem PAR-Cu/Zn-
Komplex entfernt. Darauthin wurden die Proben erneut bei 490 nm ausgelesen und anhand von
Standardreihen die Kupfer- und Zinkmengen pro SOD1 Dimer bestimmt (Abb. 11). Alle Dimere

waren vollstindig mit Kupfer und teilweise mit Zink beladen.

200 - M Zink O Kupfer

ddaidiild

Metallgehalt pro Dimer [%]

0 T
WT-WT  37-WT 37-37 85-WT 85-85 93-WT 93-93 4-WT

SODI1 Dimere

Abb. 11: Aufgereinigte SOD1 Dimere sind vollstindig mit Kupfer- und teilweise mit Zinkionen beladen.

Die Beladung der SOD1 Dimere mit den Metallionen Kupfer und Zink wurde photometrisch bestimmt. Durch die
Bindung von Metallionen erfolgte bei dem Reagenz PAR ein Farbumschlag, welcher sich bei einer Wellenlidnge von
490 nm verfolgen 14Bt. Durch Zugabe von NTA konnte Zink aus dem PAR-Metallionenkomplex wieder entfernt
werden, was sich in einer weiteren Anderung der Absorption von PAR bei 490 nm #uferte.

Es zeigte sich, dass alle SOD1 Dimere vollstdndig mit Kupfer und teilweise mit Zink beladen waren.

Die Balken représentieren die Mittelwerte und Standardfehler aus mindestens zwei voneinander unabhiéngigen
Versuchen (n > 2).
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4.6 Expression der SOD1 Dimere in HEK-293t Zellen

Fiir die Arbeit in HEK-293t Zellen wurden die sod/ Dimerkonstrukte in den pIRES-Vektor kloniert.
Da dieser Vektor zwei multiple Klonierungsstellen besitzt, konnten die Dimerkonstrukte ohne
Anhang in die multiple Klonierungsstelle A eingebracht werden, wéhrend in die zweite
Klonierungsstelle das Markerprotein EGFP  kloniert wurde. Dadurch konnte die
Transfektionseffizienz verfolgt werden, ohne EGFP direkt an die SOD1 Dimere zu koppeln. Die
Expression der Proteine wurde durch eine Western Blot Analyse belegt (Abb. 12).

55—
43 = —— S s e | €— SODI Dimere

A S < cndogene SODI

Abb. 12: Expression der SOD1 Dimere in HEK-293t Zellen

Nach Transfektion von HEK-293t Zellen mit sod/ Dimerkonstrukten im pIRES-Vektor wurden die Dimere ohne
Anhang in den Zellen exprimiert. Die Zellen wurden lysiert und die Proteine auf einem 12 % SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt. Der Nachweis erfolgte nach Transfer der Proben auf eine Nitrozellulosemembran mittels eines SOD1-
spezifischen Antikdrpers.

4.7 Proteinase K Verdau der SOD1 Dimere in HEK-293t Zellen

Proteinase K ist eine Serinprotease aus dem Schimmelpilz Tritirachium album, welche
Peptidbindungen von denaturierten aber auch von nativen Proteinen spalten kann. Die Protease
bevorzugt hierbei Peptidbindungen nahe der Karboxylgruppen von aliphatischen und aromatischen
Aminoséduren, bendtigt aber keine definierte Sequenz, um proteolytisch aktiv zu sein (Ebeling et al.,
1974).
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Mit sodl Dimeren im pIRES-Vektor transient transfizierte HEK-293t Zellen wurden lysiert, mit
10 pg/ml Proteinase K bei 37 °C inkubiert und die Reaktion direkt nach Zugabe der Protease
(0 min) sowie nach 10, 20, 30 und 60 min mit dem Serinprotease-Inhibitor PMSF abgestoppt. Als
Kontrolle wurde jeweils ein dquivalentes Volumen der Probe ohne Zugabe von Proteinase K
verwendet. Der Nachweis der Proteine erfolgte mittels Western Blot (Abb. 13A). Im Laufe der
Reaktion wurden alle SOD1 Dimere durch Proteinase K degradiert, wodurch die Proteinmenge der
Dimere iiber einen Zeitraum von 60 min abnahm. Abhingig von der Mutation wurden die SOD1
Proteine unterschiedlich schnell abgebaut. Zudem wurden SOD1 Heterodimere langsamer von der
Proteinase K verdaut als ihre entsprechenden mutanten Homodimere. Das mutante Homodimer der
Mutation SOD1°*® wurde hierbei von der Protease innerhalb von 10 min fast vollstindig abgebaut,

wihrend das korrespondierende Heterodimer SOD1*-W!

wesentlich langsamer degradiert wurde.
Die Banden der Immunblots wurden densitometrisch ausgewertet und der Unterschied zwischen
mutanten Homo- und Heterodimeren mittels einer Varianzanalyse mit wiederholten Messungen
statistisch analysiert (Abb. 13B). Es zeigte sich, dass die Homodimere der Mutationen SOD1%7%,
SOD1%'®) SOD1%S und SOD1%® eine statistisch signifikant erhohte Sensitivitit gegeniiber einer
Behandlung mit Proteinase K aufwiesen als ihre korrespondierenden Heterodimere. Gleichzeitig
zeigten die Heterodimere der wildtyp dhnlichen SOD1%™® und SOD1%** eine mit dem SOD1"™™"T
Dimer vergleichbare Stabilitdt gegeniiber Proteinase K. SOD19'»"T und SOD19'™WT zeigten durch
die wildtypische Untereinheit sogar eine hohere Stabilitit gegeniiber Proteinase K als das
wildtypische Homodimer SODIY™ ! Der Vergleich von mutanten Homo- und Heterodimeren
unabhédngig von der Mutation zeigte, dass die wildtypische Untereinheit der Heterodimere die
Resistenz SOD1 Dimere gegeniiber einer Behandlung mit Proteinase K statistisch signifikant
erhohte (Abb. 13C). Mit dem Abbau der Dimerproteine durch die Protease, erfolgte eine Zunahme
der Proteinmenge monomerer SODI1. Dies deutet auf eine teilweise Degradation der Dimere zu
Monomeren hin (Abb. 14). Es wurde hierbei beobachtet, dass die Zunahme monomerer SOD1 bei
SOD1V™T gegeniiber allen mutanten Homodimeren signifikant erhoht war. Fiir die Mutationen

SOD1%*  SOD1%® ynd SOD1**V war zudem die Zunahme monomerer SOD1 von Hetero- zum

entsprechenden Homodimer signifikant erhoht.
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Abb. 13: In HEK-293t exprimierte SOD1 Homo- und Heterodimere zeigen unterschiedliche Stabilitit gegeniiber
Proteinase K Verdau

A Mit sodl Dimeren im pIRES-Vektor transient transfizierte HEK-293t Zelllysate wurden mit 10 pg/ml Proteinase K
bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde nach 0, 10, 20, 30 und 60 min durch Zugabe von 5 mM PMSF abgestoppt.
Unbehandelte Zelllysate jeder Probe wurden als Kontrolle verwendet. Die Ansédtze wurden iiber ein 12 % SDS
Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Mithilfe eines SOD1 Antikorpers
(Epitomics) wurden die Proteine detektiert. Im Laufe der Reaktion nahm die Menge an SODI1 Dimeren in
unterschiedlichem Ausmalfien ab.

B Die densitometrische Auswertung der Proteinbanden zeigte eine erhohte Resistenz von SOD1Y™T und der SOD1
Heterodimere verglichen mit den mutanten Homodimeren. Die Dimerproteinmenge der unbehandelten Kontrolle wurde
hierbei als 100 % definiert. Fiir die Mutationen SOD1%R, SOD1%'?, SOD1%*'S und SOD1%® waren die Unterschiede
zwischen mutantem Homo- und Heterodimer statistisch signifikant.

C Verglichen mit den mutanten SOD1 Homodimeren, erhohte die wildtypische Untereinheit der korrespondierenden
Heterodimere unabhéngig von der Mutation die Stabilitit gegeniiber Proteinase signifikant,.

Die Kurven représentieren die Mittelwerte + Standardfehler aus mindestens drei voneinander unabhingigen Versuchen
(n>3). Zur statistischen Analyse wurde eine Varianzanalyse mit wiederholten Messungen angewandt (* p <0,05;
** p <0,01; ¥*¥* p <0,001).
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Abb. 14: In HEK-293t exprimierte SOD1 Homo- und Heterodimere werden durch Proteinase K zu Monomeren
degradiert.

A Die wihrend der Proteinase K Behandlung abgebauten SOD1 Homo- und Heterodimere wurden teilweise zu
Monomeren abgebaut. Western Blot Analysen mit einem SOD1-spezifischen Antikodrper (Epitomics) zeigten, dass im
Laufe der Reaktion die Proteinmenge der SOD1 Monomere bei den einzelnen Dimeren in unterschiedlichem Umfang
zunahm.

B Die densitometrische Auswertung der monomeren SOD1 Proteinbanden zeigte, dass die monomere SOD1 im Laufe
der Proteinase K Reaktion bei SODIY™T am stirksten und bei SOD1 Heterodimeren ausgeprigter als bei den
korrespondierenden Homodimeren akkumulierte. Die endogenen SOD1 der unbehandelten Kontrolle wurde als 100 %
definiert. Fiir die Mutationen SOD1**® und SOD1**V waren die Unterschiede zwischen Homo- und Heterodimere
statistisch signifikant.

C Unabhingig von der Mutation akkumulierte die monomere SOD1 bei SOD1 Heterodimeren signifikant stiarker als bei
den Homodimeren. Die Zunahme monomeren Proteins war bei SOD1YV™T gegeniiber den mutanten Dimeren ebenfalls
statistisch signifikant.

Die Kurven représentieren die Mittelwerte + Standardfehler aus mindestens drei voneinander unabhéngigen Versuchen
(n>3). Zur statistischen Analyse wurde eine Varianzanalyse mit wiederholten Messungen angewandt (* p <0,05;
**p <0,01; *** p <0,001).
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4.8 Proteinase K Verdau der aufgereinigten SOD1 Dimere

Bei transienten Transfektionen konnen die Expressionsspiegel des rekombinanten Proteins bei
verschiedenen Transfektionsansidtzen mitunter stark variieren. Um die Stabilitdt der mutanten SOD1
Homo- und Heterodimere gegeniiber einer Behandlung mit Proteinase K unter kontrollierteren
Bedingungen zu analysieren, wurden 0,25 pg der aufgereinigten SOD1 Dimere fiir den Verdau mit
Proteinase K eingesetzt. Es wurden dhnliche Bedingungen geschaffen, wie bei der Behandlung der
mit SOD1 Dimeren transient transfizierten HEK-293t Zellen. Hierfiir wurde zu den SOD1 Dimeren
jeweils 90 pg Gesamtlysat von nativen HEK-293t Zellen gegeben und der Verdau mit 10 pg/ml
Proteinase K bei 37 °C durchgefiihrt. Die Reaktion wurde auch hier jeweils nach 0, 10, 20, 30 und
60 min mit 0,5 mM PMSF abgestoppt. Die Proteinmenge der SOD1 Dimere wurde mittels Western
Blot analysiert (Abb. 15A). Die Sensitivitit der SOD1 Dimere gegeniiber Proteinase K variierte
zwischen den einzelnen Mutationen, nicht aber zwischen den Homo- und Heterodimeren einer
Mutation. Die densitometrische Messung ergab ebenfalls keine statistisch signifikanten

Unterschiede zwischen den Homo- und Heterodimeren einer Mutation. SOD1WTWVT

zeigte nur
gegeniiber den SOD1%® und SOD14*" mutanten Dimeren eine geringfiigige, aber nicht signifikant
erhohte Resistenz gegen einen Abbau durch Proteinase K (Abb. 15B). Der zusammenfassende
Vergleich aller Homo- und Heterodimere ergab, dass nach der Aufreinigung die wildtypische
Untereinheit der SOD1 Heterodimere deren Abbau nicht mehr schiitzen konnte (Abb. 15C). Alle
aufgereinigten Dimere wurden in gleichem Mafle von Proteinase K degradiert. Auch bei den
aufgereinigten Proteinen wurde beobachtet, dass die SOD1 Dimere durch Behandlung mit
Proteinase K mitunter zu Monomeren degradiert wurden (Abb. 16). Die Zunahme monomerer
SOD1 war in diesem Fall jedoch unabhidngig von der Anwesenheit einer wildtypischen
Untereinheit. Bei den Wildtyp-dhnlichen Mutationen SOD1%™® und SOD1%*¢ war die Zunahme
monomerer SOD1 bei den Homodimeren sogar deutlich héher. Ahnlich wie bei der Proteinase K
Behandlung in HEK-293t exprimierter SOD1 zeigte auch hier die SOD19%® Mutation den stérksten,
jedoch statistisch nicht signifikanten Unterschied zwischen mutantem Homo- und Heterodimer
(Abb. 16B, C).

78



ERGEBNISSE

N 2 2
S S 8§ -§ -8 S g & & -9 S S & & -8
S . N N N N S . N N N N N N N ~; N
SICICICS FFELSFFSFE F§FELSFSFE
A ¥ N & ¥ N & % Q N VS QS
. — WT-WT S — 37-WT - —— 93-WT
— —— 37-37 D s — 93-93
D - - 85-WT — — 4-WT
_——— 85-85 — — 4-4
B
= WT-WT +37-WT =*37-37 = WT-WT -+ 85-WT = 85-85
120 120
= 100 =< 100
[} [}
5 80 g 80—
: :
g 60 — B 60 —
o Qo
o 40 & 40
a L a 504
o 20 8 20
] wn
0 T T T T 1 0
Kontrolle 0 10 20 30 60 Kontrolle 0 10 20 30 60 C
Zeit [min] Zeit [min] =+ WT-WT -+ Heterodimere *+ Homodimere
120
= WT-WT 93-WT =+93-93 = WT-WT 4-WT *4-4
120 120 100
— — =
= 100 = 100 &
% % & 507
= 80 = 80 5
3] 9 g
g g = 60 —
£ 60 £ 60 ‘D
2 2 5
o ] = —
£ 40+ £ 40+ £ 40
a g 8
20 — 20 o 20—
o o 2
wn wn
0 T T T T 1 0 T T T T 1 0 . . . . 4
Kontrolle 0 10 20 30 60 Kontrolle 0 10 20 30 60 Kontrolle 0 ' 10. 20 30 60
Zeit [min] Zeit [min] Zeit [min]

Abb. 15: Bakteriell aufgereinigte SOD1 Homo- und Heterodimere werden gleichmiilig durch Proteinase K
abgebaut

A Fiir den Verdau wurden 0,25 pg aufgereinigte SOD1 Proteine mit 10 pg/ml Proteinase K bei 37 °C inkubiert. Hierbei
wurde 90 pg natives HEK-293t Zelllysat als Puffer fiir die Proteinase eingesetzt. Die Reaktion wurde nach 0, 10, 20, 30
und 60 min durch Zugabe von 5 mM PMSF abgestoppt. Unbehandelte Zelllysate jeder Probe wurden als Kontrolle
eingesetzt. Die Ansédtze wurden {iber ein 12 % SDS Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran
transferiert. Mithilfe eines SOD1 Antikorpers (Epitomics) wurden die Proteine detektiert. Im Laufe der Reaktion nahm
die Proteinmenge der SOD1 Dimeren ab.

B Die densitometrische Auswertung der Proteinbanden zeigt einen gleichméfigen Abbau der SOD1 Homo- und
Heterodimere. Die Proteinmenge der unbehandelten Kontrolle wurde als 100 % definiert.

C Der Vergleich von Homo- und Heterodimeren zeigte, dass nach der Aufreinigung die SOD1 Heterodimere durch die
wildtypische Untereinheit nicht besser vor dem Abbau durch Proteinase K geschiitzt waren, als die mutanten
Homodimere.

Die Kurven représentieren die Mittelwerte + Standardfehler aus drei voneinander unabhéngigen Versuchen (n =3).

Zur statistischen Analyse wurde eine Varianzanalyse mit wiederholten Messungen angewandt. Die Unterschiede
zwischen SOD1%"™Tund den mutanten Homo- und Heterodimeren waren statistisch nicht signifikant.
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Abb. 16: Bakteriell aufgereinigte SOD1 Homo- und Heterodimere werden durch Proteinase K zu Monomeren
abgebaut

A Die wihrend der Proteinase K Behandlung abgebauten mutanten SOD1 Homo- und Heterodimere wurden teilweise
zu Monomeren abgebaut. Western Blot Analysen mit einem SOD1-spezifischen Antikérper (Epitomics) zeigten, dass im
Laufe der Reaktion die Proteinmenge der SOD1 Monomere bei den verschiedenen obligatorischen Dimeren in
unterschiedlichen Umfang zunahm.

B Die densitometrische Auswertung der monomeren SOD1 Proteinbanden zeigte, dass die monomere SOD1 im Laufe
der Proteinase K Reaktion bei SOD1V™ T am stéirksten zunahm. Nur bei den wildtyp-dhnlichen SOD1%"® und SOD19%3¢
Mutationen war die Akkumulation monomerer SOD1 bei den mutanten Homodimeren stdrker als bei den
entsprechenden Heterodimeren. Zudem war bei keiner Mutation der Unterschied zwischen mutantem Homo- und
Heterodimer oder von Hetero- oder Homodimer zu SOD1Y™ 7 signifikant. Die endogene SOD1 der unbehandelten
Kontrolle wurde als 100 % definiert.

