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1 Einleitung

1.1 Die Charcot-Marie-Tooth-Krankheit

Mit einer Haufigkeit von 1:2500 ist die Charcot-Marie-Tooth-Krankheit (CMT), die auch
als hereditare motorisch sensible Neuropathie bekannt ist, die haufigste vererbbare
Neuropathie (Skre, 1974). Bei dieser kommt es in den meisten Fallen sowohl zu einem
Verlust von sensorischen als auch motorischen Neuronen, seltener sind nur
motorische Nerven betroffen (Pareyson & Marchesi, 2009). Benannt wurde die
Krankheit nach den Neurologen Jean-Martin Charcot, Pierre Marie und Howard Henry
Tooth, von denen sie erstmals im Jahr 1886 beschrieben wurde (Charcot & Marie,
1886; Tooth, 1886).

Mutationen in verschiedenen Genen fuhren zu einer Schadigung von Axonen oder
Myelinscheiden der Patienten, wodurch die langsten Neurone des Korpers zuerst
beeintrachtigt sind. Die Innervation der distalen Muskeln nimmt somit als erstes ab,
was zu einer Atrophie der FuBmuskeln und zu FuRdeformitaten, wie z.B. dem Pes
Cavus oder Pes Planus, fuhrt. Der Krankheitsbeginn variiert zwischen dem 10. bis 40.
Lebensjahr und die Neuropathie schreitet Ublicherweise Uber mehrere Jahrzehnte
voran, wobei sich die Schadigung auf immer kirzere Neurone ausweitet. Dadurch sind
in spaten Stadien die kompletten unteren Gliedmal3en sowie die Hande der Patienten
von einer Muskelatrophie betroffen. Verminderte sensorische Empfindungen sind
seltener und finden sich vorrangig nur in den unteren Extremitaten (Dyck, 1993;
Pareyson, Scaioli, & Laura, 2006).

Dyck und Lambert (Dyck & Lambert, 1968a,1968b) sowie Thomas und Harding
(Thomas et al., 1974; Harding & Thomas, 1980a, 1980b) klassifizierten die Krankheit
anhand der Vererbungsform und dem Klinischen, elektrophysiologischen und
pathologischen Bild. Anhand der muskularen Nervenleitungsgeschwindigkeit (NCV)
lassen sich demyelinisierende und axonale Formen unterscheiden (Harding &
Thomas, 1980a).

Die demyelinisierenden Formen, bezeichnet als CMT1 im Falle der autosomal-
dominanten Vererbung bzw. CMT4 bei autosomal-rezessiver Vererbung, entstehen
durch Schadigungen der Myelinscheiden des Axons. Mehrfache Demyelinisierungen

und Remyelinisierungen resultieren dabei in vielen Schichten dunner,
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funktionsbeeintrachtigter Myelinscheiden um die Neurone. Sie werden als
mikroskopisch sichtbare ,onion bulbs® bezeichnet und fuhren zu einer Verringerung
der NCV. Bei den axonalen Formen, zu denen unter anderem CMT2 gehort, kommt
es zu einer Schadigung der neuronalen Axone. Dadurch bleibt die NCV gleich, aber
die Hohe des Summenaktionspotentials des innervierten Muskels verringert sich.
Unterformen weichen jedoch teilweise von der Einteilung in die demyelinisierenden
und axonalen Formen ab oder kdnnen Zwischenformen aufweisen (Schroder, 2006;
Pareyson, Scaioli, & Laura, 2006).

Harding und Thomas stellten fest, dass die mittlere NCV von CMT-Patienten bei
38 m/s liegt (Harding & Thomas, 1980a). Bei Patienten mit einer NCV unter 38 m/s
wird von der demyelinisierenden Form der Krankheit ausgegangen, wahrend eine

Geschwindigkeit Uber 38 m/s fur die axonale Form spricht.

Ursache der Charcot-Marie-Tooth-Krankheit sind Mutationen in Genen, die fur
Proteine mit verschiedenen Funktionen kodieren, welche vor allem in Schwann-Zellen
und Neuronen exprimiert werden (Pareyson & Marchesi, 2009). Viele dieser Proteine
sind mit Mitochondrien assoziiert (Cassereau et al., 2020). Es sind Mutationen mit
sowohl autosomal-rezessivem, autosomal-dominantem und X-chromosomal-
rezessivem Erbgang bekannt, wobei die autosomal-dominante Form die haufigste ist
(Pareyson & Marchesi, 2009).

Es sind bis heute Uber 80 Gene bekannt, welche in mutierter Form die Charcot-Marie-
Tooth-Krankheit verursachen konnen (Timmerman, Strickland, & Zuchner, 2014).
Dabei kdonnen Mutationen im gleichen Gen verschiedene Formen der Krankheit
auslosen, aber auch Mutationen unterschiedlicher Gene in derselben Form resultieren
(ebd.). Wahrend die haufigste Mutation, die Duplikation des Peripheral Myelin Protein
22 (PMP22) -Gens, welche zum Typ CMT1A fuhrt, bei Uber 60% der CMT-Patienten
in Europa zu finden ist (Dubourg et al., 2001), sind auch Mutationen in den Genen fur
Gap junction beta-1 protein (GJB1), myelin protein zero (MPZ) und Ganglioside-
induced differentiation-associated protein 1 (GDAP1) relativ haufig (Manganelli et al.,
2014).

Das fur GDAP1 kodierende Gen wird als GDAP1 bezeichnet. Es sind sowohl
autosomal-rezessiv (Baxter et al., 2002; Claramunt et al., 2005) als auch autosomal-
dominant (Claramunt et al., 2005; Chung et al., 2008) vererbbare Mutationen des

GDAP1 bekannt, die entweder zur demyelinisierenden oder zur axonalen Form der
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Krankheit fuhren konnen. Autosomal-rezessive Mutationen des GDAP71 kommen
haufiger vor und fuhren vorwiegend zu der schwerwiegenden Variante CMT4A (Baxter
et al., 2002). Diese beginnt ublicherweise im ersten Jahrzehnt des Patientenlebens
und wird der demyelinisierenden Form zugeordnet (ebd.). Seltener tritt durch
Mutationen im selbigen Gen CMT2K auf, welche zu der axonalen Form gehort,
entweder autosomal-dominant oder autosomal-rezessiv vererbt wird und einen
vergleichsweise milden Verlauf hat (Crimella et al., 2010).

