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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Amyotrophe Lateralsklerose

Bei der amyotrophen Lateralsklerose (ALS) handelt es sich um eine altersabhan-
gige Erkrankung, in deren Verlauf eine zunehmende Lahmung der von Motoneu-
ronen innervierten Muskeln auftritt. Das Fortschreiten der Krankheit geht Uber-
aus schnell vonstatten, weshalb die Krankheitsdauer im Mittel lediglich zwischen
drei und funf Jahre betragt. Zumeist werden erste klinische Symptome im
Lebensalter zwischen 45 und 60 Jahren diagnostiziert (BOILLEE et al. 2006). Diese
Symptome kénnen Lahmungen der Extremitdten oder des bulbaren Systems
sein, die sich im Verlauf der Krankheit auf die restlichen Koérperregionen aus-
breiten und letztlich, meist aufgrund einer Ldhmung der Atemmuskulatur, zum
Tod fuhren. Verursacht werden die Symptome durch eine fortschreitende De-
generation der die Muskeln innervierenden Motoneuronen. Sensorische Neuronen
und die Innervierung unwillklirlich gesteuerter Muskeln (innere Organe), sowie
kognitive Fahigkeiten und die Persdnlichkeit der Patienten werden nicht beein-
trachtigt. Mit einer Pravalenz in der Bevdlkerung von vier bis sechs in 100 000
(BOILLEE et al. 2006) ist ALS eine der am haufigsten vorkommenden altersab-
hangigen motorischen Nervenerkrankungen. Bis heute konnte trotz groBer An-
strengungen keine effiziente Therapie entwickelt werden, was vor allem daran
liegt, dass die der Erkrankung zugrunde liegenden Mechanismen sehr komplex

sind und bisher noch nicht ausreichend verstanden werden.

1.2. Sporadische und familiare Formen der ALS

Bei ca. 90 % aller ALS-Falle tritt die Krankheit sporadisch auf (sALS), das heif3t
ohne eine offensichtliche vererbbare Komponente. Die restlichen 10 % der ALS-
Falle sind genetisch bedingt und werden deshalb als familiare ALS (fALS) be-
zeichnet. Klinisch lassen sich die zwei Formen der ALS nicht voneinander unter-
scheiden und auch auf molekularer Ebene gibt es gemeinsame Merkmale, wie
das Auftreten von Proteinaggregaten, eine Stérung der Glutamat-Homdostase

und erhdhte zelluldre oxidative Stressspiegel (BROOKS 1994). Biomarker zur
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Friherkennung der ALS-Erkrankung konnten jedoch noch nicht gefunden wer-

den.

Bisher wurden acht chromosomale Loci identifiziert, deren genetische Veran-
derungen ALS-ahnliche Motoneuronenerkrankungen auslésen (ALS1-8). Zusatz-
lich wurden zwei chromosomale Loci beschrieben, deren Mutation zu ALS mit
frontotemporaler Demenz (ALS-FTD; HOSLER et al. 2000; OstoiiC et al. 2003)
und zu ALS mit frontotemporaler Demenz und Parkinson Krankheit fihren (ALS-
FTDP; CLARK et al. 1998; HUTTON et al. 1998). Der verbreitete, spat auftretende
ALS-Phanotyp wird jedoch nur von ALS1 (ROSEN et al. 1993), ALS3 (HAND et al.
2002), ALS6 (ABALKHAIL et al. 2003; RuDDY et al. 2003; Saprp et al. 2003), ALS7
(Sapp et al. 2003) und einigen Fallen von ALS8 (NISHIMURA et al. 2004a;
NISHIMURA et al. 2004b) reprasentiert (Tabelle 1).

Die Grundlagenforschung zur Identifizierung der ALS-auslésenden Pathomecha-
nismen wurde gréBtenteils anhand von ALS1 betrieben. Bei ALS1 handelt es sich
um die erste beschriebene vererbbare Variante der ALS, auf die ca. 20 % aller
fALS-Falle zurickzufihren sind (ORRELL 2000). Die Ursache fir ALS1 besteht

Tabelle 1: Genetik von altersabhdngiger humaner ALS (modifiziert nach BOILLEE et al.
2006)

Krankheit Lokus Gen (Protein/Funktion) Vererbung Besonderheiten
Typische ALS
ALS1 21g22.1 SOD1 (Cu/Zn-Superoxid Dominant

Dismutase) konvertiert
Superoxid zu Sauerstoff
und Wasserstoffperoxid

ALS3 18g21 Unbekannt Dominant

ALS6 16q12 Unbekannt Dominant

ALS7 20p13 Unbekannt Dominant

Untypische ALS

ALSS8 20gq13.3 VAPB (VAMP-assozi- Dominant Heterogene Erkrankung
iertes Protein B). Mdgli- (die meisten Falle sind ALS
cherweise in vesikulares mit Tremor; einige Falle
trafficking involviert. In- sind typische ALS; 25 %
teragiert mit sich selbst, der Falle sind spat be-
VAMP-A und den Synap- ginnende spinale muskulare
tobrevinen Atrophie).

ALS mit Demenz

ALS-FTD 9q12-22 Unbekannt Dominant ALS mit frontotemporaler

Demenz (FTD)
ALS- 17g21.1 MAPT (Tau) Mikrotubuli- Dominant ALS mit FTD und Parkinson
FTDP assoziiertes Protein
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in Punktmutationen in dem fir die Kupfer/Zink (Cu/Zn)-Superoxid Dismutase 1
(SOD1) codierenden Gen (ROSEN et al. 1993). Da mutante SOD1 (SOD1™") die
haufigste genetische Ursache von ALS ist, wird sie als Modell verwendet, um die
Pathomechanismen der Krankheit zu erforschen. In Anbetracht des identischen
klinischen Krankheitsbildes und einiger gemeinsamer pathologischer Merkmale
(s. 0.) wird angenommen, dass die Forschungsergebnisse fir SOD1-vermittelte

ALS auf die sporadischen Falle Ubertragbar sind.

1.2.1. Die Superoxid Dismutase 1

Die SOD1 ist eines der wichtigsten Enzyme der oxidativen Stressabwehr der Zelle
(FRIDOVICH 1986; HALLIWELL 1992), was sich in einer starken Homologie (BORDO
et al. 1994) und einer 2 Milliarden Jahre alten Phylogenie des Proteins widerspie-
gelt (ZELko et al. 2002). Es handelt sich um ein ubiquitar exprimiertes Enzym,
das zum gréBten Teil cytosolisch vorliegt, aber auch im Nukleosol (CHANG et al.
1988; CrAPO et al. 1992), in den Peroxysomen (CHANG et al. 1988; CRAPO et al.
1992; DHAUNSI et al. 1992; WANDERS AND DENIS 1992) und im Intermembranraum
der Mitochondrien (HIGGINS et al. 2002; MATTIAZZI et al. 2002) lokalisiert werden

konnte.

Das funktionelle SOD1-Enzym setzt sich aus zwei nicht-kovalent verbundenen,
153 Aminosauren langen SOD1-Monomeren zusammen (BRIGGS AND FEE 1978),
wobei jede Untereinheit ein Kupfer- und ein Zinkion im aktiven Zentrum enthalt
(Abbildung 1). Das aktive Zentrum des Enzyms liegt innerhalb eines engen Ka-
nals aus positiv geladenen Aminosaureresten (Elektrostatische Schleife;
Abbildung 1), der die Passage des Substrats Superoxid erlaubt, jedoch gréBeren
Molekilen den Zugang zum aktiven Zentrum versperrt (CubD and FRIDOVICH
1982). Ein weiteres Strukturmotiv des Enzyms, die Zinkschleife (Abbildung 1),
enthalt die meisten Metallliganden und interagiert stark mit der elektrostatischen
Schleife (DOUCETTE et al. 2004). Die Ubergeordnete strukturelle Komponente der
SOD1 ist ein achtstrangiger Greek key B-barrel (Abbildung 1). Flr die Beladung
des Apoenzyms mit Kupfer und die korrekte Faltung des Enzyms ist in Vertebra-

ten in erster Linie das Kupfer-Chaperon flir SOD1 (CCS; CASARENO et al. 1998;
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Abbildung 1: Struktur des Enzyms SOD1

Die SOD1 setzt sich aus zwei identischen Untereinheiten zusammen. Jede Untereinheit
enthalt ein Kupferion (blau) und ein Zinkion (grin), sowie ein achtstrangiges Greek key
B-barrel-Motiv (grau). Die positiv geladene elektrostatische Schleife (rot) dient als Kanal
zum aktiven Zentrum, wahrend die Zinkschleife (griin) die Metallliganden enthalt. Bei der
blau-violett dargestellten Disulfidschleife handelt es sich um eine Substruktur der
Zinkschleife, die pro Untereinheit eine intramolekulare Disulfidbriicke (gelb) ausbildet.
Verandert nach DOUCETTE et al. (2004).

CULOTTA et al. 1997) zustandig. Anhand von CCS-defizienten Mausen, deren
hSOD1 eine ca. 80 % reduzierte SOD1-Aktivitat aufwies, konnte jedoch gezeigt
werden, dass auch eine CCS-unabhangige Beladung der SOD1 mit Kupfer mdég-
lich ist (BECKMAN et al. 2002; SUBRAMANIAM et al. 2002). In einigen Invertebraten,
wie z. B. C. elegans, existiert kein CCS-Ortholog. Hier findet die komplette Kup-
ferbeladung der SOD1 durch einen Glutathion-abhangigen Mechanismus statt
(JENSEN and CULOTTA 2005).

Die bekannteste von SOD1 katalysierte Reaktion ist die Dismutation des Super-
oxidanions (O,7), das als toxisches Nebenprodukt der Atmungskette entsteht
(BANNISTER et al. 1991; FRIDOVICH 1986; Abbildung 2A). Es handelt sich um eine
aus zwei Schritten bestehende Reaktion: Zuerst wird das zweiwertige Kupferion
der SOD1 zu einwertigem Kupfer reduziert, wobei ein O, zu molekularem Sauer-
stoff (O,) oxidiert wird. AnschlieBend reduziert das einwertige Kupferion der
SOD1 ein O, zu Wasserstoffperoxid (H,0,). Das flhrt dazu, dass das Kupferion

der SOD1 reoxidiert wird. Die SOD1 liegt nun wieder in ihrer urspringlichen
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02_' 02
\/

— SOD-Cu*
H,0, 2H* + O,

A. Dismutase SOD-Cu?+

H,0, 2H* + O,
B. Peroxidase SOD-Cu2+ ~ — . SOD-Cu*

Im-+ H,0 Y SOD-Cuz+OH—{ ™ H,0,
ImH -OH

0,~ + NO-— ONOO-
N

- - - 2
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Abbildung 2: Enzymaktivitdaten der SOD1

Die SOD1 setzt in einer Zwei-Schritt-Reaktion Superoxid (0,") zu Wasserstoffperoxid
(H20;) und Wasser (H,O) um (A). Bei der in geringem MaBe auftretenden Rickreaktion
setzt die SOD1 H,0; zu O,” und dem Hydroxylradiakl (OH) um (B). In Gegenwart des
Stickstoffmonoxidradikals (NO) und O, entsteht Peroxynitrit (ONOO™), was von der
SOD1 als Substrat aufgenommen werden kann. Dies resultiert in einer Nitrierung von
Proteinresten (C). Verandert nach BARBER et al. (2006).

Form vor und kann weitere O, entgiften (FRIDOVICH 1989; VALENTINE et al.
1999). Das bei dem zweiten Reaktionsschritt entstandene H,0, wird von der Ka-
talase oder der Glutathion Peroxidase in Wasser (H,O) und O, umgesetzt und so-
mit endglltig unschadlich gemacht (BARBER et al. 2006). Abgesehen von der Dis-
mutation des O,” kann SOD1 allerdings noch weitere Reaktionen katalysieren.
Anhand von Aktivitatsassays (HODGSON and FRIDOVICH 1975) und spin-trap-Expe-
rimenten (YIM et al. 1990) konnte eine Peroxidaseaktivitat (Abbildung 2B) und
eine Thioloxidaseaktivitat (SEARCY et al. 1995) der SOD1 nachgewiesen werden.
Des Weiteren wird der SOD1 die Katalyse einer Reaktion zugeschrieben, bei der
sie unter Peroxinitritumsetzung Tyrosinreste nitriert (BECKMAN et al. 1993;
Abbildung 2C).

10
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1.2.2. Mutationen der Superoxid Dismutase 1

Als bekannt wurde, dass Mutationen innerhalb des SOD1-Gens zu fALS fluhren
(ROSEN et al. 1993), nahm man zunachst an, dass die Mutationen in einem Ver-
lust der SOD1-Aktivitat und einer dadurch bedingten erhéhten oxidativen Vulne-
rabilitat von Motoneuronen resultieren. Diese These wurde jedoch dadurch wider-
legt, dass SOD1-defiziente Mause keinen ALS-Phanotyp entwickeln (REAUME et al.
1996) und dass einige mutante SOD1-Formen eine vollstandige Dismutaseakti-
vitat aufweisen (BORCHELT et al. 1994; BOWLING et al. 1995). Mittlerweile sind
weit Uber 100 Punktmutationen des SOD1-Gens und zwei C-terminale Deletionen
bekannt, die zu ALS fuhren (ANDERSEN 2000; GAUDETTE et al. 2000). Innerhalb
des Gens gibt es keine bevorzugte Region flr die Mutationen, vielmehr wurden
sie, Uber das ganze Gen verteilt, beschrieben (ORRELL 2000; Abbildung 3). Die
hSOD1™' kénnen grob in wildtypdhnliche und nicht-wildtypdhnliche hSOD1™"
unterteilt werden. Zu den wildtypdhnlichen hSOD1™"* gehéren die vollsténdig ak-
tiven hSOD1%*’? (humane SOD1, deren 37. Aminoséure Glycin durch Arginin
ersetzt wurde) und hSOD1%%3*, bei denen die Mutationen im B-Faltblatt lokalisiert
sind. Im Gegensatz dazu werden inaktive hSOD1™", bei denen die ausgetauschte

Aminosédure in der Ndhe des aktiven Zentrums lokalisiert ist (z. B. hSOD1%R)

Abbildung 3: Schematische Darstellung von Mutationen innerhalb des SOD1-
Enzyms

Verandert nach CLEVELAND and ROTHSTEIN (2001).

11
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oder deren ausgetauschte Aminosdaure die Kupferbindung im aktiven Zentrum
koordiniert (z. B. hSOD1"%8?), den nicht-wildtypahnlichen hSOD1™"* zugeordnet
(Abbildung 3). Weitere inaktive hSOD1™" werden durch Deletionsmutanten re-
prasentiert, die durch eine Verschiebung des Leserahmens bedingt sind (z. B.
hSOD1%2”X JonsSON et al. 2004; hSOD12%% Zu et al. 1997; Abbildung 3). Obwohl
alle Mutationen zum ALS-Phéanotyp flihren, kédnnen Krankheitsbeginn und Krank-
heitsdauer stark variieren. Die in der Dimerisierungsdoméne gelegene hSOD1*%V-
Mutation (Abbildung 3) flihrt beispielsweise zu einer sehr aggressiven Form der
ALS1, an der die Patienten meist schon ein Jahr nach der Diagnose sterben. Im
Gegensatz dazu dauert der Krankheitsverlauf bei Patienten mit der hSOD1%*P-
Mutation durchschnittlich 17 Jahre (LINDBERG et al. 2005). Zur Untersuchung der
Mechanismen, die zu ALS fiihren, wurden SOD1™"-{iberexprimierende Maus- und
Rattenlinien entwickelt, von denen die meisten einen ALS-ahnlichen Phanotyp
entwickeln (BRUIIN et al. 1997b; GURNEY et al. 1994; HOWLAND et al. 2002; NAGAI
et al. 2001; RIPPs et al. 1995; WANG et al. 2003; WANG et al. 2005; WONG et al.
1995). Uberraschenderweise zeigt die im Menschen sehr aggressive hSOD1*V-
Mutation in der Maus jedoch keinen Phanotyp (GURNEY et al. 1994). Erst nach

1"T-berexprimierenden Mausen, die ebenfalls keinen ALS-

Verpaarung mit hSOD
Phanotyp zeigen (GURNEY et al. 1994; WONG et al. 1995), entwickelten die
hSOD1**" transgenen M&use einen ALS-dhnlichen Phanotyp (DENG et al. 2006).
Auch in zwei weiteren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass hSOD1™*-Maus-
linien, die mit hSOD1"" verpaart wurden, schneller und schwerer erkranken als
unverpaarte hSOD1™"-Mauslinien (FUKADA et al. 2001; JAARSMA et al. 2000). An-
scheinend spielt hSOD1"" also eine wesentliche Rolle fiir die Toxizitdt der
hSOD1™", Dies ist ein Aspekt, der fiir die Mechanismen der ALS1 im Menschen
durchaus relevant ist, da ALS1 in der Regel dominant vererbt wird und folglich

jeder Patient ein wildtypisches und ein mutantes Allel fir SOD1 besitzt.

1.3. Mdgliche Mechanismen der Toxizitat mutanter SOD1

Alle bisherigen Untersuchungen weisen darauf hin, dass die SOD1™-vermittelte
Toxizitat auf die Akquirierung einer oder mehrerer schadlicher Eigenschaften der
SOD1 zuruckzufthren ist. Obwohl bislang nicht eindeutig geklart werden konnte,

worin diese toxischen Eigenschaften begriindet sind, wurden aufgrund von pa-

12
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thologischen Befunden zahlreiche Hypothesen aufgestellt. Neben einer Aggregat-
Toxizitat wurden mitochondriale Fehlfunktionen, Exzitotoxizitat und eine veran-

derte SOD1-Aktivitat als mdgliche toxische Ursachen der ALS1 postuliert.

1.3.1. Aggregat-Hypothese

Ein gemeinsames pathologisches Merkmal vieler neurodegenerativer Erkrankun-
gen, wie z. B. Alzheimer Krankheit (SELKOE 2001), Parkinson Krankheit (SELKOE
2001), Huntington Krankheit (STEFFAN et al. 2001) und ALS, ist die Bildung von
unléslichen Proteinaggregaten. Bei ALS konnten cytoplasmatische Proteinaggre-
gate sowohl bei sporadischen als auch bei familidren Patienten detektiert werden
(LEIGH et al. 1991; MIGHELI et al. 1990; WATANABE et al. 2001). Auch in den als
ALS-Modellsystem verwendeten hSOD1™"-iiberexprimierenden transgenen M&u-
sen kommt es zur Bildung von Aggregaten (BRUIIN et al. 1997b; GURNEY et al.
1994; STIEBER et al. 2000a; WATANABE et al. 2001). Die Aggregate sind sowohl in
Motoneuronen, als auch in den sie umgebenden Astrozyten und Oligodendro-
zyten lokalisiert (STIEBER et al. 2000a; STIEBER et al. 2000b), wohingegen in
hippokampalen Neuronen und im dorsalen Wurzelganglion keine Aggregate gebil-
det werden (DURHAM et al. 1997). Es handelt sich bei der ALS-assoziierten Aggre-
gatbildung also nicht um ein pan-neuronales Phanomen; vielmehr sind selektiv
der Hirnstamm und der Motorkortex, sowie das Rlckenmark betroffen. Bis heute
konnte allerdings nicht geklart werden, ob diese Aggregate eine toxische oder
eventuell die toxische Komponente der neurodegenerativen Krankheiten dar-
stellen, ob sie eine neutrale Begleiterscheinung sind, oder ob es sich bei der
Aggregatbildung sogar um einen Schutzmechanismus der Zellen handelt, um
falsch gefaltete Proteine aus dem Metabolismus zu entfernen (CAUGHEY and
LANSBURY 2003; Ross and PoOIRIER 2005). Hinsichtlich einer moéglichen Toxizitat
von ALS-assoziierten Proteinaggregaten wurden verschiedene Mechanismen vor-
geschlagen (Abbildung 4). Diskutiert wird unter anderem eine Co-Aggregation
von fehlgefalteten mit normal gefalteten Proteinen. Die normal gefalteten Pro-
teine wirden dem Zellmetabolismus entzogen, so dass sie ihre — moéglicherweise
essentielle — Funktion nicht mehr austiben kénnten (Abbildung 4A). Eine weitere

Méglichkeit der Aggregat-vermittelten Toxizitdt ist eine Verstopfung bzw.

13
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Mutation Proteinaggregate

SOD1 (™,
Dimer"_

andere
Proteine

Abbildung 4: Mégliche Mechanismen der Toxizitidt von Proteinaggregaten

Proteinaggregate mutanter SOD1 kénnten zu einem Verlust von Proteinfunktionen durch
Co-Aggregation (A), zu einer Verstopfung des Proteasoms (B), zu einer Depletion von
Chaperonen (C) oder zu einer Fehlfunktion von Zellorganellen (D) fihren. Verandert nach
BOILLEE et al. (2006).

Uberlastung des Proteasoms, so dass die vom Proteasom ausgeiibte normale De-
gradation von Proteinen nicht mehr stattfinden kann (JOHNSTON et al. 2000;
Abbildung 4B). Diese Theorie wird durch eine Markierung der Proteinaggregate
mit Ubiquitin gestltzt, die sowohl bei sALS als auch bei fALS auftritt (BRULIN et
al. 1998; INCE et al. 1998; KATO et al. 2000; STIEBER et al. 2000b; TAGAWA et al.
2006; WATANABE et al. 2001). Die Polyubiquitinylierung markiert Proteine, die im
Proteasom degradiert werden sollen. Weiterhin kénnten die Proteinaggregate to-
xisch wirken, wenn sie Chaperone in ihrer Funktion beeintrachtigen (Abbildung
4C). Chaperone sind Proteine, die fur die korrekte Proteinfaltung wahrend der
Proteinbiosynthese bendtigt werden. Sie vermitteln allerdings auch die Ruckfal-
tung bereits fehlgefalteter, reifer Proteine. Aus fehlgefalteten Proteinen beste-
hende Oligomere kénnten dem Metabolismus Uberproportional viele Chaperone
entziehen, so dass die Faltung neu synthetisierter Proteine beeintrachtigt wirde.
Weiterhin kdnnte die Toxizitdat zustande kommen, indem die Chaperonaktivitat
spezifisch durch hSOD1™" gehemmt wiirde. Diese These wird dadurch gestiitzt,
dass in vitro rekombinante hSOD1™" die Chaperone inhibieren und dass auch in

ALS1-Mausmodellen eine Verminderung der Chaperonaktivitat beobachtet wurde
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(BRUENING et al. 1999; TUuMMALA et al. 2005). AuBerdem kdnnten Proteinaggre-
gate die Funktion verschiedener Zellorganellen (z. B. Mitochondrien) beeintrach-
tigen (Abbildung 4D).

1.3.2. Mitochondriale Fehlfunktion

Ebenso wie das Auftreten von Proteinaggregaten sind mitochondriale Schadi-
gungen ein gemeinsames Merkmal vieler neurodegenerativer Erkrankungen. So-
wohl bei sALS als auch bei fALS konnten vakuolisierte und vergréBerte Mitochon-
drien mit atypischer Struktur nachgewiesen werden (AFIFI et al. 1966; HIRANO et
al. 1984a; HIRANO et al. 1984b; SASAKI and IWATA 2007). Als mdglicher Mechanis-
mus flur diese Vakuolenbildung wurde die Ausdehnung des mitochondrialen Inter-
membranraums und eine damit einhergehende Ausweitung der mitochondrialen
Membranen postuliert (HIGGINS et al. 2003). Derart veranderte Mitochondrien
wurden sowohl in Motoneuronen als auch in Muskelzellen beschrieben. Sie fliihren
zu einer Beeintrachtigung der Zellatmung und zu erhdhten Spiegeln von ent-
koppelnden Proteinen (CHUNG and SuH 2002; Dupuils et al. 2003; ECHANIZ-LAGUNA
et al. 2002; VIELHABER et al. 1999; WIEDEMANN et al. 2002). In Patienten und
Tiermodellen SOD1™*-abhdngiger ALS wurde eine Akkumulation von SOD1™" in
den Mitochondrien von Motoneuronen gezeigt, wohingegen SOD1"" nicht ange-
reichert war (BERGEMALM et al. 2006; LiU et al. 2004; VIJAYVERGIYA et al. 2005). In
welcher Form SOD1™' die motoneuronalen Mitochondrien schédigt, konnte
bisher noch nicht geklart werden (Abbildung 5). Es ware mdglich, dass hSOD1™*
die Zellatmung beeintrachtigt, indem es Elemente der Elektronentransportkette
behindert (Abbildung 5A). Untersuchungen der einzelnen Komponenten der
Elektronentransportkette von hSOD1™‘-transgenen M&usen ergaben jedoch
keine konsistenten Resultate (BOILLEE et al., 2006). Ein weiterer moglicher Weg,
wie hSOD1™"* mitochondriale Funktionen beeintrdchtigen kénnte, ist die Blockade
des Imports von kernkodierten mitochondrialen Proteinen (Abbildung 5B). So-
wohl der in der duBeren mitochondrialen Membran lokalisierte Proteintransporter
TOM als auch der in der inneren mitochondrialen Membran gelegene Transporter

TIM kdénnten durch aggregierte oder membranassoziierte SOD1™' behindert
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Abbildung 5: Schema der hSOD1™" Toxizitéit auf Mitochondrien

Die Mitochondrien kénnten durch SOD1™-bedingte Verdnderungen an der Elektronen-
transportmaschinerie (A), an dem Proteintransportsystem (B), an Calciumkanalen (C), an
der apoptotischen Maschinerie (D) oder durch erhdhte oxidative Schaden (E) beeintrach-
tigt werden. Verandert nach BOILLEE et al. (2006).

werden (LU et al. 2004). Auf ganz ahnlichem Wege kdnnte das mitochondriale
Calciumpuffersystem durch eine Blockade oder Veranderung von Calciumkanalen
durch hSOD1™" beeintréchtigt werden (Abbildung 5C). Bereits in prasymptomati-
schen transgenen hSOD1™‘-Mauslinien wurde eine Motoneuronen-spezifische
Schadigung der mitochondrialen Calciumpufferkapazitat nachgewiesen (DAMIANO
et al. 2006). Auch ein Einfluss von hSOD1™" auf Komponenten der apoptotischen
Maschinerie kdénnte verantwortlich flir mitochondriale Fehlfunktionen sein
(Abbildung 5D). Es wurde eine Wechselwirkung von hSOD1™* mit dem mitochon-
drialen antiapoptotischen Protein Bcl-2 beschrieben, die dessen antiapoptotische
Aktivitat hemmen koénnte und somit einen mdéglichen Apoptose-induzierenden
Toxizitdtsmechanismus darstellt (PASINELLI et al. 2004). Eine Erhdhung der
Expression von Bcl-2 durch Verpaarung mit Bcl-2-Uberexprimierenden Mausen
(KosTiC et al. 1997) sowie die intraspinale Injektion eines adeno-assoziierten, fur
Bcl-2 kodierenden Virus in das Ruckenmark (Azzouz et al. 2000) fuhrte in
hSOD1%%** transgenen M&usen zu einem spéateren Krankheitsausbruch; die
Krankheitsdauer wurde jedoch nicht verandert. Die Beeintrachtigung der Mito-

chondrien kénnte aber auch durch oxidative Schadigung mitochondrialer Proteine
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verursacht werden (Abbildung 5E). Eine mutationsbedingt veranderte SOD1-
Aktivitat hat eventuell die Katalyse einer aberranten toxischen Reaktion zur Folge
(siehe 1.3.4.). AuBerdem kénnte die von SOD1Y" katalysierte, nur in sehr
geringem MaBe ablaufende, Ruckreaktion der Dismutation (die Peroxidations-
reaktion) und die Nitrierung von Tyrosinresten bei hSOD1™" verstarkt ablaufen
und somit in einer oxidativen Modifikation mitochondrialer Proteine resultieren
(YIM et al. 1997; YIM et al. 1996). Letztendlich fuihrt eine Beschadigung von
Mitochondrien zur Offnung der PTP (permeability transition pore), was in einer
Freisetzung von Cytochrom C ins Cytosol resultiert. Dort aktiviert Cytochrom C
die Caspase-3, die schlieBlich den apoptotischen Zelltod induziert (JULIEN 2001;
TAKEUCHI et al. 2002).

1.3.3. Exzitotoxizitatshypothese

Sowohl in sALS- als auch in fALS-Patienten konnten erhdhte Glutamatspiegel in
der cerebrospinalen Flussigkeit (CSF) nachgewiesen werden (ROTHSTEIN et al.
1990; SHAW et al. 1995a) und in hSOD1%%**-transgenen Mausen wurden erhéhte
extrazellulare kortikale Glutamatspiegel detektiert (PERRY et al. 1990). Hohe
extrazellulare Glutamatspiegel fihren zu einer Stimulierung der Glutamatrezep-
toren und folglich zu einem erhdhten Calciumeinstrom in das postsynaptische
Neuron. Dadurch wird die Calciumhomdostase gestért, was in neuronaler Dege-
neration resultieren kann (CARRIEDO et al. 1996; CHol 1987; VAN DEN BOSCH et al.
2000). Eine derartige Uberstimulierung von Glutamatrezeptoren und die dadurch
hervorgerufene neuronale Degeneration wird als Exzitotoxizitat bezeichnet
(OLNEY 1978). Sie kann sowohl durch AMPA- als auch durch NMDA-Rezeptoren
fur Glutamat vermittelt werden. Spinale Motoneuronen sind sehr anfallig fur
AMPA-Rezeptor-vermittelte Exzitotoxizitat (CuRrTIS and MALIK 1985; HUGON et al.
1989; IKoNOMIDOU et al. 1996; KRUMAN et al. 1999; NAKAMURA et al. 1994;
P1sHARODI and NAUTA 1985), da sie einen hohen Anteil an AMPA-Rezeptoren ohne
GluR2-Untereinheit besitzen, die im Gegensatz zu AMPA-Rezeptoren mit GIuR2-
Untereinheit permeabel flur Calciumionen sind (HOLLMANN et al. 1991). AuBerdem

ist die Calciumpufferungskapazitat der spinalen Motoneuronen im Vergleich

17



Einleitung

Prasynaptisches
Neuron

X ! o &)
- iy :‘/ o et 4 )
~ O p \.U oy ﬂ 999
VB [ Y e s
s :

ICa "1ttt

G AW,
\ / Postsynaptisches

! Neuron

Abbildung 6: Mechanismen der Exzitotoxizitit in ALS

Eine verminderte Glutamatwiederaufnahme (A) erhéht den Glutamatspiegel des synapti-
schen Spaltes, so dass es zu einer gesteigerten Aktivierung von AMPA-Rezeptoren
kommt. Zusatzlich werden die AMPA-Rezeptoren von mikroglial sezernierten Substanzen
aktiviert (B). Die hohe Menge an einstrdémenden Calcium kann nicht vollstdandig von den
Mitochondrien abgepuffert werden und flhrt zu einer erhéhten ROS-Produktion und zu
einer Uberaktivierung Calcium-abhangiger Proteine, was letztendlich zum neuronalen
Zelltod fuhrt (C). Veréndert nach VAN DEN BoscH et al. (2006).

zu anderen Motoneuronen sehr niedrig, was an einer geringen Expression von
Calciumbindeproteinen liegt (ALEXIANU et al. 1994; CELIO 1990; INCE et al. 1993).
Um eine neurotoxische Uberstimulierung von Glutamatrezeptoren zu verhindern,
entfernt normalerweise der gliale Glutamattransporter EAAT2/GLT1 den Neuro-
transmitter Glutamat aus dem synaptischen Spalt. Im Motorkortex und im
Rickenmark von sporadischen und familidren ALS-Patienten wurde jedoch ein
selektiver Verlust von EAAT2/GLT1 beschrieben, so dass die Glutamatwiederauf-
nahme aus dem synaptischen Spalt vermindert wurde (FRAY et al. 1998;
ROTHSTEIN et al. 1992; ROTHSTEIN et al. 1995; SAsAKI et al. 2000). AuBerdem
wurde ein Verlust von EAAT2/GLT1 im ventralen Horn von hSOD1%*"®- und
hSOD1%3A-transgenen M&usen sowie hSOD1%%**-transgenen Ratten detektiert
(BENDOTTI et al. 2001; BRUIIN et al. 1997b; HOWLAND et al. 2002). Es konnte so-
gar eine Verbindung zwischen dem Auftreten von hSOD1™" und einer reduzierten
EAAT2/GLT1-Funktion identifiziert werden: Die Katalyse von H,0, durch
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hSOD1™* verursacht oxidative Schadigungen am carboxyterminalen Ende von
EAAT2/GLT1, die zu einem reduzierten Glutamattransport fihren (TROTTI et al.
1999; Abbildung 6A). AuBerdem kdénnen aktivierte Mikrogliazellen und/oder
Astrozyten (BEzzi et al. 2001) Substanzen in den synaptischen Spalt sezernieren,
die die glutamaterge Stimulierung des postsynaptischen Neurons weiter erhéhen
(VAN DEN BoscH et al. 2006; Abbildung 6B). Das durch die aktivierten Glutamat-
rezeptoren in das postsynaptische Neuron einstromende Calcium wird zum Teil
von den Mitochondrien abgepuffert. Sobald aber die Pufferkapazitat der Mito-
chondrien erschopft ist, kommt es zur Bildung von ROS in den Mitochondrien und
zu einer Uberaktivierung von intrazelluldren Calcium-abhéngigen Enzymen
(Abbildung 6C). Dies interferiert mit der normalen neuronalen Funktion und en-

det letztlich in neuronalem Zelltod.