C Der Vergleich von mutanten Homo- und Heterodimeren miteinander und mit dem wildtypischen Homodimer
SOD1¥™ T zeigte nur geringe Unterschiede bei der Akkumulation von SOD1 Monomeren.

Die Kurven représentieren die Mittelwerte + Standardfehler aus drei voneinander unabhéngigen Versuchen (n = 3).

Zur statistischen Analyse wurde eine Varianzanalyse mit wiederholten Messungen angewandt. Die Unterschiede
zwischen SOD1"™T und den mutanten Homo- und Heterodimeren waren statistisch nicht signifikant.
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4.9 Proteinase K Verdau der SOD1 Dimere in BL21(DE3)pLysS Zellen

Da in HEK-293t Zellen exprimierte und bakteriell aufgereinigte SOD1 Dimere unterschiedlich
schnell von Proteinase K abgebaut wurden, wurden mit sod/ Dimeren im pET-14b-Vektor
transformierte BL21(DE3)pLysS Bakterien lysiert und ebenfalls mit Proteinase K behandelt. Es
sollte hierbei untersucht werden, ob die beobachteten Unterschiede in der Stabilitit der SOD1
Dimere gegeniiber Proteinase K durch die Expression in verschiedenen Systemen bedingt sein
konnten. Es wurden 90 pg Bakterienlysat mit 10 pg/ml Proteinase K bei 37 °C inkubiert und die
Reaktion nach 0, 10, 20, 30 und 60 min mit 0,5 mM PMSF abgestoppt. AnschlieBend wurden auch
hier die Proben auf ein 12 % SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen, auf eine Nitrozellulosemembran
transferiert und mit einem SODI1-spezifischen Antikorper detektiert (Abb. 17A). Es konnte kein
Unterschied zwischen den einzelnen mutanten SOD1 Dimeren festgestellt werden. Lediglich
SOD1V™™WT zeigte eine verringerte Sensitivitdt gegeniiber der Proteinase K Behandlung, wurde aber
dennoch schneller degradiert als SODIV™ ' im HEK-293t Zelllysat. Die densitometrische und
statistische Auswertung zeigte, dass auch hier die mutanten SOD1 Homo- und Heterodimere im

gleichen Malle von der Protease abgebaut wurden (Abb. 17B, C).
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Abb. 17: Bakteriell exprimierte mutante SOD1 Homo- und Heterodimere werden gleichmiflig durch Proteinase
K abgebaut

A 90 pg mit sod! Dimeren im pET-14b-Vektor transformierte BL21(DE3)pLysS Bakterienzellen wurden mit 10 pg/ml
Proteinase K bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde nach 0 min, 10 min, 20 min, 30 min and 60 min durch Zugabe
von 5 mM PMSF abgestoppt. Unbehandelte Zelllysate jeder Probe wurden als Kontrolle eingesetzt. Die Ansdtze wurden
iiber ein 12 % SDS Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Mithilfe eines SOD1
Antikorpers wurden die Proteine detektiert. Im Laufe der Reaktion erfolgte eine Abnahme der SOD1 Proteinmenge.

B Die densitometrische Auswertung der Proteinbanden zeigte einen gleichmifBigen Abbau der mutanten SOD1 Homo-
und Heterodimere, lediglich SOD1V™ T zeigte eine etwas héhere Resistenz gegeniiber Proteinase K. Die Proteinmenge
der unbehandelten Kontrolle wurde als 100 % definiert.

C Der Vergleich von mutanten Homo- und Heterodimeren zeigte, dass nach der Aufreinigung die SOD1 Heterodimere
durch die wildtypische Untereinheit nicht besser vor dem Abbau durch Proteinase K geschiitzt waren, als die mutanten
Homodimere.

Die Kurven repréasentieren die Mittelwerte + Standardfehler aus drei voneinander unabhéngigen Versuchen (n = 3).

Zur statistischen Analyse wurde eine Varianzanalyse mit wiederholten Messungen angewandt. Die Unterschiede
zwischen SOD1Y"™ T und den mutanten Hetero- und Homodimeren waren statistisch nicht signifikant.
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4.10 Proteinase K Verdau der SOD1 Dimere in CCS (Copper Chaperone for
SODI)-depletierten HEK-293t Zellen

Die Ursache fiir den Unterschied in der Sensitivitit der einzelnen SOD1 Dimere aus den
verschiedenen Ansdtzen gegeniiber Proteinase K konnte darauf beruhen, dass im eukaryotischen
System spezifische Proteine mit SOD1 interagieren. Eines der SOD1 bindenden Proteine ist das
Copper Chaperone for SODI (CCS), das Chaperon das SOD1 mit Kupfer belddt (Culotta et al.,
1997; Casareno et al., 1998). Um zu untersuchen, ob CCS Einfluss auf die Sensitivitdt der SODI
Dimere gegeniiber Proteinase K Behandlung nimmt, wurden sod/ Dimere im pIRES-Vektor in
HEK-293t Zellen gleichzeitig mit CCS siRNA ko-transfiziert. Durch die Behandlung mit einer
Kombination aus CCS siRNA 1 und CCS siRNA 2 konnte die Proteinmenge von CCS in den
HEK-293t Zellen gesenkt werden. Gleichzeitig nahm die SOD1 Dimer Proteinmenge mit
verminderten CCS Spiegeln zu, wihrend kein eindeutiger Effekt auf die endogene SODI1
beobachtet werden konnte (Abb. 18).
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Abb. 18: Mit CCS siRNA behandelte HEK-293t Zellen weisen eine niedrigere CCS Proteinmenge auf.

HEK-293t Zellen wurden mit sod/ Dimeren im pIRES-Vektor und einer Kombination aus CCS siRNA 1 und CCS
siRNA 2 ko-transfiziert. Als Kontrolle wurden die gleichen sod! Dimerkonstrukte jeweils zusétzlich mit siRNA
bestehend aus einer willkiirlichen Basenfolge (non sense siRNA) ko-transfiziert. Die Lysate der Zellen wurden
gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen. Diese wurde mit Antikdrpern gegen
CCS, SODI und Tubulin inkubiert. Es zeigte sich, dass eine Behandlung mit CCS siRNA in allen SOD1 Dimer
transfizierten Zellen zu verminderten CCS Spiegeln fiihrte. Gleichzeitig nahm die SOD1 Dimerproteinmenge mit
verminderten CCS Spiegeln zu, wihrend kein eindeutiger Effekt auf die endogene SOD1 beobachtet werden konnte.
Fiir jedes SOD1 Dimer wurden zwei voneinander unabhingige Transfektionen durchgefiihrt (n = 2).

Die Depletion von CCS in den HEK-293t Zellen fiihrte zu keiner Verdnderung der SOD1 Dimere in
ihrer Sensitivitit gegeniiber Proteinase K, verglichen mit Zellen, die nicht mit siRNA oder mit einer
siRNA mit willkiirlicher Basenfolge behandelt wurden (Abb. 19).
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Abb. 19: CCS hat keinen Einfluss auf die unterschiedliche Resistenz der SOD1 Homo- und Heterodimere
gegeniiber einer Behandlung mit Proteinase K.

A Mit sodl Dimeren im pIRES-Vektor und CCS siRNA transient transfizierte HEK-293t Zellen wurden mit 10 pg/ml
Proteinase K bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde nach 0, 10, 20, 30 und 60 min durch Zugabe von 5 mM PMSF
abgestoppt. Unbehandelte Zelllysate jeder Probe wurden als Kontrolle verwendet. Western Blot Analysen mit einem
SODI1-spezifischen Antikdrper (Epitomics) zeigten, dass auch in Zellen, in denen CCS herunterreguliert wurde, die
SOD1 Heterodimere resistenter gegeniiber einer Behandlung mit Proteinase K waren.

B Die densitometrische Auswertung der Proteinbanden ergab, dass SOD1 Heterodimere, die gleichzeitig mit CCS
siRNA in HEK-293t Zellen exprimiert wurden, weniger schnell durch Proteinase K degradiert wurden als die
entsprechenden mutanten Homodimere.

C Unabhingig von der Mutation erhdhte die wildtypische Untereinheit der SOD1 Heterodimere die Stabilitéit gegeniiber
Proteinase K, verglichen mit den korrespondierenden mutanten Homodimeren.

Die Balken représentieren die Mittelwerte + Standardfehler aus zwei voneinander unabhéngigen Versuchen (n = 2).
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4.11 Konformationsstudien der aufgereinigten SOD1 Dimere

Die bisherigen Untersuchungen der SOD1 Dimere zeigten, dass mutante SOD1 Homo- und
Heterodimere unterschiedliche Resistenzen gegeniiber einer Behandlung mit Proteinase K
aufwiesen. Um zu Tberpriifen, ob diese Unterschiede auf strukturelle Verdnderungen
zuriickzufiihren sind, wurden Konformationsstudien der rekombinanten Proteine durchgefiihrt. Die
exakte Faltung ist besonders bei Enzymen von groBler Bedeutung, da mit ihr auch die
physiologische Funktion der Proteine einhergeht. Anhand der enzymatischen Aktivitdt der SOD1
Dimerproteine (Abb. 8) konnte gezeigt werden, dass die Konformation der SOD1 Dimere im
Bereich des aktiven Zentrums eine Dismutaseaktivitdt ermdglichte. Die Interaktion zwischen den
beiden Untereinheiten des SOD1 Dimers kann sich ebenfalls auf die Konformation der Proteine
auswirken. Bei einem SOD1 Heterodimer, in dem ein mutantes und ein wildtypisches SODI1
Protein miteinander interagieren, konnte eine Untereinheit die Sekundérstruktur der anderen

Untereinheit verandern.

4.11.1 Untersuchung der SOD1 Dimere auf intermolekulare Disulfidbriickenbildung

In Abb. 8 wird deutlich, dass die hellen Banden im nativen Aktivititsgel, welche die
Dismutaseaktivitit reprasentierten, nicht allein auf Hohe des SOD1 Dimers erschienen, sondern
auch im hohermolekularen Bereich auftraten. Aufgrund dieser Beobachtung sollte untersucht
werden, ob die Untereinheiten verschiedener SOD1 Dimere miteinander durch Disulfidbriicken
verbunden sein konnten. Die Proteine wurden hierfiir iber eine SDS-PAGE aufgetrennt, wobei der
Ladepuffer, mit dem die Proben auf das Gel aufgetragen wurden, entweder mit SDS und
B-Mercaptoethanol oder nur mit SDS ohne reduzierende Reagenzien versetzt war. Zusitzlich
wurden auch Proben auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen, die in einem Ladepuffer ohne
B-Mercaptoethanol zusitzlich nicht aufgekocht wurden (Abb. 20). Es zeigte sich, dass sich das
Laufverhalten der SOD1 Dimere leicht verdnderte, wenn die Proben in einem nicht-reduzierenden
Ladepuffer aufgekocht wurden. Allerdings ergab diese Behandlung keine Verschiebung in den
hohermolekularen Bereich, die Dimerproteine liefen vielmehr auf einer etwas niedrigeren Hohe,
verglichen mit den Proteinen, die in einem Ladepuffer mit 3-Mercaptoethanol aufgekocht wurden.
Wurden die Proben in einem Laufpuffer ohne B-Mercaptoethanol 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert, ergab sich ein diffuses Muster an Proteinbanden. Lediglich SOD1%%® manifestierte sich,
wie nach Behandlung in Laufpuffer ohne p-Mercaptoethanol bei 99 °C, in einer definierten

Proteinbande auf der gleichen Hohe.
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Abb. 20: Multimerisierung aufgereinigter SOD1 Dimere beruht nicht auf Disulfidbriickenbildung zwischen den
Untereinheiten verschiedener SOD1 Dimere

Proben der SOD1 Dimere wurden zum einen in einem Ladepuffer mit SDS und B-Mercaptoethanol bei 99 °C 5 min
aufgekocht, bevor sie auf das Gel aufgetragen wurden (A), zum anderem mit einem Ladepuffer mit SDS, allerdings
ohne B-Mercaptoethanol versetzt. Diese Proben wurden entweder ebenfalls 5 min bei 99 °C aufgekocht (B) oder 5 min
bei Raumtemperatur inkubiert (C). Das Gel wurde anschlieBend in Coomassie Losung gefirbt. Die Vorbereitung der
Proben in einem Ladepuffer ohne reduzierende Reagenzien hatte keine Ausbildung weiterer Banden im
héhermolekularen Bereich zur Folge. Fehlte B-Mercaptoethanol im Ansatz, liefen die SOD1 Dimerproteine sogar auf
einer etwas niedrigeren Hohe als die Proben, die mit SDS und B-Mercaptoethanol aufgekocht worden waren. Proben,
die mit einem Ladepuffer ohne B-Mercaptoethanol nur bei Raumtemperatur inkubiert wurden, zeigten eine diffus
verteiltes Muster an Proteinbanden, was auf eine ungeniigende Entfaltung der Proteine hinwies. Lediglich bei SOD1%%
reichte eine Inkubation mit SDS bei RT aus, um das Protein vollstindig zu entfalten.

4.11.2 Bestimmung der Sekundéirstruktur der SOD1 Dimere mittels CD (Circular
Dichroism)-Spektroskopie

Zirkularer Dichroismus (Circular Dichroism; CD) bezeichnet die Eigenschaft von chiralen
Molekiilen, zirkular polarisiertes Licht unterschiedlich stark zu absorbieren. Die Enantiomere eines
Molekiils, also Bild und Spiegelbild, bezeichnet man daher auch als optisch aktiv. Die
Absorbtionsrate chiraler Molekiile kann iiber verschiedene Wellenldngen gemessen werden,
wodurch sich ein Spektrum ergibt, welches z.B. Aufschluss iiber die Sekundirstruktur von
Proteinen geben kann. Da die Konformation einer Untereinheit in einem SOD1 Dimer durch die mit
ihr interagierende zweite Untereinheit verdndert werden konnte, wurden die Sekundérstrukturen der
jeweiligen mutanten SOD1 Homo- und Heterodimere miteinander verglichen.

Fir die Bestimmung der Sekundérstruktur der aufgereinigten SOD1 Dimere wurde der

Wellenldangenbereich von ultraviolettem Licht (190 — 260 nm) gewéhlt (Abb. 21).
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Abb. 21: CD-Spektren aufgereinigter SOD1 Dimere

Die Spektren der SOD1 Homo- und Heterodimere zeigten, dass die Minima der Homo- und Heterodimere von
SODI%® SOD1%* und SOD14*Y von dem Minimum des wildtypischen SOD1 Dimers abweichen.
Fiir die Aufnahme der CD-Spektren wurden pro Dimerkonstrukt jeweils 0,3 pug/ul von drei voneinander unabhéngigen

Proben (n = 3) zehnmal gemessen und die Messungen gemittelt.

Es wurden jeweils 0,3 pg/ul Protein fiir jede Messung verwendet. Pro SOD1 Dimer wurden drei
voneinander unabhéngig aufgereinigte Proteinproben verwendet und jede Probe zehnmal gemessen.
Diese Messung und die Messungen der drei voneinander unabhidngigen Versuchen wurden
anschlieBend gemittelt und zur Auswertung in die Datenbank Dichroweb eingegeben. Der
Vergleich mit bereits bekannten Proteinstrukturen aus verschiedenen Datenbanken erlaubte

anschlieBend die Auswertung der CD-Spektren und die Bestimmung der Anteile von Helices und 3-

Faltblattstrukturen in den SOD1 Dimeren (Tabelle 18).
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Tabelle 18: Anteile an a-Helices und p-Faltblattstrukturen in den bakteriell aufgereinigten SOD1 Dimeren

SOD1 Dimer a-Helix B-Faltblatt andere Strukturen
SODIWVTWT 7,7 % 36,4 % 55,9 %
SOD1°7WT 6,4 % 37,0 % 56,5 %
SOD1*7 6,2 % 37,4 % 56,3 %
SOD1*WT 6,5 % 37,1 % 56,3 %
SOD1%% 6,1 % 37,6 % 56,3 %
SOD1%WT 7,0 % 36,6 % 56,4 %
SOD1% 6,4 % 37,3 % 56,4 %
SOD1*%T 6,5 % 37,0 % 56,6 %
SOD1#* 6,1 % 37,8 % 56,1 %

Die Auswertung der Spektren ergab, dass der Anteil an o-Helices mit der Abnahme an

wildtypischen Untereinheiten leicht zurlickging, wihrend gleichzeitig der Anteil an B-Faltblatt-

strukturen zunahm. In der Literatur schwanken die Angaben fiir die wildtypische SOD1 von 60 %

B-Faltblattstrukturen sowie 30 % anderer Strukturen (Nagami et al., 2005; Hong et al., 2009) und
6 % a-Helices, 43 % B-Faltblattstrukturen sowie 51 % anderer Strukturen (Arnesano et al., 2004).