Auch die Formen CMT2H/K, welche einen sehr fruhen Krankheitsbeginn hat und
haufig mit einer Stimmbandparese einhergeht, sowie AR-CMT2 (autosomal-rezessive
CMT2) konnen durch Veranderungen des GDAP1 verursacht sein (Pareyson &
Marchesi, 2009).

Heutzutage werden CMT-Patienten vorrangig symptomatisch therapiert, wie z.B. mit
Fullheber-Orthesen bis hin zu Rollstuhlen, um Beeintrachtigungen im Alltag durch die
fortschreitende Muskelschwache zu reduzieren. Neben dieser Therapieform sind seit
der Einfuhrung des ,next generation sequencing” und den damit erforschten
krankheitsverursachenden Mutationen auch molekulare Therapiemoglichkeiten, die
auf die einzelnen Subtypen der Krankheit zielgerichtet sind, Gegenstand aktueller

Forschung.

1.1.1 Charcot-Marie-Tooth-Krankheit Typ 4A

CMT4 ist eine Uberwiegend autosomal-rezessiv vererbbare Form der Charcot-Marie-
Tooth-Krankheit, die in Subtypen untergliedert werden kann, wobei der Typ CMT4A
am haufigsten vorkommt (Nelis et al., 2002). CMT4A gehort zu den schwerwiegenden
Formen der Krankheit und kann sowohl axonal als auch demyelinisierend ausgepragt
sein (Cuesta et al., 2002; Nelis et al., 2002). Die vorrangig normale oder nur leicht
erniedrigte NCV bei Patienten lasst allerdings eine Uberwiegend axonale Form der
Krankheit vermuten (Claramunt et al., 2005).

CMT4A wird durch Mutationen in GDAP1 ausgelost (Cuesta et al., 2002; Baxter et al.,
2002). Diese Mutationen gehen mit einem Funktionsverlust des Proteins einher, was
zu Schadigungen der peripheren Nerven fuhrt (Pedrola et al., 2005; Rzepnikowska &
Kochanski, 2018). Ursprunglich wurde davon ausgegangen, dass CMT4A
ausschlieBlich autosomal-rezessiv vererbt wird, jedoch wurden mittlerweile auch
autosomal-dominante Mutationen bei Patienten gefunden, die einen milderen Verlauf
der Krankheit aufweisen (Claramunt et al., 2005).
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Meist beginnt die rezessive Form der Krankheit schon im Kleinkindalter. Es kommt zu
einer Muskelschwache und Patienten leiden haufig an einer heiseren Stimme oder
einer Stimmbandparese (Sevilla et al., 2003).

Die folgende Abb. 1 zeigt eine Ubersicht der haufigsten Symptome von Patienten mit

CMTA4A.
Abbildung 1: Die haufigsten Symptome

von Patienten mit CMT4A. Patienten mit

Stimmbandlahmung —————— CMT4A entwickeln haufig eine in den

Extremitaten beginnende Muskelatrophie

und Muskelschwache, die mit

Zwerchfellparese Skl abgeschwachten Reflexen einhergeht.
oliose

Oftmals treten FuRdeformitaten wie der

Pes Cavus oder Pes Planus auf. Zu den

Muskelatrophie und weiteren haufigen Symptomen z&hlen

Muskelschwache eine Stimmbandlahmung, eine Skoliose

Areflexic —— sowie eine Zwerchfellparese. (Eigene

Darstellung nach Rzepnikowska &
Kochanski, 2018)

FulRdeformitaten (Pes
Cavus / Pes Planus)

Histopathologisch zeigen sich bei peripheren Nerven von Patienten haufig
degenerierte Axone und ein hochgradiger Verlust von myelinisierten Axonen, wahrend

sich teilweise auch Demyelinisierungen und ,onion bulbs® finden lassen (Nelis et al.,
2002; Senderek et al., 2003; Sevilla et al., 2003).

1.2 Ganglioside-induced differentiation-associated protein 1

1.2.1 Lokalisation und Aufbau

Die Ganglioside-induced differentiation-associated proteins 1-10 wurden erstmals
1999 in Neuro2A Zellen gefunden, wobei diese eine erhohte Konzentration wahrend
der durch das Gangliosid GD3 induzierten Differenzierung aufwiesen (Liu, Nakagawa,
Kanematsu, Uchida, & Tsuiji, 1999).

Im Genom des Menschen liegt GDAP1 auf dem achten Chromosom und besteht aus
23.728 Basenpaaren. Die DNA kodiert fur RNA, die aus sechs Exons und funf Introns
besteht und mit der ein 358 Aminosauren langes Protein hergestellt werden kann

(Cassereau et al., 2011).



Das Protein wird vor allem in Neuronen exprimiert, wobei die Konzentration im
Ruckenmark hoher ist als in Dorsalwurzelganglien oder im Gehirn (Pedrola et al.,
2005). Laut Pedrola et al. wird GDAP1 in Schwann-Zellen nicht exprimiert (ebd.), was
vermuten lasst, dass CMT4A primar zu einer Schadigung der Neurone und nicht der
Schwann-Zellen fuhrt und die Beobachtung der Uberwiegend axonalen Form der
Krankheit (Claramunt et al., 2005) erklart. Im Gegensatz dazu konnten Niemann et al.
GDAP1 auch in Schwann-Zellen, vor allem im Cytoplasma in der perinukledren Region
und in Schmidt-Lanterman-Einkerbungen, nachweisen (Niemann, Ruegg, La Padula,
Schenone, & Suter, 2005). Auch Noack et al. konnten GDAP1 in Schwann-Zellen
nachweisen, wobei sich die Konzentration dort jedoch viel niedriger als in Neuronen
herausstellte (Noack et al., 2012).

GDAP1 besitzt zwei Domanen, die fur das Enzym Glutathion-S-Transferase (GST)
kodieren (Nelis et al., 2002). Dadurch wird vermutet, dass GDAP1 zu der Familie der
Glutathion-S-Transferasen gehort (Marco, Cuesta, Pedrola, Palau, & Marin, 2004).
GST verbinden toxische Substanzen mit reduziertem Glutathion, um diese
unschadlich zu machen und aus dem Korper zu eliminieren. Auf der C-terminalen Seite
hat das Protein eine Transmembrandomane, mit der es hauptsachlich an der auf3eren
Mitochondrienmembran lokalisiert wird, aber auch an Peroxisomen befestigt werden
kann (Huber, Guimaraes, Schrader, Suter, & Niemann, 2013; Niemann, Ruegg, La
Padula, Schenone, & Suter, 2005). Die hydrophobe Domane HD1, die neben der
Transmembrandomane liegt, spielt vor allem bei der mitochondrialen Fission eine

wichtige Rolle (Wagner, Ruegg, Niemann, & Suter, 2009).