1.3.4. Veranderte SOD1-Aktivitat

Ein weiterer méglicher Mechanismus, wie hSOD1™" toxische Eigenschaften er-
langt, ist eine veranderte Aktivitat des Enzyms. Mdglicherweise wird durch Mu-
tationen die Konformation des Enzyms modifiziert, so dass andere Substrate als
O, zum aktiven Zentrum gelangen kdnnten. So wurde beispielsweise eine ver-
anderte Affinitdt von hSOD1™" fiir das stabilisierende Zinkion gezeigt (CRow et
al. 1997). Ohne diese wichtige strukturelle Komponente des SOD1-Enzyms
kdnnten vermehrt H,O, oder Peroxynitrit das aktive Zentrum erreichen (ESTEVEZ
et al. 1999). Denkbar ware ebenfalls, dass die in geringer Rate auch bei
hSOD1"" auftretende Peroxidasereaktion und die Nitrierung von Tyrosinresten
durch eine mutationsbedingte Verschiebung des Reaktionsgleichgewichtes oder
durch eine Veranderung der Aminosaurereste, die fir die Anionen-Selektivitat
des aktiven Zentrums zustandig sind (BECKMAN et al. 1993), verstarkt wirden.
Eine Erhdhung des Spiegels von freiem Nitrotyrosin konnte sowohl in ALS-
Patienten (BEAL et al. 1997) als auch in hSOD1™"-transgenen M&usen gezeigt
werden (BRULN et al. 1997a; FERRANTE et al. 1997b). Protein- und Membran-
gebundenes Nitrotyrosin wurde jedoch nicht detektiert (BRUIIN et al. 1997a). Vor
allem eine veradnderte Kupferchemie von hSOD1™" wird kontrovers diskutiert. Es
wurde spekuliert, dass hSOD1™" im aktiven Zentrum eine geringere Affinitat fur

das Kupferion hat als hSOD1"", so dass Kupferionen ins Cytosol freigesetzt
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werden. Da freies Kupfer sehr reaktiv und toxisch ist, wirde dies zu einer neuro-
nalen Degeneration fiuhren. Weiterhin wurde spekuliert, dass CCS (siehe 1.2.1.)
hSOD1™" weniger effizient mit Kupferionen beladen kann oder dass die Katalyse
einer konservierten Disulfidbriicke durch CCS aufgrund der Fehlfaltung von
hSOD1™" inhibiert ist. In CCS-defizienten M&usen ist die Aktivitdt von SOD1 um
ca. 80 % reduziert. Trotz dieser Verminderung der SOD1 Aktivitat konnte nach
einer Verpaarung mit hSOD1™-{iberexprimierenden Mausen jedoch keine Ande-
rung in Hinsicht auf den Krankheitsbeginn und die Uberlebensdauer festgestellt
werden (SUBRAMANIAM et al. 2002). Interessanterweise flhrte die Verpaarung
hSOD1%***-transgener M&use mit CCS-lberexprimierenden M&usen jedoch zu
einer Uberaus deutlichen Verklrzung der Lebensspanne im Vergleich zu einfach
hSOD1%%3**-transgenen M&usen (SON et al. 2007). Um die Toxizitdt von kupfer-
freier hSOD1 zu untersuchen generierten WANG und Kollegen (2003) hSOD1™*,
bei denen die das Kupferion koordinierenden Histidinreste deletiert sind
(hSOD1?Y4P), M&use, die das Kupfer-defiziente hSOD1?"P {iberexprimierten zeig-
ten ALS-ahnliche Symptome. Da Kupfer-defiziente SOD1 nicht in der Lage ist, die
Dismutase-Reaktion zu katalysieren und trotzdem ein ALS-Phanotyp in
hSOD1?"P-transgenen M&usen beobachtet wurde, wird eine verénderte Aktivitat
der hSOD1™" als Krankheitsursache weitestgehend ausgeschlossen (BOILLEE et
al. 2006). Neben dem aktiven Zentrum kann Kupfer allerdings noch an einen
Cysteinrest (Cys111), der an der Proteinoberflache in der Nahe der Dimeri-
sierungsdomane lokalisiert ist, binden (Liu et al. 2000). Dieser Cysteinrest
scheint eine hSOD1™-abhingige erhéhte Kuperaffinitdt und Instabilitit zu be-
dingen, was durch dessen Substitution gezeigt werden konnte: hSOD1™" ohne
Cysl1l hatte eine mit hSOD1Y" vergleichbare Kupferaffinitdt und Stabilitat
(WATANABE et al. 2007). Die aberrante Bindung von Kupfer an das Cysl111l von
hSOD1™" ist potentiell toxisch, da falsch koordinierte zweiwertige Kupferionen
eine hohe Redoxaktivitat besitzen, die zur Generierung von ROS (WIEDAU-PAZOS
et al. 1996; YIM et al. 1996) oder reaktiven Stickstoffspezies (RNS; BECKMAN et
al. 1993; CrRow et al. 1997) flhren kann.
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1.4. Caenorhabditis elegans als genetischer Modellorganismus

Caenorhabditis elegans (C. elegans; Abbildung 7) ist ein in den gemaBigten
Klimazonen weit verbreiteter, bodenlebender Fadenwurm. Er ist ca. 1 mm lang
und ernahrt sich von Bakterien. Normalerweise tritt C. elegans als Hermaphrodit
auf, lediglich 0,05-0,5 % einer Population sind mannlich. C. elegans-Mannchen
zeichnen sich durch eine geringere Kdérperlange und ein verbreitertes Kérperende
mit einem als Spikula bezeichneten, schaufelartigen Reproduktionsorgan aus. Sie
haben eine somatische Zellzahl von 1031, wadhrend die Hermaphroditen aus
exakt 959 somatischen Zellen aufgebaut sind. Die Neuronen machen mit 302
Zellen circa ein Drittel der Gesamtzellzahl des Wurms aus (HODGKIN 1988). Das
Nervensystem besteht aus einem Schlundganglion, von dem ein dorsaler und ein
ventraler Nervenstrang ausgehen. Neben diesem einfachen Nervensystem besitzt
C. elegans mit einer Epidermis, einem Gastrointestinaltrakt und Gonaden alle
wichtigen Merkmale hoherer Organismen (JORGENSEN and MANGO 2002).
C. elegans hat eine durchschnittliche Gesamtlebensdauer von 21 Tagen. Bereits
3 Tage nach dem Schlipfen werden die Hermaphroditen geschlechtsreif und le-
gen bis zum achten Tag ihrer Lebensspanne ca. 300 Eier (BRENNER 1974; SULSTON
and HODGKIN 1988). Die Entwicklungsdauer der verschiedenen Larvenstadien ist
temperaturabhangig. Bei 25°C schlipfen 14 h nach der Eiablage Larven des Sta-
diums 1 (L1-Larven). 12 h spater hauten sich die L1-Larven und werden zu L2-
Larven. Unter Stressbedingungen wie Nahrungsmangel kédnnen die L2-Larven zu
Dauerlarven mit einer stark verdickten Kutikula werden, die bis zu vier Monate
ohne Nahrung Uberleben (RIDDEL 1988). Unter optimalen Bedingungen ent-
wickeln sich aus L2-Larven jedoch innerhalb von 7 h L3-Larven und wiederum
8 h spater L4-Larven. Circa 10 h danach ist das jung-adulte Entwicklungsstadium
erreicht, und die Produktion von Eiern beginnt. Neben einer groBen Homologie
vieler C. elegans-Proteine mit menschlichen Proteinen haben die kurze Genera-
tionszeit, sowie eine leichte Kultivierung und das Vorhandensein vieler Mutanten-
stdmme dazu beigetragen, dass C. elegans als einfachstes mehrzelliges Tier den
Status eines Modellorganismus einnimmt (ANKENY 2001). Bereits 1998 wurde das
C. elegans Genom - als erstes tierisches Genom - komplett sequenziert. Es be-
steht aus 97000 Basenpaaren und enthalt mehr als 19000 Gene (THE C. ELEGANS

SEQUENCING CONSORTIUM 1998). Da C. elegans morphologisch und genetisch
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Abbildung 7: Schematische Darstellung eines adulten Hermaphroditen

Der Pharynx (griin) mindet in den Gastrointestinaltrakt (rosa), der im Rektum endet. In
den Gonaden (dunkelblau) reifen Eizellen heran, die in der Spermathek (blau) befruchtet
werden. Die befruchteten Eier (grau) verlassen nach der Gastrulation den Uterus durch
die Vulva (hellblau). Das Nervensystem (orange) besteht aus dem den Pharynx um-
schlieBenden Nervenring und einem dorsalen und einem ventralen Nervenstrang.

Quelle: http://www.wormatlas.org/handbook/bodyshape.htm

vergleichsweise einfach organisiert ist, sind genetische Manipulationen z. B.
durch Mikroinjektion von DNA (FIRE 1986) oder RNA-vermittelte Interferenz
(RNAIi) mdglich.

Eine Konservierung der zelluldren und molekularen Funktionen zwischen Nemato-
den und dem Menschen ermdglicht die Nutzung von C. elegans als Modellsystem
fur menschliche Krankheiten (LINK 2006). Besonders die Mechanismen altersab-
hangiger, neurodegenerativer Erkrankungen wie Alzheimer (LINK 1995), Parkin-
son (KUWAHARA et al. 2006; LAKSO et al. 2003; VED et al. 2005) und Huntington
(BRIGNULL et al. 2006; FABER et al. 2002), wurden bereits von zahlreichen Ar-
beitsgruppen anhand transgener Nematoden untersucht. In einem ALS1-Modell
mit hSOD1™"-transgenen C. elegans konnte eine erhdhte Vulnerabilitdt gegen-
Uber Paraquat-vermitteltem oxidativen Stress nachgewiesen werden, die in einer
verstarkten Aggregation resultierte (OEDA et al. 2001). Da sowohl die erhdhte
Sensitivitat gegenuber oxidativem Stress als auch eine verstarkte Aggregation in
etablierten ALS1-Modellsystemen gezeigt werden konnte (BRUIIN et al. 1997b;
DURHAM et al. 1997; PASINELLI et al. 1998), scheint sich C. elegans auch als
Modellsystem flr die Untersuchung der zu ALS1 fiUhrenden Pathomechanismen -
zumindest in Hinsicht auf die Toxizitat und das Aggregationsverhalten mutanter

hSOD1-Spezies - zu eignen.
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1.5. Zielsetzung

Bei ALS1 handelt es sich um eine dominant vererbte Erkrankung. Jeder ALS1-Pa-
tient besitzt folglich ein wildtypisches und ein mutiertes Allel des hsod1-Gens, so
dass sowohl wildtypische als auch mutierte hSOD1-Untereinheiten gebildet wer-
den kénnen. Bei der Dimerisierung dieser Untereinheiten entstehen drei Varian-
ten des hSOD1-Enzyms: hSOD1""-hSOD1"", hSOD1™*-hSOD1™"* und hSOD1™"-
hSOD1%"". Obwohl heterodimere hSOD1™*-hSOD1"" theoretisch einen signi-
fikanten Anteil an dimerem hSOD1-Protein ausmacht, wurden bisher kaum Un-
tersuchungen hinsichtlich einer Toxizitat dieser Proteinspezies durchgeflhrt.
Erste Hinweise auf eine mdgliche Involvierung wildtypischer hSOD1 in die ALS1-
Pathomechanismen wurden anhand der Co-Expression von hSOD1™' und
hSOD1"" in doppelt-transgenen Mausen gefunden: In drei unabhangigen Arbeits-
gruppen wurde eine signifikant verklrzte Lebensspanne der doppelt-transgenen
Mause im Vergleich zu einzeln-transgenen Mausen beobachtet (DENG et al. 2006;
FUKADA et al. 2001; JAARSMA et al. 2000). Neben einer vorgeschlagenen oxida-
tionsabhangigen Konvertierung wildtypischer hSOD1 in eine aggregationstrach-
tige hSOD1-Spezies (DENG et al. 2006) kdnnte wildtypische hSOD1 auch in Form

mutant-wildtypischer Heterodimere zu einer ALS1-auslésenden Toxizitat fihren.

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Auswirkungen heterodimerer hSOD1™"-
hSOD1"" im Vergleich zu homodimerer hSOD1™-hSOD1™" auf die Pathomecha-
nismen der ALS1 zu untersuchen. Zunachst sollte anhand von Aktivitatsgelen
transient transfizierter hSOD1-Monomere sichergestellt werden, dass sich zwi-
schen endogener hSOD1"" und den transfizierten hSOD1™"*“"" Heterodimere
bilden kénnen. Um eine Diskriminierung zwischen den heterodimeren und homo-
dimeren SOD1-Spezies zu ermdglichen, sollten die transfizierten hSOD1-Mono-
mere mit eGFP markiert werden. Zur spezifischen Untersuchung dimerer mutan-
ter SOD1-Formen, sollten anschlieBend artifizielle Dimerfusionsproteine generiert
werden, die aus zwei durch einen flexiblen Peptidlinker kovalent miteinander ver-
bundenen Monomeren bestehen sollten. Neben hSOD1"""T-Homodimeren sollten
hSOD1™t ™ ynd hSOD1™""“T-Konstrukte von den vier hSOD1™" hSOD1%"R,
hSOD1%8R hSOD1%*# und hSOD1** erstellt werden. Zur Visualisierung der Pro-
teine in der Zelle sollten die Dimere mit eGFP oder DsRed2 markiert werden.

Anhand der Fusionsproteine sollte das Aggregationsverhalten und die Toxizitat

23



Einleitung

von homo- und heterodimerer hSOD1 sowohl mit Zellkulturmethoden als auch in
vivo mittels des genetischen Modellorganismus C. elegans untersucht werden.
Weiterhin sollten eGFP- und DsRed2-fusionierte hSOD1-Monomere generiert wer-
den, um die Involvierung von hSOD1"" in die Aggregatbildung im Zellkultur-

modell anhand konfokaler Co-Lokalisationsstudien zu untersuchen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate

Absaugsystem VacuSafe

Axiovert Fluoreszenzmikroskop
Brutschranke

Dampfsterilisator VarioClav
GENterphorese Gelelektrophorese System
Heizbldcke

Klimatisierte Brutschranke

Micro Ultrasonic Cell Disrupter
Mikroinjektionsequipment
Mikrotiterplattenlesegerat

Mini protean III, Western Blotting System
PCR DNA Thermocycler

pH-Meter

Power Pack 300

LAS-3000 Intelligent Dark Box

Scanner Epson Perfection 2400 Photo
Spektrophotometer

Stereomikroskop SZ61

Sterilbanke

Trans-Blot-System

Zentrifuge Universal 32 R

2.1.2. Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid
Ammoniumchlorid (NH,4CI)
Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin

Integra, Fernwald
Zeiss, Gottingen
Binder, Tuttlingen
H+P, OberschleiBheim
GENterprise, Mainz
Eppendorf, Hamburg
Thermo, Dreieich
Fisher, Schwerte
Eppendorf, Hamburg
Thermo Labsystems, Ulm
BioRad, Mlinchen
Biometra, Goéttingen
InoLab, Weilheim
BioRad, Mlinchen
Fuji, DUsseldorf
Epson, Meerbusch
Beckmann, Minchen
Olympus, Hamburg
Heraeus, Hanau
BioRad, Mlinchen
Hettich, Tuttlingen

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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Bacto-Agar

Bacto-Pepton

B-Mercaptoethanol

Biozym LE Agarose

Borsaure

Bromphenolblau

Calciumchlorid (CacCl,)

Cholesterol
Desoxynukleotidtriphosphate (dNTPs)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dikaliumhydrogenphosphat (K,;HPO,)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
Dulbecco “s modified eagle medium (DMEM)
ECL Lo6sung

Elvanol

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Essigsaure

Ethanol

Foétales bovines Serum (FBS)
Geneticin (G-418)

Glycerol

Glycin

Hefeextrakt

Hepes

Ipegal (NP-40)

Isopropanol
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumhydroxid (KOH)

Kanamycin

Magermilchpulver

Magnesiumchlorid (MgCl,)
Magnesiumsulfat (MgS0,)

Difco, Detroit (USA)

Difco, Detroit (USA)

Roth, Karlsruhe

Biozym, Hess. Oldendorf
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Millipore, Bedford (USA)
Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Gibco BRL, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Swissmilk, Bern (Schweiz)
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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MassRuler DNA Ladder
Methanol
N,N-Dimethylformamid

N,N,N*,N*-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumpyruvat

Nitro Blue Tetrazolium (NBT)
Paraformaldehyd (PFA)
Paraphenylendiamin

PeqGOLD Protein-Marker IV

Penicillin

Poly-L-Ornithin

Ponceau S

Proteinaseinhibitor Cocktail Complete Mini
Retinsaure

Riboflavin

Saccharose

Salzsaure (HCI)

Streptomycin

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT)
Tris

Tris-HCI

Triton X-100

Trypsin

Tween 20

Uracil

Xanthin

Xanthin Oxidase

Wasserstoffperoxid (H,0,)

Fermentas, St. Leon-Rot
Roth, Karlsruhe

Fluka, Deisenhofen

BioRad, Mlinchen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
PeglLab, Erlangen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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2.1.3. Kits

BCA Protein Assay Kit Pierce, Bonn

Gen Elute HP Plasmid Midiprep Kit Sigma-Aldrich, Deisenhofen
JetStar Maxi Kit Genomed, Bad Oeynhausen
NucleoSpin Extract II Kit Macherey-Nagel, Duren
NucleoSpin Plasmid Kit Macherey-Nagel, Diren
Omniscript RT Kit Qiagen, Hilden

Rapid DNA Ligation Kit Roche, Mannheim

Total RNA Isolation Kit Macherey-Nagel, Diren

2.1.4. Zelllinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei immortalisierte Zelllinien verwendet. Flr
transiente Transfektionen wurde die humane Zelllinie HEK 293T (ATCC CRL-
11268) benutzt, die sich von embryonalen Nierenzellen ableitet. Um verschie-
dene Konstrukte in einem neuronalen Hintergrund zu exprimieren, wurde mit der
murinen Neuroblastomzelllinie N2A (ATCC CCL-131) gearbeitet.

2.1.5. Bakterien

Fir die Transformation von DNA wurden chemokompetente Escherichia coli
(E. coli) Bakterien des Stammes DH5a benutzt (Invitrogen, Karlsruhe). Als
Nahrungsquelle fir C. elegans wurden Uracil-auxotrophe E. coli Bakterien des

Stammes HB101 verwendet (Caenorhabditis Genetics Center, Minnesota, USA).

2.1.6. Nematoden

Fir die Generierung transgener Nematoden wurde der flir seine niedrige Fre-
quenz spontaner Mutationen bekannte C. elegans Wildtypstamm Variation Bristol

(N2; Caenorhabditis Genetics Center, Minnesota, USA) verwendet.
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2.2. Zellbiologlische Methoden

2.2.1. Kultivierung von Zelllinien

Alle immortalisierten Zelllinien wurden in Komplettmedium bei 37°C in einem
5 % CO,-humidifizierten Brutschrank kultiviert. Sobald die in 60 mm Schalen ge-
wachsenen Zellen konfluent waren, wurden sie mit 1x PBS gewaschen und an-
schlieBend mit 1 ml 1x Trypsinlésung flr wenige Minuten inkubiert, bis die Zellen
sich von der Kulturschale abgeldst hatten. Die Zellen wurden in 5 ml Komplett-
medium aufgenommen und flir 4 min bei 800 g abzentrifugiert. AnschlieBend
wurde das Zellpellet in 10 ml 37°C warmem Komplettmedium resuspendiert und
in einer Endverdinnung von 1:10 auf 60 mm Zellkulturschalen ausplattiert. Bei
stabil mit einem pEGFP-N1-Vektorkonstrukt transfizierten Zellen wurde dem

Komplettmedium 600 ug/ml Geneticin (G-418) zugegeben.

Komplettmedium:
phenolrothaltiges Dulbecco 's Modified Eagle Medium (DMEM)

10 % [v/v] aktives fétales bovines Serum (FBS)

1 % [v/v] Natriumpyruvat
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

Trypsinlésung (pH 7,4):
0,05 % [w/v] Trypsin

0,1 % [w/v] EDTA

137 mM NacCl

2,7 mM KCl

10 mM Na,HPO,4, Anhydrat
1,8 mM KH,PO,

1x PBS (pH 7,4):

137 mM NacCl

2,7 mM KCI

10 mM Na,HPO,4, Anhydrat
1,8 mM KH,PO,
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2.2.2. Konservierung von Zellen

Zur langeren Lagerung von Zellen wurden die unter 2.2.1. beschriebenen Zell-
pellets in 3,6 ml Einfriermedium resuspendiert und auf zwei auf Eis stehende
1,8 ml Einfrierréhrchen verteilt. Die Einfrierrohrchen wurden sofort bei -80°C
weggefroren und anschlieBend in flissigen Stickstoff Uberfihrt. Zur Wiederinkul-
turnahme eingefrorener Zellen wurden diese zligig im 37°C Wasserbad aufge-
taut, in 10 ml Komplettmedium aufgenommen und 4 min bei 800 g abzentrifu-
giert. Nach dem Absaugen des Uberstands wurde das Pellet in 5 ml Komplettme-

dium aufgenommen und in einer 6 cm Zellkulturschale ausplattiert.

Einfriermedium fir Zellen:
10 % [v/v] DMSO

40 % [v/v] DMEM

50 % [v/v] aktives FBS

2.2.3. Differenzierung neuronaler Zelllinien

Um neuronale Zellen zu differenzieren, wurden sie in Differenzierungsmedium
zwischen 48 h und 144 h kultiviert. Wahrend dieser Zeit bildeten die Zellen ver-

starkt Auslaufer und die Teilungsrate der Zellen minimierte sich.

Differenzierungsmedium:
phenolrothaltiges DMEM

1 uM Retinsaure

2 % [v/v] aktives FBS

1 % [v/v] Natriumpyruvat
100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

2.2.4. Herstellung stabiler Zelllinien

Zur Transfektion neuronaler Zellen wurde das Lipofectamin-Reagenz der Firma

Invitrogen (Karlsruhe) nach den Angaben des Herstellers verwendet. Um homo-
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gene, stabil transfizierte Zelllinien zu erhalten, wurde die Zellsuspension nach
dem Passagieren so verdinnt und auf einer 96-Well-Platte ausplattiert, dass sich
durchschnittlich eine Zelle pro Well befand. Zur Selektion der klonalen stabil inte-

grierten Linien wurde 600 ug/ml Geneticin (G418) verwendet.

2.2.5. Transiente Transfektionen

Nichtneuronale Zelllinien wurden mit der Calciumphosphat-Methode transfiziert
(GRAHAM and VAN DER EB 1973). Am Vortag der Transfektion wurden die Zellen so
ausgesat, dass eine 10 cm Schale zu ca. 40 % konfluent war. Am Tag der Trans-
fektion wurde das Medium gewechselt und der Transfektionsansatz hergestellt.
10 pg DNA wurden mit 420 pl ddH,O und 60 ul 2,5 M CaCl, vermischt und unter
Luftzuflhrung zu 480 ul 2x Hepes-Puffer gegeben. AnschlieBend wurde die L6-
sung flr 2 s gevortext und flir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Trans-
fektionsansatz wurde vorsichtig im Komplettmedium auf der 10 cm Schale ver-
teilt. Nach 24-stindiger Inkubation wurden die Zellen zur Entfernung Uber-
schissiger Prazipitate des Transfektionsansatzes einmal mit 1x PBS gewaschen
und in frischen 10 ml Komplettmedium fir weitere 24 h kultiviert. AnschlieBend
wurden die transfizierten Zellen geerntet. Die Transfektion von Zellen auf 3 cm
Schalen (bzw. auf Deckglaschen) wurde analog durchgefiihrt. Es wurden jedoch
kleinere Transfektionsansatze verwendet (pro 35 mm Schale 2 uyg DNA, 75 pl
ddH-0, 8,3 ul CaCl, und 83 ul 2x Hepes-Puffer).

2x Hepes-Puffer (pH 7,12):
280 mM NacCl

1,5 mM Na,;HPO,

50 mM Hepes

2.2.6. Kultivierung von Zellen auf Deckglaschen

Hitzesterilisierte Deckglaschen wurden in einer 6-Wel/-Platte verteilt und mittig in
den Wells platziert, wonach sie 30 min lang mit 0,1 mg/ml poly-L-Ornithin be-
schichtet wurden. Nach dreimaligem Waschen mit ddH,O wurden die Zellen in

der gewulnschten Dichte in Komplettmedium ausplattiert, um sie am ndachsten
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Tag transient zu transfizieren (siehe 2.2.5.). 48 h nach der Transfektion wurden
die Zellen mit 4 %-igem [w/v] Paraformaldehyd (PFA) 15 min lang fixiert und an-
schlieBend dreimal 10 min mit 1x PBS gewaschen. AbschlieBend wurden die
Deckglaschen in einem das anti-fading-Mittel Paraphenylendiamin enthaltenden
Einbettmedium (JOHNSON and NOGUEIRA ARAUJO 1981) auf Objekttragern platziert

und mit Nagellack versiegelt.

Einbettmedium (pH 8):

1 g Elvanol
7 ml 1x PBS
3 ml Glycerol

10 mg Paraphenylendiamin

2.2.7. Zelliberlebensassays

Um das relative Zelliberleben unterschiedlicher Zelllinien zu quantifizieren, wur-
den MTT-ZellUberlebensassays durchgeflhrt (BEHL et al. 1994). Hierflir wurden
die Zellen in Differenzierungsmedium auf einer 96-wel/-Platte zu 1,5x10* Zellen
pro Well (90 pl) ausplattiert. Einige Wells wurden mit 90 ul Medium ohne Zellen
gefullt und dienten als Leerkontrolle. Nach 48-stlindiger Differenzierung wurden
10 ul des adaquat verdinnten Toxins (H,O, oder Xanthin) auf die verschiedenen
Wells verteilt. Nach 24-stindiger Inkubationszeit der Toxine wurden zu jedem
Well 10 yl 5 mg/ml MTT-L6sung gegeben. Wahrend einer vierstindigen Inkuba-
tion setzten stoffwechselaktive Zellen das gelbe MTT intrazelluldar unter Ver-
brauch von NADH bzw. NADPH zu blauen Formazankristallen um, die durch Zu-
gabe von 2x Solubilisierungspuffer iber Nacht im Dunklen gelést wurden. Die Ex-
tinktionen der Lésungen in den verschiedenen Wells wurden anhand eines Mikro-
titerplattenlesegerats bei einer Wellenlange von 560 nm gemessen. Die Auswer-

tung erfolgte mit dem Programm Microsoft Excel.

MTT-L6sung (pH 7,4):

5 mg/ml MTT

137 mM NacCl

2,7 mM KCl

10 mM Na,HPO,4, Anhydrat
1,8 mM KH,PO,
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2x Solubilisierungslésung fur MTT:
40 % [v/v] Dimethylformamid
10 % [w/v] SDS

1 % [v/v] Essigsaure

2.2.8. Photodokumentation

Die Fluoreszenzaufnahmen der transfizierten Zellen wurden anhand eines Axio-
vert Fluoreszenzmikroskops (Zeiss, Gottingen) ausgewertet und mit einer Digital-
kamera photographisch dokumentiert. Konfokale Aufnahmen wurden mit den
Mikroskopen der AG Technau (Johannes Gutenberg-Universitat Mainz) und der
AG Neumann (Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn) gemacht. An-
schlieBend wurden die Aufnahmen mit dem Programm Adobe Photoshop CSZ2 be-

arbeitet.

2.3. Proteinbiochemische Methoden

2.3.1. Proteinextraktion

Konfluente Zellen wurden dreimal auf Eis mit eiskaltem 1x PBS gewaschen und
anschlieBend in 1 ml 1x PBS mit Hilfe eines Zellschabers grindlich von ihrer Zell-
kulturschale abgekratzt und in ein 1,5 ml ReaktionsgefaB Uberfihrt. Nach
achtminiitigem Abzentrifugieren bei 1100 g und 4°C wurde der Uberstand abge-
saugt und das Zellpellet bis zur Verwendung bei -80°C eingefroren. Zur Her-
stellung nativer Proteinextrakte wurden Zellen in 1x PBS mit Proteaseinhibitoren
(PBS-Lysispuffer) resuspendiert und 4x bei 50 Hz sonifiziert. Flr denaturierte
Proteinextrakte wurden Zellen in Proteaseinhibitor-haltigem 1x SDS-Lysispuffer
aufgenommen und 4x sonifiziert. AnschlieBend wurden die Lysate 5 min bei 99°C
erhitzt. Um Aggregate von l|6slichen Proteinen zu trennen, wurden Zellextrakte
fraktioniert. Die Zellen wurden in 400 pl 1x PBS-Lysispuffer resuspendiert und 4x
sonifiziert. Von diesem Extrakt wurden 100 pl abgenommen (L-Fraktion). Das
verbleibende Extrakt wurde fur 15 min bei 4°C und 15500 g zentrifugiert. Der

Uberstand (U-Fraktion) wurde abgenommen und das Pellet wurde mit 100 pl

33



Material und Methoden

1x PBS-Lysispuffer gewaschen. AnschlieBend wurde das Pellet in 150 pl 1x SDS-
Lysispuffer aufgenommen, 4x sonifiziert und fir 5 min bei 99°C erhitzt (P-
Fraktion).

1x PBS Lysispuffer (pH 7,4):

137 mM NacCl

2,7 mM KCl

10 mM Na,HPO,4, Anhydrat

1,8 mM KH,PO,4

1 Tablette / 10 ml PIC (Protease Inhibitor Cocktail, Roche)

1x SDS Lysispuffer:

62,5 mM Tris-HCI pH 6,8
2 % [w/v] SDS

10 % [w/v] Saccharose
1 Tablette / 10 ml PIC

2.3.2. Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Konzentration von Proteinextrakten wurde anhand des BCA Protein Assay
Kits der Firma Pierce (Bonn) gemessen. Die Proteinkonzentration der Lysate wur-
de relativ zu einer BSA-Konzentrationsreihe bestimmt. Die Messung erfolgte nach
halbstindiger Inkubation aller mit einem Detektionsreagenz versetzten Proben in
einem 60°C warmen Wasserbad. Der dem Proteingehalt proportionale Farbum-
schlag der Proben wurde nach Auftrag in eine 96-Well-Platte in einem Mikrotiter-

plattenlesegerat bei 560 nm gemessen.