In der Datenbank von UniProt sind die a-Helices im wildtypischen Protein mit 4,6 % und die

B-Faltblattstrukturen mit 52,3 % angegeben. Vergleichbar mit den Spektrum des SOD1V™ ' Dimers

liegen die Minima weiterer gemessener CD-Spektren ebenfalls zwischen 205 und 210 nm

(Arnesano et al., 2004; Banci et al., 2007; Potter et al., 2007; Rakhit et al., 2007; Hong et al., 2009;

Stevens et al., 2010; Kitamura et al., 2011).
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4.11.3 Immunprazipitation der SOD1 Dimere mit Antikorpern gegen fehlgefaltete
SOD1

Die Antikorper SEDI (SOD1 exposed dimer interface) und USOD (unfolded SODI) detektieren
spezifisch SOD1 Molekiile, deren Dimerisierungsdoméne gestort ist (SEDI) oder welche eine
entfaltete Struktur aufweisen (USOD). Diese Antikorper wurden hier fiir Immunpréizipitationen
eingesetzt. Hierfiir wurden die SODI1 Dimere transient in HEK-293t Zellen exprimiert. Nach
Expression iiber den pIRES-Vektor lagen die unmarkierten Proteine sowie ungebundenes EGFP in
den Zellen vor. Die Zellen wurden in RIPA-Puffer aufgeschlossen, welcher die Zellmembranen
aufbricht, ohne einen Einfluss auf die Konformation von Proteinen auszuiiben. Die Lysate wurden
jeweils mit 2 pg der Antikorpern versetzt und nach der IP per Western Blot analysiert. Es zeigte
sich, dass die SOD1 Dimere unterschiedlich gut von SEDI und USOD detektiert und vom Rest des
Zelllysats getrennt worden waren (Abb. 22). SODIV™ T ebenso wie die endogene SODI1 zeigte
hierbei die geringste Interaktion mit den Antikdrpern. Verglichen mit den Expressionsspiegeln der
SOD1 Dimere (Abb. 22A) wurde weiterhin deutlich, dass die SOD1 Heterodimere weniger gut
durch SEDI und USOD erkannt wurden als die mutanten Homodimere. Hierbei wiesen von den
mutanten SOD1 Dimeren vor allem die Heterodimere der Wildtyp- dhnlichen Mutationen SOD1%7?
und SOD19%¢ die geringste Interaktion mit SEDI und USOD auf (Abb. 22B, C). Als Kontrolle
wurde zum einen ein leerer pPEGFP_N1-Vektor verwendet, wodurch ausschlieBlich EGFP in den
Zellen exprimiert wurde. AuBBerdem wurde ein Teil des Zelllysats statt mit den Antikorpern mit
2 pg Immunglobulin G (IgG) versetzt und ebenfalls immunprazipitiert, um eine unspezifische
Bindung der SOD1 Dimere an die Antikorperketten von SEDI und USOD ausschlieBen zu konnen
(Abb. 22D).
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Abb. 22: IPs der rekombinanten SOD1 Homo- und Heterodimere mit SEDI und USOD Antikérpern

Fiir die IPs wurden sod! Dimerkonstrukte im pIRES-Vektor transient in HEK-293t Zellen exprimiert, die Zellen lysiert
und mit den Antikérpern SEDI und USOD inkubiert. Nach den IPs wurden die Ansdtze auf ein 12 % SDS-Gel
aufgetragen und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Sowohl endogene SOD1 (Pfeil) als auch die SODI
Dimere (Pfeilkopf) wurden mit einem kommerziellen SOD1 Antikdrper (Epitomics) detektiert. Der graue Pfeil markiert
die Antikorperbande von SEDI oder USOD. Gezeigt sind représentative Western Blots.

A Zur Uberpriifung der Expressionsrate der SOD1 Dimere in den HEK-293t Zellen wurden von jeder Probe 15 ug
Gesamtproteinmenge auf ein 12 % SDS-Gel auf getragen. Als Kontrolle wurden Zellen mit dem leeren pEGFP_N1-
Vektor transfiziert.

B, C IPs der SOD1 Homo- und Heterodimere mit 2 pg der Antikdrper SEDI und USOD zeigten, dass beide Antikorper
eine hohe Affinitédt zu allen mutanten Homodimeren aufwiesen. Die wildtypische Untereinheit der SOD1 Heterodimere
reduzierte die Féhigkeit der Antik6rper an die Proteine zu binden. Das wildtypische Homodimer SOD1Y™¥T und die
Heterodimere der Wildtyp-dhnlichen Mutationen G37R und G93C (SODI1*7%T und SOD1%*%V") zeigten die geringste
Interaktion mit beiden Antikérpern, die endogene SOD1 der HEK-293t Zellen wurde durch die Antikérper nicht
erkannt.

D Zur Uberpriifung der Spezifitit des SEDI und USOD Antikérpers wurde eine IP mit IgG durchgefiihrt.

Die Immunprézipitation wurde fiir jedes SOD1 Dimer in sechs unabhidngigen Versuchen (n=6) durchgefiihrt.
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4.11.4 Der Einfluss eines Anhangs auf die Struktur der SOD1 Dimere

Es sollte auch gezeigt werden, ob ein Anhang (tag) die Konformation der SOD1 Proteine
beeinflussen konnte. In HEK-293t Zellen wurden sod! Dimerkonstrukte tiber den pEGFP-N1-
Vektor und iiber den pEF-BOS-Vektor transient transfiziert. Hierdurch wurden SOD1 Dimere
exprimiert, welche mit einer EGFP-Doméne bzw. mit einem sechsfachen Histidin-tag markiert
waren. Wie zuvor beschrieben, wurden die Zelllysate mit je 2 pg SEDI, USOD oder IgG inkubiert
und die Immunprézipitation per Western Blot analysiert (Abb. 23). Es zeigte sich, dass SOD1V™"-
EGFP und SOD1*"WT-EGFP die geringste Affinitdt zu SEDI und USOD aufwiesen, wéhrend alle
anderen SOD1 Dimere von den Antikorpern detektiert wurden. Verglichen mit der
Transfektionseffizienz (Abb. 23A) interagierten die EGFP-markierten mutanten Homodimere
stairker mit SEDI und USOD als ihre korrespondierenden Heterodimere (Abb. 23B und C). Die
endogene SOD1 der HEK-293t Zellen wurde weder von SEDI noch USOD detektiert. Als Kontrolle
diente ein leerer pEGFP-N1-Vektor, welcher ausschlieBlich EGFP exprimierte. Fiir die Spezifitit
der Reaktion wurde eine weitere IP mit 2 pg IgG durchgefiihrt (Abb. 23D).

Die transiente Transfektion von HEK-293t Zellen mit sod/ Dimerkonstrukten im pEF-BOS-Vektor
fithrte zu der Expression von SOD1 Dimeren mit einem N-terminalen sechsfachen Histidin-tag.
Diese wurden ebenfalls mit 2 pg SEDI, USOD oder IgG immunprizipitiert. Die nachfolgenden
Immunblots (Abb. 24) lieen erkennen, dass alle mutanten Homo- und Heterodimere mit den
Antikorpern SEDI und USOD interagierten, sobald sie mit einem sechsfachen Histidin-tag versehen
waren. Lediglich 6x-His-SOD1%™ 7 zeigte kaum eine Interaktion mit den Antikérpern. Verglichen
mit der Transfektionseffizienz, detektierten SEDI und USOD auch hier mutante SODI1
Homodimere besser als SOD1 Heterodimere (Abb. 24B, C). Weiterhin wurde auch in diesem
Versuch die endogene SOD1 der HEK-293t Zellen nicht durch die Antikérper immunprazipitiert.
Als Kontrolle wurden Zellen ohne DNA transfiziert, eine [P mit 2 pg IgG (Abb. 24D) sollte die
Spezifitit der Reaktion verifizieren.

Die Spezifitiat der Interaktion der SOD1 Proteine mit SEDI und USOD sollte fiir IgG aus Maus
(IgG M) und Kaninchen (IgG R) tiberpriift werden. Fiir die Dimere SODIY™™! SODI1*""" und
SOD1°™?" wurden aus diesem Grund IPs durchgefiihrt und die einzelnen Proben jeweils
nebeneinander im Gel aufgetragen. Es konnte somit gezeigt werden, dass bei gleicher Exposition

der Proben bei beiden IgGs keine Banden im Immunblot auftraten (Abb. 25).
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Abb. 23: IPs der rekombinanten mit EGFP-markierten SOD1 Homo- und Heterodimere mit SEDI und USOD
Antikérpern

Fiir die IPs wurden sod! Dimerkonstrukte im pEGFP-N1-Vektor transient in HEK-293t Zellen exprimiert, die Zellen
lysiert und mit den Antikérpern SEDI und USOD inkubiert. Nach den IPs wurden die Ansétze auf ein 12 % SDS-Gel
aufgetragen und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Sowohl endogene SOD1 (Pfeil) als auch die SODI1
Dimere (Pfeilkopf) wurden mit einem kommerziellen SOD1 Antikdrper (Epitomics) detektiert. Der graue Pfeil markiert
die Antikorperbande von SEDI oder USOD. Gezeigt sind reprisentative Western Blots.

A Zur Uberpriifung der Expressionsrate der SOD1 Dimere in den HEK-293t Zellen wurden von jeder Probe 15 pg
Gesamtproteinmenge auf ein 12 % SDS-Gel auf getragen. Als Kontrolle wurden Zellen mit dem leeren pEGFP_N1-
Vektor transfiziert.

B, C IPs der SOD1 Homo- und Heterodimere mit 2 pg der Antikdrper SEDI und USOD zeigten, dass beide Antikorper
mit den mutanten Dimeren interagierten. Eine geringere Interaktion wiesen SODIWT™WI-EGFP und das SODI
Heterodimer der Wildtyp-dhnlichen Mutation SOD1%7® (SOD1*7W"-EGFP) auf. Verglichen mit den mutanten SOD1
Homodimeren verringerte eine wildtypische Untereinheit die Interaktion von SEDI und USOD mit dem
korrespondierenden Heterodimer. Die endogene SOD1 der HEK-293t Zellen wurde durch die Antikérper nicht erkannt.

D Zur Uberpriifung der Spezifitit des SEDI und USOD Antikérpers wurde eine IP mit IgG durchgefiihrt.

Die Immunprézipitation wurde fiir jedes SOD1 Dimer in vier unabhéngigen Versuchen (n = 4) durchgefiihrt.
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Abb. 24: IPs der rekombinanten mit einem sechsfachen Histidin-tag versehenen SOD1 Homo- und Heterodimere
mit SEDI und USOD Antikérpern

Fiir die IPs wurden sod! Dimerkonstrukte im pEF-BOS-Vektor transient in HEK-293t Zellen exprimiert, die Zellen
lysiert und mit den entsprechenden Antikorpern inkubiert. Nach den IPs wurden die Ansétze auf ein 12 % SDS-Gel
aufgetragen und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Sowohl endogene SOD1 (Pfeil) als auch die SODI
Dimere (Pfeilkopf) wurden mit einem kommerziellen SOD1 Antikdrper (Epitomics) detektiert. Der graue Pfeil markiert
die Antikorperbande von SEDI oder USOD. Gezeigt sind reprisentative Western Blots.

A Zur Uberpriifung der Expressionsrate der SOD1 Dimere in den HEK-293t Zellen wurden von jeder Probe 15 ug
Gesamtproteinmenge auf ein 12 % SDS-Gel auf getragen. Zur Kontrolle wurden Zellen ohne DNA transfiziert.

B, C IPs der SOD1 Homo- und Heterodimere mit 2 pg der Antikdrper SEDI und USOD zeigten, dass beide Antikorper
eine hohe Affinitdt zu allen mutanten Dimeren aufweisen. Das wildtypische Homodimer 6x-His-SOD1Y™ T zeigte
dagegen nur eine sehr geringe Interaktion mit beiden Antikérpern. Verglichen mit den Histidin-markierten mutanten
SOD1 Homodimeren verringerte eine wildtypische Untereinheit die Interaktion von SEDI und USOD mit dem
korrespondierenden Heterodimer. Die endogene SOD1 der HEK-293t Zellen wurde durch die Antikorper nicht erkannt.

D Zur Uberpriifung der Spezifitit des SEDI und USOD Antikdrpers wurde eine IP mit IgG durchgefiihrt.

Die Immunprézipitation wurde fiir jedes SOD1 Dimer in vier unabhéngigen Versuchen (n = 4) durchgefiihrt.
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Abb. 25: Spezifitit der IPs von SOD1 Homo- und Heterodimere exprimiert in HEK-293t Zellen mit SEDI und
USDO

Fiir die IPs wurden die Zellen lysiert und mit 2 pg der Antikdrper SEDI und USOD inkubiert. Nach den IPs wurden die
Ansitze auf ein 12 % SDS-Gel aufgetragen und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Sowohl endogene SOD1
(Pfeil) als auch die SOD1 Dimere (Pfeilkopf) wurden mit einem kommerziellen SOD1 Antikorper (Epitomics)
detektiert. Der graue Pfeil markiert die Antikorperbande von SEDI oder USOD.

A Weder unmarkierte SOD1¥™T noch SOD1*""T wurden von den Antikdrpern detektiert. Allein das Homodimer
SODI*"*" wurde in der IP-Fraktion angereichert. Es fand keine Reaktion mit den IgG-Kontrollen aus Kaninchen
(IgG R) oder Maus (IgG M) statt. Von dem fiir die IP eingesetzten Gesamtlysat wurden 15 pug Protein als Input
eingesetzt.

B Im pEF-BOS-Vektor exprimierte 6x-His-SOD1V™ T, 6x-His-SOD1*7%" und 6x-His-SOD1*"*" Dimere waren
N-terminal mit einen sechsfachen Histdin-Anhang markiert. Wihrend 6x-His-SOD1%™ " von den Antikérpern nicht
detektiert wurde, wurden sowohl das Hetero- als auch das mutante Homodimer in der IP-Fraktion angereichert. Es fand
keine Reaktion mit den IgG-Kontrollen aus Kaninchen (IgG R) oder Maus (IgG M) statt. Von dem fiir die IP
eingesetzten Gesamtlysat wurden 15 pg Protein als Input eingesetzt.

C Bei SOD1 Dimeren, die mit einer C-terminalen EGFP-Domine versehenen waren, wurde das Homodimer SOD1%737-
EGFP sowohl von SEDI als auch von USOD erkannt, wihrend das Heterodimer SOD1°""T-EGFP eine schwichere
Interaktion mit USOD aufwies. Es fand keine Reaktion mit der Kontrolle SOD1“™WI.EGFP oder mit den IgG-
Kontrollen aus Kaninchen (IgG R) oder Maus (IgG M) statt. Von dem fiir die IP eingesetzten Gesamtlysat wurden 15 pg
Protein als Input eingesetzt.
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4.12 Der Nematode C. elegans als in vivo-Modell fiir ALS

Die funktionellen Eigenschaften wildtypischer und mutanter SOD1 Dimere sollte nicht nur anhand
aufgereinigter Proteine, sondern zusétzlich in einem in vivo Modell untersucht werden. Hierfiir
wurden die Dimere SOD1V™WI_EGFP, SOD1¥VT_EGFP und SOD1¥%-EGFP unter die Kontrolle
des sra-6 Promotors gebracht. SRA-6 wird u.a. in den amphiden Neuronen ASH und ASI
exprimiert (Troemel et al., 1995). Diese Neurone liegen anterior im Kopfbereich des Wurmes und
stehen in direkter Verbindung zur Umwelt des Tieres. So konnen chemische oder osmotische
Verdnderung im Umkreis des Kopfes unmittelbar in elektrische Signale umgewandelt werden,
wodurch das Tier schnell z.B. auf einen starken osmotischen Druck reagieren kann. Auch
mechanische Reize werden von den ASH- und ASI-Neuronen weitergeleitet. Mutante SOD1
Proteine fithren zu einer Degeneration von Motorneuronen von transgenen Méusen (Gurney et al.,
1994; Dal Canto and Gurney, 1995; Wong et al., 1995; Bruijn et al., 1997b). Ein toxischer Einfluss
der SOD1 Dimere auf die ASH- und ASI-Neuronen sollte sich in einer gestorten Sensorik der Tiere
gegeniiber chemischen Verdnderungen in ihrem unmittelbaren Umfeld duBlern. Da die SODI1
Dimere mit einer EGFP-Doméne gekoppelt exprimiert wurden, konnte deren Expression mittels
Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden (Abb. 26). Um einen Linieneffekt ausschlielen zu
konnen, wurden fiir jedes SOD1 Dimer zwei voneinander unabhéngig hergestellte Wurmlinien

untersucht.

anterior anterior anterior

sra-6::SOD1VFVT_EGFP sra-6::SOD1%-WT_EGFP sra-6::SOD1%-%-EGFP

Abb. 26: SOD1V""WT_EGPF, SOD1*WT-EGPF, SOD1*%-EGPF unter der Kontrolle des sra-6 Promotors

Unter der Kontrolle des sra-6 Promotors wurden die sod! Dimerkonstrukte SOD1VT"T_EGPF, SOD13VI_EGPF,
SOD1*®-EGPF u.a. in den amphiden ASH- und ASI-Neuronen exprimiert. Diese Neurone stehen in direktem Kontakt
mit der Umwelt des Wurms, sodass dieser moglichst schnell auf chemische, osmotische, aber auch auf mechanische
Verdnderungen reagieren kann. Durch die Kopplung der SOD1 Dimere mit EGFP konnte die Expression der Konstrukte
in den ASH- und den ASI-Neuronen mittels Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden.
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In mikroskopischen Untersuchungen konnte kein visueller Unterschied in der Aggregatbildung
zwischen Wiirmern beobachtet werden, welche SODI¥YT-EGFP oder SODI1%*-EGFP
exprimierten. Es wurde jedoch beobachtet, dass Wiirmer, die SOD1¥*Y'-EGFP oder SOD1**-
EGFP exprimierten, sich langsamer vermehrten als Wiirmer der nicht transgenen Kontrollgruppen
N2 oder Tiere, welche das wildtypische Homodimer SOD1V™I'-EGFP exprimierten. Aus diesem
Grund wurde zum einen die Eiablage dieser Wiirmer untersucht sowie eine Uberlebensstudie

durchgefiihrt.