28 105 160 282 292 312318 340

a-Loop
N — GST-N — GST-C — HD1 — TMD — C

Abbildung 2: Schematischer Aufbau von GDAP1. Die Zahlen geben die Positionen der begrenzenden
Aminosauren der jeweiligen Domanen an: GST Glutathion-S-Transferase Domane; HD hydrophobe
Domane; TMD Transmembrandomane. (Eigene Darstellung nach Rzepnikowska & Kochanski, 2018)



1.2.2 Funktion und Wirkungsweise

Mitochondrien unterliegen einem standigen Spaltungs- und Verschmelzungsprozess,
welcher wichtig fur deren Formbestand und Funktion ist (Chan, 2006). Dieser spielt
ebenfalls eine wichtige Rolle fur die korrekte Lokalisation der Mitochondrien in der
Zelle sowie fur die oxidative Phosphorylierung, Autophagie, Calciumhomoostase,
Zelldifferenzierung und Zelltodregulation (Kasahara & Scorrano, 2014).
Beeintrachtigungen in Spaltungs- und Verschmelzungsprozessen der Mitochondrien
werden schon seit langerem mit der Entstehung von neurodegenerativen
Erkrankungen in  Verbindung gebracht (Bossy-Wetzel, Barsoum, Godzik,
Schwarzenbacher, & Lipton, 2003).

An Zellen und am Modell der Drosophila melanogaster wurde entdeckt, dass GDAP1
ein Faktor ist, der zu einer mitochondrialen Spaltung und somit zu deren
Fragmentierung fuhrt (Niemann, Ruegg, La Padula, Schenone, & Suter, 2005; Lopez
Del Amo et al., 2015). Dabei spielt dessen korrekte Lokalisation an der aufleren
Mitochondrienmembran eine wichtige Rolle (Niemann, Ruegg, La Padula, Schenone,
& Suter, 2005).

Mitochondrial Fission

Abbildung 3: Modell des Ablaufs der Spaltung von Mitochondrien. Diese ist abhangig von mehreren
Faktoren, wie unter anderem FIS1 (Mitochondrial fission 1 protein), MFF (mitochondrial fission faktor),
GDAP1 und DRP1 (Dynamin-related protein 1). (Eijkenboom et al., 2019)

Zu diskutieren bleibt, ob GDAP1 als direkter Faktor oder indirekt durch
Wechselwirkungen mit anderen Proteinen eine Spaltung der Mitochondrien
verursacht. Wolf et al. vermuten, dass GDAP1 durch Interaktion mit F-Aktin bewirkt,
dass DRP1 (Dynamin-related protein 1) leichter zu den Mitochondrien gelangen und
dort zu deren Spaltung fuhren kann (Wolf et al., 2021).

Nicht nur die GroRe, sondern auch die intrazellulare Lokalisation und Verteilung der

Mitochondrien wird durch GDAP1 beeinflusst, was durch Interaktionen des Proteins



mit dem Zytoskelett begrundet wird (Pla-Martin et al., 2013; Lopez Del Amo et al.,
2017).

GDAP1 interagiert also mit mehreren Proteinen innerhalb der Zelle, wozu F-Aktin, B-
Tubulin, RAB6B (Ras-related protein Rab-6B) und Caytaxin gehoren. F-Aktin und 3-
Tubulin sind Teile des Zytoskeletts, wahrend RAB6B an dem Transport von Vesikeln
von Golgi-Apparat zum endoplasmatischen Retikulum (ER) involviert ist und Caytaxin
an dem Transport von Vesikeln und Mitochondrien. Diese Interaktionen lassen
vermuten, dass GDAP1 Transporte von Mitochondrien und weiteren Zellorganellen
unterstutzt (Pla-Martin et al., 2013).

Huber et al. konnten zeigen, dass GDAP1 nicht nur als Fissionsfaktor fur
Mitochondrien wirkt, sondern auch fur Peroxisomen. Fur die Spaltung von sowohl
Mitochondrien als auch Peroxisomen durch GDAP1 sind dessen hydrophobe Doméane
und Transmembrandomane essentiell. Sie ist aullerdem abhangig von den Faktoren
DRP1 und MFF (mitochondrial fission faktor) (Huber, Guimaraes, Schrader, Suter, &
Niemann, 2013).

Auch weitere Zellorganellen konnen durch GDAP1 beeinflusst werden. Binieda et al.
konnten nachweisen, dass GDAP1 die Struktur des Golgi-Apparates beeinflusst und
vermuten, dass dadurch die Funktion des Zellorganells verandert werden kann
(Binieda et al., 2021). Es wurde auRerdem beschrieben, dass GDAP1 die Reifung der
Lysosomen fordert und deren Membrankontakt mit Mitochondrien unterstutzt
(Cantarero et al., 2020).

Noack et al. wiesen durch Zellkulturen nach, dass durch GDAP1 die zellulare
Konzentration von Glutathion erhoht wird (Noack et al., 2012). Auch Lopez Del Amo
et al. konnten diesen Effekt in alteren Fruchtfliegen nachweisen (Lopez Del Amo et al.,
2015). Als weitere Funktionen des Proteins werden die Erhohung des mitochondrialen
Membranpotentials und der Schutz vor oxidativer Glutamattoxizitat sowie reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) vermutet (Noack et al., 2012).

Der Schutz vor Glutamattoxizitat sowie ROS scheint jedoch nicht auf die GST-
Domanen des GDAP1 zurlckzufuhren sein. Obwohl es zwei dieser Domanen besitzt,
konnten Pedrola et al. sowie Shield et al. keine Aktivitat des Enzyms feststellen
(Pedrola et al., 2005; Shield, Murray, & Board, 2006). Huber et al. konnten
nachweisen, dass GDAP1 mit fehlender hydrophober Domane HD1 und



Transmembrandomane diese Enzymaktivitat jedoch besitzt. Sie nehmen deshalb an,
dass HD1 eine inhibitorische Funktion fur die GST-Domanen hat und die GST-

Domanen lediglich als ein Sensor fur ROS dienen (Huber et al., 2016).