2.3.3. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden Proteine unter
denaturierenden Bedingungen im elektrischen Feld nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. Das negativ geladene SDS bindet stéchiometrisch (~1 SDS/3 AS)
an die Proteine, so dass eine Auftrennung - unabhangig von der Eigenladung der

Proteine — zur Anode hin erfolgt. Ein niederprozentiges Sammelgel mit einem pH
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von 6,8 dient zur Synchronisierung der Proteinextrakte, bevor sie in das Trenngel
gelangen. Zur Durchfihrung einer SDS-PAGE wurden Minigele (Biorad, Minchen)
verwendet (Tabelle 2). Die Gele wurden mit einer adaquaten Menge der zu ana-
lysierenden Proteinproben beladen, die zuvor in 4x Probenpuffer bei 99°C flr
funf Minuten erhitzt wurden. Durch das im Probenpuffer enthaltene B-Mercapto-
ethanol wurden die Disulfidbriicken der Proteine reduziert, wahrend das Erhitzen
und das SDS nicht-kovalente Wechselwirkungen der Aminosauren denaturierten.
Als Proteinstandard wurden 3 yl des peqGOLD Markers IV (PEQLab, Erlangen)
aufgetragen. Die auf das PAGE-Gel aufgetragenen Proteinproben wurden bei
einer Spannung von 100-150 V in einer mit 1x Laufpuffer geflillten Elektropho-
resekammer aufgetrennt, bis die Bromphenolblaufront aus dem Gel ausgetreten
war. Die Proteinbanden des Acrylamidgels konnten nun entweder anhand einer
Coomassieblaufarbung sichtbar gemacht und fotografiert werden, oder das

Proteingel wurde flr eine Westernblot-Analyse (siehe 2.3.4.) verwendet.

Tabelle 2: Zusammensetzung von PAGE-Gelen unterschiedlicher Konzentration

Konzentration Acrylamid Puffer (pH) Wasser 10 % TEMED
TG SG (40 %, 29:1) | TG (6,8) | SG (8,8) APS

8% | ------ 2 mi 2,5ml | ------- 5,5 mi 100 pl 10 pl

12% | ------ 3 mi 2,5ml | ------- 4,5 ml 100 pl 10 pl

------ 3% 0,75 ml ——————- 2,5 ml 6,5 mi 100 pl 10 pl

4x Probenpuffer fiir SDS-PAGE (pH 6,8):
200 mM Tris-HCI

40 % Glycerol

4 % SDS

0,02 % Bromphenolblau

200 ul B-Mercaptoethanol

4x Sammelgelpuffer fiir SDS-PAGE (pH 6,8):
0,6 M Tris
4 % [w/v] SDS

4x Trenngelpuffer fir SDS-PAGE (pH 8,8):
1,5 M Tris
4 % [w/v] SDS
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1x Laufpuffer fir SDS-PAGE:
25 mM Tris

250 mM Glycin

0,1 % [w/v] SDS

2.3.4. Westernblot-Analyse

Um Proteine spezifisch durch Immundtektion nachweisen zu kénnen, wurden sie
von einem PAGE-Gel auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen. Der Transfer
fand in einer mit 1x Transferpuffer geflllten Nassblotkammer Uber Nacht bei
30 V oder innerhalb von 2 h bei 100 V statt. Nach Beendigung des Transfers wur-
de die Nitrozellulosemembran enthommen und in Ponceau-S-Losung angefarbt.
Nach kurzem Waschen mit Wasser wurde ein Proteinbandenmuster sichtbar, an-
hand dessen man die Qualitat des Transfers und die GleichmaBigkeit der Bela-

dung des Acrylamidgels beurteilen konnte.

1x Transferpuffer:
25 mM Tris

250 mM Glycin

0,1 % [w/v] SDS

20 % [v/v] Methanol

Ponceau S-Farbeldsung:
0,5 % [w/v] Ponceau S

1 % [v/v] Essigsaure

2.3.5.  Immundetektion membrangebundener Proteine

Um indirekte Immundetektionen durchzufiihren, wurde die Nitrozellulosemem-
bran aus 2.3.4. in eine Inkubationskammer Uberfihrt und zur Absattigung
unspezifischer Bindungen der Proteine 1 h lang mit Blockierungspuffer inkubiert.
AnschlieBend wurde der Primarantikérper (Tabelle 3) in 4 ml Blockierungspuffer
verdinnt und auf die Membran gegeben, die bei 4°C Uber Nacht leicht ge-

schwenkt wurde. Am nachsten Tag wurde der Primarantikdrper entfernt und die
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Membran 3x 10 min in 1x PBST gewaschen. AnschlieBend wurde der adaquate
Sekundarantikérper (Tabelle 4) in 5 ml Blockierungspuffer 1:10000 verdinnt und
fur eine Stunde bei RT auf die Membran gegeben, wonach die Membran wieder
3x 10 min mit 1x PBST gewaschen wurde. Die Visualisierung der gewlinschten
Proteinbanden fand anhand einer Peroxidasereaktion mit einem Chemiluminis-
zenzsubstrat (Millipore, Bedford, USA) statt. Das durch die Reaktion der an den
Antikdérper gekoppelten Meerrettich-Peroxidase mit dem Chemiluminiszenz-
Substrat entstehende Signal wurde mit Hilfe der LAS-3000 Intelligent Dark Box

der Firma Fuji dokumentiert.

Tabelle 3: Primarantikorper

Bezeichnung Spezies Firma Verdinnung
SOD1-Antikérper Kaninchen Stressgen 1:2500
GFP-Antikdrper Maus Covance 1:5000
Tubulin-Antikérper Maus Sigma-Aldrich 1:1000
Aktin-Antikdrper Kaninchen Sigma-Aldrich 1:1000
Histon H3-Antikdrper Maus Abcam 1:1000
DNP-Antikérper Kaninchen Molecular Probes 1:1000

Tabelle 4: Sekundarantikdrper

Bezeichnung Konjugat Firma Verdiinnung
Kaninchen-IgG-Antikdrper HRP Jackson Immunolab 1:10000
Maus-IgG-Antikérper HRP Jackson Immunolab 1:10000

1x PBST (pH 7,4):

137 mM NacCl

2,7 mM KCl

10 mM Na,HPO,4, Anhydrat
1,8 mM KH,PO,

0,05 % [v/v] Tween20

Blockierungspuffer (pH 7,4):

4 % [w/v] Magermilchpulver
137 mM NacCl

2,7 mM KCl

10 mM Na,HPO,4, Anhydrat
1,8 mM KH,PO,

0,05 % [v/v] Tween20
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2.3.6. Detektion carbonylierter Proteinreste

Da Aminosaurereste unter Bedingungen des oxidativen Stresses vermehrt carbo-
nyliert werden, kann ihr Carbonylierungsstatus als Marker flr oxidative Schadi-
gungen dienen (LEVINE et al. 1994). Sechs Tage lang differenzierte N2A-Zellen
wurden geerntet, in 300 pl SDS-Lysispuffer lysiert und 4x sonifiziert. Nach funf-
mindtigem Aufkochen der Extrakte wurde eine Proteinkonzentrationsbestimmung
(siehe 2.3.2.) durchgefthrt. Je 15 pg Proteinextrakt wurden in einem 10 pl An-
satz aufgekocht und anschlieBend bei RT fir 20 min mit 10 yl 10 mM DNPH (2,4-
Dinitrophenylhydrazin) inkubiert. Nach Neutralisierung des pH-Wertes mit 10 pl
3 M Tris wurden 8 ul 4x Probenpuffer zugegeben und ein 12 %-iges PAGE-Gel
mit den Proben beladen. Nach dem Proteintransfer auf eine Nitrozellulosemem-
bran wurden unspezifische Bindungsstellen durch einstindige Inkubation mit
10 % Blockierungspuffer abgesattigt. Carbonylierte Proteinreste wurden anhand

eines polyklonalen DNP-Antikérpers detektiert.

2.3.7. Densitometrische Vermessung der detektierten Proteine

Flr die Quantifizierung von Proteinbanden nach einer Westernblot-Analyse wurde
die Aida Image Analyzer Software verwendet. Es wurden die relevanten Banden
markiert und unter Berlicksichtigung des Hintergrundes zweidimensional densito-
metrisch vermessen. Die Werte der Vermessung wurden in Microsoft Excel im-

portiert und zueinander in Relation gesetzt.

2.3.8. SOD1-Aktivitatsassay

Fir SOD1-Aktivitatsassays (CRAPO et al. 1978) wurden native Proteinextrakte
(siehe 2.3.1.) verwendet. Je 30 ug Extrakt wurden in nativem Ladepuffer auf ein
nicht-denaturiernedes PAGE-Gel (Tabelle 5) geladen und 17 h in nativem Lauf-
puffer bei 75 V aufgetrennt. AnschlieBend wurde das Gel 45 min lichtgeschutzt in

Farbelésung inkubiert und zur Dokumentation gescannt.
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Tabelle 5: Zusammensetzung von nativen PAGE-Gelen

Konzen- Acrylamid 50 % 1,5mM Riboflavin | Wasser | 10 % | TEMED
tration (40 %, 29:1) | Glycerol Tris pH (1 mg/ml) APS
8,8
7 % 1,75 ml 2,5 ml 2,5 ml 14 pl 3,25 ml | 100 pl | 10 pl
14 % 3,5 ml 2,5ml 2,5 ml 14 pl 1,5 ml 100 ul | 10yl

1x Laufpuffer fir native PAGE:
144 g Glycin

69 g Tris

ad. 1 1 ddH20

Farbelésung flir SOD1-Aktivitdtsassays (pH 7,4):
50 mM K;HPO,

275 ug/ml NBT

65 pg/ml Riboflavin

3,2 pl/ml TEMED

2x Ladepuffer fiir native PAGE (pH 6,8):
1 ml 1M Tris

2 ml 100 % Glycerol

400 pl 1 % Bromphenolblau

40 pl 100 % Ipegal

ad. 10 ml ddH,0

2.4. Molekularbiologische Methoden

2.4.1.

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die von MuLLIS entwickelte PCR ist ein Standardverfahren zur Amplifizierung von
DNA (MuLLis et al. 1986). Hierbei synthetisiert eine thermostabile DNA-Polyme-

rase einen durch zwei flankierende Oligonukleotide begrenzten Bereich innerhalb

der DNA, die so in mehreren PCR-Zyklen exponentiell vermehrt wird. Im Rahmen

dieser Arbeit wurde die PCR daflir verwendet, um DNAs flr eine Klonierung zu

amplifizieren.

Es wurden jeweils spezifische DNA-Oligonukleotide entworfen

(Tabelle 6, Tabelle 7) und von der Firma MWG (Mlinchen) synthetisiert. Fur

PCRs, deren Produkte kloniert werden sollten, wurden 50 pl Ansatze verwendet.

Um das Risiko einer fehlerhaften Amplifikation zu minimieren, wurde die Phusion
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High Stability Polymerase der Firma Invitrogen (Karlsruhe) benutzt, die eine 3'-

5'-Proofreading-Aktivitat besitzt. Test-PCRs wurden in 25 pl Ansatzen mit der

Tag Polymerase von Invitrogen (Karlsruhe) durchgeftihrt, die keine Proofreading-

Eigenschaft besitzt.

Tabelle 6: Verwendete Oligonukleotide

Oligonukleotidname | Oligonukleotidsequenz Anwendung
egfp_BglIl_for 5 -GAAGATCTATGGCCACGAAGGCCGTGTG-3 " Amplifikation
Xbal rev 5 -GCTCTAGATTGGGCGATCCCAATTACAC-3° (SOD1/1)
Clal for 5 -CCATCGATATGGCCACGAAGGCCGTGTG-3’ Amplifikation
egfp_EcoRI rev2 5 -CGAATTCCTTGGGCGATCCCAATTACAC-3" (SOD1/2)
Linker-Xbal_for 5’ -GCTCTAGAGGTGGCGGCAGTGGCGGTG-3 ' Amplifikation
Linker-Clal_rev 5’ -CCATCGATGCCACCGCCACTGCCACCG-3° Linker
egfp_BglII_for_ms 5 -GAAGATCTATGGCGATGAAAGCGGTGTG-3’ Amplifikation
egfp_EcoRI_rev2_ms | 5 -CGAATTCCCTGCGCAATCCCAATCACTC-3" msSOD1
egfp_EcoRI_rev_ms | 5 -CGAATTCTTACTGCGCAATCCCAATCA-3’
eleg_for 5 -CGCTACCGGACTCAGATCT-3" Ampl. SOD_dim
eleg_rev 5 -ATACTCGAGTTITATGTTTCAGGGGG-3°
eleg_for2 5 -CCAGCTCATTCCATTTAATACT-3" Seq. 1727_for
eleg_rev2 5 -ATACTCGAGTTTTATGTTTCAGGTTCAG-3" Seq. 1727_rev
egfp_EcoRI_revl 5 -CGAATTCTTATTGGGCGATCCCAATTA-3" Amplifikation
(SOD1/240p)
egfp_for 5 -ATAAGCAGAGCTGGTTTAGTG-3’ Seq. pEGFP_for,
(=DsRed?2_for) pDsRed_for
egfp-N_rev 5’ -CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG-3~ Seq. pEGFP_rev
DsRed2_rev 5 -GGTGCCCTCCATGCGCAC-3° Seq. pDsRed_rev
gfp_for 5 -ATGGTGAGCAAGGGCGAG-3° Amplifikation gfp
gfp_rev 5 -TTACTTGTACAGCTCGTCCA-3’
BglIl_for_A4V 5 -GAAGATCTATGGCCACGAAGGTCGTGTG-3" Amplifikation
(SOD1**/1)
Clal_for_A4V 5’ -CCATCGATATGGCCACGAAGGTCGTGTG-3" Amplifikation
(SOD1*%/2)

Tabelle 7: Linker Sequenzen

Bezeichnung

Sequenz

Linker Oligonukleotidsequenz

5 -GGTGGCGGCAGTGGCGGTGGCAGTGGCG
GTGGCACTGGCGGTGGCAGTGGCGGTGGC-3"

Linker Aminosduresequenz

NH,-GGG(S5GGG),TGGGSGGG-COOH

Schema eines 50 yl PCR-Ansatzes:

Schema eines 25 yl PCR-Ansatzes:

1 ul Oligo for (10 pmol)
1 ul Oligo rev (10 pmol)

1 pul dNTPs (10 mmol)

5 pl 10x Puffer (inkl. MgCl,)

0,5 pl Phusion Polymerase

10 - 50 ng DNA
ad. 50 pl ddH,0

0,5 pl Oligonukleotid for (10 pmol)

0,75 pl 50 mM MgCl,

0,1 pl Tag Polymerase

10 - 50 ng DNA
ad. 25 pl ddH,0

0,5 pl Oligonukleotid rev (10 pmol)
0,5 pl dNTPs (10 mmol)
2,5 pl 10x Puffer (ohne MgCl,)
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2.4.2. Agarose-Gelelektrophorese

Um das Vorhandensein und die GréBe von DNA-Fragmenten zu uUberprifen, wur-
den 5 pl PCR- oder Restriktions-Produkt mit 6x Probenpuffer vermischt und auf
ein vertikales 1,0-1,5 %-iges Agarosegel (Genterprise, Mainz) geladen. Als DNA-
Standard wurden 2,5 pl Massruler der Firma Fermentas (St. Leon-Rot) aufgetra-
gen. Die DNA wurde in einer mit 1x TBE geflllten Elektrophoresekammer bei
100 mA aufgetrennt, bis die Bromphenolblaufront des Probenpuffers zu ca. zwei
Dritteln das Gel passiert hatte. Das Gel wurde fur einige Minuten in ein Ethidium-
bromid-Farbebad gelegt, so dass die den interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff
Ethidiumbromid enthaltende DNA unter UV-Licht sichtbar gemacht und foto-

grafiert werden konnte.

1x TBE-Puffer:
10,8 g Tris

5,5 g Borsaure

4 ml 0,5 M NaEDTA
ad. 1 | ddH,0

6x Probenpuffer flir Agarose-Gelelektrophorese:
10 mM Tris-HCI pH 8,0

50 % [v/v] Ficoll

0,006 % [w/v] Bromphenolblau

2.4.3. Praparative Agarose-Gelelektrophorese

Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten wurden diese auf ein vertikales 1,0-
1,5 %-iges Agarosegel geladen und wie unter 2.4.2. beschrieben aufgetrennt.
Um Mutationen der DNA zu vermeiden, wurde flr die Visualisierung der zu extra-
hierenden Banden energiearmes UV-Licht der Wellenlange 366 nm verwendet.
Der die Ziel-DNA enthaltende Agarosebereich wurde mit einer Rasierklinge aus-
geschnitten und gewogen. AnschlieBend wurde die DNA mit dem Nucleo-
spinExtract Kit II der Firma Macherey-Nagel (Dliren) gemaB den Angaben des

Herstellers wiedergewonnen.
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2.4.4. Restriktion

Flr eine gerichtete Klonierung wurden sowohl der Zielvektor als auch die Insert-
DNA in einem Doppelverdau restringiert. Es wurden jeweils flr beide Enzyme
optimale Puffer und ggf. BSA verwendet. In einem 60 ul Restriktionsansatz wur-
den 5 pg DNA eingesetzt und bis zum vollstéandigen Verdau (1-2 h) bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurden die relevanten Banden durch praparative Gel-
elektrophorese (siehe 2.4.3.) wiedergewonnen und aufgereinigt. Fur Testrestrik-

tionen wurden 10 pl Restriktionsansatze verwendet.

Schema eines 60 ul Doppelrestriktions-Ansatzes:

1,5 pl Restriktionsenzym 1
1,5 pl Restriktionsenzym 2
6 ul Puffer

[0,6 ul BSA]

5 ug DNA

ad. 60 pl ddH,0

Schema eines 10 ul Doppelrestriktions-Ansatzes:

0,25 pl Restriktionsenzym 1
0,25 pl Restriktionsenzym 2
1 pl Puffer

[0,1 pl BSA]

50-500 ng DNA

ad. 10 pl ddH,0

2.4.5. Ligation

Um gerichtet restringierte Vektoren und Inserts zu ligieren, wurde das Rapid DNA
Ligation Kit von Roche (Mannheim) verwendet. Das Verhaltnis zwischen der DNA-
Menge des Vektors im Vergleich zur DNA-Menge des Inserts betrug 1:3. In einem
Gesamtvolumen von 20 pl wurden 10 pl 2x Ligationspuffer und 1 uyl T4-DNA-Li-

gase verwendet.
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2.4.6. Transformation

Zur Transformation von Bakterien mit Vektor-DNA wurde der 20 pl Ligationsan-
satz oder 100 ng Plasmid-DNA mit einem 50 pl Aliquot chemokompetenter E. coli
DH5a Bakterien (Invitrogen, Karlsruhe) vermischt und fir 20 min auf Eis inku-
biert. Danach wurde den Bakterien ein 30-sekiindiger Hitzeschock von 42°C ver-
setzt, wonach sie sofort zurtick auf Eis gestellt wurden. AnschlieBend wurden die
Bakterien flr 30 min bei 37°C in 1 ml LB-Medium geschwenkt, damit sie sich von
dem Transformationsstress erholen konnten. Zwischen 50 und 200 pl Bakterien-
suspension wurden auf antibiotikahaltigen Agarplatten ausgestrichen und uber
Nacht in einem 37°C-Brutschrank inkubiert. Am nachsten Tag wurden die ge-
wachsenen Klone mit Hilfe einer sterilen Pipettenspitze gepickt und in 4 ml anti-
biotikahaltiges LB-Medium uberfuhrt. Die Bakterienkulturen wurden ca. 16 h lang

in einem 37°C Schittelinkubator geschwenkt.

LB-Medium (pH 7,5):

1 % [w/v] Bacto-Trypton
0,5 % [w/v] Hefeextrakt
1 % [w/v] NaCl

autoklavieren

LB-Agar:

1 % [w/v] Bacto-Trypton
0,5 % [w/v] Hefeextrakt
1 % [w/v] NaCl

1,5 % [w/v] Bacto-Agar

autoklavieren

2.4.7. Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Um aus Bakterienkulturen Plasmid-DNA zu isolieren wurden Plasmidpraparatio-
nen nach dem Prinzip der alkalischen Lyse (BIRNBOIM and DoLy 1979) durchge-
fihrt. Fur die Plasmidpréparation von 4 ml Ubernachtkulturen (siehe 2.4.6.) wur-
de das NucleoSpin Plasmid Kit der Firma Macherey-Nagel (Diren) verwendet. Flr

die Mikroinjektion von C. elegans (siehe 2.5.4.) wurden Plasmidpraparationen
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mit hoher Reinheit bendtigt. Deshalb wurde flir die Praparation der C. elegans-
Expressionsvektoren das GenElute HP Plasmid Midiprep Kit der Firma Sigma-Al-
drich (Deisenhofen) benutzt. Die Plasmidpraparation im groBen MaBstab (200 ml
Ansatz) wurde anhand des JetStar Maxi Kits der Firma Genomed (Bad Oeyn-
hausen) durchgeftihrt. Alle Kits wurden gemaB den Angaben der Vertreiber ver-
wendet. Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde photometrisch bei einer
Wellenldnge von 260 nm bestimmt. Bei einer Midipraparation betrug sie norma-
lerweise zwischen 300 und 600 ng/ul, wohingegen die Ausbeute einer Maxiprapa-

ration zwischen 3 und 6 ug/ul lag.

2.4.8. Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen

Zur RNA-Extraktion wurde das Total RNA Isolation Kit der Firma Macherey-Nagel
(Dliren) gemaB den Angaben des Herstellers verwendet. Die Extinktion der ge-
wonnenen RNA wurde photometrisch bei 260 nm bestimmt, woraus die RNA-
Konzentration anhand des Lambert-Beer schen Gesetzes berechnet wurde. Die
Reinheit der RNA wurde anhand des Quotienten der Extinktionen bei 260 und

280 nm bestimmt. Bei reiner RNA betrug der Quotient zwischen 1,7 und 2,1.

2.4.9. cDNA-Synthese

Fir die cDNA-Synthese wurde das Omniscript RT PCR Kit der Firma Qiagen

gemaB den Angaben des Herstellers verwendet. Es wurden jeweils 2 pg RNA ein-

gesetzt.

2.4.10. DNA-Sequenzanalyse

Die Sequenzierungen wurden von der Firma Genterprise (Mainz) durchgeflthrt.

AnschlieBend wurden die Sequenzrohdaten anhand des Programms Chromas edi-

tiert. Alignments wurden mit dem Programm Clone Manager 7 (Sci Ed Software)

erstellt.
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2.5. C. elegans Methoden

2.5.1. Kultivierung von C. elegans

Der Nematode C. elegans wurde in einem klimatisierten Brutschrank bei 20°C
auf NGM (Nematode Growth Medium)-Agarplatten kultiviert. Es wurden Agar-
platten verwendet, auf denen ein Bakterienrasen des Stammes E. coli HB101,
ausgesat war. Zur Kultivierung wurden einige Nematoden mit einem abge-
flammten Platindraht auf eine frische NGM-Agarplatte transferiert, bevor der
Bakterienrasen komplett verbraucht war. NGM-Agarplatten wurden unter sterilen
Bedingungen gegossen, wobei 4,5 ml Agar auf 35 mm Petrischalen und 11,5 ml
Agar auf 60 mm Petrischalen gegeben wurde. Sobald die Agarplatten nach ca.
16 h vollstandig getrocknet waren, wurden sie mit bakteriellen Starterkulturen

beimpft.

1 M PPB (ph 6,0 mit 10 N KOH):
0,72 M KH,PO,
0,28 M K,HPO,

NGM-Agarplatten:

0,3 % [w/v] NaCl

0,25 % [w/v] Bacto-Pepton

1,6 % [w/v] Bacto-Agar

Autoklavieren und auf 60°C abkthlen lassen
25 mM PPB (pH 6,0)

1 mM CaCl,

1 mM MgSO,

200 pg/ml Uracil

500 pg/ml Cholesterol

100 pg/ml Streptomycin

2.5.2. Bakterielle Starterkulturen

Als Nahrungsquelle fur C. elegans dienten Uracil-auxotrophe E. coli HB101, so

dass die Bakterien ausschlieBlich auf dem Uracil-supplementierten NGM-Agar
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wachsen konnten. Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden die Bakterien
stets frisch angesetzt. Eine bakterielle Dauerkultur wurde auf einer LB-Strepto-
mycin-Agarplatte ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Am nachsten
Tag wurde ein Klon in einen sterilen, 100 ml LB-Streptomycin-Medium enthalten-
den, Erlenmeyerkolben Uberflihrt und flr ca. 16 h bei 37°C in einen Brutschrank
gestellt. AnschlieBend wurde die Bakteriensuspension auf NGM-Agarplatten
pipettiert, wobei auf die 35 mm Agarplatten 150 pl und auf die 60 mm Agar-
platten 350 ul Bakteriensuspension gegeben wurden. Die Bakteriensuspension
wurde so auf den NGM-Agarplatten verteilt, dass der Randbereich des Agars bak-
terienfrei war. AnschlieBend wurden die Platten fur 48 h getrocknet und bis zu

vier Wochen bei 4°C gelagert.

2.5.3. Konservierung von C. elegans

Da C. elegans unter Stressbedingungen (wie Nahrungsmangel) im L2-Stadium
widerstandsfahige Dauerlarven entwickelt, ist es mdglich, gehungerte Nema-
toden zur langfristigen Aufbewahrung einzufrieren. Es wurden drei 60 mm Scha-
len gehungerter Nematoden mit 1 ml M9-Puffer nacheinander von den NGM-
Agarplatten gespult und in einem 1,8 ml Gefrierrohrchen auf Eis mit 1 ml
C. elegans Einfriermedium (SuLSTON et al., 1974) vermischt. Um eine ungleich-
maBige Sedimentation der Nematoden zu vermeiden, wurden die Gefrierréhrchen
bis zum vollstandigen Durchfrieren vertikal bei -80°C gelagert; danach konnten
sie senkrecht bei -80°C oder in flissigem Stickstoff flir unbegrenzte Zeit gelagert

werden.

10x M9-Puffer:

6 % [w/v] Na,HPO,4, Anhydrat
3 % [w/v] KH,PO,4, Anhydrat
1 % [w/v] NH4CI

0,5 % [w/v] NaCl

autoklavieren
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2x C. elegans Einfriermedium:
100 mM NaCl

50 mM PPB (pH6,0)

30 % [v/v] Glycerol

0,3 mM MgSO,

sterilfiltrieren

2.5.4. Mikroinjektion von DNA in C. elegans

Zur Herstellung transgener C. elegans wurden verschiedene DNA-Konstrukte in
die Gonaden von L4-Larven des Wildtypstammes N2 mikroinjiziert (FIRE 1986).
Um transgene Nematoden identifizieren zu kdénnen, wurde eine Co-Injektion des
DNA-Konstrukts mit dem Markerkonstrukt pRF4 (rol6 [su1006dm]) durchgeflhrt,
so dass transgene Nachkommen kein Kollagen synthetisieren konnten und
deshalb den Roller-Phanotyp zeigten. Beide Plasmide wurden in aquimolaren
Mengen eingesetzt (jeweils 60 ng), nachdem sie zur Sedimentierung grober Par-
tikel, die die Injektionsnadel verstopfen kdénnten, bei 15500 g abzentrifugiert
worden waren. FlUr die Injektion wurden dinne 3 %-ige Agarosepads auf
Objekttragern vorbereitet, auf denen die L4-Larven in einem Tropfen Halo-
carbondl fixiert wurden. Nach der Co-Injektion der Plasmide in die Gonaden
wurden die Nematoden mit 1x M9-Puffer von dem Agarosepad gelést und auf
35 mm NGM-Platten transferiert. Die F1-Nachkommen wurden anhand des
Roller-Phanotyps selektiert und vereinzelt. Ca. 10 % der F1-Nachkommen ver-
erbten die in die Parentalgeneration injizierte DNA als extrachromosomale DNA-
Elemente an die F2-Generation weiter und bildeten somit stabile extrachromo-
somale Linien. Die Penetranz der extrachromosomalen Vererbung war bei jeder
Linie konstant und betrug zwischen 10 % und 90 % (MELLO and FIRE 1995).

2.5.5. Generierung von stabil integrierten Linien

Um extrachromosomal vorliegende Plasmide stabil in C. elegans zu integrieren,
wurden 60 L4-Larven auf eine bakterienfreie NGM-Platte transferiert. An-
schlieBend wurde die Platte ohne Deckel in einem UV-Crosslinker mit 300 J/m?
UV-Licht der Wellenlange 254 nm bestrahlt. Die F1-Generation der bestrahlten
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Nematoden wurde vereinzelt und anhand der Frequenz der rol6-transgenen Tiere

selektiert.

2.5.6. Generierung mannlicher C. elegans

Um mannliche C. elegans zu erhalten, wurden L4-Larven einem sechsstiindigen
Hitzeschock von 30°C ausgesetzt. AnschlieBend wurden die Nematoden wieder
bei 20°C in Kultur genommen. Die Frequenz mannlicher Nematoden, die anhand
einer schaufelférmigen Struktur am Schwanzende identifiziert wurden, stieg
durch den Hitzeschock auf ca. 5 % an. AnschlieBend wurden die mannlichen Ne-
matoden isoliert und mit Hermaphroditen verpaart (siehe 2.5.7.), was in einem

Manneranteil des Nachwuchses von 50 % resultierte.

2.5.7. Verpaarung von C. elegans

Um UV-bedingte Schaden zu reduzieren, wurden die mit UV-Licht bestrahlten
C. elegans Hermaphroditen mindestens zweimal mit mannlichen C. elegans aus-
gekreuzt. Hierfir wurden NGM-Agarplatten verwendet, auf denen lediglich ein
Trépfchen E. coli HB101 ausgesat war, so dass alle sich auf der Platte befinden-
den Nematoden mit hoher Wahrscheinlichkeit in dieser Region aufeinandertrafen.
Es wurde jeweils eine bestrahlte L4-Hermaphrodite mit vier bis sechs mannlichen
C. elegans zusammengesetzt. Eine erfolgreiche Verpaarung zeigte sich in einem

hohen Anteil (ca. 50 %) mannlicher Nachkommen.

2.5.8. Proteinextraktion

Fur die Proteinextraktion wurden Mischkulturen nicht gehungerter Nematoden
mit M9-Puffer von finf 60 mm Kulturschalen gespult und fir 1 min bei 3000 g
abzentrifugiert. Der die Bakterien enthaltende Uberstand wurde abgesaugt und
die pelletierten Nematoden wurden in 1x PBS-Lysispuffer oder in 1x SDS-Lysis-
puffer (siehe 2.3.1.) resuspendiert. AnschlieBend wurden die Extrakte 4x soni-

fiziert. FUr eine Fraktionierung von C. elegans wurde analog zu 2.3.1. verfahren.
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2.5.9. SOD1-Aktivitatsassay

Der SOD1-Aktivitatsassay wurde groBtenteils wie unter 2.3.8. beschrieben
durchgefiihrt. Anstatt des Komplettlysates wurden jedoch ca. 60 ug der U-Frak-
tion auf ein 6 %-iges natives PAGE-Gel geladen und bei 30 V fir 17 h laufen

gelassen.