4.12.1 Expression von SOD1*“"-EGPF und SOD1**-EGPF unter der Kontrolle des

sra-6 Promotors fiithrt zu Eilegedefekten bei C. elegans

Fiir die Eiablage wurden jeweils gleichalte Wiirmer auf Platten mit einer Bakterienkultur vereinzelt
und die Muttertiere nach 24 h wieder von den Platten entfernt. Die in diesem Zeitraum gelegten
Eier wurden weiter inkubiert, bis die Wiirmer geschliipft waren und gezéhlt werden konnten. Es
konnte nachgewiesen werden, dass es keinen signifikanten Unterschied zwischen der nicht
transgenen N2 Linie und jenen Tieren gab, welche SOD1Y"™W-EGFP exprimierten (Abb. 27). Die
beiden Wurmlinien, welche das Heterodimer SOD1*WT-EGFP exprimierten, unterschieden sich
untereinander nicht signifikant in ihrer Eiablage, allerdings zeigte SOD1*"""-EGFP _1 eine deutlich
verringerte Nachkommenschaft, verglichen mit der N2- und den SOD1Y"™“'-EGFP exprimierenden
Wurmlinien. Am stirksten war die Eiablage der SOD1**-EGPF 1 beeintrdchtigt. Der Unterschied
in der Nachkommenschaft war bei dieser Linie gegeniiber allen anderen Wurmlinien signifikant.
Die zweite generierte Wurmlinie beider mutanter SOD1 Dimere wies ebenfalls eine verringerte
Eiablage auf, die Unterschiede zu den Kontrolllinien SOD1V™"'-EGFP und N2 waren bei diesen

Linien jedoch statistisch nicht signifikant.
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Abb. 27: Expression von SOD1*¥V-EGPF und SOD1***-EGPF unter der Kontrolle des sra-6 Promotors fiihrt
zu einer verringerten Nachkommenzahl bei C. elegans.

Jeweils eine Linie der SOD1¥“T-EGPF und SODI1**-EGPF exprimierenden Wiirmer legte unter den gleichen
Bedingungen signifikant weniger Eier als SOD1IY™I.EGFP exprimierende Tiere. Die zweite, unabhingig von der
ersten Linie generierte Wurmlinie, zeigte dagegen nur eine leichte, aber nicht signifikant verringerte Nachkommenzahl.
Als Kontrolle dienten nicht-transgene C. elegans (N2). Diese wiesen keinen signifikanten Unterschied zu den SOD1V™
WI_EGFP exprimierenden Wiirmern auf. Den schwersten Eilegedefekt zeigten Wiirmer, die SOD1%*-EGFP_1 unter der

Kontrolle des sra-6 Promotors exprimierten.
Die Balken reprasentieren die Mittelwerte + Standardfehler aus fiinf voneinander unabhingigen Versuchen (n = 5).
Zur statistischen Analyse wurde eine studentische t-Verteilung durchgefiihrt (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).

4.12.2 Expression von SOD1*V'"-EGPF und SOD1**-EGPF unter der Kontrolle des

sra-6 Promotors fiihrt zu einer verringerten Lebensspanne bei C. elegans

Neben einem Eilegedefekt kann eine verminderte Lebensdauer von C. elegans zu einer reduzierten
Anzahl an Wiirmern einer Linie fiihren. Die Lebensspanne der Tiere wurde bestimmt, indem pro
Linie insgesamt jeweils 70 - 80 Wiirmer gleichen Alters iiber eine Zeitraum von 35 Tagen
beobachtet und an jedem Tag die Anzahl der Tiere bestimmt wurde. Fiir jedes SOD1 Dimer wurden
jeweils zwei Wurmlinien untersucht. Die Lebensspanne der Wiirmer wurde als Kaplan-Meier Kurve
geplottet und die statistische Analyse mittels Log Rank (Mantel Cox) Test durchgefiihrt (Abb. 28).

Es konnte hierbei nachgewiesen werden, dass die Expression von SODI1¥VI-EGFP sowie
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Abb. 28: Expression von SOD135V-EGPF und SOD1**-EGPF unter der Kontrolle des sra-6 Promotors fiihrt
zu einer verringerten Lebensdauer bei C. elegans

SODI¥WT_EGPF und SOD1**-EGPF exprimierende Wiirmer zeigten eine verminderte Lebensspanne, verglichen mit
SODIVFVI.EGFP exprimierenden oder nicht transgenen Tieren (N2). Die Kontrolllinien N2 und SOD1Y*"T.EGFP
zeigten keinen signifikanten Unterschied in ihrer Lebensspanne. Die Lebensspanne der SOD13V"-EGFP_1 Linie war
statistisch signifikant verringert gegeniiber den Kontrolllinien N2 (p =0,001), SOD1¥™I.EGFP_1 (p=0,002) und
SODIW™IEGFP_2 (p<0,001). Dagegen lebten SODI®**V'-EGFP_2 Wiirmer nicht signifikant kiirzer als die
Kontrolllinien. Die Wiirmer beider SOD13%-EGFP Linien wiesen aber eine signifikant kiirzere Lebensspanne auf,
verglichen mit allen Kontrolllinien (jeweils p < 0,001) sowie mit der SOD13VT-EGFP_1 Linie (85-85_1: p = 0,033 und
85-85 2: p=10,026).

SODI1*¥*%-EGFP in C. elegans zu einer verminderten Lebensspanne fiihrte. Gegeniiber der nicht
transgenen N2 Kontrollgruppe gab es keinen signifikanten Unterschied in der Lebensspanne von
SODIV™WI.EGFP  exprimierenden =~ Wiirmern, allerdings war die Lebensdauer der
SODI®YTEGFP_1 Tiere statistisch signifikant kiirzer gegeniiber den Kontrolllinien N2
(p=0,001), SODIV™WIEGFP 1 (p=0,002) und SODIY™WI_EGFP 2 (p<0,001). Keine
signifikant verkiirzte Lebenszeit zeigten jedoch die Wiirmer der zweiten Linie SOD1%VT-EGFP_2.
Jedoch lebten alle SOD1¥*-EGFP exprimierende Wiirmer statistisch signifikant kiirzer als die
Tiere der Kontrolllinien (jeweils p < 0,001).
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5. DiskussioN

Zwei SODI1 Proteine lagern sich zu einem Dimer zusammen, um enzymatisch aktiv zu sein und
Superoxidanionen dismutieren zu konnen. Besitzt ein ALS Patient ein mutantes und ein
wildtypisches Allel des sod! Gens, kann sich solch ein Dimer aus zwei wildtypischen, zwei
mutanten oder einer wildtypischen und einer mutanten Untereinheit zusammensetzten. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass wildtypische SOD1 Proteine einen Einfluss auf den Ausbruch und die
Progression der Krankheit bei transgenen Méusen hatten (Jaarsma et al., 2000; Fukada et al., 2001;
Deng et al., 2006; Wang et al., 2009b). In dieser Arbeit sollte analysiert werden, ob die
Heterodimerisierung eines mutanten und eines wildtypischen SOD1 Proteins diesen Effekt erklaren
konnte. Zudem sollte der Einfluss eines Anhangs auf die funktionellen Eigenschaften dieser Dimere

untersucht werden.

5.1 Der Einfluss eines EGFP- oder Histidin-tags auf die Konformation der
SOD1 Dimere

Die Antikorper SEDI und USOD detektieren Bereiche in der SODI1, die im korrekt gefalteten und
zusammengelagerten Dimer in der Dimerisierungsdomine und innerhalb des p-Faltblattzylinders
verborgen liegen. Fiir die Interaktion mit einem SOD1 Dimer muss dieses in seiner Dimerisierung
oder seiner Faltung gestort sein. Beide Antikorper interagieren spezifisch nur mit mutanten und
missgefalteten, nicht aber mit wildtypischer SOD1 (Rakhit et al., 2007; Kerman et al., 2010;
Prudencio and Borchelt, 2011). Ubereinstimmend wurde in dieser Studie keine Interaktion des
unmarkierten Dimers SOD1Y"™™' mit SEDI und USOD beobachtet, wihrend die Antikorper alle
mutanten SOD1 Homodimere mit hoher Affinitit detektierten. Ein N-terminaler Histidin-tag oder
eine C-terminale EGFP-Doméne fiihrten jedoch zu einer verdnderten Affinitdt der SOD1 Dimere zu
den Antikérpern SEDI und USOD. So wurde das EGFP-gekoppelte SOD1”*V'-EGFP von SEDI
und USOD immunprizipitiert, wihrend das unmarkierte SODI1**V" keine Interaktion mit den
Antikdrpern aufwies. Die Kopplung mit EGFP induzierte in manchen Féllen sogar eine schwache
Bindung von SODIY™ T mit SEDI, nicht aber mit USOD. Die N-terminale Fusion eines
sechsfachen Histidin-tags fiihrte zu einer Interaktion aller mutanter Dimere mit SEDI und USOD.
Da SEDI und USOD nur missgefaltete SOD1 Proteine detektieren, ist davon auszugehen, dass die
Kopplung der SOD1 Dimere an ein Markerpeptid eine Konformationsdnderung des Dimers nach
sich zieht. Besonders die Wildtyp-ahnlichen Mutationen SOD1%"® und SOD1%** waren von dieser

strukturellen Verdnderung betroffen.
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In vielen Studien wird SODI1 als Fusionsprotein exprimiert und analysiert. Doch lésst sich ein 263
Aminosduren langes GFP mit der 153 Aminoséduren langen SODI fusionieren, ohne die
Eigenschaften des Enzyms zu beeinflussen? Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Kopplung
von GFP an mutante SOD19*# die Enzymaktivitit des Proteins reduzierte, wihrend gleichzeitig die
thermale Stabilitdt des Proteins erhoht wurde. Wahrend unmarkierte mutante SOD1 Proteine unter
destabilisierenden Bedingungen sich in Fibrillen zusammenlagerten, ging diese Eigenschaft bei
GFP-gekoppelten SOD19%# Proteinen verloren. Eine Verdnderung der Tertidrstruktur des
Fusionsproteins, die vermutlich jedoch allein auf die Anwesenheit der GFP-Doméne
zurlickzufiihren ist, konnte zusitzlich mittels CD-Spektroskopie nachgewiesen werden (Stevens et
al., 2010). Solch eine Konformationsédnderung konnte nun auch die verstirkte Interaktionsfahigkeit
der EGFP-markierten SOD1 Dimere mit den Antikoérpern SEDI und USOD hervorrufen. Auch die
Kopplung eines sechsfachen Histidin-tags konnte die Konformation der SOD1 Dimere verdndern.
Wechselwirkungen der positiv geladenen Imidazolgruppen des Histidins mit geladenen Seitenketten
benachbarter Aminosduren konnten eine strukturelle Verdnderung des Proteins nach sich ziehen.
Eine Auswirkung auf den Krankheitsverlauf konnte durch die Kopplung eines Fluoreszenzmarkers
an SOD1 jedoch nicht nachgewiesen werden. So fiihrte die Expression von SOD1**-YFP (yellow
fluorescent protein), nicht jedoch von SOD1Y'-YFP in transgenen Méausen zu einer Interaktion der
SOD1 mit dem Hitzeschockprotein HSC70, zu einer progressiven Ausbildung SOD1-positiver
Aggregate im Riickenmark der Tiere und zum Ausbruch ALS-&hnlicher Symptome (Wang et al.,
2009a). Weiter konnte keine aberrante Lokalisation GFP-markierter mutanter oder wildypischer
SOD1 Proteine in PC12 Zellen oder in primidren Motoneuronen beobachtet werden (Stevens et al.,
2010).

Auch in dieser Arbeit wurden EGFP-markierte SOD1 Dimere in dem Fadenwurm C. elegans
exprimiert und der Einfluss der Fusionsproteine auf die Anzahl der Nachkommen und die

Lebensdauer der Tiere untersucht.

5.2 Die Expression von SOD1**-EGFP in sensorischen Neuronen fiihrt zu

einer verminderten Lebensspanne des Fadenwurms C. elegans

Die Eigenschaften mutanter SOD1 Homo- und Heterodimere sollten in dem in vivo-Modell des
Nematoden C. elegans untersucht werden. Um die Toxizitdt gezielt auf neuronaler Ebene
untersuchen zu kénnen, wurden die SOD1 Fusionsproteine SOD1Y™WT-EGFP, SOD1***"EGFP und
SOD1**-EGFP unter der Kontrolle des sra-6 Promotors in den amphiden sensorischen Neuronen

ASH und ASI und in dem Interneuron PVQ exprimiert.
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Amphide Neurone sind nach auBlen gedffnete Nervenzellen, mit denen der Fadenwurm C. elegans
in direktem Kontakt mit seiner Umwelt steht (Ward et al., 1975; Ware et al., 1975). Auf diese
Weise kann der Wurm sowohl auf olfaktorische, gustatorische, thermische, osmotische, chemische
und mechanische Verdnderungen reagieren. Diese sensorische Wahrnehmung bendétigt der Wurm,
um Nahrung zu finden, schidliche Bedingungen zu vermeiden, aber auch um sich normal
entwickeln und verpaaren zu konnen. Die Expression eines toxischen Proteins in diesen Neuronen
konnte zu einer Verhaltensdnderung der Tiere fiihren. Tatsdchlich fiihrte die Expression von
SOD1*WTEGFP und SOD1*®-EGFP zu einer verminderten Eiablage bei den transgenen Tieren.
Die Ergebnisse fiir diese beiden Linien waren hinsichtlich ihrer Signifikanz jedoch inkonsistent. Bei
der statistisch signifikant verringerten Eiablage in den SOD1*"W"EGFP_1 und SOD1¥*-EGFP_1
konnte es sich um einen Linieneffekt handeln, der durch Schidigungen wihrend der Integration des
Konstrukts oder durch unterschiedlich hohe Expressionsspiegel in den amphiden Neuronen
hervorgerufen wurde. Weitere Studien zur Charakterisierung dieser Wurmlinien sind demnach
notig. Des Weiteren fiihrte die Expression von SOD1%*-EGFP in den ASH und ASI Neuronen zu
einer signifikant verringerten Lebensspanne der transgenen Wiirmer. In fritheren Studien wurde
jedoch umgekehrt gezeigt, dass die Pan-neuronale Expression von SOD1*VT-EGFP gegeniiber der
Expression von SOD1¥*-EGFP zu einer reduzierten Lebensspanne der transgenen Wiirmer nach
einer Behandlung mit dem Herbizid Paraquat fiihrte. Auch in Zellkulturexperimenten wurde
SOD1*"T als die toxischere Spezies ausgewiesen (Witan et al., 2008).

Wie kann die Expression von SOD1¥*-EGFP in den amphiden Neuronen ASH und ASI zu einer
verringerten Lebensdauer von C. elegans fithren, wiahrend SOD1**V'-EGFP nur einen geringen
Effekt auf die Lebensspanne der transgenen Wiirmer ausiibt? ASH Neurone reagieren auf
chemisch/osmotische und mechanische Reize (Bargmann and Horvitz, 1991b; Kaplan and Horvitz,
1993; Hilliard et al., 2002, 2004). ASI Neurone sind ebenfalls chemosensorisch und gehdren zudem
zu einer Klasse von Neuronen, die eine normale larvale Entwicklung férdern (Bargmann and
Horvitz, 1991a, 1991b). Es wird angenommen, dass ASI Neurone das Nahrungsangebot und die
Bevolkerungsdichte {iber abgegebene Pheromone anderer Wiirmer in ihrer unmittelbaren
Umgebung wahrnehmen konnen. Ist die Bevolkerungsdichte zu hoch und das Nahrungsangebot zu
klein, wird die larvale Entwicklung umgelenkt und die Tiere treten in das Dauerlavalstadium {iber,
in welchem sie besonders resistent gegeniiber umweltbedingten Stressreizen sind (Golden and
Riddle, 1982, 1984). Die Wahrnehmung eines reichhaltiges Nahrungsangebot verhindert nicht nur
die Entwicklung des Dauerlarvenstadiums; der Kontakt zu einer reichen Nahrungsquelle fordert
zudem die Eiablage der Tiere (Horvitz et al., 1982; Schafer, 2005). Die Expression toxischer

mutanter SOD1 Dimere in ASI Neuronen konnte demnach die Wahrnehmung des
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Nahrungsangebots von C. elegans storen und somit auch die Eiablage der transgenen Wiirmer
hemmen.