GDAP1 spielt ebenfalls eine Rolle in der Calcium-Hamostase der Zelle. Es fordert die
Interaktion von ER mit Mitochondrien, indem das Protein an Mitochondrien-assoziierte
ER-Membranen (MAM) bindet. Dadurch kann Calcium Uber Store Operated Calcium
Entry (SOCE) in die Mitochondrien gelangen (Pla-Martin et al., 2013; Wolf et al., 2021).
Die Calciumkonzentration im Mitochondrium reguliert dessen Uberleben, Funktion
sowie Bewegung innerhalb der Zelle und wird streng reguliert (Clapham, 2007). Eine
der Hauptaufgaben mitochondrialen Calciums ist die Forderung der ATP-Synthese
durch Aktivierung der oxidativen Phosphorylierung (Balaban & S., 2002; Hansford &
Zorov, 1998).

Auch GDAP1 wurde bereits mit der mitochondrialen ATP-Produktion in Verbindung
gebracht (Cassereau et al., 2009; Lépez Del Amo et al., 2015), was somit unter
anderem auf die Regulation der Calciumhamostase zuruckzufuhren sein kdonnte.

Der Einfluss auf die ATP-Produktion konnte auch durch Einwirkung von GDAP1 auf
den =zellularen Stoffwechsel bedingt sein. An Zellen und anhand des
Modellorganismus Drosophila melanogaster konnte ein veranderter Stoffwechsel
nachgewiesen werden, der unter anderem auf eine Inaktivierung des Insulin-
Signalwegs und eine verminderte Funktionsfahigkeit des PDC zuruckgefuhrt wird
(Lopez Del Amo et al., 2017; Wolf et al., 2021).

1.2.3 Mutationen

Es sind sowohl frameshift-, nonsense- als auch missense-Mutationen des GDAP1
bekannt, die zur Charcot-Marie-Tooth-Krankheit fuhren kdonnen, wobei die beiden
ersteren in der Regel zu schwerwiegenderen Formen fuhren (Pedrola et al., 2005). Die
Mutationen konnen sowohl autosomal-rezessiv als auch autosomal-dominant
vererbbar sein und ebenfalls sporadisch auftreten (Claramunt et al., 2005). Besonders
autosomal-rezessive Mutationen werden mit schweren Auspragungen und einem
frihen Beginn der Krankheit in Verbindung gebracht, wahrend autosomal-dominante

Mutationen zu einer milderen Auspragung fuhren (Zimon et al., 2011).

Wie mutiertes GDAP1 auf molekularer Ebene genau die Krankheit auslost, ist noch
nicht abschlieRend geklart, jedoch geht man von dessen Funktionsverlust und einer
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damit einhergehenden mitochondrialen Beeintrachtigung als haufigste Ursache der
Krankheitsentstehung aus (Zimon et al., 2011). Vor allem autosomal-rezessive
Mutationen werden mit dem Funktionsverlust des Proteins in Verbindung gebracht,
wahrend bei autosomal-dominanten Mutationen von einer erworbenen toxischen
Funktion des GDAP1 ausgegangen wird (Zimon et al., 2011; Niemann, Wagner,
Ruegg, & Suter, 2009). Dennoch fuhren beide Formen zu ahnlichen Symptomen
(ebd.).

Bei den haufigeren autosomal-rezessiven Mutationen fuhrt der Funktionsverlust des
Proteins durch eine gestorte Spaltung der Mitochondrien zu einer veranderten
Mitochondriendynamik (Niemann, Ruegg, La Padula, Schenone, & Suter, 2005). Die
Calciumhomoostase innerhalb der Zelle andert sich durch verminderten Kontakt
zwischen ER und Mitochondrium und dem dadurch bedingten verringerten SOCE
(Pla-Martin et al., 2013; Wolf et al., 2021). Ebenfalls wird der Transport von Vesikeln
und Zellorganellen entlang des Axons beeintrachtigt (ebd.). Der Funktionsverlust des
GDAP1 fuhrt zu Beeintrachtigungen der ATP-Produktion des Mitochondriums
(Cassereau et al., 2009; Lopez Del Amo et al., 2015) und der Schutz vor ROS nimmt
ab (Noack et al., 2012). Diese Anderungen zusammen filhren zu einem

Funktionsverlust des Neurons.



J ER-mitochondria contacts \
J Mitochondria fission-fusion events
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Abbildung 4: Modell der Entstehung der Charcot-Marie-Tooth-Krankheit durch Mutationen des
GDAP1. Mutationen von GDAP1 filhren zu einem Funktionsverlust des Proteins. Dadurch kommt es zu
einem verminderten Kontakt zwischen ER und Mitochondrium sowie zu einer verdnderten
Calciumhomdostase und Mitochondriendynamik. Auch der Transport von Vesikeln und Zellorganellen
entlang des Axons wird beeintrachtigt. Im Mitochondrium flihren die Veranderungen zu
Beeintrachtigungen in der ATP-Produktion und der Schutz vor ROS nimmt ab. Durch diese Anderungen
innerhalb der Zelle wird das Axon geschadigt, sodass die Funktionsfahigkeit des Neurons abnimmt.
MTs Mikrotubuli (Rzepnikowska & Kochanski, 2018)

Je nach Lokalisation der Mutation im Gen kommt es zu verschiedenen Schweregraden
der Erkrankung (Cassereau et al., 2020). Kabzinska et al. fanden heraus, dass
Mutationen, die am C-terminalen Ende des Proteins liegen und dort die korrekte
Lokalisation an die &ufere mitochondriale Membran beeinflussen, zu
schwerwiegenderen Formen der Krankheit fuhren als Mutationen, die sich auf der N-
terminalen Seite befinden (Kabzinska et al., 2011). Huber et al. fanden heraus, dass
Mutationen an der N-terminalen Seite des GDAP1 nur die Fission der Mitochondrien
beeintrachtigen, nicht jedoch die der Peroxisomen, wahrend C-terminale Mutationen
zusatzlich die Dynamik der Peroxisomen beeinflussen (Huber, Guimaraes, Schrader,
Suter, & Niemann, 2013).
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1.3 BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3

1.3.1 Lokalisation und Aufbau

1994 wurde erstmals das BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3
(BNIP3) entdeckt (Boyd et al., 1994), das zu der Familie der Bcl-2 Proteine gehort und
dessen Gen auf dem 10. Chromosom des menschlichen Genoms liegt.