2.5.10. Bewegungsassay

Um das Bewegungsvermdgen transgener Nematoden zu untersuchen, wurden
L4-Larven in einen Tropfen M9-Puffer Uberfihrt. Nach einmindtiger Regenera-

tionsphase wurden flir 30 s alle Ausschldage der Nematoden gezahlt.

2.5.11. Paraquat Uberlebensassay

Als Induktor flr oxidativen Stress wurde das Herbizid Paraquat in Konzentratio-
nen von 2,5 mM und 5 mM verwendet. Je 20 L4-Larven wurden auf bakterien-
und 0,1 mg/ml 5-fluorodeoxyuridine (FUDR)-haltigen Paraquat- oder Kontroll-
NGM-Platten Uberfiihrt und bei 20°C kultiviert. Das Uberleben der Nematoden
wurde alle 24 h Uberprift, indem anhand eines Platindrahtes ein leichter Druck
auf die Wirmer ausgeubt wurde. Nematoden, die nicht auf den Druck reagierten,
wurden als tot bewertet. Unauffindbare oder mechanisch verletzte Wirmer wur-

den aus der Statistik entfernt.

2.5.12. Bestimmung der Lebensspanne

Fir die Lebenszeitbestimmung wurden mindestens 20 L4-Larven pro Linie auf
eine bakterienhaltige NGM-Platte gesetzt. Wahrend der reproduktiven Phase
wurden die Nematoden jeden Tag auf eine frische NGM-Platte transferiert, nach
der reproduktiven Phase wurde alle drei Tage die NGM-Platte erneuert. Das
Uberleben der Nematoden wurde alle 24 h (berpriift, indem anhand eines

Platindrahtes ein leichter Druck auf die Wirmer ausgelbt wurde. Nematoden, die
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nicht auf den Druck reagierten, wurden als tot bewertet. Unauffindbare oder

mechanisch verletzte Wirmer wurden aus der Statistik entfernt.
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3. Ergebnisse

3.1. Generierung und Charakterisierung von SOD1-Monomer-

konstrukten

Zur Untersuchung der Pathomechanismen, die den selektiven Zelltod von Neuro-
nen in ALS1-Patienten zur Folge haben, wurden eukaryotische Expressions-
vektoren mit unterschiedlichen punktmutierten SOD1-cDNAs generiert. Neben
zwei Wildtyp-ahnlichen Mutationen, die sich in den pB-Faltblattern befinden
(hSOD1%*"R und hSOD1%%**), wurde eine Mutation, die in der Ndhe des aktiven
Zentrums liegt und folglich zu einem Aktivitatsverlust der Untereinheit fuhrt
(hSOD1%8°R), sowie eine Mutation, die sich an der Dimerisierungsdoméne be-
findet (hSOD1*), ausgewéhlt. Zur besseren Visualisierung der Fusionsproteine
und zur Untersuchung des Aggregationsverhaltens der verschiedenen hSOD1™*
wurden die cDNAs in den pEGFP-N1 Vektor und in den pDsRed2-N1 Vektor

kloniert, die jeweils ein Grin- bzw. Rot-fluoreszierendes Protein codierten.

3.1.1. Generierung von SOD1-Monomerkonstrukten

Zur Generierung von SOD1-Monomerkonstrukten wurden die entsprechenden
SOD1™t- oder SOD1""-cDNAs mittels PCR amplifiziert. Die cDNAs fiir hSOD1"7,
hSOD1%*"R, hSOD1%®*f und hSOD1%** waren bereits in den pTRE2 Vektor der
Firma Clontech kloniert worden. Sie wurden mit Oligonukleotiden amplifiziert, an
die die Schnittstellen der Restriktionsenzyme BgIII und EcoRI angehangt waren.
Die DNA-Sequenz fiir hSOD1** wurde anhand eines Oligonukleotids gewonnen,
das zusatzlich zu der BgllI-Restriktionssequenz einen Basenaustausch am 14.
Nukleotid (Cytosin => Thymin) der hSOD1-Sequenz enthielt. Anhand dieses
Oligonukleotids wurde eine PCR mit der hSOD1%-cDNA durchgefiihrt, die in
einem hSOD1**-Amplifikat resultierte. Fir die Generierung der msSOD1%"-cDNA
wurde aus der murinen Zelllinie HT22 RNA extrahiert und revers transkribiert.
Anhand der entstandenen cDNA wurde mssodl mittels PCR mit Oligonukleotiden
amplifiziert, die ebenfalls Uberhangende Schnittstellen flr die Restriktionsenzyme

BglII und EcoRI hatten. Damit die SOD1-cDNAs im gleichen Leserahmen wie
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Abbildung 8: Schematische Darstel- Boltt BeoR STPP
lung der SOD1-Monomerkonstrukte A hSOD1
Die hSOD1-cDNAs (lila) wurden unter De-
letion des Stopcodons im Leserahmen des
DsRed2 (rot) bzw. des eGFP (griin) lber Bgl1I EcoRI STOP
die BglII- und die EcoRI-Restriktions-
schnittstelle in den pDsRed2-N1 (A) bzw.  B. hsSOD1 eGFP
in den pEGFP-N1 (B) Vektor kloniert. Um
unfusionierte hSOD1"" zu generieren wur-
de ein Stopcodon in das reverse Oligonuk- BolIl STOP/EcoRI
leotid eingebaut (C).
C. hSOD1WT eGFP

das eGFP bzw. das DsRed2 waren, wurde in das reverse Oligonukleotid ein zu-
satzliches Nukleotid eingebaut. AuBerdem wurde das Stopcodon der hSOD1-
cDNA deletiert, um die Fusion der beiden Proteine zu ermdglichen (Abbildung 8A
& B). Konstrukte, die auf Proteinebene nicht mit eGFP oder DsRed2 fusionieren
sollten, wurden mit Oligonukleotiden amplifiziert, die das Stopcodon enthielten
(Abbildung 8C). Die Amplifikate mit den angehangten Restriktionsschnittstellen
wurden mit BgIII und EcoRI restringiert und in die gleichermaBen restringierten
Expressionsvektoren pEGFP-N1 bzw. pDsRed2-N1 kloniert. AbschlieBend wurde

die Nukleotidabfolge der Konstrukte mittels einer Sequenzierung verifiziert.

3.1.2. Charakterisierung transient in HEK 293T-Zellen exprimierter

hSOD1®fP-Fusionsproteine

Zunachst musste dberprift werden, ob die SOD1-Fusionsproteine trotz des
eGFPs korrekt gefaltet und somit in der Lage waren, zu dimerisieren und die flr
die SOD1Y" typische Dismutase-Reaktion zu katalysieren. Hierfiir wurden
hSODlWT-eGFP’ hSOD1G37R-eGFP, hSODlGSSR-eGFP, hSOD1%%3A¢GP | |nd hSOD1A4V-eGFP,
sowie eGFP (Mock®™) transient in HEK 293T-Zellen exprimiert. Mit nativen Kom-
plettlysaten dieser Zellen wurde die Dismutaseaktivitdat anhand eines Aktivitats-
assays bestimmt (Abbildung 9A). Dabei wurde gezeigt, dass hSOD1"T ¢,

hSOD1%3"R ¢ ynd hSOD1%934 " ejnerseits aktive Homodimere bildeten, und
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Abbildung 9: Transient transfizierte hSOD1°¢fP-Fusionskonstrukte zeigen eine
spezifische Dismutaseaktivitit

SOD1-Aktivitatsassay und Immunblot von Extrakten transient transfizierter HEK 293T-
Zellen. Je 30 pg Komplettlysat der Zellen wurden auf ein 15 %-iges SOD1-Aktivitatsgel
und je 15 pg Komplettlysat wurden auf ein 12 %-iges SDS-PAGE-Gel geladen. Die
Immundetektion der Fusionsproteine und der als Ladekontrolle benutzten endogenen
hSOD1Y" erfolgte anhand eines SOD1-Antikérpers. (A) Einzeltransfektion von hSOD1°¢™,
(B) Co-Transfektion von hSOD1°¢"" mit hSOD1"T.

sich andererseits mit der endogenen HEK 293T-hSODY' zu aktiven Heterodime-
ren zusammensetzen konnten (Abbildung 9A, Spur 2, 3 und 5). Wahrend sowohl
die Homo- als auch die Heterodimere von hSOD1%¢¢" (Abbildung 9A, Spur 2)
und hSOD1%%34¢GF? (Abbildung 9A, Spur 5) sehr dhnliche Laufhdhen in Aktivitats-
gelen aufwiesen, liefen das hSOD1%7R*¢PP-hsOD1""-Heterodimer und das
hSOD1%37ReFP_h5OD 137" ¢cFP_Homodimer vergleichsweise héher (Abbildung 9A,
Spur 3). Nach der Transfektion von hSOD1** wurde lediglich eine Aktivitéts-
bande, die in etwa die Laufhdhe der Heterodimerbanden hatte, detektiert. Die
aufgrund der in der Néhe des aktiven Zentrums gelegenen Mutation als inaktiv
beschriebene hSOD1%%R (BORCHELT et al. 1994) wies als hSOD168ReGFP.
hSOD1%%°**¢"P-Homodimer keine Aktivitat auf; als hSOD1%%°*¢¢"P-hSOD1"T-
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Heterodimer mit der endogenen HEK 293T-hSOD1"" konnte jedoch eine
(wenngleich schwache) Aktivitat detektiert werden (Abbildung 9A, Spur 4). Deut-
licher konnte diese Aktivitdt bei der Co-Expression des hSOD1%®R*FP_Fysions-
proteins mit hSOD1Y" gezeigt werden (Abbildung 9B, Spur 5). Durch die Co-
Expression mit hSOD1"" wurde auch bei hSOD1Y“Te¢" hSOD1%3"*<CF ynd
hSOD1%934 ¢ dije Heterodimer-Aktivitdtsbande verstarkt (Abbildung 9B, Spur 3,
4 und 6). Bei der Immundetektion der mittels SDS-PAGE aufgetrennten Fusions-
proteine konnte gezeigt werden, dass sie ein Molekulargewicht von ~50 kDa
aufwiesen (Abbildung 9A, unten), was sich aus ~20 kDa hSOD1 und ~27 kDa
eGFP zusammensetzt. Wie bereits fir hSOD1%®® beschrieben (BORCHELT et al.
1994), lief das hSOD1%8R¢¢FP_Fysijonsprotein (Abbildung 9A unten, Spur 4) in der
SDS-PAGE etwas weiter als die anderen Fusionsproteine. Mdglicherweise liegt
das an einer starkeren Entfaltung des Proteins, so dass mehr SDS gebunden
werden kann und das Protein somit von einem starker negativen Ladungsmantel
umgeben wird (HAYWARD et al. 2002). Die endogene hSOD1"" der HEK 293T-
Zellen wurde als Beladungskontrolle verwendet (Abbildung 9A & B). Da die
korrekte Beladung mit Kupfer- und Zinkionen, sowie die native Faltung der Fu-
sionsproteine anhand einer spezifischen Dismutaseaktivitat in Aktivitatsassays
gezeigt werden konnte, war es mdglich, die Fusionsproteine als Modellsystem zu
verwenden. Zuerst wurde die Expression der transient in HEK 293T transfizierten
Konstrukte (s. 0.) mittels fluoreszenzmikroskopischer Analyse untersucht. Bei
einer Anregung von 488 nm emittierte das eGFP ein griines Fluoreszenzsignal
(507 nm). In Zellen, die unfusioniertes eGFP exprimierten war eine homogene
grine Fluoreszenz des gesamten Zellkérpers zu erkennen. Da eGFP ein niedriges
Molekulargewicht hat (~27 kDa), kann es die Zellkernporen passieren, weshalb
auch der Zellkern eine griine Fluoreszenz aufwies (Abbildung 10A). Die SOD1°¢-
Konstrukte wurden sowohl wegen ihres hdheren Molekulargewichts von ~50 kDa,
als auch wegen der Dimerisierung mit anderen hSOD1-Untereinheiten sterisch an
der Passage der Zellkernporen gehindert. Deshalb wurde bei der Expression der
Fusionsproteine keine derartige Kernlokalisierung, sondern lediglich eine
cytosolische Fluoreszenz beobachtet. Zusatzlich zu dieser cytosolischen
Lokalisation traten bei allen hSOD1™" " perinukledre aggregatartige Strukturen
auf, die bei der hSOD1"*¢"-Transfektion (Abbildung 10B) nicht zu sehen waren
(Abbildung 10). Das Aggregationspotential der SOD1™“°“*P-Fusionsproteine
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A_ hSODlNOCk-EGFP B hSODlWT—eGFP

D. hSOD] G85R-eGFP Y

E. hSOD1G93A-eGFP F. hSOD1A4v-eGFp

Abbildung 10: Mutante hSOD1°¢"? induziert cytoplasmatische Proteinaggregate

Fluoreszenzmikroskopie transient transfizierter HEK 283T-Zellen. Mock®®"*- (A) und
hSOD1WT¢¢FP- (B) transfizierte Zellen bildeten keine Proteinaggregate aus. In hSOD1%37}
€GFP_ (C), hSOD1C8ReCFP_ (D), hSOD1%934¢CFP. (E) und hSOD1A*"P- (F) transfizierten
Zellen wurden kleine, kérnige Aggregate gebildet (Dreiecke).

konnte auch proteinbiochemisch nachgewiesen werden. Hierflir wurden Zellex-
trakte der transient transfizierten HEK 293T-Zellen durch eine differentielle Frak-
tionierung in eine PBS-l6sliche Uberstandsfraktion (U) und eine PBS-unldsliche
(jedoch SDS-l6sliche) Pelletfraktion (P) unterteilt (Abbildung 11A). Die beiden

Fraktionen waren klar voneinander abgegrenzt, was durch Immundetektionen
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Abbildung 11: Mutante hSOD1°¢*" haben ein erhéhtes Aggregationspotential

Differentielle Fraktionierung transient transfizierter HEK 293T-Zellen. Je 15 pg Uber-
stands (U)- bzw. Pelletfraktion (P) wurden auf ein 12 %-iges SDS-PAGE-Gel geladen. Die
Immundetektion der Fusionsproteine (A) und der endogenen hSOD1Y" (B) erfolgte an-
hand eines SOD1-Antikdrpers. Die korrekte Auftrennung in Uberstandsfraktion und
Pelletfraktion wurde durch Immundetektionen der endogenen hSOD1Y" (B) und des
Histons H3 (C) Uberprift. Die gegen die Gesamtproteinmenge normalisierten Protein-
banden wurden densitometrisch vermessen. Der durchschnittliche Quotient aus Pellet-
und Uberstandsfraktion wurde in einem Graphen dargestellt (D). (*) Uber den Balken
représentieren die statistische Signifikanz mit hSOD1V™¢"" w&hrend die (*) Uber der
Klammer die statistische Signifikanz zwischen den verschiedenen hSOD1™""%" darstellen
(hSOD]_WT-eGFP, hSOD1G37R-eGFPI hSOD 1 G93A-eGFP. n=7; hSOD 1 G85R-€GFP. n=6; hSOD 1A4V-€GFP.
n=3; Zweiseitiger t-Test *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005)

der endogenen hSOD1"", die sich ausschlieBlich in der Uberstandsfraktion befand
(Abbildung 11B), und von Histon H3, das nur in der Pelletfraktion lokalisiert war,
nachgewiesen werden konnte (Abbildung 11C). SOD1%" ist ein cytosolisches

Enzym, weshalb der iiberwiegende Teil von hSOD1""*"*" in der Uberstandsfrak-
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tion detektiert wurde. hSOD1™"¢F" war signifikant stérker in der Pelletfraktion
angereichert und es wurden zusatzlich hochmolekulare hSOD1-Strukturen detek-
tiert (Abbildung 11A). Das Aggregationspotential der verschiedenen hSOD1-
Formen wurde durch das Verhéaltnis zwischen Pelletfraktion und Uberstands-
fraktion nach densitometrischer Vermessung der Proteinbanden bestimmt
(Abbildung 11D). W&hrend dieses Verhéaltnis bei hSOD1%*¢" relativ niedrig war,
waren die Verhéltnisse bei den hSOD1™"*-Fusionsproteinen signifikant héher, wo-
bei hSOD1%8R<¢P mjt einem zehnmal so hohen Aggregationspotential wie
hSOD1"T %" das aggregationstréchtigste mutante Protein war. Die durchschnitt-
lichen Aggregationspotentiale fiir hSOD1%"?¢¢F" (~7x so hoch wie hSOD1WTe¢ ),
hSOD1%934¢¢" (n6x so hoch wie hSOD1%T¢¢") und hSOD1**V*¢"" (~7x so hoch
wie hSOD1""*¢"") waren etwas niedriger, aber doch signifikant erhéht im Ver-
gleich zu hSOD1WTe6FP,

Anhand der transienten Expression eGFP-fusionierter SOD1-Proteine in einer hu-
manen Zelllinie konnte gezeigt werden, dass sich aktive Heterodimere zwischen
allen untersuchten hSOD1™"*" und hSOD1"" bilden. Da eine spezifische Dismu-
taseaktivitdt aller Heterodimere und der meisten Homodimere nachgewiesen
werden konnte, wurde weder die korrekte Beladung mit Kupfer- und Zinkionen,
noch die Konformation der Proteine durch das fusionierte eGFP behindert. Ins-
besondere konnte gezeigt werden, dass auch inaktive hSOD1-Untereinheiten in

1WT

Form eines Heterodimers mit hSOD eine Dismutase-aktive SOD1-Spezies bil-

den kénnen. Fur jede Mutation konnte ein charakteristisches Aggregationsverhal-

ten nachgewiesen werden, das stets signifikant stérker war als das von hSOD1"",

3.1.3. Charakterisierung transient in HEK 293T-Zellen exprimierter

hSOD1PsRe42_Fysjonsproteine

Die SOD1°*****-Fusionsproteine hSOD1"TPe®2 hsQD1637kPsRed2 " hgQp S8R Dsked2
und hSOD16%3APsRed2 \wyrden analog zu den SOD1°¢-Konstrukten transient in
HEK 293T-Zellen exprimiert und anhand eines Aktivitatsassays ihre Dismutase-
aktivitat Gberpruft. Aufgrund der unterschiedlichen Struktur des DsRed2, das im
nativen Gel sehr viel langsamer lief als das eGFP, wurde jedoch ein niederpro-

zentigeres Aktivitatsgel verwendet, um die optimale Auftrennung der Proteinban-

57



Ergebnisse

den zu erreichen. Wie zuvor bei den hSOD1%¢"-Fusionsproteinen beschrieben,
wurden fiir hSOD1WTPsRed2 - hgQp1G37R-DsRed2 | ynd hSOD1693A DSR2 japeils zwei
Aktivitdtsbanden detektiert, die der Aktivitdt des hSOD1P**??-hSOD1P*f*?>-Homo-
dimers bzw. des hSOD1PsRe2-hSOD1""-Heterodimers entsprachen (Abbildung
12A). Das hSOD1¢8R-PsRed2_py sionsprotein zeigte keine homodimere Dismutase-
aktivitat; eine sehr schwache heterodimere Dismutaseaktivitat schien jedoch vor-
handen zu sein. Die SOD1P**®2-Fysionsproteine hatten ein Molekulargewicht von
~50 kDa, das sich aus dem Molekulargewicht der hSOD1 (~20 kDa) und dem
Molekulargewicht des DsRed2 (~29 kDa) zusammensetzt. Wie bereits unter
3.1.2. beschrieben, lief hSOD1685RPsRed2 qufgrund der starkeren Auffaltung im
SDS-PAGE-Gel etwas schneller (Abbildung 12B, Spur 4). Die fluoreszenzmikros-
kopische Untersuchung der transient transfizierten HEK 293T-Zellen fand bei
einer Anregung von 558 nm und einer Emission von 583 nm statt, was den
Fusionsproteinen eine rote Fluoreszenz verlieh. Zusatzlich zu einer cytoplas-

matischen Fluoreszenz traten sowohl bei hSOD1WTPsRed2 7|5 auch bei den

Abbildung 12: Transient exprimierte
hsSOD1PsRe92_Fysionsproteine  zeigen
eine spezifische Dismutaseaktivitat

SOD1-Aktivitatsassay und Immunblot von :
Extrakten transient transfizierter HEK ‘ - @@
293T-Zellen. Je 30 upg Komplettlysat der

Zellen wurden auf ein 7,5 %-iges SOD1-
Aktivitatsgel (A) und je 15 ug Komplettly-
sat wurden auf ein 12 %-iges SDS-PAGE-
Gel geladen (B). Die Immundetektion der
Fusionsproteine (B) und der als Lade-
kontrolle benutzten endogenen hSOD1"7"

(C) erfolgte anhand eines SOD1-Anti-
koérpers. C.

hSOD 1 DsRed?2

— - —— wme| NSOD1WT
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A. hsOD1wT- DsRed2

>

C. hSOD1 G37R-DsRed2 D. hSOD1 G85R-DsRed2

E_ hSOD1G93A*DSREd2 F hSODlA‘lv,DSRedZ

Abbildung 13: Mutante hSOD1P"5?®92 jnduziert cytoplasmatische Proteinaggregate

Fluoreszenzmikroskopie transient transfizierter HEK 283T-Zellen. Fluoreszenzmikro-
skopische Aufnahmen zeigten nach Transfektion von hSOD1YTPsRed2 @aine cyto-
plasmatische Fluoreszenz und einige sehr hell leuchtende spharische Strukturen (Pfeile;
A & B). Da die Menge dieser globuldaren Strukturen durch Co-Expression unfusionierter
hSOD1"" stark verringert wurde (B), handelt es sich wahrscheinlich um ein Uberex-
pressionsartefakt. Zellen, die mit hSOD1MtPsRed2 transfiziert wurden, wiesen zusétzlich
zu diesen globularen Strukturen (Pfeile) kérnige aggregatartige Strukturen auf (Dreiecke;
C-F).

hSOD1™UPsRed2_Fysionsproteinen aggregatartige Strukturen auf. Diese Strukturen
konnten in zwei Aggregatformen differenziert werden: Bei hSOD1"TPsRed2 traten

ausschlieBlich groBe, sphérische Aggregate auf, wahrend die hSOD1™ " Red2-Fy-
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sionsproteine zusatzlich zu diesen spharischen Aggregaten zahlreiche kleinere,
kérnige Aggregate ausbildeten (Abbildung 13). Diese kleineren Aggregate waren
mit den Aggregaten der hSOD1™"“*¢FP-Fusionsproteine (s. 0.) vergleichbar und
wurden deshalb als hSOD1-spezifisch betrachtet. Bei den groBen, sphéarischen
Aggregaten handelte es sich wahrscheinlich um ein DsRed2-Artefakt, da DsRed2
bekanntermaBen eine Tendenz zu unspezifischer Aggregatbildung besitzt (BEVIS
and GLIck 2002). Diese These wird dadurch unterstltzt, dass die Co-Transfektion
von hSOD1"TPsRed2 mijt hSOD1YT zu einer deutlichen Reduktion der sphérischen
Aggregate fuhrte (Abbildung 13B). Weiteren Aufschluss Uber die Spezifitat der
Aggregate ergab die proteinbiochemische Fraktionierung der Proteinextrakte der
transfizierten Zellen. Trotz der groBen, spharischen Aggregate befand sich
hSOD1WTPsRed2 grBtenteils in der Idslichen Fraktion, wohingegen die hSOD1™*"
DsRed2_Fysionsproteine, die zusatzlich die kleinen, kérnigen Aggregate aufwiesen,
sehr stark in der Pelletfraktion angereichert waren (Abbildung 14A). Auch hoch-
molekulare SOD1-Spezies waren lediglich in den Pelletfraktionen detektierbar,
die hSOD1™Psred2_Fysionsproteine enthielten. Die im Vergleich zum eGFP stérke-
re Tendenz des DsRed2 zu aggregieren wurde anhand der Werte des Verhalt-
nisses zwischen Pelletfraktion und Uberstandsfraktion der DsRed2-Fusionspro-
teine deutlich (Abbildung 14D). Wahrend bei den eGFP-Fusionsproteinen ver-
glichen mit hSOD1""*¢"" ein etwa zehnfach erhéhtes Aggregationspotential von
hSOD1¢85R¢¢F" gemessen werden konnte (siehe 3.1.2.; Abbildung 11), ergab die

1G85R-DsRed2 ain 2 7x erhohtes

Auswertung der DsRed2-Fusionsproteine fir hSOD
Aggregationspotential als hSOD1"™PsRed2  Dje Aggregationspotentiale fiir
hSOD1637R-DsRed2 (1 0x hoher als hSOD1WTPsRed2) ynd hSOD1693APsRed2 (8% hoher

als hSOD1WTPsRed2y \waren wieder signifikant niedriger als das von hSOD1¢%*
DsRed2

Wie zuvor fiir die eGFP-fusionierten hSOD1™" beschrieben, konnte auch mit
DsRed2-fusionierten hSOD1™*" nach transienter Expression in humanen Zellen
eine spezifische Dismutaseaktivitat der mutant-wildtypischen Heterodimere nach-
gewiesen werden. Beim Vergleich der Daten der hSOD1%°""- und der hSOD1PsRe%.-
Fusionsproteine wird deutlich, dass die jeweilige Aggregationstendenz von
hSOD1"" und den hSOD1™"-Proteinen - trotz eines erhéhten Aggregationspoten-
tials von DsRed2 - sowohl bei den eGFP- als auch bei den DsRed2-
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Abbildung 14: Mutante hSOD1"°*¢92 haben ein erhéhtes Aggregationspotential

Differentielle Fraktionierung transient transfizierter HEK 293T-Zellen. Je 15 pg Uber-
stands- (U) bzw. Pelletfraktion (P) wurden auf ein 12 %-iges SDS-PAGE-Gel geladen. Die
Immundetektion der Fusionsproteine (A) und der endogenen hSOD1"" (B) erfolgte
anhand eines SOD1-Antikérpers. Die korrekte Auftrennung in Uberstandsfraktion und
Pelletfraktion wurde durch Immundetektionen der endogenen hSOD1%" (B) und des
Histons H3 (C) Uberprift. Die gegen die Gesamtproteinmenge normalisierten Protein-
banden wurden densitometrisch vermessen. Der durchschnittliche Quotient aus Pellet-
und Uberstandsfraktion +SEM aus drei unabhdngigen Experimenten wurde in einem
Graphen dargestellt (D). (*) tUber den Balken reprasentieren die statistische Signifikanz
mit hSOD1WTPsRed2  \wshrend die (*) Uber der Klammer die statistische Signifikanz
zwischen den verschiedenen hSOD1™UtPRed2 darstellen (Zweiseitiger t-Test **p<0,01;
***p<0,005).

Fusionsproteinen vergleichbar war: Wéhrend die hSOD1""-Fusionsproteine nahe-
zu keine Aggregationstendenz aufwiesen, konnte eine spezifische Aggregation
der mutanten hSOD1 nachgewiesen werden. Das groéBte Aggregationspotential
hatte hSOD1%%°R, gefolgt von hSOD1%’R und hSOD1%°%*,
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3.1.4. hSOD1WTPsRed2 st npicht in hSOD1™M"FP_abhangigen Aggregaten

enthalten

Um zu untersuchen, ob hSOD1"" in den durch hSOD1™" entstandenen Aggrega-
ten enthalten war, wurden hSOD1°¢""- und hSOD1P***?2-Fysionsproteine transient
in HEK 293T-Zellen co-exprimiert. Bei der Expression von DsRed2-gekoppelten
hSOD1-Fusionsproteinen wurde zuvor demonstriert, dass groBe, spharische,
unspezifische Aggregate auftraten. Um zu vermeiden, dass diese Artefakte mit
den spezifischen, kérnigen, kleinen durch hSOD1™" entstehenden Aggregaten
verwechselt werden, wurden fir die Expression von hSOD1™* bevorzugt eGFP-
gekoppelte Proteine verwendet. Da hSOD1"'PsRed? keine spezifischen kérnigen
Aggregate ausbildete, war es mdglich, DsRed2-gekoppelte hSOD1"" fiir die Co-
Expression mit hSOD1™"¢F" zy verwenden. Lediglich fiir die Positivkontrolle,
also fur die Co-Expression zweier gleicher mutanter hSOD1-Proteine wurden
neben den eGFP-gekoppelten hSOD1™" die DsRed-markierten Varianten benutzt.
Bei der fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der Co-Transfektion von
hSODlWT-DSRedZ mlt hSODlWT-eGFP, hSOD1G37R-eGFP, hSODlGSSR-eGFP Und hSOD1G93A-
eGF? wiesen zahlreiche Zellen jeweils beide Fusionsproteine auf. Bei der Co-
Expression von hSOD1WTPsRedZ mjt hSOD1"T*¢" wurden keine Aggregate
gebildet, beide Fusionsproteine zeigten eine homogene cytosplasmatische Loka-
lisation (Abbildung 15A & B). Interessanterweise wurden nach der Co-Trans-
fektion von hSOD1WTPsRed2 mit hSOD1M""*"" in Regionen, wo die hSOD1Mu:e6FP.
Fusionsproteine die oben beschriebenen, kérnigen Aggregate bildeten, im grinen
Fluoreszenzkanal keine Aggregate beobachtet (Abbildung 15C & D; Abbildung
16A &B, E & F). Vielmehr waren dort zumeist Aussparungen der Fluoreszenz, was
darauf hindeutet, das hSOD1"" nicht am Aggregationsprozess beteiligt war bzw.
nicht mit in die Aggregate eingeschlossen wurde. Auch dort, wo keine Aus-
sparungen zu sehen waren, sondern die Zellen im roten Kanal homogen
hSOD1WTPsRed2 exprimierten, handelte es sich nicht um eine Co-Aggregation von
hsSOD1"" mit hSOD1™*, was anhand der Positivkontrolle deutlich wurde. Als
Positivkontrolle wurden Co-Transfektionen der verschiedenen hSOD1MUteGmP.
Konstrukte mit den hSOD1™tPsRed2_Konstrukten durchgefiihrt (Abbildung
15E & F; Abbildung 16C & D, G & H), wobei sich eine Co-Aggregation sehr klar
anhand von intensiven aggregatartigen Strukturen in beiden Fluoreszenzkanalen

manifestierte.
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A hSODlWT-eGFP B. hSODlWT-DSRed2

C. hSOD1G37R-eGFP

>
F. hSOD1G37R-DsRed2

Abbildung 15: hSOD1WT-PsRed2 jgt nicht in hSOD1%3*7R°6FP_proteinaggregaten ent-
halten

Fluoreszenzmikroskopie transient transfizierter HEK 283T-Zellen. Konfokale fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahmen der Co-Expression von hSOD1WT¢¢f mit hSQD1WTPsRed2
zeigten sowohl im grinen (A) als auch im roten (B) Kanal eine cytoplasmatische
Fluoreszenz ohne aggregatartige Strukturen. Bei der Co-Expression von hSQD1¢37R-¢GFP
mit hSOD1"TPsRed2 wyrden im griinen Kanal Zellen detektiert, die kérnige aggregatartige
Strukturen aufwiesen (C), wahrend diese Strukturen nicht im roten Kanal co-lokalisierten
(Dreiecke; D). Bei der Co-Expression von hSOD1G37R-¢CFP mit hSOD1G37R-DsRed2 \yyrden
kérnige Aggregate beobachtet, die in beiden Fluoreszenzkandlen co-lokalisierten
(Dreiecke; E & F). GréBenbalken = 5 pM.
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A hSODlGSSR-eGFP B. hSODlWT-DSRedZ

C_ hSODlGSSR-eGFP D hSODlGSSR_DSRedz

Abbildung 16: hSOD1WTPsRed2 gt nicht in hSOD1%8%R<SFP_proteinaggregaten
enthalten

Fluoreszenzmikroskopie transient transfizierter HEK 283T-Zellen. Bei konfokalen fluores-
zenzmikroskopischen Aufnahmen der Co-Expression von hSOD18R¢FP mit hsoD1"™
DsRed2 wurden im grilnen Kanal Zellen detektiert, die kdrnige aggregatartige Strukturen
aufwiesen (A), wahrend diese Strukturen nicht im roten Kanal co-lokalisierten (Dreiecke;
B). Bei der Co-Expression von hSOD1%8%R¢CFP mit hSQD168RDsRed2 \yyrden kérnige
Aggregate beobachtet, die in beiden Fluoreszenzkanadlen co-lokalisierten (Dreiecke;
C & D). GroBenbalken = 5 pM.