Nicht nur bei der larvalen Entwicklung, auch im adulten Wurm spielen ASI Neurone eine wichtige
Rolle. Zum Beispiel verlingert die Ablation von ASI Neuronen die Lebensspanne von C. elegans
(Alcedo and Kenyon, 2004). Es ist anzunehmen, dass die Expression mutanter SODI
Dimerproteine in den ASH, ASI und PVQ Neuronen von C. elegans sich in erster Linie
lebensverkiirzend auswirkt. Moglicherweise kehrt sich dieser Effekt jedoch um, wenn hierbei die
ASI Neurone besonders stark in Mitleidenschaft gezogen werden. In diesem Falle wire
SODI1**"EGFP toxisch genug, um die Lebensspanne transgener Wiirmer drastisch zu verkiirzen,
jedoch wire nur das toxischere SODI¥W'-EGFP in der Lage, die ASI Neurone soweit zu
beeintrichtigen, dass die Lebensdauer dieser transgenen Wiirmer insgesamt nicht beeinflusst wire.
Auch hier wiren weitere Studien zu Kldrung der Toxizitidt der SOD1 Heterodimere in dem in vivo-

Modell C. elegans notig.

5.3 Niedrige Temperaturen wahrend der Expression mutanter SOD1
Homodimere in den Bakterienzellen BL21(DE3)pLysS verhindern die

Einlagerung der Proteine in Einschlusskorperchen

Kupfer- und zinkhaltige Superoxiddismutase wird in allen eukaryotischen sowie in wenigen
prokaryotischen Zellen exprimiert. So konnte z.B. fiir E. coli eine enzymatisch aktive CuZnSOD
nachgewiesen werden (Benov and Fridovich, 1994; Battistoni and Rotilio, 1995). Die Expression
von rekombinanten humanen SOD1 Proteinen in dem bakteriellen E. coli System BL21(DE3)pLysS
wurde ebenfalls bereits mehrfach erfolgreich durchgefiihrt (Crow et al., 1997a; Sutter et al., 2000;
Leinweber et al., 2004; Teilum et al., 2009). Fiir die Expression humaner SOD1 Proteine stellen
BL21(DE3)pLysS Bakterien ein geeignetes System dar. In dieser Studie wurde beobachtet, dass
mutante SOD1 Heterodimere und das SOD1Y"™"" in den Bakterien bei Raumtemperatur exprimiert
werden konnten, ohne sich in Einschlusskorperchen einzulagern. Alle mutanten SOD1 Homodimer
dagegen mussten iliber einen lidngeren Zeitraum bei einer niedrigeren Temperatur von 11 °C
exprimiert werden, um diese Einschliisse zu verhindern, die sonst nur in Harnstoff geldst werden
konnten. Diese Beobachtung korreliert mit der erhohten Aggregationstendenz der mutanten SOD1
Homodimere in HEK-293t und N2A Zellen (Witan et al., 2008, 2009) sowie mit der verstirkten
Lokalisation monomerer SOD1%*V Proteine in den unldslichen Inklusionen von BL21(DE3)pLysS
bei Temperaturen liber 23 °C (Leinweber et al.,, 2004). Monomere SOD1 konnte nach einer

Aufreinigung sowohl denaturiert und anschlieBend wieder renaturiert (Leinweber et al., 2004) als
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auch mit den Metallchelatoren EDTA oder EGTA behandelt und anschliefend in einer kupfer- und
zinkhaltigen Losung wieder mit den Schwermetallen beladen werden (Crow et al., 1997a).

Dies war mit den SOD1 Dimeren nicht moglich, da die Proteine wihrend der Renaturierung im
Dialyseschlauch deutliche Makromolekiile bildeten (Abb. 29). Auch nativ aufgereinigte SODI
Dimere, die keine sichtbaren Proteinablagerung bildeten, wiesen Anzeichen einer Quervernetzung
auf. Zum Beispiel zeigten sich in Aktivitdtsgelen zusétzliche Enzymaktivitidtsbanden, die iiber der
eigentlichen Hohe des SOD1 Dimers auftauchten (Abb. 8). Dies ldsst darauf schliefen, dass sich
SOD1 Dimere zu Multimeren zusammenlagern konnen. Diese Multimere traten nicht mehr auf,
sobald die Proben mit denaturierenden Reagenzien wie SDS oder Harnstoff versetzt wurden. Eine
zusétzliche Behandlung mit einem Reduktionsmittel wie f-Mercaptoethanol war nicht ndtig, um die
Multimere zu ldsen. Die Multimerisierung beruhte somit nicht auf der Bildung intermolekularer
Disulfidbriicken, die nur durch reduzierende Reagenzien gelost werden konnen. Wahrscheinlicher
ist es, dass die kovalent verbundenen Untereinheiten der SOD1 Dimere nicht allein mit ihrem
zugehorigen Partner dimerisierten, sondern sich auch mit den Untereinheiten benachbarter SOD1
Dimere quervernetzten. Aus diesem Grund wurde das Wachstumsmedium der Bakterien mit CuSO4
und ZnSO, versetzt, um die Metalle fiir die Beladung der SOD1 Dimere in ausreichenden Mengen
bereitzustellen und die Temperatur widhrend der Expression der mutanten SOD1 Homodimere
gesenkt. Die anschlieBende Aufreinigung unter moglichst milden Bedingungen resultierte somit in
hohen Mengen gefalteter SOD1 Dimere. Der wihrend der Aufreinigung bendtigte sechsfache
Histidin-tag musste iiber einen langen Zeitraum mit sehr hohen Mengen Thrombin behandelt
werden, bevor Histidin-freie SOD1 Proteine nachgewiesen werden konnten. Um die aufgereinigten
SODI1 Proteine vor dem Abbau durch Proteasen zu schiitzen, erfolgte die Inkubation mit Thrombin
bei 4 °C. Eine Erhéhung der Thrombinmenge iiber 10 Einheiten pro 1 mg SOD1 Dimerprotein
bewirkte keine verbesserte Abspaltung des Histidin-tags. Dagegen resultierte eine verldngerte
Inkubationszeit unter diesen Bedingungen wiederum in einer erhdhten Menge Histidin-freier SOD1
Dimere. Es ist davon auszugehen, dass die Thrombinschnittstelle wahrend der Expression und der
Faltung der SOD1 Dimere fiir Thrombin nicht mehr zugidnglich war. Das Dimerprotein befindet
sich in Losung in einem Gleichgewicht von dissoziierter und dimerisierter Form, wobei vermutlich
die dimerisierte Form bevorzugt wird. Lage die Thrombinschnittstelle im Zustand der dissoziierten
Form frei, konnte der Histidin-tag abgespalten werden. Bei 4 °C wechselte das Dimerprotein
aufgrund der niedrigen Temperatur moglicherweise nur selten von der dimerisierten in die
dissoziierten Form und eine langere Inkubationszeit mit Thrombin wurde nétig, um den Histidin-tag
abzuspalten. Es konnte gezeigt werden, dass alle auf diese Weise aufgereinigten Dimere eine

Dismutaseaktivitit aufwiesen.
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Abb. 29: Multimerisierung der SOD1 Dimere bei Renaturierung der Proteine

Fiir die korrekte Dimerisierung der SOD1 Homo- und Heterodimere ist eine Aufreinigung unter nativen Bedingungen
notwendig. Nach Denaturierung und wéhrend der anschlieBenden Renaturierung préazipitierten die Proteine in einer
groflen Proteinverbindung, vermutlich durch Quervernetzung zwischen den einzelnen Untereinheiten.

5.4 Die enzymatische Aktivitit von SOD1%**® wird durch H,O; inhibiert

Obwohl die Mutation SOD1%*® als enzymatisch inaktiv gilt (Borchelt et al., 1994; Cao et al., 2008),
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass bakteriell aufgereinigte SOD1%*® Homo- und
Heterodimere in der Lage waren Superoxid zu detoxifizieren. Eine enzymatische Aktivitit des in
Zellen exprimierten SOD1*"T Heterodimers wurde bereits in fritheren Studien nachgewiesen.
Diese ist vermutlich auf die wildtypische Untereinheit des Dimers zuriickzufiihren (Witan et al.,
2008, 2009). Die Aktivitit des aufgereinigten Heterodimers SODI1*™' lief im Laufe der
Dismutasereaktion etwas stirker nach als die Enzymaktivitdt der anderen SOD1 Dimere. Es zeigte
sich zudem, dass die enzymatische Aktivitdt von SODI1*® im Laufe der Messung génzlich
verlorenging. Welche Faktoren konnten diese Inhibition des SOD1%*® Proteins bewirken? Es ist
bekannt, dass SOD1 durch sein eigenes Produkt (H.O,) gehemmt werden kann (Symonyan and
Nalbandyan, 1972; Bray et al., 1974; Hodgson and Fridovich, 1975) und dass mutante SODI1
Proteine wie SOD1%*Y und SOD1%?** eine hohere Affinitit zu H,O, aufweisen als wildtypische
SOD1 (Wiedau-Pazos et al., 1996). Weiterhin konnte SOD1 auch durch sein eigenes Substrat
1G85R

gehemmt werden. Moglicherweise werden Superoxidanionen aufgrund der Mutation von SOD

nur relativ langsam umgesetzt, sodass es zu einer Anhdufung von Superoxid kommt. Das mutante

104



Diskussion

Dimer wiirde somit inaktiv erscheinen. Um die SOD1 Dimere auf eine Substrat- oder
Produkthemmung zu untersuchen, wurden sie in dieser Studie vor der Aktivititsmessung mit
Riboflavin oder H,O, inkubiert.

Riboflavin produziert unter Lichteinfall Superoxidanionen, die von SOD1 Dimeren jedoch
wiederum zu H>O, und Sauerstoff umgesetzt werden. Eine Produkthemmung kann durch die
Inkubation mit Riboflavin allein also nicht ausgeschlossen werden. Da jedoch sowohl die
Inkubation mit Riboflavin als auch mit H,O, zu einer Inhibition des aufgereinigten SOD1%
Dimers fiihrte, ist davon auszugehen, dass die Inaktivierung von SODI*® auf eine
Produkthemmung zuriickzufiihren ist. Die enzymatische Aktivitit des wildtypischen Homodimers
SODIY™ T und des Heterodimers SOD1*™"" wurde ebenfalls durch H,O, leicht reduziert, jedoch
nicht vollig inhibiert. Die Behandlung mit 2 uM H,O, reduziert die enzymatische Aktivitit von
SOD1*VT stérker als von SOD1V™WT, Moglicherweise inhibiert H,O, die mutante Untereinheit des
Heterodimers, sodass nur die wildtypische Untereinheit Superoxid dismutieren kann.

In der Zelle fillt bei einer Reihe physiologischer Reaktionen H,O, an. Dieses konnte zu einer
konstanten Inhibition des in der Zelle exprimierten SOD1%® Proteins fiihren, wihrend andere
SOD1 Dimere bei physiologischen H,O, Konzentrationen nicht in ihrer Aktivitit gehemmt werden.
Wihrend der Aufreinigung der SOD1 Dimere konnte H»O, als inhibierender Faktor verloren gehen
und SOD1*® seine enzymatische Aktivitdt zuriickerlangen. Im Laufe der hier durchgefiihrten
Aktivititsmessung fiel H,O, als Nebenprodukt ab und fiihrte somit vermutlich zu der beobachteten
Inhibition von SOD1*%, Eine geringe enzymatische Aktivitidt rekombinanter SOD1%** Proteine
wurde bereits frither beschrieben (Urushitani et al., 2002; Trumbull and Beckman, 2009). Zudem
zeigten chemisch gekoppelte SOD1%*® Dimere nach zusétzlicher Inkubation mit Kupfer und Zink
eine deutliche Dismutaseaktivitit sowie eine erhohte Stabilitit (Auclair et al., 2010).

Die enzymatische Aktivitit der SODI1 korreliert unmittelbar mit ihrer Beladung mit dem
katalytischen Kupferion. Eine wichtige Rolle spielt hierbei das Chaperon CCS, welches direkt mit
SODI1 interagiert, um es mit Kupfer zu beladen und die intramolekulare Disulfidbriicke herzustellen
(Culotta et al., 1997; Casareno et al., 1998; Furukawa et al., 2004). CCS scheint jedoch nicht die
einzige Kupferquelle fiir wildtypische und mutante SOD1 Proteine darzustellen (Beckman et al.,
2002). SOD1 Proteine CCS-depletierter Mause wiesen lediglich eine verringerte Beladung mit
Kupfer und eine verminderte Dismutaseaktivitdt auf (Wong et al., 2000; Subramaniam et al., 2002).
Es wurde beschrieben, dass verschiedene Mutationen die Affinitdt der SOD1 Dimeren zu Kupfer
und Zink unterschiedlich stark verringern kdnnen und es wurde auBerdem gezeigt, dass zink-
defiziente SOD1 Proteine zytotoxische Eigenschaften entwickeln (Crow et al., 1997a; Estévez et al.,

1999; Hayward et al., 2002; Cao et al., 2008; Mulligan et al., 2008; Trumbull and Beckman, 2009;
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Ip et al, 2011). Die in dieser Arbeit aufgereinigten SODI Dimere wiesen allesamt eine
Teilbeladung mit Zink und eine vollstindig Beladung mit Kupfer auf. Im Gegensatz zu vielen
anderen Studien wurden die hier untersuchten SOD1 Dimerproteine nicht denaturiert, um
anschliefend via Dialyse renaturiert und erneut mit Kupfer und Zink beladen zu werden. Dies
konnte die Affinitdt der mutanten SOD1 Dimere zu den jeweiligen Metallen womoglich stark
beeinflussen. Zwar besitzen E. coli Bakterien kein Chaperon zur Beladung von Kupferionen,
dennoch konnte die Faltungsmaschinerie der Bakterien ausreichen, um auch die humanen SOD1
Dimere besser mit Kupfer und Zink zu beladen als dies durch reine Dialyse mit den Schwermetallen
moglich wire. Des Weiteren sind die Puffer von SOD1-beinhaltenden Proben hiufig mit geringen
Mengen des Metallchelators EDTA versetzt. Wiahrend EDTA in sehr geringen Konzentrationen
keinen Einfluss auf wildtypische oder Wildtyp-dhnliche SOD1 Proteine ausiibt, kdnnten diese
Mengen bereits ausreichen, um bei Mutationen wie SOD1%® dem mutierten Protein die nur
schwach gebundenen Metalle zu entziehen. Aus diesem Grund wurden wéhrend der Arbeit mit den
aufgereinigten SOD1 Dimeren auf denaturierende oder reduzierende Agenzien sowie auf

Metallchelatoren komplett verzichtet.

5.5 Erhohte Stabilitit mutanter SOD1 Heterodimere gegeniiber Proteinase K
Behandlung

In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass in HEK-293t Zellen exprimierte SOD1 Homo- und
Heterodimere der gleichen Mutation ungleichméBig schnell von Proteinase K abgebaut werden. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass mutante SOD1 Proteine in unterschiedlichem Male durch
Proteinase K degradiert werden konnen (Ratovitski et al., 1999). Die Stabilitit gegeniiber
Proteinase K ist ein Mal} fiir die korrekte Faltung eines Proteins. Ist ein Protein fehlgefaltet oder
denaturiert, bietet es der Protease mehr Angriffspunkte und wird schneller abgebaut. So erhdht eine
Behandlung mit SDS oder Harnstoff den Abbau durch Proteinase K signifikant (Gross-Bellard et
al., 1973; Hilz et al., 1975). Zink ist essentiell fiir die korrekte Konformation des SOD1 Proteins.
Sowohl wildtypische als auch mutante zink-defiziente SOD1 Proteine zeigen eine stark verminderte
Resistenz gegentiber Proteinase K (Li et al., 2010; Son et al., 2011).

Unabhingig von der jeweiligen Mutation wiesen in dieser Arbeit alle HEK-293t exprimierten
SOD1 Heterodimere eine hohere Stabilitdt gegeniiber Proteinase K auf als ihre korrespondierenden
mutanten Homodimere. Die erhdhte proteolytische Resistenz konnte jedoch nicht fiir bakteriell
exprimierte SOD1 Heterodimere gezeigt werden. Auch nach Aufreinigung der SOD1 Dimere aus

Bakterien- oder HEK-293t Zellen (Weichert und Besemer et al., unveroffentlicht) wurde fiir die
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SOD1 Heterodimere keine erhohte Stabilitdt gegeniiber dem proteolytischen Abbau beobachtet.
Moglicherweise spielt ein eukaryotischer Ko-Expressionspartner hierbei eine wichtige Rolle. Die
Interaktion mit dem SOD1 Heterodimer konnte dessen Fehlfaltung reduzieren und damit das
Protein vor dem proteolytischen Abbau schiitzen (Abb. 30). Umgekehrt konnte ein Ko-
Expressionsfaktor jedoch auch die Resistenz des mutanten SOD1 Homodimers stark verringern und
somit den Abbau durch Proteinase K fordern (Abb. 31).