BNIP3 besteht aus 194 Aminosauren, wiegt 21,5 kDa und lasst sich in 4
Hauptdomanen einteilen (Chen et al., 1997). Innerhalb der N-terminalen Domane
befindet sich eine PEST-Domane aus Prolin, Glutamat, Serin, Threonin und Aspartat
(ebd.). PEST-Domanen besitzen eine hemmende Wirkung auf das gesamte Protein,
in welchem sie enthalten sind (Rogers, Wells, & Rechsteiner, 1986). Neben der PEST-
Domane liegt die ,Bcl-2 homology“-Domane 3 (BH3) und daneben die CD (conserved-
domain) (Vasagiri & Kutala, 2014). C-terminal befindet sich die Transmembrandomane
(TMD), durch die das Protein an die auf3ere Mitochondrienmembran binden kann und
die aulderdem in der proapoptotischen Wirkung des Proteins involviert ist (Yasuda M.
T., 1998; Velde et al., 2000).

N NH2-terminale Domane BH3 CD TMD — C

Abbildung 5: Schematischer Aufbau von BNIP3. Die Zahlen geben die Positionen der begrenzenden
Aminosauren der jeweiligen Doméanen an: BH3 Bcl-2 homology domain 3; CD conserved domain; TMD
Transmembrandoméane. (Eigene Darstellung nach Vasagiri & Kutala, 2014)

BNIP3 spielt eine Rolle bei verschiedenen zellularen Prozessen, zu denen vor allem
Regulationen der Apoptose, Nekrose und der Autophagie gehoren (Velde et al., 2000;
Kim, Cho, Ha, & Park, 2002; Daido et al., 2004). Veranderungen des Proteins sind mit
vielen Krankheiten assoziiert, wie zum Beispiel Karzinomen, kardiovaskularen sowie

neurologischen Erkrankungen (Vasagiri & Kutala, 2014).

1.3.2 Funktion und Wirkungsweise

Zu den Hauptfunktionen von BNIP3 gehort das Einleiten von Zelltod und Autophagie,
wobei bisher unbekannt ist, ob diese zwei Funktionen eigenstandig wirken oder ob
eine der beiden Funktionen durch die jeweils andere hervorgerufen wird. Es wird
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vermutet, dass BNIP3 durch mehrere Wege einen Zelltod bewirken kann, der sowohl
apoptotisch als auch nekrotisch verlaufen kann (Zhang & Ney, 2009).

BNIP3 reagiert unter anderem auf ROS mit Homodimerisierung, wodurch es aktiviert
wird (Kubli, Quinsay, Huang, Lee, & Gustafsson, 2008). Kim et. al. zeigten an isolierten
Mitochondrien, dass BNIP3 durch seine TMD die ,permeability transition pore” 6ffnet,
die sich zwischen innerer und aul3erer Mitochondrienmembran befindet, was zu einem
Verlust des mitochondrialen Membranpotentials sowie zu einer Freisetzung von
Cytochrom C und weiteren proapoptotischen Proteinen aus dem Intermembranraum
des Mitochondriums in das Zytoplasma fuhrt. Dies bewirke letztendlich die Einleitung
der zellularen Apoptose (Kim, Cho, Ha, & Park, 2002).

Im Gegensatz dazu fanden Velde et al. heraus, dass eine Uberexpression von BNIP3
am Zellmodell auch wahrend Abwesenheit von Apaf-1 (Apoptotic protease activating
factor 1), Caspase-9 und Caspase-3 zum Zelltod fuhren kann, ohne Cytochrom C aus
den Mitochondrien freizulassen, was fur eine nekrotische Wirkung des Proteins spricht
(Velde et al., 2000).

BNIP3 interagiert aulerdem mit antiapoptotischen Faktoren wie BCL-2 und BCL-xI.
Yasuda et. al. fanden heraus, dass die BH3-Domane mit diesen Faktoren
Heterodimere bildet und sie vermuten, dass dadurch deren Wirkung herabgesetzt wird
(Yasuda, Theodorakis, Subramanian, & Chinnadurai, 1998).

Das Protein spielt nicht nur eine Rolle beim Zelltod, sondern auch bei der Aktivierung
der Autophagie, was erstmals von Daido et al. beschrieben wurde (Daido et al., 2004).
BNIP3 wird dabei durch verschiedene Stimuli, wie z.B. Hypoxie, hochreguliert und fuhrt
durch Wechselwirkungen mit anderen Proteinen zur Einleitung der Autophagie (Bellot
et al., 2009). Zu diesen gehort z.B. LC3 (Microtubule-associated Protein 1 Light Chain
3), welches durch Interaktion mit BNIP3 den Abbau von Zellbestandteilen wie
Mitochondrien und ER mittels Autophagosomen bewirkt (Hanna et al., 2012). Der
Zelltod durch Autophagie stellt eine Sonderform des Zelltods dar und kann ebenfalls
durch Hochregulation von BNIP3 eingeleitet werden (Daido et al., 2004; Kanzawa et
al., 2005).

Der Abbau von Mitochondrien durch Autophagie wird auch als Mitophagie bezeichnet.
Zhang et al. beschreiben, dass BNIP3 durch Interaktion mit dem Protein PINK1
(PTEN-induced kinase 1) die Mitophagie einleiten kann. BNIP3 verhindert die Spaltung

von PINK1, wodurch sich dieses an die aul3ere Mitochondrienmembran anlagert. Dies
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bewirkt eine vermehrte Bindung des Proteins Parkin an die Mitochondrien, welches
deren Abbau einleitet (Zhang et al., 2016).

An einem Fruchtfliegen-Modell mit M. Parkinson wurden als weitere Funktionen des
BNIP3 eine Wiederherstellung von veranderten Mitochondrien und die Férderung der
ATP-Produktion beschrieben (Zhang et al., 2016).

1.3.3 Die Verbindung zwischen BNIP3 und GDAP1

An einem Zellmodell mit GDAP7-Knockdown (Wolf et al., 2021) konnten Mitglieder
unserer Arbeitsgruppe nachweisen, dass die Konzentration des BNIP3 erhoht ist
(unpublizierte Daten).

Da ein Funktionsverlust des GDAP1 Anderungen der mitochondrialen Morphologie
bewirkt, konnte BNIP3 als proapoptotisches Protein den Zelltod der durch gestorte
Mitochondrien geschadigten Zellen fordern. Es stellt sich deshalb die Frage, ob BNIP3
bei CMT4A-Patienten zu einer Ubermaligen Apoptose fuhrt und der
Neuronenuntergang unter anderem daraus resultiert. Andererseits konnte eine hohe
Expression des BNIP3 nétig sein, um die Autophagie der Mitochondrien einzuleiten
und beschadigte Mitochondrien wiederherzustellen, damit die Zelle repariert werden

kann und somit Uberlebt.