Anhand transienter Co-Expression von hSOD1"TPsRe%2 mit hSOD1™* " konnte
hier gezeigt werden, dass hSOD1"" nicht mit hSOD1™" co-aggregiert. In Positiv-
kontrollen wurden eGFP- und Dsred2-fusionierte hSOD1™" co-exprimiert, um zu
demonstrieren, dass eine Co-Expression der beiden mutanten Fusionsproteine

potentiell in einer Co-Aggregation resultierte.
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A_ hSOD1G93A*eGFP | 2 B hSODlWT,DSRedZ >

C. hSOD1G93A-eGFP D. hSOD1 G93A-DsRed2

Abbildung 17: hSOD1WTPsRed2 gt nicht in hSOD1%°3A<¢FP_proteinaggregaten
enthalten

Fluoreszenzmikroskopie transient transfizierter HEK 283T-Zellen. Bei konfokalen fluo-
reszenzmikroskopischen Aufnahmen der Co-Expression von hSOD1¢%3A¢¢F" mjt hsoD1"™
DsRed2 \yurden im griinen Kanal Zellen detektiert, die kérnige aggregatartige Strukturen
aufwiesen (A), wahrend diese Strukturen nicht im roten Kanal co-lokalisierten (Dreiecke;
B). Nach der Co-Expression von hSOD1C6%3#¢SFP mijt hSOD16%3APsRed2 \yyrden kérnige
Aggregate beobachtet, die in beiden Fluoreszenzkandlen co-lokalisierten (Dreiecke;
C & D). GroBenbalken = 5 pM.

3.1.5. Murine und humane SOD1%"T bilden Dismutase-aktive Dimere

Um zu untersuchen, ob msSOD1"" und hSOD1"" miteinander funktionell aktive
Dimere bilden kénnen, wurde msSOD1"™*" in HEK 293T-Zellen transient expri-
miert und die Zellextrakte auf ein SOD1-Aktivitatsgel geladen. Wahrend bei der
Mock®®"P-Transfektion lediglich die endogene hSOD1"'-Aktivitdtsbande detektiert
wurde (Abbildung 18A, Spur 1), konnte bei der Transfektion von msSOD1WT ¢
sowohl eine msSOD1YT*¢"-hsOD1""-Heterodimerbande als auch eine
msSOD 1Y P-msSOD1¥*¢"P-Homodimerbande detektiert werden (Abbildung
18A, Spur 2). Die endogene hSOD1Y“'-Aktivitdtsbande war im Vergleich zu
keGFP

Moc

unten). Durch eine Co-Transfektion von msSOD1% ¢ mit hSOD1"" konnte die

reduziert, obwohl die Expressionsspiegel gleich blieben (Abbildung 18C,
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msSOD1"T*¢"P-hSsOD 1" -Heterodimer-Aktivitdtsbande verstarkt werden
(Abbildung 18A, Spur 3). Auch hier war die hSOD1%"T-Aktivitdtsbande im Ver-
gleich zur hSOD1"'-Einzeltransfektion (Abbildung 18A, Spur 4) reduziert. Die
Existenz einer msSOD1"™*¢"-hSOD1""-He-

terodimer-Aktivitdtsbande und die mit einer f
Reduktion der hSOD1""-Aktivitatsbande ein- £
hergehende Verstarkung dieser Heterodi- OQN
merbande bei Transfektionen mit msSOD1"" Q
eGP sind Nachweise fiir eine Heterodimer-
bildung zwischen muriner und humaner

SOD1.

Abbildung 18: Murine SOD1VT 6" hetero-
dimerisiert mit menschlicher SOD1W"

SOD1-Aktivitatsassay und Immunblot von Ex-
trakten transient transfizierter HEK 293T-
Zellen. Je 30 pg Komplettlysat der Zellen wur-
den auf ein 15%-iges SOD1-Aktivitatsgel (A)
und je 15 pg Komplettlysat wurden auf ein 12
%-iges SDS-PAGE-Gel geladen (B & C). Die
transfizierte msSOD1 und die endogene
hSOD1 wurden anhand eines SOD1-Anti-
korpers detektiert.

B. e msSOD 1 WT-eGFP

C. - 4 hSOD1wT

3.2. Generierung und Expression von SOD1-Dimerkonstrukten

Bei den Mutationen innerhalb des sod1-Gens, die zu ALS1 fihren, handelt es sich
zum Uberwiegenden Teil um dominante Mutationen. Ein ALS1-Patient besitzt
folglich ein sodi1-Allel, das die Mutation beinhaltet und ein wildtypisches sod1-
Allel. Das funktionelle SOD1-Enzym liegt stets in Form eines Dimers vor, das sich
aus zwei monomeren SOD1-Untereinheiten, sowie einem Kupfer- und einem
Zinkion pro Untereinheit zusammensetzt. Im - rein hypothetischen - Fall einer

stéchiometrischen Dimerisierung der durch die zwei sod1-Allele codierten Unter-
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einheiten wurden drei hSOD1-Enzymvarianten auftreten (FUKADA et al. 2001):
das hSOD1""-hsSOD1""-Homodimer (25%), das hSOD1™-hSOD1""-Heterodimer
(50%) und das hSOD1™*'-hSOD1™*'-Homodimer (25%). Um die Eigenschaften
der hSOD1™-hSOD1""-Heterodimere und der hSOD1™'-hSOD1™*-Homodimere
vergleichend mit dem hSOD1%"-hSOD1%""-Homodimer zu untersuchen, wurden
hSOD1-Dimerkonstrukte mit den unter 3.1. beschriebenen verschiedenen ALS1-

auslésenden SOD1 Mutationen generiert.

3.2.1. Generierung von SOD1-Dimerkonstrukten

Die hSOD1-Dimerfusionsproteine bestanden aus zwei hSOD1-Untereinheiten
(hSOD1; und hSOD1,), die durch einen Peptidlinker verbunden waren (Abbildung
19). Fir die Generierung der Dimerkonstrukte wurden die cDNAs fiir hSOD1"7,
hSOD1%"7R, hSOD1%®*f, hSOD1%*** und hSOD1**V mit Oligonukleotiden ampli-
fiziert, die terminale Restriktionsschnittstellen flr BgIII und Xbal (hSOD1;) bzw.
fur Clal und EcoRI (hSOD1,) enthielten. Um die Fusion beider hSOD1-Proteine
mit eGFP zu ermdglichen, wurden die jeweiligen Stopcodons mit Hilfe der rever-
sen Oligonukleotide deletiert und das reverse Oligonukleotid flr die Amplifikation
von hSOD1, um ein Nukleotid erweitert (siehe 3.1.1.). Das Linkeroligonukleotid
wurde mit Oligonukleotiden amplifiziert, an die terminale Restriktionsschnitt-

stellen flir Xbal und Clal angehangt waren. Alle Amplifikate wurden mit den

Abbildung 19: Struktur der
Dimerfusionsproteine

Die hSOD1-Dimerfusionsproteine
bestehen aus zwei hSOD1-Unter-
einheiten (hSOD1; rot, hSOD1,
pink), die durch einen Peptid-
linker (blau-griin) kovalent ver-
bunden sind (Rebecca Wade).
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BglIl Cclal Xbal EClI:)RI STOP
A. hSOD1,%T [Linkeql  hSOD1,WT |eGFP
BglII Cclal Xbal ECI::)RI STOP
B. hSOD1,™t [inkeq  hSOD1,WT |eGFP
BglIl Clal Xbal ECl:DRI STOP
C. hSOD1,m™t [inke  hSOD1,mut |eGFP
|

Abbildung 20: Schematische Darstellung der hSOD1-Dimerkonstrukte

Die hSOD1-cDNAs (lila) wurden unter Deletion des Stopcodons im Leserahmen des eGFP
(grun) Uber die BglIl- und die Clal- (hSOD1;) bzw. die Xbal- und die EcoRI- (hSOD1,)
Restriktionsschnittstelle kloniert. hSOD1Y" = humane wildtypische SOD1; hSOD1™" =
humane mutante SOD1 (im Rahmen dieser Arbeit wurden hSOD1**V-; hSOD1%¥"R-;
hSOD1%8°R- und hSOD1%%**-cDNAs fiir die Generierung der Dimerkonstrukte verwendet).

geeigneten Restriktionsendonukleasen restringiert und nacheinander in den
gleichermaBen restringierten prokaryotischen Expressionsvektor pET3a kloniert.
Durch die modulare Klonierungsstrategie konnten verschiedene wildtypische
(Abbildung 20A) oder mutante Homo- (Abbildung 20C) und Heterodimere
(Abbildung 20B) generiert werden. AnschlieBend wurden die Dimerkonstrukte mit
BgIII und EcoRI restringiert und in den pEGFP-N1 Vektor kloniert (Abbildung 20).

3.2.2. Charakterisierung transient in HEK 293T-Zellen exprimierter

hSOD1PmeeGFP_Fysionsproteine

Wie bereits fiir die SOD1°¢"P-Fusionsproteine beschrieben (siehe 3.1.2.), wurden
die hSOD1P™ee¢FP_Fysjonsproteine transient in HEK 293T exprimiert und mittels
eines Aktivitatsassays ihre Dismutaseaktivitat Uberprift (Abbildung 21A). Wah-
rend die Mock®®"-transfizierten Zellen nur eine Aktivititsbande der endogenen
hSOD1"" aufwiesen (Abbildung 21A, Spur 1), konnte fiir die hSOD1WTWT-eGFP.
transfizierten Zellen eine weitere Aktivitdtsbande nachgewiesen werden
(Abbildung 21A, Spur 2). Die Aktivitatsbande lief nur geringfluigig héher als die
des hSOD1"*¢*P-hsOD1""-Heterodimers (siehe Abbildung 9). Wie bereits bei der

Transfektion von hSOD1%3"?¢¢"? pepbachtet, liefen die hSOD1%*’R-Fusionsproteine
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etwas hoéher als die anderen Fusionsproteine, wobei hSQD1¢3/R-G37ReGFP
(Abbildung 21A, Spur 3) noch héher lief als hSOD1®¥RWTeGFP (Apbildung 21A,
Spur 4). Die anderen Fusionsproteine unterschieden sich hinsichtlich ihrer Lauf-
héhe kaum von hSOD1WTWTeGF gowohl die hSOD1%%*A- (Abbildung 21A, Spur 5
und 6) als auch die hSOD1**- (Abbildung 21A, Spur 9 und 10) Homo- und
Heterodimere wiesen eine Dismutaseaktivitdt auf, wahrend bei hSOD1%%*® |edig-
lich das Heterodimer (Abbildung 21A, Spur 7) aktiv war. Fur das

B. hSODldim-eGFP
.—-—'——-.-l

C. % ce v o o — ~| hSOD1WT

Abbildung 21: Transient exprimierte hSOD1P'™m¢6FP_Fysjonsproteine zeigen eine
spezifische Dismutaseaktivitat.

SOD1-Aktivitatsassay und Immunblot von Extrakten transient transfizierter HEK 293T-
Zellen. Je 30 pug Komplettlysat der Zellen wurden auf ein 15 %-iges SOD1-Aktivitatsgel
(A) und je 15 pg Komplettlysat wurden auf ein 12 %-iges SDS-PAGE-Gel geladen
(B & C). Die Immundetektion der Fusionsproteine (B) und der als Ladekontrolle benutz-
ten endogenen hSOD1"" (C) erfolgte anhand eines SOD1-Antikdrpers.
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hSOD168°RG8ReGFP_Homodimer konnte keine Dismutaseaktivitdt nachgewiesen
werden (Abbildung 21A, Spur 6). Die Dimerfusionsproteine hatten ein Molekular-
gewicht von ~70 kDa (Abbildung 21B), das sich aus zweimal ~20 kDa hSOD1,
~27 kDa eGFP und dem Protein-Linker zusammensetzte. Lediglich hSOD1%%*
GB3R-€GFP nd hSOD1%8°R WGP Jiefen im SDS-Gel etwas weiter als die anderen

1G85R-eGFP ihereinstimmt

Fusionsproteine, was mit den Beobachtungen flir hSOD
(siehe 3.1.2.). Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Transfektionen
zeigte, wie bereits beschrieben (siehe 3.1.2), bei Mock®®" eine Fluoreszenz des
gesamten Zellkérpers inklusive Zellkern (Abbildung 22A). Bei hSOD1WTWT-eGFP
wurde eine, teilweise perinuklear verstarkte, cytoplasmatische Fluoreszenz beo-
bachtet. Der Zellkern blieb jedoch ausgespart und aggregatartige Strukturen tra-
ten nicht auf (Abbildung 22B). Bei hSOD1%3"RG37Re6FP \yyrde neben einer cytosoli-
schen Expression eine Vielzahl kérniger Aggregate beobachtet (Abbildung 22C).
Diese Aggregate konnten bei hSOD1%3*WT¢GFP nicht nachgewiesen werden, viel-
mehr war die Expression mit dem Expressionsmuster von hSOD1WTWTeGFP year-
gleichbar (Abbildung 22D). Bei der Expression der hSOD1%**#-Dimere wurde Ver-
gleichbares beobachtet: W&hrend hSOD1693A 934G nahen einer cytoplasma-
tischen Lokalisation in Form von vielen kdrnigen Aggregaten auftrat (Abbildung
22E), wurde hSOD16%34WTeGP  gusschlieBlich  cytoplasmatisch exprimiert
(Abbildung 22F). Bereits die Anzahl der koérnigen Proteinaggregate nach den
Transfektionen von hSOD1C85R-GEReGP  (Apbildung 23A) und hSOQD1A4V-A4V-eGFP
(Abbildung 23C) war im Vergleich mit hSOD1%37RG37ReGFP ynd hSQD1G93A-Go3A-GFP

1G85R Und

1G85R—WT—

etwas hoher. Eine starkere Aggregationstrachtigkeit von hSOD
hSOD1** zeigte sich jedoch vor allem in einer Aggregatbildung der hSOD
GFP_(Abbildung 23B) und hSOD1**V"WTeGFP_Heterodimerfusionsproteine (Abbildung
23D), die bei hSOD1%*’* und hSOD1%%*# nicht beobachtet wurde. Die anhand der
Fluoreszenzmikroskopie beobachteten Aggregationstendenzen spiegelten sich
auch in der biochemischen Fraktionierung der Zellextrakte wider. Wahrend sich
hSOD1"WTWTeeFP "hSOD 1% 7R WT-e6F ynd hSOD1%934"WTeCF* grgBtenteils in der Uber-
standsfraktion befanden, wurde der GroBteil der hSOD137R-G37ReGFP_ ynd
hSOD 16934 G93A€GFP_E sionsproteine, sowie hochmolekulare SOD1-Spezies in der
Pelletfraktion detektiert (Abbildung 24A). Auch fir hSOQD168R-G8ReGFP g
hSOD 1A%V A4V [ieR sich eine starke Anreicherung der Proteine in der Pellet-

fraktion nachweisen. Vergleichbar zur Fluoreszenzmikroskopie (Abbildung 23)
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A MockeGFP B. hSODlWT—WT—eGFP

>

- ﬂ

C_ hSOD1G37R-G37R-eGFP D. hSOD1G37R_WT_eGFp

>

E_ hSOD1G93A*G93A*eGFP 5 F hSODnggA,WT,eGFp

Abbildung 22: hSOD1637R"G37R-eGFP. nd hSOQD1%93A-G93A¢GFP_Homodimere induzie-
ren cytoplasmatische Proteinaggregate, wihrend bei hSOD1%37R-WT-eGFP_ nd
hSOD1693A-WT-eGFP_Heterodimeren keine Aggregate auftreten

Fluoreszenzmikroskopie transient transfizierter HEK 283T-Zellen. Fluoreszenzmikro-
skopische Aufnahmen zeigten eine homogene Fluoreszenz bei Mock®® P -transfizierten
Zellen (A). hSOD1WTWT-eGFP_transfizierte Zellen wiesen eine cytoplasmatische Lokalisation
der Fusionsproteine auf; aggregatartige Strukturen wurden nicht detektiert (B). Bei den
hSOD1637R-G37ReGFP_ (C) und hSOD1%934"C93A€CFP_Homodimerfusionsproteinen (E) wurden
zusatzlich zu einer cytosolischen Lokalisation aggregatartige Strukturen gebildet
(Dreiecke), die bei den hSOD1G¥"RWTI-eGFP_ (D) ynd hSOD1%93AWTeCFP_Heterodimerfusions-
proteinen (F) nicht auftraten. GréBenbalken = 10 uM.
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A_ hSODlGSSR-GSSR—eGFP B hSODlGSSR_WT_eGFp

C_ hSOD1A4V*A4V*EGFP D hSOD1A4v_WT_eGFp

Abbildung 23: hSOD168°R-G85ReGFP_ 1 hd hSOD1A4V-A4V-26FP_Homodimere sowie
hSOD1685RWT-eGFP_ ynd hSOD1**V-WT-e6FP_Heterodimere induzieren cytoplasma-
tische Proteinaggregate

Fluoreszenzmikroskopie transient transfizierter HEK 283T-Zellen. Fluoreszenzmikro-
skopische Aufnahmen zeigten sowohl bei den hSOD185R-G83ReGFP_(Ay ynd hSOD1A4V-AYY-
€GFP. (C) Homodimerfusionsproteinen als auch bei den hSOD1C¢8RWIeGFP (B) ynd
hSOD1A*"WTeGF? (D) Heterodimerfusionsproteinen aggregatartige Strukturen (Dreiecke).
GréBenbalken = 10 pM.

wurde auch bei hSOD18RWTe6FP nd hSOD1**V"WTeGFP eine Anreicherung in der
Pelletfraktion detektiert. Anhand der statistischen Analyse wurde deutlich, dass
das Aggregationspotential der hSOD1%*"?- und hSOD1%***-Homodimere im Ver-
gleich zu Heterodimeren dreimal héher war (Abbildung 24D). hSQD1C8R-G8R-eGFP
hatte ein ~2,5-faches Aggregationspotential verglichen mit hSQD1¢8>R-WT-eGFP
wahrend hSOD1A*AYV-eSF qyr ca. 1,3-fach so stark aggregierte wie hSOD1A4V"WT-
eGFP Es konnte also fiir alle hSOD1™" demonstriert werden, dass die mutanten
Heterodimere ein signifikant geringeres Aggregationspotential besitzen als die

entsprechenden Homodimere.
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Abbildung 24: Homodimere hSOD1™'t™ut¢6FP haben ein hoheres Aggregations-
potential als heterodimere hSOD1™\*WT-eGFP

Differentielle Fraktionierung transient transfizierter HEK 293T-Zellen. Je 15 upg Uber-
stands- (U) bzw. Pelletfraktion (P) wurden auf ein 12 %-iges SDS-PAGE-Gel geladen. Die
Immundetektion der Fusionsproteine (A) und der endogenen hSOD1%" (B) erfolgte
anhand eines SOD1-Antikérpers. Die korrekte Auftrennung in Uberstandsfraktion und
Pelletfraktion wurde durch Immundetektionen der endogenen hSOD1%" (B) und des
Histons H3 (C) Uberprift. Die gegen die Gesamtproteinmenge normalisierten Protein-
banden wurden densitometrisch vermessen. Der durchschnittliche Quotient aus Pellet-
und Uberstandsfraktion +SEM wurde in einem Graphen dargestellt (D). (*) Uber den
Balken représentieren die statistische Signifikanz mit hSOD1V™"WTe¢F? wahrend die (*)
Uber der Klammer die statistische Signifikanz zwischen den verschiedenen mutanten
Dimeren darstellen (hSOD1685RWT-eGFP. n—7. hgQOD1693AGIBACCFP. n=gF. hSOD1WTWT-eGFP,
hSOD1G37R-G37R-eGFP, hSODlGB?R-WT-eGFP, hSOD 1 G93A-G93A-eGFP. n=5; hSOD 1 G85R-G85R-eGFP, n=4;
hSOD1AY AN EGFP = hgQpD 1AV WT-eGFP. h=3; Zweiseitiger t-Test *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001)
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei hSOD1-Monomere mittels eines flexiblen
Peptidlinkers kovalent miteinander verknipft, um die Eigenschaften mutanter
hSOD1-Homodimere und mutant-wildtypischer hSOD1-Heterodimere zu unter-
suchen. Anhand von Aktivitdtsassays wurde hier gezeigt, dass weder der Peptid-
linker, noch C-terminal fusioniertes eGFP die Konformation oder korrekte Bela-
dung der Fusionsproteine mit Kupfer- und Zinkionen behinderte. Abgesehen von
der Kupfermangelmutante hSOD 168/ ¢8ReGFP onnte fiir alle untersuchten homo-
und heterodimeren hSOD1-Formen eine spezifische Dismutaseaktivitdt nachge-
wiesen werden. Anhand fluoreszenzmikroskopischer Untersuchungen und mittels
differentieller Zellfraktionierungen wurde weiterhin demonstriert, dass alle hete-
rodimeren hSOD1-Formen ein signifikant geringeres Aggregationspotential be-
saBen, als die dazugehérigen Homodimere. Das relative Aggregationspotential
der unterschiedlichen mutanten hSOD1-Dimere im Vergleich zueinander ent-

sprach in etwa den Ergebnissen der transfizierten hSOD1™"**"-Monomere.

3.2.3. Charakterisierung stabil in N2A-Zellen exprimierter hSOD1P™mer™

¢GFP_Fusionsproteine

Um neuronale Zelllinien zu generieren, die die Dimerfusionsproteine in konstan-
ten Spiegeln exprimieren, wurden N2A-Zellen stabil mit den Dimerkonstrukten
hSODlWT—WT—eGFP, hSODlGSSR—GSSR—eGFP, hSODlGSSR—WT—eGFP, hSOD1G37R—G37R—eGFP und
hSOD1®37RWTeGF? transfiziert. Die von einem murinen Neuroblastom abgeleiteten
N2A-Zellen waren bereits zuvor von zahlreichen Arbeitsgruppen als System etab-
liert worden, um monomere SOD1™" stabil zu transfizieren und in Zelliiberle-
bensassays mit verschiedenen Stressoren (u. a. Xanthin/Xanthin Oxidase) die
Toxizitdt der hSOD1™" auf die Zelle zu untersuchen (KRISHNAN et al. 2006;
PASINELLI et al. 1998). Fur alle mutanten Konstrukte wurden jeweils zwei unab-
hangige Zelllinien generiert, um Positionseffekte auszuschlieBen. Aufgrund des
fusionierten eGFP konnte die Expression der Fusionsproteine bereits anhand fluo-
reszenzmikroskopischer Analysen beobachtet werden (Abbildung 25). Es war
stets eine cytoplasmatische Lokalisation der Fusionsproteine zu beobachten, wo-

hingegen keine mikroskopisch sichtbaren Aggregate detektiert werden konnten.
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B. MockM2A

C. hsOD1WT-WT-eGFp D. hsOD1WT-WT-eGFP

Abbildung 25: Stabil transfizierte N2A-Zellen exprimieren die eGFP-fusionierten
Dimere

Untransfizierte N2A-Zellen (A, Phasenkontrastaufnahme) zeigten bei Anregung mit Licht
der Wellenlange 480 nm keine griine Fluoreszenz (B). Stabil mit hSOD1P™MeSFP_Kon-
strukten transfizierte N2A-Linien (C, Phasenkontrastaufnahme) wiesen eine homogene
cytoplasmatische griine Fluoreszenz auf. Die mit hSOD1"WTWT " (D) transfizierte Linie ist
reprasentativ fur alle stabilen Linien, bei denen ebenfalls keine makroskopisch sichtbaren
Aggregate beobachtet wurden. GréBenbalken = 10 pyM.

Die hSOD19MmSFP_Aktivitat und Expressionsspiegel der stabilen Linien wurden an-
hand von Aktivitatsgelen und Westernblot-Analysen bestimmt (Abbildung 26).
Analog zur transienten Expression der Dimere in HEK 293T-Zellen wurden Aktivi-
tatsbanden unterschiedlicher H6hen beobachtet. Wahrend die Aktivitatsbande
von hSOD1837R-G37ReGFP qaytlich hdher lief als die von hSOD1WTWTe “wurde die
Aktivitdtsbande von hSOD1%3RWTeGF? 7\ischen diesen beiden Laufhéhen detek-
tiert (Abbildung 26A). Bei hSOD168°RG8ReGFP v rde wie bei der transienten
Expression in HEK 293T-Zellen keine Aktivitat detektiert, wahrend die Aktivitat
von hSOD168RWTeGFP \vahrscheinlich aufgrund zu niedriger Expressionsspiegel
nicht nachgewiesen werden konnte. Die Proteinspiegel der hSOD1-Dimere in den

stabilen Zelllinien wurden anhand von Westernblot-Analysen mit einem

75



Ergebnisse

B.|— hSQOD1 | se—
C. — v | TUDUIIN | — c— c— c—— —
D. o 120J a 120
[ [T
% 100 % 1001
£ e Y
= 60 £ 60
N =
= 40 ~ 401
o ‘ o
> 20 > 204
£, & 4
WT-WT-G85R- G85R- G85R- G85R- WT-WT-G37R- G37R- G37R- G37R-
eGFP  G85R- G85R- WT- WT- eGFP G37R- G37R- WT- WT-
eGFP_1eGFP_2 eGFP_1eGFP_2 eGFP_1eGFP_2 eGFP_1eGFP_2

Fo [ o e w—| TUDUIIN | s— — — — —

G. a 120 o 120
[T [T
% 100 9‘9'., 100
= = g
S 80 s 80
= 60 £ 60
= =
c 40 c 401
S S
0 e 0
WT-WT- GSSR G85R G85R G85R WT-WT-G37R- G37R- G37R- G37R-
eGFP G85R- G85R- WT- eGFP G37R- G37R- WT- WT-
eGFP_1eGFP_2 eGFP_ leGFP 2 eGFP_1eGFP_2 eGFP_1eGFP_2

Abbildung 26: Expression und Aktivitat der stabil transfizierten Konstrukte

SOD1-Aktivitatsassay und Immunblot von Extrakten stabil transfizierter N2A-Zellen. Je
30 ug Komplettlysat der Zellen wurden auf ein 15 %-iges SOD1-Aktivitatsgel (A) und je
15 ug Komplettlysat wurden auf ein 8 %-iges SDS-PAGE-Gel geladen (B & C, E & F). Die
Immundetektion der Fusionsproteine erfolgte anhand eines SOD1-Antikérpers (B) und
anhand eines GFP-Antikorpers (E). Als Ladekontrolle wurde Tubulin anhand eines mono-
klonalen Antikorpers detektiert (C & F). Die Proteinbanden wurden densitometrisch ver-
messen und gegen Tubulin abgeglichen. Der durchschnittliche prozentuale Anteil der
hSOD1"W™TeGFP_Expression der verschiedenen Linien +SEM aus drei unabhingigen Ex-
perimenten wurde in einem Graphen dargestellt (D & G).
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hSOD1-Antikérper (Abbildung 26B) und einem GFP-Antikdrper (Abbildung 26E)
bestimmt. Das Signal des hSOD1-Antikdrpers war im Vergleich zum GFP-Antikor-
per bei hSOD1%®R-Fusionsproteinen leicht verringert, da die Epitope aufgrund ei-
ner Konformationsanderung nicht/schlechter erkannt wurden. Zur Normalisierung
der Proben wurde ein Tubulin-Antikérper verwendet (Abbildung 26C, D, F, G).
Die normalisierten Expressionsspiegel der beiden hSOD18°R-68>ReGFP_| injen betru-
gen 45-50 % der Expression von hSOD1W WG ‘wahrend die hSOD 18R WT-eGFP.
Linien lediglich 10-20 % der hSOD1""WT¢¢ exprimierten (Abbildung 26G). Die-
se starken Expressionsunterschiede weisen darauf hin, dass das hSOD1¢8RWI-
eGFP_Fusionsprotein toxischer fir die Zellen ist als die anderen Fusionsproteine
und deshalb nur Zellen die Selektionsphase (berlebten, die das hSOD18RWT
*GFPHeterodimer in vergleichsweise schwachem Umfang exprimierten. Die Ex-
pressionsspiegel der beiden hSOD1¢3/RG37R€GFP_| injien betrugen zwischen 35 und
40 % der hSOD1"T"T¢¢7 |inie, wéhrend fiir das hSOD1%¥RWeCFP_Heterodimer
eine Linie mit 40 % und eine Linie mit 70 % des Expressionsspiegels der
hSOD1WTWIeGFP_| inje generiert wurde (Abbildung 26G). Obwohl bei keiner der
stabilen Linien makroskopisch sichtbare Aggregate beobachtet werden konnten,
wurde anhand einer differentiellen Fraktionierung nachgewiesen, dass die
hSOD1-Fusionsproteine der verschiedenen Linien unterschiedliche Aggregations-
potentiale aufwiesen (Abbildung 27). Fir beide Homodimerfusionsproteine

konnte eine im Vergleich zu den Heterodimerfusionsproteinen und zu hSOD1""™

WT-eGFP - gignifikant hohere Aggregationstendenz gezeigt werden. Besonders
deutlich wurde der Unterschied der Aggregationspotentiale zwischen den beiden
hSOD168°RG8ReGFP. | nd den beiden hSOD1%8RWT¢GFP_| injen mit einer etwa 2,5-
1 G85R-G85R-eGFP_

fach héheren Aggregationstendenz der hSOD exprimierenden Linien.
hSOD1%*7R- und hSOD1%®R-Dimere, die stabil in N2A-Zellen exprimiert wurden,
zeigten ein Ubereinstimmendes Aggregationsverhalten wie solche in HEK 293T-
Zellen nach transienter Transfektion. hSOD1°%* WT-¢¢FP_Heterodimere wurden von
N2A-Zellen schlecht toleriert, was auf eine erhbhte Toxizitdt dieser Proteine
hinweist. Da die Expressionsspiegel der hSOD1%%*RWTeCFP_Heterodimere gering

waren, konnte keine Dismutaseaktivitat detektiert werden.
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Abbildung 27: Stabil in N2A-Zellen exprimierte hSOD1-Homodimere weisen ein
stiarkeres Aggregationspotential als hSOD1-Heterodimere auf