5.5.1 Erhohte Stabilitit mutanter SOD1 Heterodimere gegeniiber Proteinase K durch

potentielle Interaktion mit einem Ko-Expressionspartner

In HEK-293t Zellen transient exprimierte SOD1 Heterodimere zeigten eine erhdhte Resistenz
gegeniiber einer Behandlung mit Proteinase K als ihr korrespondierendes Homodimer. Diese
erhohte Stabilitit geht im Laufe der Aufreinigung der Proteine jedoch verloren. Ahnliche
Unterschiede sind bereits fiir das Alzheimer assoziierte AP Protein beschrieben, das in Hirnlysaten
von transgenen APP23 Mausen eine hohere Proteinase K-Resistenz aufweist als synthetische, mit
wildtypischen Hirnlysaten versetzte AB-Fibrillen. Auch hier wird ein stabilisierender Einfluss eines
Interaktionspartners im Hirnlysat angenommen (Langer et al., 2011). Wéhrend der Expression der
SOD1 Dimere in den HEK-293t Zellen konnte ein Faktor ko-exprimiert werden, welcher mit dem
SOD1 Hetero-, nicht jedoch mit dem mutanten Homodimer interagiert. Die spezifische Interaktion
mit dem Heterodimer konnte allein {iber die wildtypische Untereinheit oder iiber eine verdnderte
Struktur des gesamten Dimers durch die wildtypische Untereinheit geregelt sein. Die Bindung
dieses Ko-Expressionspartners an das SOD1 Heterodimer konnte hierbei die Konformation des
Dimers soweit verdndern, dass es weniger Angriffspunkte flir Proteinase K bietet als ein mutantes
SOD1 Homodimer, welches durch die fehlende Interaktion mit diesem Faktor keine
Konformationsédnderung erfahrt (Abb. 30). Dieser Ko-Expressionspartner geht nun jedoch
moglicherweise wéhrend der Aufreinigung verloren. Wiére die interaktionsbedingte
Konformationsdnderung reversibel, wiirde sich das SODI1 Heterodimer nach Ablosung des
Interaktionspartners anschlieBend strukturell nicht mehr von dem mutanten SOD1 Homodimer
unterscheiden. Durch eine Behandlung mit Proteinase K wiirden demnach SODI1 Hetero- wie
Homodimere gleich schnell abgebaut (Abb. 30). SODIV™ T zeigte nach der Aufreinigung die
gleiche Resistenz zu Proteinase K wie die mutanten SOD1 Dimere. Moglicherweise spielt auch
hierbei der Interaktionspartner eine Rolle fiir die Stabilitdt des wildtypischen Homodimers. Nach
Expression der SOD1 Dimere in Bakterienzellen und direkter Behandlung der Bakterienlysate mit

Proteinase K zeigte SODIV™ ! eine bessere Resistenz gegeniiber Proteinase K als die mutanten
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Abb. 30: Konformationsinderung der mutanten SOD1 Heterodimere durch Interaktion eines Ko-
Expressionspartners mit der wildtypischen Untereinheit

Wihrend der Expression der SOD1 Dimere in HEK-293t Zellen konnte ein Interaktionspartner an die wildtypische,
nicht aber an die mutante Untereinheit des Heterodimers binden. Da keine Bindung an mutante SOD1 Proteine erfolgen
kann, entsteht keine Interaktion mit den mutanten SOD1 Homodimeren. Die Wechselwirkung dieses Ko-
Expressionspartners mit der wildtypischen Untereinheit fiihrt zu einer Konformationsdnderung des gesamten
Heterodimers. Diese strukturelle Verdnderung verringert die Sensitivitit der mutanten SOD1 Heterodimer gegeniiber
Proteinase K verglichen mit den korrespondierenden mutanten SOD1 Homodimeren. Im Laufe der Aufreinigung der
SODI1 Dimerproteine geht dieser Interaktionspartner moglicherweise verloren. Wire die Konformationsénderung des
Heterodimers hierbei reversibel, wiirde das mutante SOD1 Heterodimer wieder die gleiche Konformation annehmen
wie das mutante SOD1 Homodimer. Auch die Zugabe nativen HEK-293t Zelllysats kann keine entsprechenden
Bedingungen schaffen, in denen der Interaktionspartner wieder an die wildtypische Untereinheit des Heterodimers
bindet. Durch die gleiche Konformation des mutanten SOD1 Hetero- und seines entsprechenden Homodimers zeigen
beide Dimere eine dhnliche Sensitivitdt gegeniiber einer Behandlung mit Proteinase K.

Dimere; es konnten aber auch hier keine Unterschiede in der Stabilitdt der mutanten SOD1 Homo-
und Heterodimere nachgewiesen werden. Moglicherweise handelt es sich bei dem potentiellen
Interaktionspartner also um einen eukaryotischen Faktor. Es wurde jedoch zusétzlich nachgewiesen,
dass nicht nur aus Bakterien, sondern auch aus eukaryotischen HEK-293t Zellen aufgereinigte
SOD1 Dimere gleichermallen durch Proteinase K degradiert werden (Weichert and Besemer et al.,
unverdffentlicht). Die Aufreinigung der SOD1 Dimere aus einem eukaryotischen System fiihrt
demnach ebenfalls zu einer vergleichbaren Stabilitidt der mutanten SOD1 Homo- und Heterodimere
gegeniiber Proteinase K. CCS, das Chaperon, das mit SOD1 direkt interagiert, um es mit Kupfer zu
beladen (Culotta et al., 1997; Casareno et al., 1998) wurde als moglicher Kandidat fiir die
unterschiedliche Resistenz der verschiedenen SOD1 Dimere gegeniiber Proteinase K untersucht.

Hierfiir wurde die Expression von CCS in HEK-293t Zellen herunterreguliert. Diese Zellen wurden
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gleichzeitig mit sod! Dimerkonstrukten transient transfiziert und die Lysate mit Proteinase K
behandelt. Auch hier zeigte sich, dass SOD1 Heterodimere eine hohere Resistenz gegeniiber
Proteinase K Behandlung aufwiesen als ihr korrespondierendes mutantes SOD1 Homodimer. CCS
alleine scheint demnach keinen Einfluss auf die Stabilitit der Proteine bei einer Behandlung mit
Proteinase K zu haben. Ein weiterer Interaktionspartner wildtypischer SOD1 ist die Metallo-
phosphatase Calcineurin, ein Regulationsprotein der Immunabwehr (Agbas et al., 2007). Sowohl
wildtypische als auch mutante SOD1 binden zudem an den anti-apoptotisch wirkenden Faktor
BCL-2 (Pasinelli et al., 2004).

5.5.2 Verminderte Stabilitiit mutanter SOD1 Homodimere gegeniiber Proteinase K

durch potentielle Interaktion mit einem Ko-Expressionspartner

Ein Interaktionspartner der SOD1 Heterodimere konnte eine erhohte Stabilitdt der Proteine
gegeniiber eine Behandlung mit Proteinase K erkldren. Jedoch konnte auch die Interaktion eines
eukaryotischen Ko-Expressionspartners mit den mutanten SOD1 Homodimeren mit -einer
verminderten proteolytischen Resistenz dieser Dimerproteine einhergehen. Es wird vermutet, dass
zahlreiche Faktoren, die an mutante, nicht jedoch an wildtypische SOD1 binden, einen Einfluss auf
die Pathogenese der ALS haben kdnnten. So ist bekannt, dass 16sliche mutante SOD1 in transgenen
Maiusen an Chaperone, wie das Hitzeschockprotein HSC70, binden (Zetterstrom et al., 2011).
Hitzeschockproteine, wie HSP70 und HSC70, interagieren auch in Zellkulturexperimenten mit
mutanter SOD1 (Shinder et al., 2001; Choi et al., 2004). HSP70 und HSP40 ko-lokalisieren
aulerdem in Zellkultur mit SODI1™-positiven Aggregaten (Takeuchi et al., 2002b). Auch
Komponenten des Ubiquitin/Proteasomsystems interagieren mit mutanter SOD1. So werden
mutante SOD1 Proteine durch die E3-Ubiquitin-Ligase Dorfin ubiquitiniert und dem proteasomalen
Abbau zugefiihrt (Niwa et al., 2002). Hierfiir bilden mutante, nicht aber wildtypische SODI1
Proteine einen Komplex mit Dorfin, dem Ko-Chaperon CHIP (carboxyl terminus of HSC70
interactin protein) sowie den Hitzschockproteinen HSC70/HSP70 und HSP90 und binden
anschlieBend an die S5a Untereinheit des 26S Proteasoms (Choi et al., 2004; Ishigaki et al., 2004,
2007). Weitere E3-Ligasen, die mutante SOD1 binden und ubiquitinieren, sind die hauptséchlich in
neuronalem Gewebe exprimierte NEDL1 (neuronal homologous to E6AP carboxyl terminus
(HECT)-type ubiquitin-protein isopeptide ligase) (Miyazaki et al., 2004), die ER-assoziierte E3-
Ligase Gp78 (Ying et al., 2009) und die mitochondriale Ubiquitin-Ligase MITOL (Yonashiro et al.,
2009). Die Akkumulation mutanter SOD1 im mitochondrialen Intermembranraum steht in einem

engen Zusammenhang mit dem apoptotischen Zelltod (Takeuchi et al., 2002a). Apoptose wird auch
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durch Verdnderungen des mitochondrialen spannungsabhidngigen Anionkanals (VDAC1) eingeleitet
(Shoshan-Barmatz et al., 2010). Es wurde zudem eine direkte Interaktion mutanter SOD1 mit
VDACI nachgewiesen, die zu der Storung der Leitfdhigkeit fiir Kalzium und Chlorid, zu einer
verminderten Aufnahme von ADP in Mitochondrien des Riickenmarks SOD1™" transgener Ratten
und zu einer verminderten Lebensspanne SOD1™" transgener Méause fiihrte (Israelson et al., 2010).
Das anti-apoptotische Protein BCL-2 interagiert sowohl mit wildtypischer als auch mit mutanter
SODI1, bindet mutante SOD1 jedoch an anderen Regionen und akkumuliert mit den mutierten
Proteinen in unloslichen Aggregaten (Pasinelli et al., 2004). Das BCL-2 assoziierte Ko-Chaperon
BAG-3 (BCL-2-associated athanogene 3), dessen Spiegel bei einer Storung des Proteasoms erhoht
werden, interagiert mit mutanter, aber nicht mit wildtypischer SOD1 iiber HSP70 und bindet das
mutante Protein an das Transportprotein Dynein. Mutante SOD1 wird hierdurch zu Aggresomen
transportiert, dort abgelagert und kann anschlieBend autophagosomal abgebaut werden
(Gamerdinger et al., 2011). Mutante SOD1 Proteine interagieren in vitro sowie in vivo zudem
verstiarkt mit HOXB2 einem Transkriptionsfaktor der sox Genfamilie, der auch noch im adulten
Hirn und Riickenmark exprimiert wird (Zhai et al., 2005). Des Weiteren interagieren mutante SOD1
Proteine mit Chromogranin, einem Faktor des neuroendokrinen Systems, der vermutlich {iber eine
chaperon-dhnliche Funktion die Sekretion mutanter SOD1 aus der Zelle bewirkt. Eine Stérung des
Proteasoms begiinstigt die ER/Golgi-vermittelte Sekretion der mutanten Proteine (Urushitani et al.,
2006). Mutante SOD1 bindet weiter an das TAR DNA bindende Protein 43 (TDP-43) (Higashi et
al., 2010) und die mitochondriale Lysyl tRNA Synthetase KARS (Kunst et al., 1997; Kawamata et
al., 2008) und greift somit in die Transkriptions- und Translationsmaschinerie der Zelle ein. Neben
Proteinen reagieren mutante SOD1 Proteine auch verstirkt mit freien Sauerstoffspezies, wie
Peroxynitrit und H,O,, und kénnten hierdurch ebenfalls in ihrer Konformation verdndert werden
(Beckman et al., 1993; Wiedau-Pazos et al., 1996; Yim et al., 1996; Zhang et al., 2002; Liochev and
Fridovich, 2010).

Vor allem die Interaktion mutanter SOD1 mit Komponenten des Ubiquitin/Proteasomsystems, die
das Protein auf seine Degradation vorbereiten, konnte zu einer erhdhten Sensitivitit mutanter SOD1
Homodimere gegeniiber Proteinase K fiihren (Abb. 31). Eine wildtypische Untereinheit kdnnte
mutante SOD1 Heterodimere vor einem Abbau durch Proteinase K schiitzen, indem oben erwéhnte
Interaktionspartner nur an die mutante, nicht aber an die wildtypische Untereinheit binden. Das
wildtypische SODI1 Protein konnte zudem einen Einfluss auf die Struktur der mutierten
Untereinheit ausiiben, so dass eine Interaktion mit einem SOD1™" spezifischen Faktor verringert ist.
Wird der potentielle Interaktionspartner wéhrend der Aufreinigung entfernt, konnte dies in einer

vergleichbaren Stabilitdt der mutanten SOD1 Homo- und Heterodimere gegeniiber Proteinase K
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Abb. 31: Konformationsinderung der mutanten SOD1 Homodimere durch Interaktion mit einem Ko-
Expressionspartners

Waihrend der Expression der SOD1 Dimere in HEK-293t Zellen konnte ein Interaktionspartner an das mutante SOD1
Homodimere binden und dessen Konformation soweit verdndern, dass die mutanten SOD1 Homodimere eine erhohte
Sensitivitdt gegeniiber Proteinase K aufweisen als ihre korrespondierenden mutanten SOD1 Heterodimere. Der
Interaktionspartner bindet nicht an die wildtypische Untereinheit der Heterodimere. Diese kdnnte zudem eine
verminderte Affinitit dieses Faktors an die mutante Untereinheit hervorrufen. Mutante SOD1 Heterodimere zeigen
hierdurch eine erhohte Resistenz gegeniiber einer Behandlung mit Proteinase K. Im Laufe der Aufreinigung der SOD1
Dimerproteine geht der Interaktionspartner der mutanten SOD1 Proteine und damit sein Einfluss auf die Konformation
der Dimere jedoch moglicherweise verloren. Auch die Zugabe nativen HEK-293t Zelllysats kann keine entsprechenden
Bedingungen schaffen, in denen der Interaktionspartner wieder an das mutante SOD1 Protein bindet. Hierdurch zeigen
beide Dimere eine dhnliche Resistenz gegeniiber einer Behandlung mit Proteinase K.

resultieren (Abb. 31). Wihrend der Behandlung mit Proteinase K konnte eine Zunahme an
monomerer SOD1 im Laufe der Reaktion beobachtet werden. Offenbar wurden die SOD1 Dimere
zu Monomeren degradiert, indem zunéchst nur eine der beiden Untereinheiten durch Proteinase K
abgebaut wurde. Ein Interaktionspartner, der allein an mutante SOD1 Proteine bindet und diese
destabilisiert, wiirde eine Degradation der mutanten SOD1 Untereinheit der Heterodimere fordern
und die wildtypische Untereinheit als monomeres Protein zuriicklassen. Tatsdchlich wurde in HEK-
293t Zellen eine stirkere Zunahme monomerer, vermutlich wildtypischer, SOD1 bei transient
exprimierten SOD1 Heterodimere beobachtet, wéhrend bei mutanten SOD1 Homodimeren beide
Untereinheiten gleich schnell durch die Proteinase abgebaut wurden. Die stirkste Zunahme
monomerer SODI erfolgte in SOD1Y™! transient transfizierten HEK-293t Zellen. Hier wurde
womoglich die Peptidverbindung der beiden Untereinheiten durch Proteinase K gespalten und die

wildtypischen Proteine monomerisiert. Geht der Interaktionspartner der mutanten SOD1 Proteine
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durch die Aufreinigung verloren, werden die Untereinheiten der mutante SOD1 Homo- und
Heterodimere im gleichen Mafle abgebaut. Nach der Aufreinigung konnte tatséchlich kein
signifikanter Unterschied in der SOD1 Monomermenge mehr beobachtet werde. Durch
Strukturanalysen sollte nun gekléart werden, ob die hier beobachtete erhohte Stabilitdt der mutanten
SOD1 Heterodimere durch die wildtypische Untereinheit bzw. durch den Einfluss dieser

Untereinheit auf die Konformation des gesamten Dimers bedingt wurde.

5.6 Strukturelle Verinderungen durch die wildtypische Untereinheit
vermindern die Interaktion mutanter SOD1 Heterodimere mit Antikorpern

gegen fehlgefaltete SOD1

Die Immunprézipitation der SOD1 Dimere durch die Antikdrper SEDI und USOD zeigte, dass
mutante SOD1 Dimere mit beiden Antikdrpern interagierten, wobei die SOD1 Heterodimere eine
geringere Interaktionstendenz mit SEDI und USOD aufwiesen. Interessanterweise zeigten die
Heterodimere der wildtyp-dhnlichen Mutationen SOD1%™ und SOD19%*¢ kaum eine Reaktion mit
SEDI und USOD, SODI1**” und SOD1%** dagegen wurden mit sehr hoher Affinitit von den
Antikorpern immunprézipitiert. Moglicherweise verdndert die wildtypische Untereinheit die
Struktur des mutanten Proteins soweit, dass auch diese von den Antikérpern nicht mehr erkannt
wird.