1.4 Der Modellorganismus Drosophila melanogaster

Die Fruchtfliege Drosophila melanogaster ist ein Modellorganismus, der schon seit
1910 (Morgan, 1910) zu genetischen Forschungszwecken genutzt wird, um vor allem
Entwicklungs- und zellulare Prozesse der hoheren Lebewesen zu verstehen. Er zahlt
mittlerweile zu den am besten untersuchtesten Organismen in der Biologie.

Im Jahr 2000 wurde erstmals das gesamte ca. 180 Mbp grof3e Genom der Drosophila
melanogaster durch Adams et al. sequenziert. Dabei stellte sich heraus, dass ca. zwei
Drittel des Genoms (entspricht 120 Mbp) aus Euchromatin besteht und dieses etwa
13.600 Gene kodiert. Das Genom besteht aus insgesamt 4 Chromosomenpaaren: den
Geschlechtschromosomen X/X bzw. X/Y, zwei groflen und einem kleinen Autosom
(Adams et al., 2000).

Es wird geschatzt, dass etwa 75% der bekannten krankheitsassoziierten Gene des

Menschen mit den Genen der Drosophila melanogaster Ubereinstimmen, wodurch
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diese einen erheblichen Anteil zur Erforschung von Krankheiten beitragen kann
(Reiter, Potocki, Chien, Gribskov, & Bier, 2001).

Die Arbeit mit Drosophila melanogaster birgt viele Vorteile im Vergleich zu anderen
Modellorganismen, denn diese ist zum einen einfach und kostengunstig zu halten und
zum anderen ist deren Generationszyklus mit etwa 10 Tagen und die Lebenserwartung
von ca. 3 Monaten relativ kurz. Zudem hat sie eine sehr hohe Anzahl an Nachkommen
von bis zu 400 pro Generation. Mittlerweile ist eine Vielzahl von Fliegenstammen

vorhanden, die Uber verschiedene Stockcenter kommerziell erworben werden kénnen.

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten, um die Expression von bestimmten Proteinen in
Drosophila melanogaster zu verandern, wozu vor allem genetische Veranderungen
zahlen. Balancer-Chromosomen verhindern dabei die Rekombination, sodass
genetisch veranderte Fruchtfliegen uUber mehrere Generationen hinweg genutzt
werden konnen. In dieser Arbeit wurde die RNA-Interferenz (RNAi) in Kombination mit
dem Gal4/UAS-System sowie ein Gen-Knockout =zur Verminderung der
Proteinexpression genutzt, welche im Folgenden in den Kapiteln 1.4.1 bis 1.4.3 erklart

werden.

1.4.1 Gdap1 und BNIP3 in Drosophila melanogaster

Um das Protein GDAP1 am Modell der Drosophila melanogaster erforschen zu
konnen, wurde zunachst untersucht, ob die Fruchtfliege ein homologes Gen zu dem
humanen GDAP1 und somit auch ein homologes Protein besitzt. Marco et al. fanden
heraus, dass das Produkt des Gens CG4623, welches auf dem zweiten Chromosom
der Drosophila melanogaster liegt, groRe Ahnlichkeit zu humanem GDAP1 besitzt
(Marco, Cuesta, Pedrola, Palau, & Marin, 2004). Lopez Del Amo et al. konnten 2015
nachweisen, dass dieses Gen dem menschlichen GDAP1 entspricht und dass die
Funktionen des Proteins der Drosophila melanogaster, im Folgenden Gdap1 genannt,
denen des humanen GDAP1 entsprechen (Lépez Del Amo et al., 2015).

Im Modellorganismus Drosophila melanogaster bewirkt Gdap1 eine Spaltung der

Mitochondrien, was durch Unterstutzung deren Spaltung oder Hemmung deren Fusion

bedingt sein kdnnte. Das Protein spielt ebenfalls eine Rolle bei der Regulation des

Kontaktes zwischen Mitochondrien und ER sowie der Verteilung der Mitochondrien

innerhalb der Zelle, denn eine verminderte Expression von Gdap1 fuhrt zur Migration
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der Mitochondrien von peripher nach zentral. Gdap1 beeinflusst aulRerdem die ATP-
Synthese und die Menge des oxidativen Stresses (Lopez Del Amo et al., 2015; Lépez
Del Amo et al., 2017).

Eine erhdhte oder erniedrigte Expression des Proteins fuhrt durch verminderte ER-
Mitochondrien-Kontakte zu einer systemischen Inaktivierung des Insulin-Signalwegs
und dadurch zu Mengenverschiebungen von Metaboliten wie Kohlenhydraten und
Aminosauren. Es kommt zu einer Erhohung der Menge an Kohlenhydraten und zu
einer Verminderung der Aminosauren. AuRerdem fuhrt sowohl die erhdhte als auch
verringerte  Expression von  Gdap1 zu  einer  Hochregulation  der
Pyruvatdehydrogenasekinase, welche den Pyruvatdehydrogenasekomplex (PDC)
hemmt, wodurch es kompensatorisch zu einer verstarkten B-Oxidation von Lipiden
kommt. Somit scheint das Protein auch den Stoffwechsel der Fruchtfliege zu
beeinflussen (Lépez Del Amo et al., 2017).

Es konnte nachgewiesen werden, dass Veranderungen in der Quantitat des Gdap1 zu
einem Verlust von Neuronen und Muskelzellen fuhren (Lépez Del Amo et al., 2015)
Dadurch verkurzt sich die Lebenszeit der Fliege und die Fahigkeit zur negativen
Geotaxis, dem Klettern entgegen der Richtung der Schwerkraft, nimmt ab (L6épez Del
Amo et al., 2017).

Auch BNIP3 wird im Modellorganismus Drosophila melanogaster synthetisiert. Das
kodierende Gen befindet sich auf dem zweiten Chromosom des Genoms. Bezeichnet
wird es sowohl mit CG5059 als auch mit BNIP3 (Lieber, Jeedigunta, Palozzi, Lehmann,
& Hurd, 2019).