Differentielle Fraktionierung stabil transfizierter N2A-Zellen. Je 15 pg Uberstands- (0)
bzw. Pelletfraktion (P) aus drei unabhangigen Experimenten wurden auf ein 8 %-iges
SDS-PAGE-Gel geladen. Die Immundetektion der Fusionsproteine erfolgte anhand eines
SOD1-Antikérpers (A). Die gegen die Gesamtproteinmenge normalisierten Proteinbanden
wurden densitometrisch vermessen. Der durchschnittliche Quotient aus Pellet- und
Uberstandsfraktion +SEM wurde in einem Graphen dargestellt (B; n=3). (*) Uber den
Balken représentieren die statistische Signifikanz mit hSOD1W™"WTe¢F? wahrend die (*)
Uber der Klammer die statistische Signifikanz zwischen den beiden mutanten Dimeren
darstellen (Zweiseitiger t-Test *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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3.2.4. Metalldefiziente hSOD1C8RG8ReEGP  ayprimierende N2A-Zellen

sind weniger sensitiv gegenlber sekundarem Stress

Zur Bestimmung der Toxizitdt homo- und heterodimerer mutanter hSOD1 wur-
den MTT-Zelliberlebensassays durchgefihrt. Hierbei wurden die verschiedenen
stabilen neuronalen Zelllinien auf 96-Well-Platten ausplattiert und fir 48 h
differenziert. AnschlieBend wurden die Zellen flir 24 h mit Toxinen behandelt, um
schlieBlich das Zelliberleben anhand der Reduktion von MTT in Abhangigkeit des
zellularen Stoffwechsels zu bestimmen. Als Toxin wurde das indirekt O, generie-
rende Xanthin/Xanthin Oxidase-System (Abbildung 28) und das direkt oxidativ
wirkende H,0, (Abbildung 29) verwendet. Bei den Uberlebensassays mit dem
Xanthin/Xanthin Oxidase-System wurde eine konzentrationsabhangige Wirkung
des Toxins gezeigt. Bereits nach Behandlung mit 100 uM Xanthin wurde deutlich,
dass die hSOD168°RG8ReGFP_ayprimierenden Linien nur geringfiigig sensitiver wa-
ren als die hSOD1"TWTeFP_exprimierende Linie, wohingegen die hSOD1%RWT
GFP_exprimierenden Linien eine héhere Sensitivitdt gegeniiber dem Toxin zeigten
(Abbildung 28A). Noch deutlicher wurde dieser Effekt nach Behandlung mit
200 puM Xanthin, nach der die hSOD1%8RWTeGFP_exprimierenden Linien verglichen
mit den hSOD1C8R-C8ReGFP_ayprimierenden Linien ein um 50 % geringeres Zell-
Uberleben aufwiesen. Im Vergleich zur hSOD1"T"WT¢FP_exprimierenden Linie wa-
ren die hSOD1C8R-G8ReCFP_ayprimierenden Linien nur geringfiigig sensitiver ge-
genuber dem Toxin (Abbildung 28A). Im Gegensatz hierzu zeigten sowohl die
hSOD137R-G37ReGFP_ 315 quch die hSOD1%7RWTeCFP_exprimierenden Zelllinien kaum
Unterschiede hinsichtlich der Sensitivitat nach Xanthin/Xanthin Oxidase-ver-
mitteltem Stress. Beide waren jedoch deutlich sensitiver als die hSOD1WTWT-eGFP.
exprimierende Linie (Abbildung 28B). Diese Ergebnisse spiegelten sich auch in
den Zellliiberlebensassays mit H,O, als Stressor wider (Abbildung 29). Noch deut-
licher als mit Xanthin/Xanthin Oxidase konnte jedoch gezeigt werden, dass sich
die Vulnerabilitdt der hSOD1%8°RG8ReCP_ayprimierenden Linien kaum von der

hSOD1WTWTIeGFP_axprimierenden Linie unterschied, wohingegen die hSOD185R-WT-

eGFP_exprimierenden Linien sehr viel sensitiver auf den H,0,-Stress reagierten
(Abbildung 29A). Auch die hSOD1®37R-C37ReGFP_ nd die hSOD1%*"RWTeGFP_axpri-
mierenden Zelllinien reagierten im Vergleich zu der hSOD1V™"Te¢"_exprimieren-

de Linie sehr sensitiv auf den H,0,-Stress. (Abbildung 29B).
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Abbildung 28: hSOD1685RWT-GFP_Hatarodimere sind in Xanthin/Xanthin Oxidase-
behandelten N2A-Zellen toxischer als hSOD1685R-685ReGFP_amodimere, wihrend
hSOD1637R-WT-eGFP_Heatero- und hSOD1637R-G37R-e6FP_Homodimere gleich toxisch
sind

Stabll hSODlWT—WT—eGFP, hSODlGBSR—GSSR—eGFP, hSODlGSSR—WT—eGFP (A), hSOD1G37R—G37R—eGFP und
hSOD1¢37R-WT-eGFP (B) exprimierende Zelllinien wurden fiir 48 h differenziert und fiir 24 h
mit Xanthin in Kombination mit 10 mU/ml Xanthin Oxidase behandelt. Das Zellliberleben
wurde anhand eines MTT-Assays bestimmt und auf das Uberleben unbehandelter Zellen
normalisiert. Die Daten reprasentieren die durchschnittlichen Werte +SEM aus 6
unabhdngigen Experimenten. (*) Uber den Balken reprasentieren die statistische Signi-
fikanz gegeniiber den hSOD1WTWTeFP_exprimierenden Zellen, wéhrend die (*) lber der
Klammer die statistische Signifikanz zwischen den beiden mutante Dimere exprimie-
renden Zellen darstellen (Zweiseitiger t-Test *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Abbildung 29: hSOD1¢85R-WT-GFP_Haterodimere sind in H,0,-behandelten N2A-
Zellen toxischer als hSOD1685R-G85R-eGFP_Hamodimere, wiahrend hSOD1637R-WT-eGFP_
Hetero- und hSOD1637R-G37R-eGFP_Homodimere gleich toxisch sind

Stabll hSODlWT-WT-eGFPI hSODlGSSR-GSSR-eGFPI hSODlGBSR-WT-eGFP (A), hSOD1G37R-G37R-eGFP und
hSOD1¢37R-WT-eGFP (B) exprimierende Zelllinien wurden fiir 48 h differenziert und fiir 24 h
mit H,O, behandelt. Das Zelliberleben wurde anhand eines MTT-Assays bestimmt und
auf das Uberleben unbehandelter Zellen normalisiert. Die Daten reprasentieren die
durchschnittlichen Werte +SEM aus vier unabhdngigen Experimenten. (*) Uber den
Balken reprasentieren die statistische Signifikanz gegeniiber den hSOD1WTWT-eGFP.
exprimierenden Zellen, wahrend die (*) Uber der Klammer die statistische Signifikanz
zwischen den beiden mutante Dimere exprimierenden Zellen darstellen (Zweiseitiger t-
Test *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Die Behandlung der stabilen Linien mit oxidativen Stress generierenden Sub-
stanzen zeigte eine erhbhte Sensitivitdt aller mutanten, Dismutase-aktiven
hSOD1-Spezies. Die inaktive, aus zwei kupferdefizienten Untereinheiten zusam-
mengesetzte hSOD1C¢8RC8ReCFP tolerierte den oxidativen Stress signifikant
besser, teilweise sogar fast so gut wie hSOD1"""¢¢*?  Dje Korrelation der Dis-
mutaseaktivitdt mit einer gesteigerten Toxizitdt der Fusionsproteine Ildsst auf
eine verdnderte Enzymaktivitédt als toxische Eigenschaft schlieBen, wohingegen

ein gesteigertes Aggregationspotential nicht mit der Toxizitét korrelierte.

3.2.5. Der oxidative Stress in mutant-wildtypischen hSOD1-Dimeren ist
erhdht

Da die Toxizitat der verschiedenen Fusionsproteine auf eine aberrante, oxidativen
Stress generierende Enzymaktivitat zurtickzufliihren sein kénnte, wurde ein Assay
etabliert, um erhdhten oxidativen Stress nachzuweisen. Ein Marker fur oxidativen
Stress ist das Auftreten von erhéhten Spiegeln carbonylierter Proteine, wie sie
fur ALS beschrieben sind (FERRANTE et al. 1997a; SHAw et al. 1995b). Um eine
Anreicherung oxidativ modifizierter Proteine in den stabil mit den hSOD1P™mereGr.
Konstrukten transfizierten N2A-Linien zu ermdglichen, wurden Extrakte von post-
mitotischen N2A-Zellen nach sechs Tagen Differenzierung untersucht. Die Carbo-
nylreste der Proteine wurden anhand einer 2,4-Dinitrophenylhydrazin (DNPH)-
Behandlung derivatisiert, was auf Westernblot-Ebene mittels eines DNP-Antikor-
pers detektiert und quantifiziert wurde (Abbildung 30). Sowohl bei den
hSOD1685R-WT-eGFP_ (Apbildung 30A) als auch bei den hSOD1%7”RWTeCFP_Hetrodi-
mere exprimierenden Zellen (Abbildung 30B) wurden signifikant hohere Carbony-
lierungsniveaus detektiert als bei den hSOD1C8RG8ReGFP_ hr\w, hSOD1G37RG37R-
*GFP_Homodimere exprimierenden Zellen. Interessanterweise waren die Carbo-
nylierungsspiegel der hSOD1C8R-G8RECFP_ 7\, hSOD1%7RE37ReCFP_Homodimere
exprimierenden Zellen sogar niedriger als die von hSOD1W WP exprimieren-
den Zellen, was jedoch auf eine stérkere Expression des hSOD1" T e¢"P_Fysions-
proteins zurlckzufihren sein kénnte. Naive N2A-Zellen zeigten mit circa 50 %
von hSOD1WTWTeCFP_exprimierenen Zellen hingegen einen geringeren Carbonylie-

rungsspiegel als die transfizierten Zellen.
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Abbildung 30: In differenzierten hSOD1-Heterodimere stabil exprimierenden
N2A-Zellen ist der oxidative Stress erhéht

Extrakte differenzierter, stabil mit hSOD1C8RDimere6rP (Ay hzw, hSOD1CE37R-DimereGrP (g
transfizierter N2A-Zellen wurden mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin (DNPH) behandelt, um
Carbonylgruppen von Proteinen zu derivatisieren. Je 15 pg Zellextrakt wurden auf ein
12 %-iges PAGE-Gel geladen. Die carbonylierten Proteine wurden anhand eines DNP-
Antikdrpers detektiert. Parallel wurde auf einem weiteren PAGE-Gel die identische
Proteinmenge der gleichen Proben geladen, um anhand eines Actin-Antikdrpers die Actin-
spiegel der Zellextrakte zu bestimmen. Die DNP-Proteinbanden wurden densitometrisch
vermessen und mit den Actin-Proteinbanden normalisiert. Die durchschnittlichen, prozen-
tual auf hSOD1WT™WTeGFP hormalisierten Anteile carbonylierter Proteine aus drei (A) bzw.
vier (B) unabhdngigen Experimenten +SEM wurden in einem Graphen dargestellt. (*)
Uber der Klammer stellen die statistische Signifikanz zwischen den mutante Dimere
exprimierenden Zellen dar (Zweiseitiger t-Test *p<0,05; **p<0,01).
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Anhand eines Assays zur Detektion carbonylierter Proteinreste konnten hier er-
héhte oxidative Stressspiegel in Zellen detektiert werden, die Heterodimere aus
mutanter und wildtypischer hSOD1 exprimierten. Zellen, die katalytisch inaktive
hSOD168°RG83ReCFP_iomodimere exprimierten, wiesen hingegen signifikant niedri-
gere oxidative Stressspiegel auf, was die Hypothese einer aberranten Enzymakti-
vitdt als Ursache der Toxizitdt der mutanten hSOD1 unterstiitzt. Allerdings
konnten auch in Zellen, die Dismutase-aktive hSOD1%37RC37ReCFP_Homodimere
exprimierten, keine erhdhten Carbonylierungsspiegel detektiert werden. Még-
licherweise ist das auf eine geringere Stabilitdt der hSOD1%>7’R37ReCFP_HHomo-
dimere zurlickzuftihren, die sich in einem erhéhten Aggregationspotential duBert
(siehe Abbildung 27).

3.3. Etablierung eines C. elegans Modells

Um neben den gezeigten in vitro-Studien die Eigenschaften der verschiedenen
hSOD1P™ee6FP_Fysionsproteine in vivo zu untersuchen, wurden transgene
C. elegans-Linien generiert. Der Nematode C. elegans kann vergleichsweise ein-
fach genetisch verandert werden (Fire 1986). Zudem wurde C. elegans bereits
als Modellorganismus flr altersabhangige neurodegenerative Erkrankungen ver-
wendet (Link 2001; Link 2005; Oeda et al. 2001; Satyal et al. 2000).

3.3.1. Charakterisierung stabil in C. elegans exprimierter hSOD1PMmer

¢GFP_Fusionsproteine

Eine neuronenspezifische Expression der Konstrukte in C. elegans wurde erreicht,
indem sie unter der Kontrolle des Promoters des Synaptogyrin-1 Gens (sng-1)
exprimiert wurden. Sng-1 codiert flr ein ubiquitar in synaptischen Vesikeln expri-
miertes integrales Membranprotein, dessen Funktion noch nicht geklart werden
konnte (HUBNER et al. 2002; ZHAO and NONET 2001). Ein C. elegans Expressions-
vektor, in den der den sng-1-Promoter enthaltende 5’ -Upstream-Bereich des
sng-1-Gens uber die Restriktionsschnittstellen Sall und BamHI einkloniert

worden war, wurde freundlicherweise von Katrin Hlusken (AG Leube,
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Abbildung 31: Klonierung der Dimerkonstrukte in den C. elegans-Expressions-
vektor pVH10

Vektorkarte des veranderten Vektors pVH10 (HEATH et al. 2004). Der C. elegans Synapto-
gyrin-1-Promoter (Psng-1; 3579 bp) wurde Uber die Sall- und die BamHI-Schnittstelle von
K. Hisken (AG Leube, Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz) einkloniert. Uber die
BamHI-Schnittstelle wurde anschlieBend das mit Xhol und dem BamHI-Isochizomer BglII
restringierte hSOD1P™eSFP_Konstrukt (1763 bp) einkloniert, wodurch die BamHI-
Schnittstelle verloren ging. Insgesamt bestand der Vektor aus 9631 bp.

Johannes Gutenberg-Universitat Mainz) zur Verfigung gestellt. Die DNA-Se-
quenzen der Dimerkonstrukte hSOD1WTWTeGFP " gOp1G8R-GE3R-eGFP - hgop 1 G83R-WT-
e6F" und von Mock®®™” wurden anhand von Oligonukleotiden aus den entsprechen-
den pEGFP-N1 Vektoren amplifiziert (Tabelle 6). Alle vier Konstrukte wurden
nach einem Restriktionsverdau mit BgIII und XhoI hinter die Promotersequenz in
den C. elegans Expressionsvektor kloniert (Abbildung 31). Der Expressionsvektor
war zuvor mit den Restriktionsenzymen BamHI und XholI geschnitten worden. Da
BamHI und BgIII Isoschizomere sind, war eine Ligation der mit BgIII restringier-
ten DNA-Fragmente mit dem mit BamHI restringierten Vektor mdglich. Dieser
Schritt war erforderlich, da die Konstrukte eine BamHI-Schnittstelle enthielten.
Die die Konstrukte enthaltenden C. elegans Expressionsvektoren wurden von Dr.

Andreas Kern (AG Behl, Johannes Gutenberg-Universitéat Mainz) in die
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Abbildung 32: Expression der integrierten hSOD1-Konstrukte

Immunblot von C. elegans-Proteinextrakten. 10 Nematoden pro Linie wurden in 20 pl
4x Probenpuffer 2x sonifiziert, aufgekocht und auf ein 12 %-iges SDS-PAGE-Gel geladen.
Die Immundetektion der Fusionsproteine erfolgte anhand eines GFP-Antikérpers. Als
Ladekontrolle diente die Immundetektion von Tubulin auf der gleichen Membran. Die
GFP-Proteinbanden wurden densitometrisch vermessen und gegen die Tubulin-Banden
normalisiert. Der durchschnittliche Quotient der densitometrischen Vermessung der GFP-
und Tubulin-Banden +SEM aus mindestens drei unabhangigen Experimenten wurde in
einem Graphen dargestellt.

Gonaden von L4-Hermaphroditen zusammen mit dem Selektionsmarkerplasmid
pRF4 (rol6é [sul006dm]) co-injiziert. Alle Nematoden der ersten Filialgeneration
(F1), die den Selektionsmarker exprimierten und folglich einen durch mangelnde
Kollagensynthese entstehenden Roller-Phanotyp aufwiesen, wurden vereinzelt.
Sofern Nachkommen der F1-Generation (F2) ebenfalls den Roller-Phanotyp zeig-
ten, war eine stabile extrachromosomale Linie etabliert. Die Transgene wurden
mit einer Penetranz von 10-90 % vererbt. Um stabil integrierte Linien zu er-
halten, wurden L4-Larven der extrachromosomalen Linien mit UV-Licht bestrahit.
AnschlieBend wurden die Nachkommen der bestrahlten Nematoden nach 100 %-
igem Roller-Anteil selektiert. Zur Eliminierung von UV-bedingten Schadigungen
der DNA wurden die stabilen Linien mindestens zweimal mit N2-Mannchen aus-

gekreuzt. Neben einer Mock®*™- und einer hSOD1Y“T"Te¢FP_exprimierenden
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Abbildung 33: Dismutaseaktivitdt der in C. elegans exprimierten Dimer-Proteine

SOD1-Aktivitatsassay von C. elegans-Proteinextrakten. Je 60 pg Nematodenlysat wurden
auf ein 6 %-iges SOD1-Aktivitatsgel und je 15 pg Nematodenlysat wurden auf ein 12 %-
iges SDS-PAGE-Gel geladen. Die Immundetektion der Fusionsproteine erfolgte anhand
eines GFP-Antikorpers. Das Aktivitdatsgel zeigte neben endogenen C. elegans SOD1-
Aktivitdtsbanden, die auch bei Mock®™ auftraten, Aktivitdtsbanden, die spezifisch fiir
hSOD1WTWTIeGFP ynd hSOD168°RWTeGFP gind (Sternchen).

1 G85R-G85R-eGFP_

Linie wurden auf diesem Weg jeweils zwei unabhangige hSOD und

hSOD1685R-WT-eGFP_axprimierende Linien generiert. Abgesehen von Mock®¢™

, das
eine wesentlich schwachere Expression aufwies, waren die Expressionsspiegel
der verschiedenen Fusionsproteine in etwa vergleichbar (Abbildung 32). Wie
bereits bei der transienten Expression der Fusionsproteine in HEK293T-Zellen
beobachtet (siehe3.2.2), wurde auch in C. elegans eine Enzymaktivitat von
hSOD1WT WGP ynd hSOD1%8RWTeGFF  nachgewiesen, wohingegen weder bei
Mock®*™ noch bei hSOD1C8RGEReGFP aine Dismutaseaktivitdt detektiert wurde
(Abbildung 33). Alle stabilen Linien wiesen ein durch den sng-1-Promoter kon-
trolliertes neuronales Expressionsmuster auf (Abbildung 34A). Neben den Neuro-
nen des Nervenrings exprimierten die Neuronen der Chorda dorsalis und der
Chorda ventralis die eGFP-fusionierten Proteine. Die Zellkérper der Motoneuronen

der Chorda ventralis exprimierten das eGFP der Mock®™-transfizierten
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Abbildung 34: Die neuronspezifische Expression von hSOD1685R-G85R-eGFP |, ¢
hSOD1685R-WT-eGFP fiihrt zu Aggregatbildung in C. elegans

Fluorszenzmikroskopie von stabil in C. elegans exprimierten hSOD1P™eS"P_Fysionspro-
teinen. Die Expression der Konstrukte unter der Kontrolle des sng-1-Promoters flhrte zu
einem neuronenspezifischen Expressionsmuster (A). Neben dem Nervenring zeigten die
Neuronen der Chorda dorsalis und Chorda ventralis eine grine Fluoreszenz. Die Ver-
drehung der Nematoden kam aufgrund der Expression des Roller-Selektionsmarkers
zustande (A & B). Fluoreszenzaufnahmen der Chorda ventralis zeigten eine homogenes
Signal von Mock®®- (C) und hSOD1WTWTeFP_ (D) exprimierenden Motoneuronen,
wohingegen die Motoneuronen (Dreieck) und die kleineren Neuronen der Chorda ventralis
(Pfeile) bei hSOD1C8RG85ReGFP_transgenen Nematoden neben einer cytosolischen Ex-
pression groBe aggregatartige Strukturen aufwiesen (E). Ahnliche, jedoch wesentlich
kleinere aggregatartige Strukturen wurden in den Motoneuronen hSOD1C8RWTeGFP_trans-
gener Nematoden nachgewiesen (F). Einige Motoneuronen und die kleineren Neuronen
entlang der Chorda ventralis wiesen keine Aggregate auf; sie zeigten eine homogene
Fluoreszenz im Cytosol. (C-F).
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Abbildung 35: hSOD1685R-G85ReGFP Lot ein erhohtes Aggregationspotential in
C. elegans

Differentielle Fraktionierung stabil transfizierter C. elegans-Linien. Je 15 ug Uberstands-
(U) bzw. Pelletfraktion (P) wurden auf ein 12 %-iges SDS-PAGE-Gel geladen. Die
Immundetektion der Fusionsproteine erfolgte anhand eines GFP-Antikdrpers (oben). Die
korrekte Auftrennung in Uberstandsfraktion und Pelletfraktion wurde durch eine Immun-
detektion von Tubulin Uberprift Die gegen die Gesamtproteinmenge normalisierten
Proteinbanden wurden densitometrisch vermessen. Der durchschnittliche Quotient aus
Pellet- und Uberstandsfraktion +SEM aus mindestens drei unabhingigen Experimenten
wurde in einem Graphen dargestellt (unten). (*) Uber den Balken reprasentieren die
statistische Signifikanz gegeniiber hSOD1WT™WTe¢F? " \wahrend die (*) Uber der Klammer
die statistische Signifikanz zwischen den beiden mutanten Dimeren darstellen
(Zweiseitiger t-Test *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Nematoden sowohl im Cytoplasma als auch im Zellkern (Abbildung 34C). Die
hSOD1WTWTeGFP_exprimierende Linie zeigte eine homogene cytoplasmatische Ex-
pression des Fusionsproteins. Aggregatahnliche Einschlisse wurden nicht beo-
bachtet (Abbildung 34D), wohingegen die hSOD168°R-68ReGFP_transgenen Linien

zusatzlich zu einem cytoplasmatischen Expressionsmuster sehr groBe, aggregat-
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artige Strukturen aufwiesen. Diese Aggregate wurden sowohl in den Motoneuro-
nen als auch in den kleineren Neuronen entlang der Chorda dorsalis detektiert
(Abbildung 34E). Auch die hSOD1C®RWIeGFP_transgenen Linien wiesen neben
einer cytoplasmatischen Expression aggregatartige Strukturen auf. Allerdings
kamen diese Aggregate viel seltener vor und waren kleiner als die der hSOD1%%*
GBSR-GFP_| injen. Zudem waren die Aggregate lediglich in den groBen Motoneuro-
nen zu beobachten, nicht jedoch in den kleineren Neuronen entlang der Chorda
dorsalis (Abbildung 34F). Auch eine differentielle Fraktionierung von Proteinex-
trakten der C. elegans-Linien bestatigte das stark erhdhte Aggregationspotential
von hSOD1C8RGEReGP gageniiber hSOD1%8RWIeGFP  (Apbildung 35). Uberra-

1WT-WT-eGFP

schenderweise war das Aggregationspotential von hSOD nahezu genau-

so hoch wie das von hSQD1685R-WT-eGFP

, obwohl bei fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen keine Aggregate detektiert wurden. Das Aggregationspotential

der Mock®®™ war erwartungsgemaB sehr niedrig (Abbildung 35).

3.3.2. Funktionelle Analysen

Um zu testen, ob die Expression der unterschiedlichen Fusionsproteine in C. ele-
gans eine Neurotoxizitat zur Folge hat, wurde das Bewegungsvermodgen der
transgenen Nematoden untersucht. Der Bewegungsapparat von C. elegans wird
von Uber 60 Motoneuronen innerviert, deren funktionelle Beeintrachtigung in
einem verminderten Bewegungsvermoégen der Nematoden resultiert (WHITE et al.
1976). Eine Methode, um das Bewegungsvermégen zu quantifizieren, ist die Be-
stimmung der Ausschlage des Wurms pro Zeitintervall in einem Tropfen Flissig-
keit. Hierfiir wurden die hSOD1P™"*¢"P_transgenen C. elegans in einen isotoni-
schen Puffer Uberflihrt. Nach einer einminlitigen Regenerationsphase wurden flr
30 s alle Ausschlage (von 50 Nematoden pro Linie) gezahlt. Der Durchschnitts-
wert der Ausschldge lag bei Mock®®™- und hSOD1""WT¢FP_transgenen Nemato-
den bei 68/30s (100 %; Abbildung 36). Das Bewegungsvermdgen von
hSOD1C85R-G8ReGFP_transgenen Nematoden war mit 64/30s (94 %) nur etwas
geringer als bei den Kontrolltieren, wohingegen das Bewegungsvermdégen von
hSOD1¢85R-WTeGFP_transgenen Nematoden mit 50/30 s (74 %) deutlich vermindert
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Abbildung 36: Die neuronale Expression von hSOD16%85R"WT¢GFP fiihrt zu einem
eingeschriankten Bewegungsvermogen von C. elegans

Untersuchung des Bewegungsvermégens von hSOD1Pme P exprimierenden C. elegans-

Linien in einen Tropfen M9-Puffer. Nach dem Transfer in M9 wurden die Ausschlage der
Nematoden innerhalb von 30 s erfasst. Der Durchschnittswert +SEM von 50 L4-Larven
pro Linie wurde in einem Graphen dargestellt. (*) (ber den Balken reprasentieren die
statistische Signifikanz mit den hSOD1"WTWTeFP_exprimierenden Nematoden, wéhrend die
(*) Uber der Klammer die statistische Signifikanz zwischen den beiden mutante Dimere
exprimierenden Nematoden darstellen (Zweiseitiger t-Test *p<0,05; ***p<0,001).

war (Abbildung 36). Diese verminderte Bewegungsfahigkeit von hSOD1¢8RWT

®GFP_transgenen C. elegans weist auf eine Schadigung der Motoneurone hin und
unterstiitzt somit die bisher erhobenen Daten Uber die erhdhte Toxizitat von
hSOD1685R-WTeGF? ' Eventuell bedingt durch die geschwéchte Motorik war bei den
hSOD168RWTe6FP_transgenen Nematoden ein Eilegedefekt zu beobachten, an
dem innerhalb der reproduktiven Phase etwa 40 % der Wiurmer starben. An-
scheinend war bei diesen Tieren die Innervierung der Eiablagemaschinerie de-
fekt, so dass es zu massiven Eiakkumulationen im Uterus kam und schlieBlich die
Jungtiere im Mutterleib schliipften (“bag of worms*- Phanotyp). Auch Mock®¢™-,
hSOD1WTWIeGFPL ynd hSOD1C8R-G83ReGFP_transgene Nematoden wiesen einen —
jedoch sehr geringen - Eilegedefekt auf, an dem ca. 15 % der Tiere starben
(Abbildung 37). Das Auftreten eines derartigen tddlichen Eilegedefekts kann
durch Zusatz von FUDR in den NGM-Platten verhindert werden, da FUDR das
Schlipfen von Larven hemmt und somit zu einer Sterilisierung der Nematoden
fuhrt (Hosono 1978; Abbildung 38A). Um zu bestimmen, ob die verschiedenen

transgenen Linien unterschiedlich sensitiv gegenlber oxidativem Stress waren,
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Abbildung 37: hSOD1685R"WT-e6FP_tansgene Nematoden weisen einen schweren
Eilegedefekt auf

Je 30 L4-Larven transgener Nematoden wurden auf NGM-Platten kultiviert. Alle 24 h
wurde das Uberleben der Nematoden ausgewertet. Mock®c-, hSOD1WTWTeFP. und
hSOD168°R-G8ReGFP_transgene Nematoden wiesen einen leichten Eilegedefekt mit einer
Sterblichkeit von 15 % auf, wahrend bei hSOD1%8*RWTe6FP_transgenen C. elegans ca.
40 % der Tiere an einem Eilegedefekt starben. Die Fehlerbalken reprasentieren die Stan-
dardabweichung aus drei unabhdngigen Experimenten.

wurde das Uberleben von L4-Larven auf FUDR-haltigen Paraquatplatten unter-
sucht. Die Verwendung der FUDR-Platten garantierte, dass ein reduziertes Uber-
leben ausschlieBlich auf eine Paraquat-abhangige Toxizitat zurtckzufiihren war,
und nicht durch die Letalitat des Eilegedefekts bedingt wurde. Die Kultivierung
von Nematoden auf Paraquat-haltigen NGM-Platten ist eine weit verbreitete
Methode, um oxidativen Stress zu untersuchen (OEDA et al. 2001; SALINAS et al.
2006; VAZQUEZ-MANRIQUE et al. 2006). Paraquat ist eine quartare Ammoniumver-
bindung, die friher als Kontaktherbizid eingesetzt wurde. Das Paraquatkation
nimmt sehr leicht Elektronen der mitochondrialen Elektronentransportkette auf
und wird dadurch in das Paraquatradikal umgewandelt, das wiederum sein Uber-
schissiges Elektron unter Bildung von O, auf O, Ubertragt (Bus et al. 1974). Da
das Paraquatkation durch Aufnahme von Elektronen immer wieder in das Para-
quatradikal umgesetzt wird, kommt es zu einer massiven kaskadischen Produk-
tion des zelltoxischen O,". Die Behandlung der verschiedenen transgenen Linien

mit Paraquatkonzentrationen von 2,5 mM und 5 mM zeigte eine dosisabhangige
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Abbildung 38: hSOD1685R"WT-eGFP_transgene Nematoden sind sensitiver gegen-
iiber Paraquat-induziertem oxidativen Stress

Je 20 L4-Larven transgener Nematoden wurden auf FUDR-haltige Kontrollplatten (A) und
2,5 mM (B) und 5 mM (C) Paraquatplatten transferiert. Das Uberleben der Nematoden
wurde sechs Tage lang alle 24 h ausgewertet. Die Mittelwerte aus finf unabhangigen Ex-
perimenten wurden +/-SEM in einem Graphen dargestellt. (#) reprasentiert die statis-
tische Signifikanz gegeniiber der hSOD1VT™"TeF_exprimierenden Linie, (*) représentiert
die statistische Signifikanz gegeniiber der hSOD1C8RC85ReCFP_ayprimierenden Linie
(Zweiseitiger t-Test #p bzw. *p<0,05; **p<0,01).

Sterblichkeit der Wirmer (Abbildung 38B & C). Bei der mit 2,5 mM Paraquat
relativ niedrigen Konzentration wurden die Unterschiede der verschiedenen
Linien hinsichtlich ihrer Sensitivitat am deutlichsten. Am sechsten Behandlungs-
tag waren ca. 33 % der hSOD1%8RWIeGFP_transgenen Nematoden gestorben,
wahrend die hSOD168°R-G8ReGP_transgenen Nematoden und die hSOD1WTWT-eGFP.
Linie mit nur 10 % bzw. 15 % Letalitat eine signifikant schwachere Sensitivitat
gegenlUber Paraquat aufwiesen (Abbildung 38B). Mit lediglich 3 % Sterblichkeit
zeigte die Mock®®P-exprimierende Linie am sechsten Tag der Behandlung die
geringste Sensitivitat. Auch bei einer 5 mM Paraquat-Behandlung war die
Mock®®"P-exprimierende Linie resistenter gegeniiber oxidativem Stress als die

hSOD1P™eFP_transgenen Linien. Die hSOD1%%RWT eGP transgenen Nematoden
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starben tendenziell wieder etwas eher als die hSOD1%8°R-68ReCFP_transgenen Ne-
matoden und die hSOD1VT"Te"P_| inje, allerdings waren diese Unterschiede nicht
statistisch signifikant (Abbildung 38C). Anscheinend war die 5 mM Paraquatkon-
zentration zu hoch, um die toxischen Eigenschaften der Transgene unterschied-

lich aufzuldsen.