Die Mutation SOD14*V liegt nahe der Dimerisierungsdoméne des Proteins (Schmidlin et al., 2009).
In dieser Studie war die Affinitidt von SEDI, nicht aber die Affinitidt von USOD zu SOD1*"" und zu
SOD1** vergleichbar. Vermutlich kann auch die wildtypische Untereinheit nur schlecht an die
gestorte Dimerisierungsstelle der SOD144Y Mutation binden. Die wildtypische Untereinheit scheint
somit zumindest einen Einfluss auf die Tertidrstruktur der mutanten SOD1 Proteine auszuiiben. Der
Nachweis einer durch die wildtypische Untereinheit bedingten Anderung der Sekundirstruktur der
mutanten Untereinheiten konnte hier nicht erbracht werden. Zwar erhdhte sich der Anteil an
a-Helices in den SODIY' enthaltenden Heterodimeren gegeniiber den korrespondierenden
Homodimeren; der hochste a-Helices Anteil war jedoch in den wildtypischen Homodimeren zu
finden. Ahnlich verhilt es sich bei den B-Faltblattstrukturen, die mit 36,4 % am geringsten in den
wildtypischen Homodimeren vertreten waren und die, verglichen mit den korrespondierenden
Homodimeren, einen geringeren Anteil in allen mutanten SOD1 Heterodimeren ausmachten. Somit
konnte ein Anstieg an a-Helices und die Abnahme an -Faltblattstrukturen allein auf die
Anwesenheit einer wildtypischen Untereinheit zuriickzufithren sein. Das CD-Spektrum des

wildtypischen Homodimers ist vergleichbar zu bisher gemessenen Spektren wildtypischer SODI
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Abb. 32: Konformationsinderung durch die wildtypische Untereinheit vermindern die Interaktion mutanter
SOD1 Heterodimere mit Antikorpern gegen fehlgefaltete SOD1

Der Einfluss der wildtypischen Untereinheit der mutanten SOD1 Heterodimere scheint die Konformation des gesamten
Heterodimers soweit zu verdndern, dass Antikorper gegen fehlgefaltete SOD1 (SEDI, USOD) das Heterodimer nur
schlecht immunprézipitieren konnen. Die Untereinheiten der mutanten SOD1 Homodimere miissen eine stéirkere
Storung ihrer Dimerisierungsdoméne und der B-Faltblattstruktur des Zylinders aufweisen, damit SEDI und USOD die
Homodimere besser detektieren, als die korrespondierenden Heterodimere. Wie bei der unterschiedlichen Resistenz der
Homo- und Heterodimere gegeniiber Proteinase K konnte auch hier ein Interaktionspartner eine wichtige Rolle spielen.

(Arnesano et al., 2004; Banci et al., 2007; Potter et al., 2007; Rakhit et al., 2007; Hong et al., 2009;
Stevens et al., 2010; Kitamura et al., 2011). Es konnte auch gezeigt werden, dass sich das Minimum
des Spektrums bei denaturierter oder metalldefizienter SODI1 aufgrund einer Erhohung
ungeordneter Strukturen in den kurzwelligeren Bereich verschiebt (Arnesano et al., 2004; Potter et
al., 2007; Kitamura et al., 2011). Diese Verschiebung wurde bei allen mutanten SOD1 Dimeren,
jedoch nicht bei der Mutation SOD1%*¢ beobachtet, welche zudem #dhnliche Anteile an a-Helices
und B-Faltblattstrukturen aufwies wie SODI“'™'. Einen Unterschied zwischen Homo- und
Heterodimeren wurde hierbei jedoch nicht deutlich.

Dennoch konnte eine durch die wildtypische Untereinheit eingeleitete Konformationsdnderung der
in HEK-293t Zellen exprimierten SOD1 Heterodimere nicht nur eine erhdhte Stabilitit gegen
Proteinase K, sondern auch die verminderte Interaktion der Dimere mit Antikdrpern gegen
fehlgefaltete SOD1 erkldren. Auch hier spielt moglicherweise ein potentieller Interaktionspartner

der mutanten SOD1 Hetero- oder Homodimere eine wichtige Rolle (Abb. 32).
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5.7 Prionen-Hypothese

ALS ist gekennzeichnet durch eine progressive Ausbreitung der Symptome auf benachbarte
Korperregionen. Wie es zu diesem Verlauf kommt, ist nicht geklirt, es wurde jedoch beschrieben,
dass SOD1 Proteine in den extrazelluldiren Raum abgegeben werden kénnen (Mondola et al., 1996,
1998, 2003; Urushitani et al., 2006). In Zellkulturexperimenten wurde weiter beobachtet, dass
aggregierte mutante SOD1 Proteine aus dem Medium von den Zellen aufgenommen wurden und
dort die Aggregation mutanter, nicht aber wildtypischer SODI induzierten (Miinch et al., 2011).
Aus diesem Grund wird vermutet, dass mutante SOD1 Prionen-dhnliche Eigenschaften besitzen
(Hwang et al., 2010; Miinch et al., 2011). Prionen sind potentiell pathogene Proteine mit infektidsen
Eigenschaften (Prusiner, 1982). So liegen bei den Prionen-Krankheiten Bovine spongiforme
Enzephalopathie (BSE), Creutzfeldt-Jakob-Krankheit oder der Traberkrankheit (Scrapie) einige der
im zentralen Nervensystem, vor allem im Gehirn, vorkommende zelluldre Prionen Proteine (PrP¢)
in einer veridnderten, pathogenen Form (PrP5¢; Sc: Scrapie) vor. Trifft das missgefaltete PrP*° auf ein
PrP€, so édndert dieses seine physiologische zu einer pathogenen Konformation und akkumuliert.
Hierdurch wird eine Neurodegeneration im betroffenen Gewebe ausgeldst (Colby and Prusiner,
2011). Es wird vermutet, dass weitere Proteine Prionen-dhnliche, infektiose Eigenschaften besitzen.
So wurde beobachtet, dass die Injektion AB-haltiger Extrakte von Morbus Alzheimer Patienten oder
gealterter transgener APP Méusen in das Gehirn oder den Bauchraum von jungen transgenen APP
Mausen zu einer Alzheimer dhnlichen Pathologie in diesen Tieren fiihrte (Kane et al., 2000; Meyer-
Luehmann et al., 2006; Eisele et al., 2009, 2010). Die Eigenschaft Missfaltung und Aggregation
anderer Proteine zu induzieren wird auch Polyglutamin (Yang et al., 2002; Ren et al., 2009), Tau
(Clavaguera et al., 2009; Frost et al., 2009) und a-Synuklein zugeschrieben (Li et al., 2008;
Desplats et al., 2009); Proteinen, die mit Morbus Huntington, Morbus Alzheimer und Morbus
Parkinson assoziiert werden.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass wildtypische SOD1 Proteine eine strukturelle Verdnderung
mutanter SOD1 Heterodimere herbeifiihren. Dies konnte die pathogenen Eigenschaften der
mutanten Untereinheiten verdndern. Tatsdchlich konnte eine erhdhte Toxizitdt der mutanten
SOD19%® Heterodimeren bereits gezeigt werden (Witan et al., 2008). Die verstirkte Toxizitét
korrelierte hierbei nicht mit der Aggregationstendenz der Dimere, vielmehr wurde durch eine
Heterodimerisierung die Aggregation sogar vermindert (Witan et al., 2008, 2009). Dies ldsst darauf
schlieen, dass Aggregate selbst nicht toxisch sind, sondern im Gegenteil der Entfernung toxischer
Komponenten aus dem Metabolismus der Zelle dienen konnten. Die Verhinderung der Aggregation

mutanter SOD1 Proteine wiirde diesen somit ermdglichen, lingere Zeit im Zytosol zu verweilen
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und ihr toxisches Potential zu entfalten. Zudem wurde lange Zeit angenommen, dass eine erhohte
Resistenz gegeniiber Proteasen wie Proteinase K ein wichtige Eigenschaft infektidser Proteine sei
(McKinley et al., 1983). Inzwischen ist bekannt, dass auch Proteinase K-sensitive Prionen-
akkumulationen infektios sein konnen (Scott et al., 1997; Safar et al., 1998; Pastrana et al., 2006;
Gambetti et al., 2008; Colby and Prusiner, 2011; Langer et al., 2011). Ob mutante SOD1 Proteine

tatsachlich einen infektiosen Charakter haben, muss jedoch noch geklért werden.

5.8 Schlussfolgerung

Nachdem bereits nachgewiesen wurde, dass die Toxizitdt mutanter SOD1 Dimere nicht mit ihrem
Aggregationspotential korreliert, konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass ebenfalls keine
Korrelation zwischen der Schwere der Fehlfaltung eines mutanten SOD1 Proteins und seiner
Toxizitit besteht. So wurde in fritheren Studien gezeigt, dass SOD1*™" eine hohere Toxizitdt
aufweist als SOD1%® (Witan et al., 2008), in dieser Arbeit wurde jedoch beobachtet, dass das
Heterodimer schlechter durch Antikorper gegen fehlgefaltete SOD1 detektiert wurde. SOD1"VT,
das in Zellkulturexperimenten einen vergleichbaren toxischen Einfluss ausiibte wie SOD1°"
(Witan et al., 2008), konnte im unmarkierten Zustand kaum noch von Antikérper gegen
fehlgefaltete SOD1 immunprizipitiert werden.

In HEK-293t Zellen transient exprimierte SOD1 Heterodimere wiesen nicht nur eine geringere
Fehlfaltung, sondern zudem eine erhohte Stabilitit gegeniiber proteolytischem Abbau auf.
Moglicherweise reicht also bereits eine geringe Missfaltung aus, um das toxisches Potential eines
mutanten SOD1 Proteins zu bewirken. Die gleichzeitig erhohte Resistenz der SOD1 Heterodimere
gegeniiber proteolytischer Degradation konnte dabei in einer erhdhten Toxizitdt resultieren, da diese
SOD1 Proteine ihre toxischen Eigenschaften in der Zelle lidnger entfalten konnen als ihre

korrespondierenden mutanten Homodimere.
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6. Z.USAMMENFASSUNG

Die Erkrankung Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist gekennzeichnet durch eine progressive
Degeneration der Motoneurone. Die hierdurch im Patienten hervorgerufene fortschreitende Paralyse
kann von wenigen Wochen iiber Monate bis zu mehreren Jahren variieren. Im Durchschnitt betrigt
die Krankheitsdauer 3 - 5 Jahre. Héufig fiihrt respiratorische Insuffizienz letztendlich zum Tod des
Patienten. ALS ist bis heute unheilbar. Etwa 10 % aller ALS Fille zeigen einen familidren
Hintergrund. Hiervon werden ~20 % durch Mutationen im Gen des antioxidativen Enzyms
CuZnSuperoxiddismutase (SOD1) verursacht. Mehr als 150 Mutationen im Gen der SOD1 wurden
bisher als Ausloser der ALS beschrieben. Durch die Mutation erlangen SOD1 Proteine zusétzliche,
bisher jedoch unbekannte toxische Eigenschaften. Ein dismutaseaktives SOD1 Enzym setzt sich aus
zwei SODI1 Untereinheiten zusammen. Aufgrund der autosomal dominanten Vererbung der
Krankheit kann ein SOD1 Dimer im Patienten als wildtypisches Homodimer (SOD1Y"™""), als
mutantes Homodimer (SOD1™™) oder als Heterodimer (SOD1™"V") vorliegen. In dieser Arbeit
wurden SOD1 Dimere untersucht, deren Untereinheiten kovalent miteinander verbunden waren. Es
konnte gezeigt werden, dass sich die biochemischen und biophysikalischen Eigenschaften mutanter
SOD1 Heterodimere von mutanten SOD1 Homodimeren mit der gleichen Mutation unterschieden.
Mutante SOD1 Heterodimere wiesen eine hohere Resistenz gegen einen Abbau durch Proteinase K
auf als ihre korrespondierenden Homodimere. Des Weiteren verminderte eine wildtypische
Untereinheit die Interaktion der Heterodimere mit Antikérpern gegen fehlgefaltete SODI1. Die
Sekundérstruktur der mutanten SOD1 Heterodimere unterschied sich hierbei nicht auffillig von der
Sekundirstruktur ihrer zugehorigen Homodimere. Eine wildtypische Untereinheit verdndert somit
moglicherweise die Tertidrstruktur seiner kovalent gebundenen mutanten SOD1 Untereinheit
und/oder die Konformation des gesamten Dimerproteins. Durch die Mutation bedingte
Missfaltungen werden hierdurch reduziert, die Stabilitit des Dimers gegeniiber proteolytischem
Abbau erhoht. Nach der Aufreinigung der Dimerproteine wies das mutanten SOD1 Heterodimer
diese Eigenschaften nicht mehr auf. Ein potentieller Interaktionspartner, der eine verminderte
Fehlfaltung des Heterodimers oder eine verstirkte Missfaltung des Homodimers fordert, konnte
hierbei wéhrend der Aufreinigungsprozedur verlorengegangen sein. Die hier nachgewiesene
Konformationsédnderung konnte iiber einen Prionen-dhnlichen Effekt {ibertragen werden und die
erhohte Stabilitdt das mutante, toxische Protein vor Degradation schiitzen. Dies korreliert mit der
Beobachtung friitherer Studien, in denen nachgewiesen wurde, dass mutante SOD1 Heterodimere

potentiell toxischer sind als ihre korrespondierenden Homodimere.
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7. SUMMARY

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease causing the loss of motor
neurons. This leads to a progressive paralysis in the patient with a disease course varying from a
few weeks to several years. After 3 -5 years on average, patients die due to respiratory
insufficiency. Until now, no cure for ALS is known. About 10 % of all ALS cases show a familial
background. 20 % of these familial cases are caused by mutations in the gene for the antioxidative
enzyme CuZn superoxid dismutase (SOD1). More than 150 mutations in the sod/ gene are known
which lead to an unspecified toxic gain of function of the protein. A dismutase active SOD1
enzyme is composed of two SOD1 subunits. Since SOD1 mediated ALS is inherited autsomal
dominantly, SOD1 dimers in patients can exist as wildtype homodimers (SOD1%""T), mutant
homodimers (SOD1™"™") or heterodimers (SOD1™¥T), In this study SOD1 dimers with covalently
joined subunits were analysed. It could be shown that biochemical and biophysical properties of
mutant SOD1 heterodimers differed from mutant SOD1 homodimers with the same mutation.
Mutant SOD1 heterodimers showed an increased resistance to proteinase K digest compared to their
corresponding homodimers. In addition, a wildtype subunit decreased the affinity of the
heterodimer to antibodies detecting misfolded SODI1. Secondary structure was not significantly
changed in mutant SOD1 heterodimers compared with mutant homodimers. A wildtype subunit
seems rather to change the tertiary structure of the covalently joined mutant subunit and/or the
conformation of the whole dimer protein. Misfolded structures caused by the mutation would be
diminished and stability against proteolytic degradation increased. After purification, these features
of the mutant SOD1 heterodimer were lost. A possible interaction partner which promotes a proper
folding of the heterodimer or an increased misfolding of the homodimer seems to be removed
during purification. The determined structural changes and increased stability of the heterodimeric
protein could be transferred from one subunit to the other by a prion-like mode and protect the toxic
mutant SOD1 protein from degradation. This correlates with earlier studies in which an increased

toxicity of a mutant SOD1 heterodimer compared with its corresponding homodimer was observed.
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9.1 Abkiirzungsverzeichnis

‘OH
°C

37

4

85

93
Abb.
ad
ALS
AMPA
APS
Asp
ATP
BiP
bp
BSA
bzw.
C. elegans
CaCl,
CCS
CD
cDNA

Cu
CuS0O;,

Cys

Hydroxylradikal

Grad Celsius

G37R

A4V

G85R

G93C

Abbildung

Latein: bis

Amyotrophe Lateralsklerose
a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsaure
Ammoniumpersulfat

Aspartat

Adenosintriphosphat

Binding immunoglobulin Protein
Basenpaare

Bovines Serumalbumin

Beziehungsweise

Caenorhabditis elegans

Calciumchlorid

Copper Chaperone for SOD1; Kupfer Chaperon der SOD1
Circular Dichroism; Zirkuldrer Dichroismus

complementary deoxyribonucleic acid; komplementire
Desoxyribonukleinsdure

Kupfer
Kupfersulfat

Cystein
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Da
DAPI
ddH-O
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
EAAT2
EC
ECL
EDTA
EGFP
ER
ERAD
et al.
fALS
FCS

Fe
FPLC

GLT-1

H,0,
HBS
HEK
His
hSOD1
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Tag

Dalton
4',6-Diamidino-2-Phenylindol-Dihydrochlorid-Hydrat
doppelt-destilliertes Wasser