1.4.2 Das Gal4/UAS-System

Mithilfe des Gal4/UAS-Systems kann gezielt die Expression von bestimmten Genen
erhoht werden. Gal4 ist ein Transkriptionsfaktor, der durch genetische Veranderung
an bestimmten Stellen des Genoms der Fruchtfliege eingefligt werden kann, wodurch
es moglich ist, die Genexpression in bestimmten Geweben oder wahrend bestimmter
Entwicklungsstufen zu verandern. UAS (Upstream Activating Sequence) ist ein
Enhancer, an den der Transkriptionsfaktor Gal4 binden kann und diesen dadurch
aktiviert. Das System wird genutzt, indem homozygote Gal4-Linien mit homozygoten
UAS-Linien verkreuzt werden, wodurch die nachste Generation in ihrem Genom

heterozygot sowohl das Gal4- als auch das UAS-Konstrukt enthalt und somit das
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gewulnschte Gen, das sich downstream von UAS befindet, vermehrt exprimiert
(Prokop & Root, 2013).

1.4.3 Genregulation durch RNA-Interferenz

Um spezifisch die Expression von Genen in bestimmten Geweben zu reduzieren,
eignet sich die RNA-Interferenz, die zu den Methoden des Knockdowns gehort. Indem
UAS-RNAI-Konstrukte mit Gal4-Konstrukten kombiniert werden, kann gezielt die
Expression von Proteinen in spezifischen Geweben oder wahrend bestimmter
Entwicklungsstufen der Fruchtfliege vermindert werden. Die durch den aktivierten
UAS-Enhancer transkribierte RNAi bindet an die mRNA des gewunschten Proteins
und fuhrt somit zu dessen Abbau (Prokop & Root, 2013).

Die fur diese Arbeit genutzte Genregulation durch das Gal4/UAS-System und die RNA-
Interferenz wird an dem folgenden Beispiel nochmals vereinfacht erlautert.

of

+ . UAS-Gdap1-RNAi
+ ' UAS-Gdap1-RNAi

elav-Gal4 + X

elav-Gald’ +

o0 /\ Gdap1-RNAI-
elav-Gal4 UAS-Gdap1-RNAi Expression

e n &g%

@® Gal4-Protein

&Gdam _RNAI

Abbildung 6: Systematik der RNA-Interferenz in Kombination mit dem Gal4/UAS-System am
Beispiel des Gdap7-Knockdowns in Neuronen. Indem eine elav-Gal4-Linie mit einer UAS-Gdap1-
RNAi-Linie verkreuzt wird, erhalt man in der F1-Generation Fruchtfliegen, die heterozygot sowohl das
Gal4- als auch das UAS-Konstrukt tragen. Der Transkriptionsfaktor elav-Gal4 wird im Nervensystem
der Fruchtfliege exprimiert und bindet dort an das UAS-Gdap1-RNAi-Konstrukt im Genom. Dadurch
wird dieses aktiviert, was zur Transkription der Gdap1-RNAi fihrt. Die RNAi kann an die Gdap1-RNA
binden und bewirkt deren Abbau.
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In dieser Arbeit soll auf der einen Seite das Gal4/UAS-System kombiniert mit der RNA-
Interferenz dazu genutzt werden, die Eigenschaften der Proteine Gdap1 und BNIP3
durch Knockdown genauer zu erortern. Auf der anderen Seite dienen die Fliegen mit
Gdap1-Knockdown in  Neuronen als Modell fur CMT4A, indem der
krankheitsverursachende Funktionsverlust des Proteins (Pedrola et al., 2005) mittels

Knockdowns nachgestellt wird.

1.4.4 Genregulation durch Knockout

Eine weitere Moglichkeit, um die Expression von Proteinen in Drosophila
melanogaster zu vermindern, ist die Generierung von Fliegenstammen mit einem
ubiquitaren Gen-Knockout. Die in dieser Arbeit verwendeten Knockout-Fliegenstamme
wurden freundlicherweise von || aus der Polytechnischen
Universitat Valencia in Spanien zur Verfugung gestellt.

I <t 2| generierten Fliegenstamme, die einen homozygoten Gen-
Knockout des Gdap1 haben und an dessen Stelle das humane Wildtyp-GDAP1 bzw.
ein mutiertes GDAP1 tragen, um damit Fliegenmodelle fur die durch GDAP1-
Mutationen verursachte Charcot-Marie-Tooth-Krankheit abzubilden.

Um die Fliegenstamme zu generieren, wurde zunachst nach der Methode von Baena-
Lopez et al. (Baena-Lopez, Alexandre, Mitchell, Pasakarnis, & Vincent, 2013) der
Vektor pTVCherry in das erste Intron des Gens inseriert, wodurch die Expression des
Gdap1 vollstandig unterdrickt wird. Nach dem Knockout des Gdap? im Genom der
Drosophila melanogaster wurden cDNAs mit dem humanen GDAP1, sowohl in der
Wildtyp-Form als auch in verschiedenen mutierten Formen, geklont. Die cDNA wurde
anschliefend in einen RIV-Vektor geklont und dieser zusammen mit der PhiC31
Integrase durch eine Mikroinjektion in die Fliegenembryos eingefugt, was von dem
Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa der Autonomen Universitat Madrid in
Spanien durchgefuhrt wurde. Dadurch befindet sich das Transgen des humanen
GDAP1 in den transgenen Fliegen an gleicher Stelle, an der deren eigenes Gdap1 lag
und unterliegt somit der physiologischen Expressionsstarke und Regulation. Als
Kontrolllinien wurden eine Linie mit dem reinen GDAP1-Knockout belassen und in eine
weitere Linie ein leerer RIV-Vektor eingefiigt (unpublizierte Daten von || ).
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In der folgenden Tabelle sind die Genotypen der in dieser Arbeit genutzten Knockout-
Linien beschrieben.