Die zuvor in vitro gewonnenen Daten (ber das Aggregationsverhalten, die Dis-
mutaseaktivitdt und die Toxizitdt von mutanter homo- und heterodimerer hSOD1
konnten anhand eines C. elegans-Modellsystems auch in vivo bestétigt werden.
Hierfir wurden die Transgene unter der Kontrolle des sng-1-Promoters nahezu
pan-neuronal exprimiert. Trotz eines mehr als doppelt so groBen Aggregations-
potentials der Dismutase-inaktiven hSOD1%8°R-8R¢CFP_omodimere im Vergleich
zu Dismutase-aktiven hSOD1%%°RWTeFP_nHeterodimeren konnte anhand eines Ver-
haltensassays und eines oxidativen Stressassays eine erhéhte Toxizitdt der
hSOD1C8RWTIeCFP_Heterodimere nachgewiesen werden. Insbesondere eine erhéh-
te Vulnerabilitit der hSOD1%%R"WTeCFP_transgenen Nematoden gegeniiber Para-
quat-induziertem oxidativen Stress weist auf eine endogene, oxidativen Stress

produzierende Eigenschaft der hSOD1%8°RWT-¢CFP_Haterodimere hin.
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4. Diskussion

ALS1 ist eine familidare Form der ALS, bei der die altersabhangige Degeneration
von motorischen Neuronen durch unterschiedliche Punktmutationen im Gen der
hsod1l verursacht wird. Da es sich um eine dominant vererbte Erkrankung
handelt, besitzen ALS1-Patienten sowohl ein wildtypisches als auch ein mutiertes
hsodi1-Allel. Die hsodl1-Allele kodieren flr die Untereinheiten des Enzyms, die
posttranslational zum reifen Enzym dimerisieren (BRIGGS and FEE 1978). Da sich
das hSOD1-Enzym aus zwei Untereinheiten zusammensetzt, kénnen bei ALS1-
Patienten drei unterschiedliche Varianten des Enzyms gebildet werden (FUKADA et
al. 2001): Zwei wildtypische Untereinheiten kdénnen ein wildtypisches Homodimer
ergeben (Abbildung 39A), zwei mutante Untereinheiten kdnnen ein mutantes Ho-
modimer bilden (Abbildung 39B) oder eine mutante und eine wildtypische Unter-
einheit kdnnen zu einem mutant-wildtypischen Heterodimer zusammenfinden
(Abbildung 39C). Obwohl ein relevanter Anteil der hSOD1-Enzyme von ALS1-
Patienten in Form von mutant-wildtypischen Heterodimeren vorliegt (BORCHELT et
al. 1994), wurde die Involvierung der hSOD1"" in ALS1 bisher nur sehr marginal
untersucht. Hinweise, dass hSOD1"" eine wichtige Rolle bei der ALS1-Pathogene-
se spielen kénnte, wurden vor allem anhand der Verpaarung hSOD1™"-{iberex-
primierender Maduse mit hSOD1"'-iiberexprimierenden M&usen gezeigt. Sowohl
doppelt-transgene Méause, die hSOD1%%** (iberexprimierten (DENG et al. 2006;
FUKADA et al. 2001; JAARSMA et al. 2000) als auch hSOD1"??-(iberexprimierende
doppelt-transgene Mduse zeigten eine signifikante Beschleunigung des Ausbruchs
der Krankheit, die mit einer stark verklrzten Lebensspanne einherging (DENG et
al. 2006). Eine transgene hSOD1**-Mauslinie, die keine motoneurodegenerative
Krankheit entwickelte (DAL CANTO and GURNEY 1995; GURNEY et al. 1994), zeigte
erst nach Verpaarung mit den hSOD1" -exprimierenden M&usen einen ALS-&hnli-
chen Phanotyp (DENG et al. 2006). Die Verpaarung von Mausen, die metall-
defiziente hSOD1%%°® exprimierten, mit hSOD1%"-transgenen M&usen fihrte nicht
zu einer signifikanten Veranderung im Verlauf der Krankheit (BRUIIN et al. 1998).
Allerdings ist die hSOD1%®®”-transgene Mauslinie sehr variabel hinsichtlich ihrer
Lebensspanne (290 bis 480 Tage), so dass eine sehr groBe Anzahl an Tieren
untersucht werden musste, um signifikante Unterschiede zu zeigen. Trotzdem

war zumindest ein Trend ersichtlich, der andeutete, dass die doppelt-
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Abbildung 39: In ALS1-Patienten werden drei Varianten dimerer hSOD1 gebildet

Schematische Darstellung der Dimerisierung verschiedener hSOD1-Untereinheiten. Bei
ALS1-Patienten wird ein wildtypisches (blau) und ein mutantes (rot) hsod1-Allel transkri-
biert (Pfeile). Wildtypische (blau) und mutante (rot) SOD1-Untereinheiten kénnen, neben
wildtypischen (A) oder mutanten (B) Homodimeren, mutant-wildtypische Heterodimere
bilden (C).

transgenen Mause eine kirzere Lebenszeit aufwiesen als einfach-transgene
hSOD1%%°R-Mé&use (BRULIN et al. 1998; DENG et al. 2006). Eine mogliche Ursache
fir die beobachtete erhdohte Toxizitat in den doppelt-transgenen Mauslinien
kdnnte die verstarkte Bildung mutant-wildtypischer Heterodimere sein. Ziel die-
ser Arbeit war es daher, die Rolle von hSOD1"" - vor allem in Heterodimeren mit
hSOD1™" - bei der Pathobiochemie von ALS1 zu erforschen.

4.1. Mutante hSOD1 bilden aktive Heterodimere mit hSOD1%WT

Aufschluss iber die Bildung aktiver Heterodimere von hSOD1"" mit hSOD1™ eGP
konnte mittels transienter Transfektionen in der endogen hSOD1""-exprimie-
renden Zelllinie HEK 293T gewonnen werden. Anhand von SOD1-Aktivitatsgelen
transfizierter monomerer hSOD1™""¢*" konnte gezeigt werden, dass aktive Hete-
rodimere von hSOD1"" mit hSOD1™M"*¢F" entstehen. Im Gegensatz zu friiher er-
hobenen Daten (BORCHELT et al. 1995) zeigte sogar die Kupfermangelmutante

hSOD1%®R in Form eines Heterodimers eine - wenn auch vergleichsweise
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schwache - Aktivitat. Dass es sich tatsachlich um die Aktivitat eines Hetero-
dimers von hSOD1%8*¢¢" mit hSOD1"" handelte, konnte durch eine Verstérkung
der Aktivitdt nach einer Co-Transfektion mit unfusionierter hSOD1"" gezeigt wer-
den. AuBerdem waren in Mock®*™-transfizierten Zellen neben der endogenen HEK
293T-hSOD1"" keine weiteren aktiven Proteinspezies detektierbar. In fritheren
Co-Transfektionsexperimenten von hSOD1"" mit hSOD1%®® in COS-1 Zellen
konnten keine aktiven hSOD1%®*R-enthaltenden Dimere nachgewiesen werden
(BORCHELT et al. 1995). Allerdings wurden flr diesen Versuchsansatz unfusio-
nierte hSOD1-Monomere verwendet, da die Autoren vermuteten, dass sich die
Laufhdhe von hSOD1%®R wegen einer verédnderten Ladung der substituierten

1T unter-

Aminosaure im Aktivitatsgel deutlich von der Laufhéhe von hSOD
scheiden musste. Aufgrund der Fusionierung der hSOD1™-Monomere mit eGFP
konnte die endogene homodimere HEK 293T hSOD1"“'-hSOD1"'-Aktivitat in
dieser Arbeit deutlich von der Aktivitdt von hSOD1™*¢"-hSOD1""-Heterodime-
ren oder von hSOD1™¢FP-hSOD1M " *FP_-Homodimeren unterschieden werden.
Es wurde somit demonstriert, dass das aktive hSOD1%®**R“T-Heterodimer die
gleiche Laufhdhe im nativen Aktivitdtsgel besitzt wie das hSOD1""™"'-Homo-
dimer, was eine Diskriminierung der verschiedenen Aktivitatsspezies nach einer
Co-Transfektion unfusionierter hSOD1 unmdglich macht. Diese Beobachtung wird
auch durch Daten von WANG und Kollegen unterstitzt, die in einem Westernblot
eines nativen-PAGE-Gels hSOD1%®*f-Dimere auf einer Laufhéhe mit hSOD1"'-
Dimeren detektierten (WANG et al. 2007). Neben den hSOD1-Heterodimeren
konnten anhand des Aktivitatsgels homodimere aktive hSOD1-Spezies bei der
Transfektion von hSOD1WT¢¢" hSOD1%"**" ynd hSOD1%%***“"" nachgewiesen
werden, wohingegen keine aktiven hSOD1%%R-hSOD1%®*f- und hSOD1"%-
hSOD1**Y-Homodimere detektiert werden konnten. Da die hSOD1%®R-Unter-
einheit in ihrem aktiven Zentrum kaum Kupfer bindet, und somit keine Dis-
mutaseaktivitat besitzt (HAYWARD et al. 2002), war zu erwarten, dass ein aus
zwei hSOD1%%R-Untereinheiten bestehendes Dimer keine Aktivitdt aufweist. Das
Fehlen aktiver hSOD1**-hSOD1**-Homodimere (berraschte hingegen, da
hSOD1**" als Dismutase-aktive SOD1-Spezies beschrieben ist (BORCHELT et al.
1994). Da bei der hSOD1**-Mutation jedoch eine Aminosdure in der Dimeri-
sierungsdomane ausgetauscht ist, ware eine mdgliche Erklarung, dass die Homo-

1 A4V

dimerisierung von hSOD aufgrund zweier defekter Dimerisierungsdomanen
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erschwert wird, wohingegen die Heterodimerisierung mit hSOD1"", das eine

intakte Dimerisierungsdomane besitzt, leichter mdglich sein kénnte.

4.2. hSOD1-Dimerfusionsproteine weisen alle Eigenschaften ,naturlicher-

weise” dimerisierter hSOD1 auf

Bereits anhand des Nachweises unterschiedlicher Aktivitdten von hSOD1™M-tCFP-
Heterodimeren im Vergleich zu hSOD1™"*""-Homodimeren nach der Transfek-
tion in HEK 293T-Zellen konnte demonstriert werden, dass es in einem humanen
Hintergrund in der Tat zur Bildung verschiedener mutanter hSOD1-Spezies
kommt und dass diese unterschiedliche Eigenschaften aufweisen. Um die Charak-
teristika heterodimerer hSOD1™'™" im Vergleich zu homodimerer hSOD1™Mt™m
und hSOD1Y™T n&her zu untersuchen, wurden Fusionsproteine generiert, die
aus zwei durch einen flexiblen Peptidlinker (ROBINSON and SAUER 1998) verbun-
denen SOD1-Monomeren und eGFP bestanden. Eine erste Charakterisierung der
Fusionsproteine hinsichtlich ihrer Aktivitat fand durch transiente Expression in
HEK 293T-Zellen statt. Mittels SOD1-Aktivitatsassays konnte eine spezifische
Dismutaseaktivitat nahezu aller Homo- und Heterodimerfusionsproteine nachge-
wiesen werden; lediglich hSOD1C8R"G85R-€GFP \war inaktiv. Mit Ausnahme der Beo-
bachtung, dass hSOD14V"A4V¢6FP eine nachweisbare Aktivitat aufwies, spiegelten
die Aktivitatsgele der Dimerkonstrukte die Ergebnisse der transfizierten Mono-
merkonstrukte wider. Die Wahrscheinlichkeit der Dimerisierung der beiden
hSOD1-Monomere wurde durch deren Verbindung Uber den Peptidlinker stark er-
hoéht, was die - trotz einer veranderten Struktur der Dimerisierungsdomane -
beobachtete Aktivitdt von hSOD1A*VA%e erkldren kdnnte. Neben der Aktivi-
tatsbande der endogenen HEK 293T-hSOD1"" wurde bei der nativen Gelelektro-
phorese lediglich eine weitere Aktivitdtsbande detektiert, die das jeweilige funk-
tionelle Dimer reprasentierte. Diese Beobachtung schloss eine Wechselwirkung
der Dimerkonstrukte mit endogener hSOD1"" aus, da diese in einer Trimerbande
resultieren wirde. Auch eine Interaktion mehrerer Dimerkonstrukte miteinander

tritt nicht auf, da keine weiteren Aktivitatsbanden beobachtet wurden.

Um Rickschlisse auf die physiologische Relevanz von hSOD1-Dimeren wahrend

der ALS1-Pathogenese ziehen zu kénnen, war es von auBerordentlicher Bedeu-
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tung, dass die natlrliche Faltung und Metallbeladung der Dimerfusionsproteine
nicht durch den Peptidlinker oder das eGFP beeintrachtigt wurden. Dies auBerte
sich, abgesehen von dem Nachweis der spezifischen Dismutase-aktivitat der Di-
merkonstrukte, in einem - sowohl in denaturierenden als auch in nativen PAGE-
Gelen - vergleichbaren Laufverhalten der Fusionsproteine. Fiir hSOD1G37R-G37R-eGFP
und hSOD1%¥7RWTeGFP Lonnte in SOD1-Aktivitdtsgelen eine verringerte Laufge-
schwindigkeit im Vergleich mit hSOD1WTWTeGf gezeigt werden, die konsistent mit
zuvor publizierten Daten ist (BORCHELT et al. 1995; BORCHELT et al. 1994). Dieses
veranderte Laufverhalten hangt wahrscheinlich mit der durch die ausgetauschten
Aminosauren veranderten Nettoladung der Proteine zusammen. Diese These wird
dadurch unterstiitzt, dass hSOD1C3RG37R-eGFP hoch etwas langsamer lauft als
hSOD1G37R-WT-eGFP (BORCHELT et al. 1995). Auf denaturierenden PAGE-Gelen war
kein Unterschied im Laufverhalten der hSOD1%*’R-Dimere zu beobachten, wohin-
gegen die hSOD1%®**-Dimere im Vergleich mit hSOD1WTWT G gchneller liefen.
Auch hierbei handelt es sich um ein bereits mehrfach publiziertes Phanomen
(BORCHELT et al. 1995; BORCHELT et al. 1994; BRUIIN et al. 1998), das durch eine

starkere Entfaltung von hSOD1¢%*

und einer dadurch bedingten starkeren SDS-
Bindung erklart werden kann (HAYWARD et al. 2002). SDS bindet an die Amino-
saurereste der Proteine, so dass stark mit SDS beladene Proteine im denaturie-
renden PAGE-Gel schneller zur Anode laufen. Auf das Laufverhalten im nativen
PAGE-Gel schien die aberrante Struktur der hSOD1%®°*-Dimere jedoch keine Aus-
wirkung zu haben, da die Laufhéhe identisch mit der des hSOD1""-Dimers war.
Diese Resultate sind konsistent mit Ergebnissen von WANG und Kollegen, die in
einem Westernblot eines mit Rliickenmarkextrakten hSOD1-transgener Mause be-
ladenen nativen PAGE-Gels hSOD1""- und hSOD1%®*®”-Homodimere auf einer

identischen Laufhéhe detektierten (WANG et al. 2007).

Weitere Evidenz, dass der Peptidlinker aufgrund einer hohen Flexibilitat kaum mit
den natlrlichen Eigenschaften der Dimere interferiert, konnte anhand einer
Aggregatbildung der mutanten Fusionsproteine gezeigt werden. Das Auftreten
von Aggregaten weist auf einen Zerfall des Dimers in seine Untereinheiten hin,
da mutante hSOD1 in einem Monomerisierungs-abhangigen Mechanismus aggre-
giert (RAKHIT et al. 2004; RAKHIT et al. 2007). Eine Aggregation mutanter hSOD1-
Dimere konnte hingegen durch die Stabilisierung der Dimere anhand einer Ver-

bindung der beiden Monomere mit einer intermolekularen Dilulfidbriicke verhin-
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dert werden (RAY et al. 2004). Folglich demonstriert das vorhandene Aggrega-
tionspotential der Dimerfusionsproteine, dass die beiden hSOD1-Untereinheiten

durchaus dissoziieren und in ihrer monomeren Form aggregieren kénnen.

4.3. Das Aggregationspotential mutanter hSOD1 korreliert nicht mit der

Toxizitat

Die Bildung unldslicher Proteinaggregate ist ein bei allen ALS-Formen beschrie-
benes Phdnomen (LEIGH et al. 1991; MIGHELI et al. 1990; WATANABE et al. 2001).
Trotz intensiver Forschung konnte bisher noch nicht eindeutig geklart werden, ob
es sich bei den Aggregaten um eine toxische Proteinspezies handelt, ob sie eine
neutrale Begleiterscheinung sind, oder ob es sich bei der Aggregatbildung sogar
um einen Schutzmechanismus der Zellen handelt, um dem Zellmetabolismus
falsch gefaltete Proteine zu entziehen (CAUGHEY and LANSBURY 2003; Ross and
POIRIER 2005). Als besonders aggregationstrachtig werden von vielen Autoren
hSOD1%**® und hSOD1** beschrieben (TURNER et al. 2005; WANG et al. 2003),
und auch im Rahmen dieser Arbeit wurden stets die hdchsten Aggregations-
potentiale bei hSOD1%°R- und hSOD1”*'-enthaltenden Fusionsproteinen beo-
bachtet. Zelltoxizitdtsassays mit stabil hSOD1™ " ™UeGFP_ ynd hSOD 1™ WTeGFP_ax -
primierenden N2A-Linien ergaben eine gleich bleibende (hSOD1%*"*?), oder sogar
eine geringere Toxizitdt (hSOD1%®°?) der stérker aggregierenden Homodimerfu-
sionsproteine im Vergleich zu den weniger aggregationstrachtigen Heterodimer-
fusionsproteinen. Auch stabil hSOD1%8R WP axprimierende C. elegans-Linien
wiesen im Vergleich mit hSOD 18R G83ReGFP_ay primierenden Linien ein weniger als
halb so groBes Aggregationspotential auf, zeigten aber in einem Verhaltensassay
eine reduzierte Bewegungsfahigkeit. Dieser Phanotyp ist charakteristisch fir mo-
toneuronale Defekte (BRIGNULL et al. 2006; WHITE et al. 1976; WHITE and
RAINBOW 1986), wie sie auch in murinen ALS1-Modellsystemen auftreten (BRUIIN
et al. 1997b; GURNEY et al. 1994; WONG et al. 1995). Im Vergleich zur hSOD1""™
WT-eGFP_exprimierenden C. elegans-Linie wiesen auch die hSOD168R-G8ReGFP_aypri-
mierenden Linien einen Motordefekt auf; er war jedoch bei den hSQD1C8R-WT-eGFP_
exprimierenden Linien wesentlich starker ausgepragt. Weiterhin konnte anhand
eines Paraquat-Uberlebensassays gezeigt werden, dass die hSOD185R-WTeGFP_ay .-

primierenden C. elegans-Linien sensitiver auf oxidativen Stress reagierten als die
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hSOD168°R-G8ReGP_ay primierenden Linien (siehe 4.4.), obwohl diese eine signifi-

kant erhéhte Menge an Proteinaggregaten aufwiesen.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Aggregations- und Toxizitatsassays
konnten also keine Toxizitdt demonstrieren, die primar auf die Proteinaggrega-
tion zurtickgefihrt werden kann. Diese Beobachtung stellt zahlreiche Publikatio-
nen in Frage, die Proteinaggregate als toxische Komponente der ALS-Erkrankung
ansehen (DENG et al. 2006; MATSUMOTO et al. 2005; TURNER et al. 2005; WANG et
al. 2003). Anhand eines Zellkulturmodells konnte ein selektiver Tod von
hSOD1™*-Aggregate enthaltenden Zellen gezeigt werden, wohingegen Zellen, die
ausschlieBlich  lésliche hSOD1™! exprimierten, gréBtenteils Uberlebten
(MAaTsuMoOTO et al. 2005). Auch die Tatsache, dass sowohl sporadische als auch
familiare ALS-Patienten (LEIGH et al. 1991; MIGHELI et al. 1990; WATANABE et al.
2001), sowie alle einzeln transgenen ALS-Mausmodelle Aggregate ausbilden
(BRUIIN et al. 1997b; GURNEY et al. 1994; STIEBER et al. 2000a; WATANABE et al.
2001) unterstitzt die Aggregat-Toxizitatshypothese. Bei den Aggregaten handelt
es sich um eines der wenigen bisher bekannten pathologischen Merkmale, die
fALS- und sALS-Falle miteinander verbinden, wobei flr sporadische Falle nicht
notwendig hSOD1 ursachlich ist (BRoom et al. 2004; O'REILLY et al. 1995;

PUYMIRAT et al. 1994; ROBBERECHT et al. 1994).

Falls die Proteinaggregation die primare toxische Komponente von ALS1 ware,
sollte die Uberexpression von Chaperonen zu einer verminderten Toxizitat fih-
ren, da sie Proteinen bei ihrer nativen Faltung helfen und die Konformation falsch
gefalteter Proteine korrigieren. In der Tat filhrte die Uberexpression des Chape-
rons Hsp70, das préferentiell an hSOD1™' bindet (OkADO-MATSUMOTO and
FRIDOVICH 2002), in Zellkultursystemen zu einer Reduktion der Aggregate und zu
einem besseren Zelliberleben (BRUENING et al. 1999). Allerdings konnte in
hSOD1™-transgenen Mausen, die Hsp70 (berexprimierten keine Linderung des
motoneuronalen Defekts gezeigt werden (LU et al. 2005). Eine starke Unter-
stiitzung der Theorie, dass Aggregate nicht primére Ursache der hSOD1™"*-Toxi-
zitdt sind, wurde erst kiirzlich durch die Verpaarung von hSOD1%?**-transgenen
Mausen mit CCS-uUberexprimierenden Mausen erbracht. Es konnte gezeigt wer-
den, dass die doppelt-transgenen Mause ohne die Bildung von Aggregaten ledig-

lich ca. 50 Tagen iberlebten, wohingegen einzeln-transgene hSOD1%°**-M&use
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erst nach ca. 250 Tagen starben (SoN et al. 2007). Auch in ALS1-Patienten
korreliert das Aggregationspotential der hSOD1™" nicht zwangsldufig mit dem
Verlauf der Krankheit. Patienten, die das &uBerst aggregationstrachtige
hSOD1%®f exprimieren, leben nach Ausbruch der Krankheit beispielsweise noch
ca. 6 Jahre, wohingegen Patienten, die die weniger aggregationstrachtige
hSOD1%3** exprimieren, durchschnittlich bereits 2,3 Jahre nach Ausbruch der
Krankheit sterben (LINDBERG et al. 2005).

4.4. Worin besteht die toxische Eigenschaft von hSOD1™"“T-Hetero-

dimeren?

Die Beobachtung, dass alle mutanten hSOD1-Spezies, die eine Dismutaseakti-
vitat aufwiesen — unabhangig vom Aggregationspotential — eine erhdhte Toxizitat
hatten (Tabelle 8), weist mdglicherweise auf eine veranderte enzymatische Akti-
vitat als toxische Eigenschaft hin. Diese veranderte enzymatische Aktivitat
kdnnte zu einer erhéhten Produktion von ROS oder RNS flhren. Eine derartige
Generierung erhdéhter Mengen freier Radikale konnte bereits in friheren Studien
fir hSOD1%%** und hSOD1* gezeigt werden (YIM et al. 1997; YIM et al. 1996).

Tabelle 8: Dismutaseaktivitat, Aggregationsverhalten und Toxizitét verschiedener
hSOD1-Homo- und Heterodimerfusionsproteine

Fusionsprotein Dismutase- | Aggregation in N2A- Toxizitdat in N2A-

aktivitat Zellen / C. elegans Zellen / C. elegans

hSOD 1WT—WT—eGFP + _/_ _/_

hSQD1G37R-G37R-eGFP + +/n. d. +++/n. d.

hSQD1G3/R-WT-eGFP + -/n. d. +++/n. d.

hSODlGSSR—GBSR—eGFP - ++/++ +/+

hSQD1685R-WT-eGFP + -/+ +++/+++

+: vorhanden (zunehmende Anzahl +: starker vorhanden); -: nicht vorhanden; n. d.:

nicht determiniert

Hinweise auf eine aberrante, oxidativen Stress generierende Enzymaktivitdat mu-
tanter hSOD1-Dimere konnten im Rahmen dieser Arbeit mittels eines C. elegans-
Modells gewonnen werden: hSOD1C¢8RWTeCP_exprimierende C. elegans-Linien

reagierten signifikant sensitiver auf anhand des Herbizids Paraquat generierten
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oxidativen Stress, als die hSOD1%8>R-C8ReGCFP_ayprimierenden Linien. Mittels
zweier unterschiedlicher Paraquat-Konzentrationen (2,5 mM und 5 mM) konnte
eine Dosis-abhdngige Letalitdt der verschiedenen Wurmlinien gezeigt werden.
Allerdings konnte bei der Paraquat-Konzentration von 5 mM keine spezifische To-
xizitdt von hSOD1%8RWTeGFP 5 fgeldst werden, so dass die Transgen-spezifischen
Effekte nur noch tendenziell sichtbar waren. Im Gegensatz dazu war die Trans-
gen-spezifische Vulnerabilitdt der hSOD 18RV _axprimierenden Linien bei ei-
ner Konzentration von 2,5 mM Paraquat optimal auflésbar. Dies weist darauf hin,
dass die Transgen-vermittelte Toxizitat auf der Generierung von einem zusatzli-
chen endogenen oxidativen Stress beruht, der durch geringe Spiegel eines se-
kundaren oxidativen Stresses intensiviert wird. Sobald die Konzentration des se-
kundaren Stresses jedoch zu hoch war, wurden auch weniger vulnerable Nema-

toden - unabhangig von einem endogenen Stress - getotet.

Ein weiterer Hinweis auf eine Transgen-vermittelte Generierung oxidativen
Stresses wurde anhand eines Carbonylierungsassays mit stabil transfizierten
N2A-Zellen erbracht. Der immunbiochemische Nachweis carbonylierter Amino-
saurereste ist eine etablierte Methode, um erhdhten zellularen oxidativen Stress
zu detektieren (BARREIRO et al. 2005; ENGLAND et al. 2004; OEeDA et al. 2001;

SELLARES et al. 2007). Es konnte gezeigt werden, dass die stabil hSOD18RWT-

eGFP 1G85R-G85R-eGFP

-exprimierenden Linien im Vergleich mit den hSOD -exprimieren-
den Linien einen signifikant erhéhten endogenen Spiegel carbonylierter Proteine
aufwiesen. Diese erhohten basalen Carbonylierungsspiegel weisen auf eine oxi-
dativen Stress generierende toxische Eigenschaft der hSOD18°RWT-eGFP_Heterodi-
merfusionsproteine hin, die bei hSOD1C8RG85ReCFP_omodimerfusionsproteinen
nicht vorhanden ist. Auch bei hSOD1%*’RWTeFP_exprimierenden N2A-Zellen wur-
den erhdhte Spiegel von endogenem oxidativem Stress detektiert, wahrend die
oxidativen Stressspiegel von hSOD1%3"R37ReGFP_Homodimere exprimierenden

Zellen verglichen mit hSOD1V™WT e _exprimierenden Zellen nicht erhéht waren.

Bei den Dismutase-aktive hSOD1%7R"G37R<GFP_Homodimere exprimierenden Zellen
waren héhere Stressspiegel erwartet worden, um die anhand von Zelliberlebens-
assays gezeigte identische Toxizitdt mit hSOD1%’*YT-Heterodimeren (siehe
Tabelle 8) zu erklaren. Mdglicherweise kdnnten hier Unterschiede in der Stabilitat

der Homo- und Heterodimerfusionsproteine eine Rolle spielen. Ein erhohtes
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Aggregationspotential der hSOD1%3"RG37ReCFP_Homodimere weist auf eine vermin-
derte Stabilitdt dieser Proteinspezies hin, da die Aggregation von hSOD1™" ein
SOD1-Monomer-abhangiger Prozess ist (RAKHIT et al. 2004). Der Nachweis des
oxidativen Stresses anhand der Proteincarbonylierung wurde ohne einen sekun-
daren Stress mit Extrakten sechs Tage differenzierter stabiler N2A-Zelllinien er-
bracht. Bei den Zelliberlebensassays wurde hingegen ein sekundarer Stressor
eingesetzt und die Zellen befanden sich insgesamt nur drei Tage in Differenzie-
rungsmedium. Anscheinend flhrt die langere Differenzierungsdauer der Zellen zu
einer groBeren Anzahl stabilerer hSOD1¢3RWTeGFP_Heterodimere, die anhand
ihrer aberranten Aktivitdt ROS generieren kénnen. hSOD1%37R-G37ReCFP_Homodi-
mere liegen wahrscheinlich aufgrund ihres erhéhten Aggregationspotentials teil-
weise als Monomere vor. Da das SOD1-Enzym nur als Dimer funktionell ist
(BRIGGS and FEE 1978), verlieren die instabileren hSOD1%*"?&37R-¢GFP_Homodimere
durch die Aggregation ihre Aktivitat und wirken somit in dem vorgeschlagenen
Modell nicht mehr toxisch (Abbildung 40A).

Die Beobachtung hoher oxidativer Stressspiegel in N2A-Zellen, die enzymatisch
aktive hSOD1C8R-WTeGFP_Heterodimere exprimieren, und die vergleichsweise nie-
drigen oxidativen Stressspiegel von inaktive hSOD1%8>RG85ReGFP_omodimere ex-
primierenden Zellen, passt zu der Theorie einer erhéhten oxidativen Stresspro-
duktion durch eine veranderte Enzymaktivitat. Da das aktive Zentrum der
hSOD1%®*R-Untereinheit kaum Kupfer binden kann (HAYWARD et al. 2002), muss
die aberrante Aktivitdt der hSOD1%%°RWT-e6FP_Heterodimere auf die hSOD1V'-Un-
tereinheit zurickzufihren sein (Abbildung 40B). Mdglicherweise beeinflusst die
verdnderte Konformation der hSOD1%*f-Untereinheit in einem Dimer mit
hSOD1"" die strukturelle Integritdt der hSOD1% -Untereinheit, so dass die Selek-
tivitat des Enzyms flr sein Substrat O,™ verloren geht. In diesem Fall kénnte sich
beispielsweise die Peroxidaseaktivitdit der hSOD1"“"-Untereinheit erhdhen
(WIEDAU-PAZOS et al. 1996; YIM et al. 1996), was in verstarkten Nitrotyrosinspie-
geln resultieren kénnte (BEAL et al. 1997; BRUDN et al. 1997a; FERRANTE et al.
1997b; HAYWARD et al. 2002). Anhand von Strukturanalysen der wildtyp-ahnli-
chen hSOD1** und hSOD1™!*" wurden mutationsbedingte Verédnderungen in der

die Substratspezifitat bestimmenden elektrostatischen Schleife (siehe 1.2.1) und
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Abbildung 40: Mdgliche Beteiligung von hSOD1-Untereinheiten an der ALS-
Pathogenese durch eine veranderte enzymatische Aktivitat

Die Homodimerisierung von hSOD1%“-Untereinheiten (blau) fihrt zu einem Dismutase-

aktiven (V) SOD1-Enzym. (A) Ein aus zwei aktiven hSOD1™'-Untereinheiten (rot)
bestehendes SOD1-Enzym kénnte ROS aufgrund einer aberranten Enzymaktivitat (Y4)
generieren. Die Aggregation von hSOD1%3?&37R.Homodimeren fiihrt wahrscheinlich zum
Verlust der aberranten Enzymaktivitit. Heterodimere aus einer aktiven hSOD1%*"R-Unter-
einheit und hSOD1%"" kénnten sowohl mit der hSOD1%*’R- als auch mit der strukturell ver-
dnderten hSOD1""-Untereinheit ROS generieren. (B) Ein aus zwei inaktiven hSOD1%8°R-
Untereinheiten bestehendes SOD1-Enzym besitzt keine Enzymaktivitéat und neigt zur
Aggregation. Stabile Heterodimere aus hSOD1"" und einer inaktiven hSOD1%%*R-Unterein-
heit kénnten die Struktur der hSOD1"'-Untereinheit verdndern, so dass sie aufgrund
einer aberranten Enzymaktivitdt ROS generiert.

der relativen Orientierung der Untereinheit gefunden, wohingegen das aktive
Zentrum und die Zinkschleife im Vergleich mit hSOD1%"" nicht veréndert waren
(HouGH et al. 2004).