Dulbecco's modified eagle medium
Dimethylsulfoxid

deoxyribonucleic acid; Desoxyribonukleinsdure
2'-Desoxynukleosidtriphosphat

Exzitatorischer Aminosduretransporter 2

extra cellular; extrazellular

Enhanced Chemiluminescence
Ethylendiamintetraazetat

enhanced green fuorescent protein; grin fluoreszierendes Protein
endoplasmatisches Retikulum

ER assoziierte Degradation

et alteres (Latein: und andere)

familidre Form der ALS

fetal calf serum; Fotales Kélberserum

Ferrum; Eisen

Fast Protein Liquid Chromatography

Gramm; Erdbeschleunigung
Glutamattransporter- 1

Stunde

Wasserstoffperoxid

HEPES buffered saline

human embryonic kidney

Histidin

humane SOD1
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HSP
IgG
IgGM
IgGR
IP

IPTG
K,HPO,
KCl
kDa
KH,PO,

LB

min
ml

mM

mRNA
mSOD1
Na,HPO,
NaCl
NBT

NF

ng

NGM

nm

Hitzeschockprotein
Immunglobulin G

IgG aus Maus

IgG aus Kaninchen
Immunprézipitation
Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid
Di-Kaliumhydrogenphosphat
Kaliumchlorid

Kilodalton
Kaliumdihydrogenphosphat
Losliche Fraktion

lysogeny broth

Mol

Milliampere

Minute

Milliliter

Millimol

Mangan

messenger RNA

murine SOD1
Di-Natriumhydrogenphosphat
Natriumchlorid
Nitroblautetrazolium Chlorid
Neurofilament

Nanogramm

nematode growth medium; Nematoden Wachstumsmedium

Nickel

Nanometer
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NMDA
NO
NP-40
NTA
MCS
O,

Oy

OD
OH
ONOO

PAGE
PAR
PBS
PBST
PCR
PDI
PEG
PFA
PMSF
PMSF
PPB
RNA
ROS
RT
sALS
SDS

S€C
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N-Methyl-D-Aspartat

Stickstoffmonoxid

IGEPAL® CA-630

nitrilotriacetic acid; Nitrilotriessigséure

multiple cloning site; multiple Klonierungsstelle
Sauerstoff

Superoxidanion

optische Dichte

Hydroxidion

Peroxinitrit

Pellet

Polyacrylamidgelelektrophorese
4-(2-Pyridylazo)resorcinol

phosphate buffered saline; Phosphatgepufferte Salzlosung
Phosphatgepufferte Salzlosung mit TWEEN
polymerase chain reaction; Polymerasekettenreaktion
Proteindisulfidisomerase

Polythylenglykol

Paraformaldehyd

Phenylmethylsulfonylfluorid
Phenylmethylsulfonylfluorid

potassium phosphate buffer; Kaliumphosphatpuffer
ribonucleic acid; Ribonukleinsidure

reactive oxygene species; reaktive Sauerstoffspezies
Raumtemperatur

sporadische ALS

sodium dodecylsulfate; Natriumdodecylsulfat
Sekunde
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SEDI
siRNA
SOD
SOD 1™
sra-6

T

TBE
TEMED
TOM
TSS
Tween 20
Tyr

U

u.a.
UPR
USOD
uv
WST-1

WT
z.B.
Zn
ZnS0O;

ng

uM
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SOD1 Exposed Dimer Interface
small interfering RNA
Superoxiddismutase

mutante SOD1

Serpentine Receptor, class A (alpha)
Totallysat

Tris-Borat-EDTA
Tetramethylethylendiamin
Translocator of the Outer Membrane
Transformation & Storage Solution
Polyoxyethylensorbitan Monolaurat
Tyrosin

Units; Einheiten

unter anderem

Unfolded Protein Response
unfolded SOD1

Ultraviolett

2-(4-lodophenyl)- 3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-
tetrazolium, Mononatriumsalz

Wildtyp

zum Beispiel
Zink
Zinksulfat
Mikrogramm
Mikroliter

Mikromolar
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9.2 Vektoren

PEGFP-N1 Vector Information

PT3027-5
GenBank Accession #U55762 Asel Catalog #6085-1
SnaB |
Apal | (341)
(4362)
MCS
P (591-671)
uc CMV IE
Eco0109 | P
(3856)
HSV TK
EGFP
oly A
VA DEGFP-N1
4.7 kb BsrG | (1389)
Not | (1402)
Xbal* (1212)
Afl 1l (1640)
Dra Ill (1874)
Stul
(2579)
591 601 611 621 631 641 651 661 671 EGFP
G CTA GCG CTA CCG GAC TCA GAT CTC GAG CTC AAG CTT CGA ATT CTG CAG TCG ACG GTA CCG CGG GCC CGG GAT CCA CCG GTC GCC ACC ATG GTG
Nhel Ecod7lll Bglll  Xhol Hind Il EcoR1 Pstl Sall Kpnl Apal BamH1 Agel
Sacl Accl Aspl81 \ Bspi201 Xmal
EciT36 11 Sacl Smal

Restriction Map and Multiple Cloning Site (MCS) of pEGFP-N1 Vector. (Unique restriction sites are in bold.) The Not |

site follows the EGFP stop codon. The Xbal site (*) is methylated in the DNA provided by CLONTECH. If you wish to digest
the vector with this enzyme, you will need to transform the vector into a dam~and make fresh DNA.
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pPET-1 4b Vector TBO44 12/98

pET-14b sequence landmarks

The pET-14b vector (Cat. No. 63660-3) carries an N-terminal His*Tag® sequence followed by
a thrombin site and three cloning sites. Unique sites are shown on the circle map. Note that the
sequence is numbered by the pBR322 convention, so the T7 expression region is reversed on the
circular map. The cloning/expression region of the coding strand transcribed by T7 RNA poly-
merase is shown below.

EcoR 1(4669)

T7 promoter G46-662 Apo |(4869)
S Cla lj24)
T7 transcription start 645 Hind Ili29)
His*Tag coding sequence  554-571 Aat |1i4598) Bpu1102 l4s8)
Multiple cloning sites Ssp l(4480) Dl |ooeh BamH l{510)
(Nde1-BamH ) 510-526 Xho |(515)
Nde l(522
T7 terminator 404-450 Sca l(4156) Nt::eo I{{ZBD}}
pBR322 origin 2845 Pvu 1{4046) Kba ls19)
bla coding sequence 3606-4463 Bal I1(677)
Pst 1{3921) SgrA I(718)
Sph ligT4)
EcoM 1934)
Sal 1(959)
Eam1105 |{3578) PshA I{1024)
ET-14b
(4671bp) Eag I(1247)
HgiE I1{3359) Nru 1{1282)
ApaB 1{1380)
BspM l{1362)
AlWN [(3199)
Bsm I{1657)
Msc 1(1754)
BspLU11 l(2783
¥ Al Il‘l{z?s%} Bpu10 li1as9)
Sap l(2e67) Bsg 1{1943)
Bst1107 I{2554)
BsaA lj2535)
Tth111 l{2528)
BsmB l(2424)
Pyu ll(2374)
T7 promater primer #60348-3
gl 17 pramatir » rbs
Nea | His-Tag BamH |

TATACCATGGCCAGCAGCCATCATCATCATCATLALD

MetGlySerSarHisHisHisHisHisHI 55

Bpuit0z |

GGA
GludspPrad

T7 terminator

TTELCTEE TR AP RE TRARE AAT
GGCTGCTGCCACCGLTGAGLAA

uleudlghlaflaThrAlaGlublnE

TT terminalor primer #69337-3

PET-14b cloning/expression region
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Comments for pFastBac™1
4775 nucleotides

f1 origin: bases 2-457

Ampicillin resistance gene: bases 589-1449

pUC origin: bases 1594-2267

Tn7R: bases 2511-2735

Gentamicin resistance gene: bases 2802-3335 (complementary strand)
Polyhedrin promoter (PpR): bases 3904-4032

Multiple cloning site: bases 4037-4142

SV40 polyadenylation signal: bases 4160-4400

Tn7L: bases 4429-4594
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Comments for pCR®8/GW/TOPO®
2817 nucleotides

rrmB T2 transcription termination sequence: bases 268-295
rrnB T1 transcription termination sequence: bases 427-470

M13 forward (-20) priming site: bases 537-552
attL1: bases 569-668

GW1 priming site: bases 607-631

TOPO® recognition site 1: bases 678-682
TOPO® recognition site 2: bases 683-687
attL2: bases 696-795

GW2 priming site: bases 733-757

T7 Promoter/priming site: 812-831 (c)

M13 reverse priming site: bases 836-852
Spectinomycin promoter: bases 930-1063
Spectinomycin resistance gene (SpnR): 1064-2074
pUC origin: bases 2141-2814

(c) = complementary sequence

ANHANG
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Tabelle 19: Mit ALS assoziierte Gene

ANHANG

Gen Locus Protein & Funktion Besonderheiten Referenz
SOD1 21q22.11 SODI; * Vererbung iiberwiegend autosomal  (Rosen et al.,
Di dominant 1993; Jones
1smutase von t al.. 1994
Superoxid Radikalen * iiber 160 bekannte Mutationen ctal, ’
Aguirre et
¢ Mutationen hauptsichlich in fALS al., 1999)
aber auch in sALS Féllen
nachgewiesen
* heterogener Verlauf bei einzelnen
Patienten
* Mutationen 16sen ALS {iber eine neu
erworbene toxische Eigenschaft des
Proteins, nicht iiber eine verminderte
Dismutaseaktivitit aus
Alsin 2q33.2 Alsin; * Vererbung autosomal rezessiv (Hentati et
Rab 5 und Rac 1 * nur in fALS Fillen nachgewiesen al., 1994;
Guanin Nukleotid ol . Hosler et al.,
* Ausbruch der Krankheit in juvenilem 1998)
Austausch Faktor
Alter
SETX 9934.13  Senataxin; * Vererbung autosomal dominant (Chen et al.,
DNA/RNA Helikase, * Mutationen treten hauptséchlich in 2?014 ; 2Z 51 5‘;
RNA Prozessierung fALS aber auch in wenigen sALS ctal, )
Fillen auf
* Ausbruch der Krankheit in
juvenilem Alter
FUS 16pll.2  Fused In Sarcoma * Vererbung autosomal rezessiv (Belzil et al.,
(FUS); e Mutationen in sALS und fALS 2K00'9;tk ki
DNA/RNA bindendes Féllen nachgewiesen . t\Zia 288/95) !
Protein * Verbindung zu frontotemporaler ’
Demenz (FTD)
VAPB 20q13.33  Vesicle-associated * Vererbung autosomal dominant (Nishimura
membrane protein . . . i et al., 2004;
(VAMP)-associated lr\l/;lé?tle(z:ieer;elﬁ SALS und fALS Féllen Kirby et al.,
protein B (VAPB); £ 2007)
Teil des SNARE
Protein-komplexes in
Vesikeln
DCTNI 2pl3 Dynactin; * Mutationen der p1509™< (Puls et al.,
. Untereinheit fithren zu fALS 2003; Miinch
Protein des axonalen
T . et al., 2004,
ransports * Vererbung autosomal dominant 2005)
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Tabelle 19: Mit ALS assoziierte Gene - Fortsetzung
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Gen Locus Protein & Funktion Besonderheiten Referenz
TARDPB  1p36.22  TAR DNA binding * Mutationen in sALS und fALS (Neumann et
protein (TDP-43); Féllen nachgewiesen al., 2006;
. . Dickson et
DNA/RNA bindendes * Verbindung zu frontotemporaler
. . al., 2007;
Protein, Regulations- Demenz (FTD)
. Daoud et al.,
protein des RNA 2009
Spleilens )
ANG 14q11.1  Angiogenin; * Mutationen in sALS und fALS (Greenway et
Anoi Féllen nachgewiesen al., 2004,
ngiogenese, 2006)
Ribonuklease * Risikofaktor fiir ALS
Aktivitdt; stimuliert
rRNA Transkription
FIG4 6q21 FIG4 (SAC3), * Mutationen fiihren zu einer (Chow et al.,
Linidohosphatase schweren Form der Charcot-Marie- 2009)
PIEPAOSp ’ Tooth Erkrankung (CMT4J)
Regulation des
Signalpeptids * Mutationen in einigen wenigen ALS
endosomaler Vesikel Féllen nachgewiesen
Phosphotidylinositol
PI(3,5)P-
OPTN 10p13 Optineurin; * Mutationen in sALS und fALS (Maruyama
Aufrechterhaltung des Fallen nachgewiesen . et al.., 2010;
Golgi Komplexes * Vererbung autosomal dominant und ~ Belzil et al.,
: rezessiv 2011; Del Bo
Membrantransport,
] L etal., 2011;
Exocytose; Inhibition van
der NFxB Aktivierung Blitterswijk
etal., 2011)
CI90ORF72 9p21.2 nicht kodierend » Assoziation der Wiederholungsrate ~ (Hosler et al.,
der Sequenz GGGGCC mit ALS 2000;
einhergehend mit frontotemporaler DelJesus-
Demenz (FTD) Hernandez et
+ in SALS und fALS Fillen al,, 2011;
nachgewiesen Renton et al.,
2011)
* mit 23,5 % die hiufigste genetische
Abnormalitit bei ALS
UBQON?2 Xpll1.21  Ubiquilin 2, ubiquitin-  * Vererbung X-chromsomal dominant (Deng et al.,
like protein 2; 2011; Daoud

Regulation der
Degradation von
ubiquitinierten
Proteinen

Mutationen mit ALS einhergehend
mit Demenz assoziiert

Mutationen in sALS und fALS
Féllen nachgewiesen

Storung des Ubiquitin/Proteasom-
systems nachgewiesen

and Rouleau,
2011)
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Tabelle 19: Mit ALS assoziierte Gene - Fortsetzung
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Gen Locus  Protein & Funktion Besonderheiten Referenz
SMN1/2 5q13.2 Survival Motor * Deletionen und Mutationen sind mit  (Corcia et al.,
Neuron Protein 1/2; Spinaler Muskelatrophie (SMA) 2002, 2006;
RNA Prozessierung, an assoztert \;elczlggksf t
der Zusammensetzung  * abnormale Kopienanzahl von SMN1 al,
von snRNPs beiteiligt gilt als Risikofaktor fiir ALS
NEFH 22q12.1-  Neurofilament * C-terminale Deletionen der (Figlewicz et
ql3.1 (schwere schweren Untereinheit gelten als al., 1994;
Untereinheit), Risikofaktor fiir ALS Meyer and
. Potter, 1995;
Intermedidrfilament in .
Neuronen Vechio et al.,
K ’ 1996; Al-
ompenente des .
Zytoskeletts Chalabi et
al., 1999)
PRPH 12q12 Peripherin; * verstirkte Expression und (Gros-Louis
. Aggregation in SALS und fALS et al., 2004;
Intermediédrfilament in b
N Féllen beobachtet Leung et al.,
euronen, . . 2004; Xiao et
* Risikofaktor fiir ALS al., 2006)
ATXN2 12g23- Ataxin-2; * repetitive Polyglutaminsequenz fithrt (Elden et al.,
q24.1 RNA Prozessicrung, zu Spinocerebellirer Ataxie il()l (2)6 he)e et
Interaktion mit TDP- * Polyglutaminldnge mit verstarkter ”
43 Toxizitdt von TDP-43 assoziiert
* Risikofaktor fiir ALS
PONI1 7921.3 Paraoxonase; * Polymorphismen gelten als (Saeed et al.,
H Risikofaktor fiir sALS 2006; Slowik
ydrolyse t al., 2006;
(Detoxifikation) von * Ausbruch der Krankheit mit cta., ’
" S . Androutsopo
Phosphorsdureestern Pestiziden assoziiert
. ulos et al.,
(u.a. Pestizide und
2011)
Nervengase)
VCP 9pi3 Valosin-Containing * Mutationen mit Frontotemporaler (Johnson et
Protein; Demenz (FTD), al., 2010)
o1 Einschlusskorpermyositis und
Beteiligung an Morbus Paget et
Ubiquitin-abhéngiger orbus Faget assozue
Proteindegradation * Mutationen in wenigen fALS Féllen
nachgewiesen
DAO 12g24 D-Amino Acid * Mutationen in fALS Féllen (Millecamps
Oxidase; nachgewiesen etal., 2010;
. . . . Mitchell et
Regelung der Spiegel Mutationen mit der Bildung al., 2010)

von D-Serin

ubiquitinierter Aggregate und der
Anreicherung von D-Serin assoziiert
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Tabelle 19: Mit ALS assoziierte Gene - Fortsetzung
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Gen Locus Protein & Funktion Besonderheiten Referenz

VEGFA 6pl2 Vascular endothelial * Expression wird durch Hypoxie (Oosthuyse
growth factor; induziert etal., 2001;
Wachstumsfaktor, * Polymorphismen, die die Induktion Btrolc klzlz)%t;)n
neurotropher Faktor, von VEGFA verhindern kénnten ?jha N tal ’
Angiogenese, gelten als Risikofaktor fiir SALS 5 Og;l)e al,
Vaskulogenese
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