Ob die Heterodimerisierung von hSOD1"" mit hSOD1™" tats&chlich zu einer der-
artigen Verdnderung der Struktur der hSOD1""-Untereinheit fiihrt, bleibt vorerst
spekulativ. Fir andere homodimere Enzyme, wie die Glutathion-S-Transferase
Al-1 und die Galacto-1-P-Uridylyltransferase, konnte jedoch in mutant-wild-
typischen Heterodimeren ein Einfluss der mutanten Untereinheit auf die wild-
typische Untereinheit demonstriert werden (CHRISTACOS and FRIDOVICH-KEIL 2002;
MISQUITTA and COLMAN 2005). Die Kristallstruktur mutant-wildtypischer Hetero-
dimere der Glutathion-S-Transferase Al1-1 zeigte eine strukturelle Interaktion der
mutanten mit der wildtypischen Untereinheit, die das aktive Zentrum der

wildtypischen Untereinheit veranderte (CHRISTACOS and FRIDOVICH-KEIL 2002).

105



Diskussion

Somit konnte flr dieses Dimer ein dem flir hSOD1-Heterodimere vorge-

schlagenen Modell sehr ahnlicher Mechanismus nachgewiesen werden.

4.5. Die Rolle von SOD1"T in ALS1-Mausmodellen

Mause, die unterschiedliche ALS1-auslésende hSOD1™* (berexprimieren sind
zurzeit das beste Modell flir die Untersuchung der Pathomechanismen von ALS.
Die meisten hSOD1™"-transgenen Mauslinien entwickeln eine ALS-&hnliche Pa-
thologie, die mit einer selektiven Degeneration der Motoneuronen des ventralen
Horns und einer dadurch verursachten zunehmenden Muskelschwéache einhergeht
(BRUIIN et al. 1997b; GURNEY et al. 1994; WONG et al. 1995). Auch histologisch
zeigen die transgenen Mdause klassische ALS-Merkmale, wie die Bildung von Pro-
teinaggregaten (BRUIIN et al. 1997b) und eine Vakuolisierung der Mitochondrien
(WONG et al. 1995). Der Schweregrad der Erkrankung der Mdause hangt allerdings
maBgeblich mit dem Expressionsspiegel der hSOD1™" zusammen. Erst bei einem
vierfach héheren Proteinspiegel von hSOD1%%** im Vergleich zu msSOD1"" wurde
ein ALS-Phénotyp beschrieben. Mauslinien mit einem niedrigeren hSOD1%°3*-Pro-
teinspiegel entwickeln keine oder eine spater auftretende Motoneuronener-
krankung (GURNEY et al. 1994). Eine derartige Uberexpression von mutantem
Protein kann nattrlich zu Effekten fUhren, die beim ALS1-Patienten, der meistens
eine einzige mutante Genkopie aufweist, nicht vorkommen. Zudem wird die
Wahrscheinlichkeit der Aggregatbildung durch eine Uberexpressions-bedingte
Verstarkung der Proteinkonzentration erhéht (Ross and POIRIER 2004). Im Men-
schen sind Krankheitsausbruch und Krankheitsdauer flir jede einzelne Mutation
relativ konstant; lediglich zwischen den verschiedenen Mutationen gibt es
immense Unterschiede hinsichtlich ihrer Krankheitsdauer (LINDBERG et al. 2005).
Aufgrund der oben erwahnten Abhangigkeit der Schwere des Phanotyps trans-
gener Mause von dem Expressionsspiegel des Transgens, spiegelt sich méglicher-
weise die Schwere der Mutation im Menschen selten in der Schwere der Mutation

in der Maus wider. Beispielsweise zeigt hSOD1**V

, eine der im Menschen
aggressivsten Mutationen (JUNEJA et al. 1997; LINDBERG et al. 2005; RATOVITSKI et
al. 1999; ROSEN et al. 1994), in transgenen Mauslinien - eventuell aufgrund zu
niedriger Expressionsspiegel - keinen ALS-dhnlichen Phanotyp (DAL CANTO and

GURNEY 1995; GURNEY et al. 1994).
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Anhand mehrerer Versuchsansatze konnte im Rahmen dieser Arbeit demonstriert
werden, dass hSOD1™" mit endogen exprimierter hSOD1"T funktionell aktive Di-
mere bilden kann. Sogar eine inaktive hSOD1%®*R-Untereinheit kann durch Di-
merisierung mit hSOD1"" in eine aktive hSOD1-Spezies konvertiert werden. Ob-
wohl nachgewiesen wurde, dass die Dimerisierung muriner mit humaner SOD1
moglich ist (ELROY-STEIN et al. 1986), bleibt fraglich, wie effizient diese beiden
SOD1-Spezies miteinander dimerisieren. Im Fall einer schlechten Dimerisierungs-
effizienz bzw. der Bildung relativ instabiler murin-humaner SOD1-Dimere wiirden
fur einen signifikanten Spiegel heterodimerer SOD1-Spezies in transgenen Mause
hohe Niveaus der hSOD1™" benétigt. Unter der Prémisse, dass Heterodimere
maBgeblich zur Toxizitat mutanter hSOD1 beitragen, kénnte dies erklaren, wes-
halb bei den herkdmmlichen ALS1-Mausmodellen eine vielfache Uberexpression
des hSOD1™"* nétig ist, um den ALS-Phanotyp auszuldésen (BRULN et al. 1997b;
WANG et al. 2003; WONG et al. 1995).

Eine verminderte Heterodimerbildung kénnte - neben den oben erwdhnten zu

1 A4V

niedrigen Proteinspiegeln - auch erklaren, warum hSOD -Uberexprimierende

Méause keinen ALS-ahnlichen Phanotyp entwickeln (DAL CANTO and GURNEY 1995;

GURNEY et al. 1994). Erst nach einer Verpaarung mit hSOD1""

-Uberexprimieren-
den Mausen konnte ein ALS-ahnliches Krankheitsbild gezeigt werden (DENG et al.
2006). Die Autoren begriinden dies mit einer Oxidation der hSOD1"", die im Fol-
genden als toxische Komponente am Aggregationsprozess beteiligt sein kénnte.
Unter der Annahme, dass aktive, eine aberrante Reaktion katalysierende Dimere
die toxische Spezies der ALS1 sind, kdnnte die gesteigerte Toxizitat allerdings

1V und

auch durch eine erhdhte Heterodimerisierungsfrequenz zwischen hSOD
hSOD1"T verursacht werden. hSOD1** ist aufgrund des an der Dimerisierungs-
domane gelegenen Aminosdaureaustausches sehr instabil (HOUGH et al. 2004). Es
tendiert zu einer Monomerisierung, was sich auch in seinem sehr hohen Aggrega-
tionspotential zeigt. Méglicherweise dimerisieren zwei hSOD1**V-Untereinheiten
nur sehr ineffizient miteinander, da bei beiden Untereinheiten die Dimerisie-

1**V_-Unter-

rungsdomane beschadigt ist. Sollte nun die Dimerisierung einer hSOD
einheit mit beschadigter Dimerisierungsdomane mit einer voéllig intakten
hSOD1""-Untereinheit zu einem stabileren Enzym fiihren, so wiirden wahrschein-
lich in den doppelt-transgenen Mausen viel mehr dimere - und folglich enzyma-

tisch aktive - SOD1-Enzyme vorliegen als in den einzeln-transgenen hSOD1*V-
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Mausen. Diese Theorie wird dadurch gestitzt, dass nach Transfektion von
hSOD1%*V"*%"" in einer humanen Zelllinie keine Aktivitdtsbande auf Héhe des Ho-
modimers detektiert wurde, wohingegen eine Heterodimer-Aktivitatsbande ge-
zeigt werden konnte. Hochstwahrscheinlich ist das Fehlen einer Homodimer-Akti-
vitdtsbande damit zu erkldren, dass keine stabilen hSOD1**V-hSOD1**Y-Homo-
dimere gebildet wurden. In Aktivitdtsgelen der kiinstlich generierten hSOD1**
AV-eGFP_Dimerkonstrukte wurde eine potentielle SOD1-Aktivitdt eines hSOD1A%V-
Homodimers anhand einer Aktivitatsbande gezeigt. Diese Aktivitdt kam mdg-
licherweise durch eine, aufgrund des Protein-Linkers bedingte, erhdhte raumliche
Nahe der beiden Untereinheiten zustande, die die Wahrscheinlichkeit der Dime-
risierung beider Untereinheiten verstdrkt. Zumindest fiir hSOD1™", die eine
verringerte Aktivitat besitzen (z. B. hSOD1%®R) oder deren Dimerisierung einge-
schrankt ist (z. B. hSOD1**), stellen die einfach-transgenen Méuse folglich kein
optimales Modell dar. Des Weiteren ist — nicht nur bei sALS-, sondern auch bei
fALS-Patienten - fraglich, inwiefern Umweltfaktoren bei der Krankheitsentwick-
lung im Menschen eine Rolle spielen. Auch die Physiologie von Mensch und Maus
ist, obwohl diese beiden Spezies relativ nah miteinander verwandt sind, nicht
einfach aufeinander Ubertragbar. Vor allem einige klinische Studien mit Substan-
zen, die in der Maus vielversprechende therapeutische Resultate erbrachten,

zeigten im Menschen keinerlei Wirkung (z. B. Nimodipin; TRAYNOR et al. 2006).

4.6. Die Beteiligung von hSOD1"" an der Aggregation

Anhand von doppelt-transgenen, hSOD1™*- und hSOD1"“'-{(iberexprimierenden

M&usen wurde eine Involvierung von hSOD1""

in die ALS1-Pathogenese demon-
striert (DENG et al. 2006; FUKADA et al. 2001; JAARSMA et al. 2000). Neben einer
durch die Heterodimerisierung mit mutanten hSOD1-Formen gewonnenen
Toxizitdt von hSOD1Y" kénnte mit hSOD1™" co-exprimierte hSOD1"" auch als
Bestandteil von Aggregaten eine toxische Eigenschaft erlangen (DENG et al.
2006). Um eine mdgliche Beteiligung von hSOD1"" an der hSOD1™*-abh&ngigen
Aggregation zu untersuchen, wurden Co-Lokalisationsstudien fluoreszenz-
gekoppelter hSOD1™"* und hSOD1"" nach transienter Transfektion in HEK 293T-

1WT

Zellen durchgefuhrt. Die gewonnenen Daten zeigten, dass hSOD nicht mit
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hSOD1™" co-lokalisierte, wodurch ausgeschlossen wurde, dass hSOD1"" in

hSOD1™*-Aggregaten angereichert wird.

Ein vorgeschlagener Mechanismus, wie hSOD1"" zu einer ALS auslésenden Toxi-
zitat beitragen konnte, ist dessen oxidationsbedingte Umwandlung in eine aggre-
gationstrachtige Proteinspezies (DENG et al. 2006; Ezzi et al. 2007). Eine
derartige oxidative Modifikation von hSOD1"" wird méglicherwiese nicht in
unserem Zellkulturmodell reprasentiert, da es sich um transiente Transfektionen
handelte und das Zeitintervall nach der Transfektion mit 48 h wahrscheinlich zu

kurz war, als dass es zu einer Anreicherung oxidierter hSOD1"" kommen konnte.

Die Aggregationsstudien der Homo- und Heterodimerfusionsproteine wiesen,
konsistent mit den Ergebnissen der Co-Transfektion der hSOD1-Monomere, nicht
auf eine Aggregationstendenz von hSOD1%" hin. Vielmehr schien die in mutanten
hSOD1-Heterodimeren enthaltene hSOD1"" das mutante Protein zu stabilisieren,
was sich in signifikant verringerten Aggregationspotentialen der mutanten
hSOD1-Heterodimere im Vergleich mit mutanten hSOD1-Homodimeren aufBerte.
Auch in neuronalen Zellen, die mutante hSOD1-Dimerfusionsproteine stabil ex-
primierten, konnte anhand eines differentiellen Fraktionierungsassays ein ge-
ringeres Aggregationspotential der mutanten Heterodimere gezeigt werden.

Diese Beobachtung unterstreicht, dass hSOD1""

auch nach stabiler Expression
kein erhohtes Aggregationspotential aufweist, obwohl oxidative Modifikationen

der hSOD1"" durch die stabile Expression méglich sein sollten.

4.7. Relevanz der Ergebnisse

Sowohl die Bildung toxischer Proteinaggregate, als auch eine aberrante Enzym-
aktivitdt von hSOD1™" kénnte zu den neurotoxischen Pathomechanismen der
ALS1 beitragen. Beide Mdglichkeiten der Akquirierung toxischer Eigenschaften
von hSOD1™*" werden kontrovers diskutiert, obwohl sie sich nicht notwendiger-
weise ausschlieBen. Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen daflir, dass zunachst
eine veranderte enzymatische Aktivitdt mutanter hSOD1 zu einer erhéhten ROS-

Produktion flhrt. Ein erhdhter zelluldrer ROS-Spiegel kdnnte anschlieBend zur
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oxidativen Schadigung essentieller Proteine und letztendlich zu deren Aggre-

gation fuhren.

Die meisten Autoren gehen allerdings von einer primaren Aggregattoxizitat als
Ursache flr ALS1 aus. Gestitzt wird diese Hypothese dadurch, dass es sich bei
der Missfaltung von Proteinen um ein Phanomen handelt, das bei allen ALS-
Formen, inklusive sALS, vorkommt (BOILLEE et al. 2006). Sie stellt somit eine
generelle Verbindung zwischen den verschiedenen ALS-Formen dar, ohne dass
zwangslaufig ahnliche Genorte mutiert sind. Weiterhin konnte flr viele ALS1-aus-
ldsenden hSOD1™* gezeigt werden, dass sie aufgrund struktureller Veranderun-
gen eine verstarkte intrinsische Aggregationstendenz besitzen (SHAW and
VALENTINE 2007) und dass SOD1-Aggregate bereits vor Beginn der Neurodegene-
ration vorhanden sind und mit deren Fortschreiten in hSOD1™"-transgenen

Méausen zunehmen (WANG et al. 2002).

Ein moéglicher Mechanismus, um Aggregation zu initiieren oder zu verstarken
wird jedoch auch durch die oxidative Modifikation von Proteinen durch ROS dar-
gestellt. Eine Quelle fir ROS bei ALS1 kénnte in einer aberranten Enzymaktivitat
von hSOD1™"* bestehen. Bereits mehrfach konnte gezeigt werden, dass hSOD1™"
ROS generieren (SAID AHMED et al. 2000; YImM et al. 1997; YIM et al. 1996). Auch
erhohte oxidative Stressspiegel in ALS1-Mausmodellen, sowie im Ruckenmark
und Motorkortex sporadischer und familiarer ALS-Patienten konnten von unter-
schiedlichen Arbeitsgruppen nachgewiesen werden (ABE et al. 1995; ABE et al.
1997; BEAL et al. 1997; FERRANTE et al. 1997a; FERRANTE et al. 1997b; SHAw et al.
1995b). Die Hypothese einer aberranten, ROS-generierenden Enzymaktivitat von
hSOD1™" wurde jedoch durch zwei Versuchsansédtze mit transgenen Mausmo-
dellen geschwécht: (1) hSOD1%%*A-(iberexprimierende M&use, die defizient fiir
das SOD1-Kupferbeladungsenzym CCS sind, entwickeln einen ,normalen“ ALS-
Phénotyp (SUBRAMANIAM et al. 2002) und (2) hSOD1%*P-{iberexprimierende M&u-
se, bei denen alle Kupfer koordinierenden Histidinreste der transgenen hSOD1
substituiert sind, weisen trotz einer fehlenden Kupferbindung im aktiven Zentrum
einen ALS-Phanotyp auf (WANG et al. 2003). Beide Versuchsansatze stellen eine
kupferabh&ngige aberrante SOD1™"-Enzymaktivitat in Frage, sie kénnen sie aber
auch nicht génzlich ausschlieBen: (1) Die Kupferbeladung von hSOD1™"* konnte

auch durch eine Deletion des ccs-Gens nicht komplett verhindert werden.
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Immerhin 20 % der normalen Dismutaseaktivitat konnte in dem untersuchten
Gewebe nachgewiesen werden (BECKMAN et al. 1993; SUBRAMANIAM et al. 2002).
(2) Die hSOD1?"P wies tatsachlich keine Dismutaseaktivitdt in den transgenen
M&usen auf. Allerdings kann hier eine Heterodimerisierung des hSOD1%%*P-Mono-
mers mit einem msSOD1"“"-Monomer nicht ausgeschlossen werden, was eine
enzymatisch aktive SOD1-Spezies zur Folge haben kdnnte. Ein derartiges Hetero-
dimer aus einer Dismutase-inaktiven mutanten Untereinheit und einer hSOD1"'-
Untereinheit konnte im Rahmen dieser Arbeit anhand eines enzymatisch aktiven
hSOD1%8R""T_Heterodimers gezeigt werden. Besonders interessant ist in diesem
Zusammenhang, dass die Dismutase-aktiven hSOD1%%*"WT_Heterodimere im Ver-
gleich mit Dismutase-inaktiven hSOD1%®*¢8**_Homodimeren eine signifikant ho-
here Toxizitdt - trotz einer stark verringerten Aggregationstrachtigkeit - auf-
wiesen. Méglicherweise Ubt nur ein sehr geringer Anteil des zellularen hSOD1™ -
Spiegels eine neurotoxische Eigenschaft aus (JONSSON et al. 2004; WATANABE et
al. 2007). Gerade dieser geringe Anteil kénnte im Fall der hSOD1%*P-transgenen
M&use aus enzymatisch aktiven, ROS-generierenden hSOD1%*P-msSOD1%"'-He-

terodimeren bestehen und zur Toxizitat bzw. zum ALS-Phanotyp beitragen.

Auch bei anderen neurodegenerativen Krankheiten wie Alzheimer, Parkinson und
Huntington wurde anfangs angenommen, dass die toxische Komponente in den
histologisch beobachteten hochmolekularen Aggregaten bestehen wirde. In letz-
ter Zeit sind jedoch zunehmend Hinweise erbracht worden, dass die tatsachlich
toxischen Proteinspezies in der Zelle als lésliche Oligomere vorliegen kdnnten
(HaAass and SELKOE 2007). Diese Beobachtungen deuten eher darauf hin, dass es
sich bei der Bildung von Proteinaggregaten um einen Schutzmechanismus der
Zelle handelt, um die toxischen Formen unschadlich zu machen (COHEN et al.
2006). Auch die in dieser Arbeit erhobenen Daten beziglich der Toxizitat und des
Aggregationsverhaltens homo- und heterodimerer hSOD1™" deuten nicht auf
eine primare Toxizitat hochmolekularer Proteinaggregate hin. Sowohl in vitro als
auch in vivo war die Toxizitat der unterschiedlichen mutanten Dimerfusionspro-
teine stets mit der Enzymaktivitat und nicht mit einem erhéhten Aggregationspo-
tential korreliert. Die hier gewonnenen Daten unterstitzen also eindeutig die Hy-
pothese, dass die toxische Eigenschaft mutanter hSOD1 in der Akquirierung einer
aberranten Enzymaktivitat besteht, die beispielsweise durch eine erhdhte ROS-

Produktion die Zelle schadigen und zu neuronaler Degeneration fihren kdnnte.
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Die Bildung enzymatisch aktiver, toxischer hSOD1™‘-hSOD1""-Heterodimere
kdnnte in diesem Modell die ROS-produzierende Komponente enzymatisch inakti-
ver hSOD1™"* darstellen. Da erhéhte oxidative Stressspiegel ein gemeinsames
Merkmal familidrer und sporadischer ALS-Falle sind (ABE et al. 1995; ABE et al.
1997; BEAL et al. 1997; FERRANTE et al. 1997a; SHAw et al. 1995b), kénnte auch
bei sALS eine ROS-generierende Komponente an den Pathomechanismen der

Krankheit beteiligt sein.

4.8. Ausblick

Trotz massiver Anstrengungen konnte bisher keine erfolgreiche Therapie fur ALS
entwickelt werden, was vor allem auf ein schlechtes Verstandnis der komplexen
Pathomechanismen der ALS zurickzufihren ist. Folglich ist eine intensive Grund-
lagenforschung fur eine gezielte und erfolgreiche Therapie der Krankheit uner-
lasslich. Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass vor allem enzymatisch ak-
tive mutante hSOD1-Enzyme eine hohe Toxizitat austben. Die Korrelation der
enzymatischen Aktivitat mit der Toxizitat der hSOD1-Spezies weist auf eine
aberrante, oxidativen Stress produzierende, Aktivitdt der hSOD1™" hin. Ein még-
licher Weg, um oxidativen Schadigungen in ALS-Patienten entgegenzuwirken,
ware eine Behandlung mit hochdosierten Antioxidantien. In der Tat wurde an-
hand von Antioxidantien wie Vitamin E und AEOL 10150 (ein Manganoporpyrin-
Antioxidanz, das 02”7, H,0, und Peroxynitrit katalytisch neutralisiert und Lipid-
peroxidation inhibiert) in hSOD1™-transgenen Mé&usen ein lebensverldngernder
Effekt gezeigt (TRAYNOR et al. 2006). Bisher wurde im ALS-Patienten von diesen
Substanzen lediglich Vitamin E gestestet, es konnten jedoch keine therapeutische

Wirkung erzielt werden (DESNUELLE et al. 2001).

In zuklinftigen Studien kénnten anhand des in dieser Arbeit etablierten
C. elegans-Modells weitere, eventuell wirksamere antioxidative Substanzen im
Hochdurchsatzverfahren getestet werden. Die vielversprechendsten Substanzen
kdnnten anschlieBend in transgenen Mausen in Hinblick auf ihre Wirksamkeit,
Vertraglichkeit und die Passierbarkeit der Blut-Hirn-Schranke untersucht werden.
Die zwischen den etablierten ALS-Mausmodellen und den ALS-Patienten beste-

hende Diskrepanz hinsichtlich der Effektivitat der getesteten Medikamente
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kdnnte eventuell durch neuartige Mausmodelle minimiert werden. Denkbar ware
beispielsweise, dass doppelt-transgene, hSOD1™*- und hSOD1%“"-exprimierende
Mause die Situation im Menschen besser reflektieren als die herkémmlichen ein-
fach transgenen Mausmodelle. Fir die detailliertere Untersuchung der Auswir-
kung homo- und heterodimerer mutanter hSOD1 im Sdugersystem konnten
transgene, hSOD1™" ™ ynd hSOD1™"“'-{iberexprimierende M&use generiert
werden. Die strukturellen Unterschiede zwischen homo- und heterodimerer mu-
tanter hSOD1 kdnnten mittels kristallographischer Analyse nach einer Expression
in Insektenzellen naher charakterisiert werden. Weiterhin kdnnten mdogliche
aberrante Enzymaktivitaten und die Substratspezifitat anhand aufgereinigter Di-

merfusionsproteine untersucht werden.
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5. Zusammenfassung

Bei der amyotrophen Lateralsklerose 1 (ALS1) handelt es sich um eine altersab-
hangige Motoneuronenerkrankung, die durch Mutationen im Gen der Cu/Zn-
Superoxid Dismutase (hSOD1™") ausgelést wird. Die toxischen Eigenschaften
von hSOD1™" (z. B. Aggregations- oder oxidative Stress-Hypothese) und der
Einfluss wildtypischer hSOD1 (hSOD1%") auf den Krankheitsverlauf sind weithin

ungeklart.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen von hSOD1™-hSOD1""-Hetero-
dimeren im Vergleich zu mutanten Homodimeren auf die Pathogenese der ALS1
zu untersuchen. Nachdem gezeigt werden konnte, dass es in humanen Zellen in
der Tat zu einer Bildung hetero- und homodimerer mutanter hSOD1-Spezies
kommt, wurden Dimerfusionsproteine aus zwei hSOD1-Monomeren generiert, die
durch einen flexiblen Peptidlinker verbunden und C-terminal mit eGFP markiert
waren. Neben hSOD1V™ T wurden hSOD1™"™ und hSOD1™"“T-Dimere mit
vier verschiedenen hSOD1-Mutanten untersucht. Die biochemische Charakteri-
sierung zeigte, dass alle Dimere, die wildtyp-dhnliche hSOD1™" enthielten, eine
Dismutaseaktivitat aufwiesen. Im Gegensatz dazu war das Homodimer aus zwei
metalldefizienten hSOD1%%® inaktiv, wobei interessanterweise hSOD1%®*R mit
hSOD1"" ein Dismutase-aktives Dimer bilden konnte. Sowohl in Zellkultursyste-
men als auch in einem C. elegans-Modell bildeten alle mutanten Homodimere
vermehrt Aggregate im Vergleich zu den dazugehérigen Heterodimeren. Dieses
Aggregationsverhalten korrelierte aber nicht mit der Toxizitat der Dimerproteine
in Uberlebensassays und einer C. elegans Bewegungsanalyse. In diesen funktio-
nellen Studien assoziierte die Toxizitadt der dimeren Fusionsproteine mit der enzy-
matischen Aktivitadt. In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen konnte gezeigt

werden, dass hSOD1%" nicht in hSOD1™*-abh&ngigen Aggregaten vorkommt.

Die Ergebnisse dieser Studie sprechen gegen die Aggregation als primare toxi-
sche Eigenschaft der hSOD1™" und unterstiitzen die oxidative Stress-Hypothese.
Dismutase-inaktive hSOD1™" kdnnen eine untypische Enzymaktivitdt durch die
Heterodimerisierung mit hSOD"" erlangen, die auf diese Weise maBgeblich an

der Pathogenese der ALS1 beteiligt sein kénnte.
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7. Anhang

7.1. Abklrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ad. Latein: bis

ALS amyotrophe Lateralsklerose

ALS1 Superoxid Dismutase 1-vermittelte amyotrophe Lateral-
sklerose

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosaure

ATCC American Type Culture Collection

bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

ca. circa

CaCl, Calciumchlorid

cDNA komplementére DNA

C. elegans Caenorhabditis elegans

cm Zentimeter

DMEM Dulbecco s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNPH 2,4-Dinitrophenylhydrazin

dNTP 2 "-Desoxy-Nucleosid-5 "-Triphosphat

DsRed?2 Discosoma sp. Rot fluoreszierendes Protein 2

EAAT2/GLT1 Glutamattransporter 1

E. coli DH5a Escherichia coli, Stamm DH5a

E. coli HB101 Escherichia coli, Stamm HB101

EDTA Ethylendiamintetraacetat

eGFP enhanced Green Fluorescent Protein

et al. et alteres (Latein: und andere)

F1-Generation erste Filialgeneration

F2-Generation zweite Filialgeneration
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FBS

9
g

ggf.
h

H,O

H,0,

hSOD1

hSOD 1 Dimer-eGFP

h SO D1 Dimer-DsRed2

hsoD1™*
hSOD lmut-mut-eGFP

h SO D1 mut-mut-DsRed2

h SO D1 mut-WT-eGFP

h SO D1 mut-WT-DsRed2

hsoD1”4V

hSOD1¢3"R

hSOD1641P

hSOD1¢8R

hSOD16%3

hsoD1%"

Hz

KCI
KH,PO4

fotales bovines Serum

Gramm

Erdbeschleunigung

gegebenenfalls

Stunde

Wasser

Wasserstoffperoxid

Menschliche Superoxid Dismutase 1

Menschliche dimere, eGFP-fusionierte Superoxid Dis-
mutase 1

Menschliche dimere, DsRed2-fusionierte Superoxid Dis-
mutase 1

Menschliche mutante Superoxid Dismutase 1
Menschliche homodimere mutante, eGFP-fusionierte
Superoxid Dismutase 1

Menschliche homodimere mutante, DsRed2-fusionierte
Superoxid Dismutase 1

Menschliche heterodimere mutant-wildtypische, eGFP-
fusionierte Superoxid Dismutase 1

Menschliche heterodimere mutant-wildtypische,
DsRed2-fusionierte Superoxid Dismutase 1

Menschliche mutante Superoxid Dismutase 1, deren 4.
Aminosaure Alanin durch Valin ersetzt wurde
Menschliche mutante Superoxid Dismutase 1, deren 37.
Aminosaure Glycin durch Arginin ersetzt wurde
Menschliche mutante Superoxid Dismutase 1, deren 41.
Aminosaure Glycin durch Aspartat ersetzt wurde
Menschliche mutante Superoxid Dismutase 1, deren 85.
Aminosaure Glycin durch Arginin ersetzt wurde
Menschliche mutante Superoxid Dismutase 1, deren 93.
Aminosaure Glycin durch Alanin ersetzt wurde
Menschliche wildtypische Superoxid Dismutase 1

Hertz

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat
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KoHPO,4
KOH

KPO,

I

L
LB-Medium
M

mb

Mg

1]

MM
mg
min

ml

mM
mm
MgSO,
min
ml
ddH,0

mMRNA
msSOD1
msSOD1WVT
MTT

N2

NaCl
Na,HPO4
NaH,PO4
NBT

n. d.

ng

NGM
NH,4CI

Dikaliumhydrogenphosphat
Kaliumhydroxid
Kaliumphosphat

Liter
Lysat

Luria-Bertani-Medium

molar (mol/I)

Megabasen

Mikrogramm

Mikroliter
Mikrometer
Milligramm
Minuten
Milliliter

millimolar (mmol/I)

Millimeter

Magnesiumsulfat

Minuten
Milliliter

ultrareines Wasser (Elektrischer Widerstand >18.2 MW

cm, bei 25 °C; Organischer Kohlenstoff <5 ppb)
messenger Ribonukleinsaure

Murine Superoxid Dismutase 1

Murine wildtypische Superoxid Dismutase 1
3-(4,5-Dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyl-2H-
tetrazoliumbromid

C. elegans Wildtypstamm Variation Bristol
Natriumchlorid

Dinatriumhydrogenphosphat
Natriumdihydrogenphosphat
Nitroblau-Terzolium-Chlorid

nicht determiniert

Nanogramm

Nematode Growth Medium

Ammoniumchlorid

135



Anhang

O,
0y

P
PAGE
PBS
PBST
Psng-1
PCR
pH
PIC
RNA
RNS
ROS
rpm
SDS
sek
SEM

Sng-1
S. 0.
SOD1
Tab.
Taq
TBE
TEMED
Tris
Tween 20
U

a. N.
uv
[v/v]

[w/v]
z. B.

Molekularer Sauerstoff

Superoxid

Pellet
Polyacrylamid-Gelelktrophorese
Phosphatgepufferte Salzlésung
Phosphatgepufferte Salzlésung mit TWEEN
Promoter flr Synaptogyrin-1
Polymerase-Kettenreaktion

pondus Hydrogenii

Protease Inhibitor Cocktail
Ribonukleinsaure

reaktive Stickstoffspezies

reaktive Sauerstoffspezies
Umdrehungen pro Minute
Natriumdodecylsulfat

Sekunden

standard error of the mean (engl: Standardabwei-
chung)

Synaptogyrin-1

siehe oben

Superoxid Dismutase 1

Tabelle

Thermus aquaticus
Tris-Borat-Na,EDTA

N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin
Tris-hydroxymethyl-aminomethan
Polyoxyethylensorbitan Monolaurat
Uberstand

uber Nacht

Ultraviolett

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen

zum Beispiel
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