Tabelle 1: Ubersicht der Genotypen der GDAP1-Knockout-Fliegenstamme

Genotyp Schematischer Beschreibung CMT-
Genotyp Form

w; KO attp.Gdap1/ Gdap1X©/+ Gdap 1-Knockout-Linie

TM6B

w; KO attp.Gdap?1 AV1 | Gdap1KC EV)/+ Gdap1-Knockout-Linie

/ TM6B mit leerem Vektor

w; KO attp.Gdap? WT- | Gdap1KO (GDAP1)/+ Humanes Wildtyp-

GDAP1/TM6B GDAP1

w; KO attp.Gdap1 Gdap1X© (GDAP1R161H)/+ | Humanes GDAP1 mit CMT4A

R161H-GDAP1/ TM6B der autosomal-

rezessiven missense-
Mutation R161H

w; KO attp.Gdap1 Gdap1KX© (GDAP1P274L)/+ | Humanes GDAP1 mit CMT2,
P274L-GDAP1/ TM6B der autosomal- CMT-INT
dominanten missense-
Mutation P274L

w; KO attp.Gdap1 Gdap1KX© (GDAP1P153L)/+ | Humanes GDAP1 mit CMT2,
P153L-GDAP1/ TM6B der autosomal- CMT4C4
rezessiven missense-
Mutation P153L

w; KO attp.Gdap1 Gdap1K© (GDAP1R120W)/+ | Humanes GDAP1 mit CMT4A
R120W-GDAP1/ TM6B der autosomal-

dominanten missense-

Mutation R120W

Die missense-Mutation R120W kommt bei CMT-Patienten verglichen zu den anderen
in dieser Arbeit genutzten Modellen am haufigsten vor, wird autosomal-dominant
vererbt und geht Ublicherweise mit einem milden Verlauf der CMT4A einher (Sivera et
al., 2010; Claramunt et al., 2005). Auch die missense-Mutation R161H fuhrt zu
CMTA4A, wird jedoch autosomal-rezessiv vererbt und weist einen schwereren Verlauf

18



der Krankheit auf (Baxter et al., 2002). Die Vererbung der missense-Mutation P274L
erfolgt autosomal-dominant. Sie wurde bereits bei Patienten CMT2 und CMT-INT
entdeckt (Zimon et al., 2011). Die missense-Mutation P153L wird autosomal-rezessiv
vererbt und wurde im Genom von Patienten mit CMT4C4 und CMT2 gefunden
(Kabzinska et al., 2007; Auer-Grumbach et al., 2008).

28 105 160 282 292 312318 340
a-Loop

N — GST-N GST-C — HD1 — TMD — C

R120W P153L R161H P274L

Abbildung 7: Schematische Lokalisationen der in dieser Arbeit verwendeten Mutationen in
GDAP1. Die Mutationen R120W und P153L befinden sich innerhalb des a-Loops und die Mutationen
R161H sowie P274L in der C-terminalen Glutathion-S-Transferase-Doméne. Die Zahlen geben die
Positionen der begrenzenden Aminosauren der jeweiligen Doméanen an. Griin gekennzeichnet sind
autosomal-rezessive Mutationen, wahrend autosomal-dominante Mutationen rot gekennzeichnet sind.
GST Glutathion-S-Transferase-Domane; HD hydrophobe Domane; TMD Transmembrandoméane.
(Eigene Darstellung nach Rzepnikowska & Kochanski, 2018)

Abb. 7 zeigt schematisch die Lokalisationen der Mutationen der in dieser Arbeit
verwendeten Fliegenstamme. Die Mutationen R120W und P153L befinden sich im a-
Loop des GDAP1, welcher eine wichtige Rolle bei der Substratbindung aufweist
(Googins et al., 2020). Mutationen an dieser Stelle werden vor allem mit einem
verminderten SOCE in Verbindung gebracht (Gonzalez-Sanchez, Satrustegui, Palau,
& Del Arco, 2019).

Die Mutationen R161H und P274L befinden sich in der C-terminalen GST-Domane.
Uber 50% der bekannten Mutationen, die zu CMT4A oder CMT2K fiihren, liegen in
den GST-Domanen und sind mit schweren Formen der Erkrankung assoziiert

(Cassereau et al., 2011).

1.5 Potenzielle Wirkstoffe zur Behandlung von CMT4A

1.5.1 J147

J147, ein Derivat des Gewdulrzes Curcumin, hat sich als potenzielles Pharmakon zur
Therapie von neurodegenerativen Erkrankungen, wie z.B. M. Alzheimer,
herausgestellt. Als Angriffspunkt dient die mitochondriale a-F1-ATP-Synthase
(ATP5A) als Teil der ATP-Synthase (Goldberg et al., 2018). Der Wirkstoff verursacht
auf molekularer Ebene durch seine Bindung eine Erhohung des intrazellularen
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Calciumgehaltes, wodurch unter anderem der AMPK/mTOR-Signalweg aktiviert wird
(ebd.).

An Zellen fanden Currais et al. heraus, dass durch Behandlung mit J147 die
Konzentration von Acetyl-CoA erhoht wird, was unter anderem auf die Inhibition der
Acetyl-CoA-Carboxylase 1, welche das Schrittmacherenzym der Fettsaure-
Biosynthese ist, zurlickzufuhren ist (Currais et al., 2019).

Chen et al. konnten zeigen, dass der Wirkstoff in normalen und neurodegenerativen
Zellmodellen neuroprotektiv wirkt und die Gedachtnisfunktion fordert, indem es unter
anderem vor Verlust von synaptischen Proteinen schutzt (Chen et al., 2011). Auch an
Mausmodellen mit M. Alzheimer erwies sich ein neuroprotektiver Effekt durch J147
(Currais et al., 2015). Ursachlich fur die neuroprotektive Wirkung kdnnte die induktive
Wirkung auf die neurotrophen Wachstumsfaktoren NGF (nerve growth factor) und
BDNF (brain-derived neurotrophic factor) sein (Prior, Dargusch, Ehren, Chiruta, &
Schubert, 2013).

Am Wildtyp-Modell der Drosophila melanogaster konnten bei Gabe von J147 eine
verlangerte Lebensspanne sowie eine erhohte ATP-Konzentration in Kopfen
nachgewiesen werden (Goldberg et al., 2018).

1.5.2 CMS121

CMS121 ist ein Derivat des gelben Farbstoffs Fisetin, der zur Stoffgruppe der
Flavonole gehort. 2014 wurde es erstmals als potenzielles Pharmakon fur M.
Alzheimer-Patienten entdeckt (Prior et al., 2014).

Wie J147, bindet auch CMS121 an die ATP-Synthase der Mitochondrien. Es weist
ahnliche Wirkungen wie J147 auf, darunter die Erhdhung der zellularen Acetyl-CoA-
Konzentration durch Inhibition der Acetyl-CoA-Carboxylase 1 (Currais et al., 2019).
Am Mausmodell mit M. Alzheimer konnte bereits eine verbessernde Wirkung des
CMS121 auf die Gedachtnisfunktion gezeigt werden. Es wirkt der Apoptose entgegen,
hemmt die Lipidperoxidation und hat anti-inflammatorische Wirkung (Ates, Goldberg,
Currais, & Maher, 2020).
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1.5.3 J147 und CMS121 als Therapiemoglichkeit bei der Charcot-Marie-
Tooth-Krankheit
Wie M. Alzheimer ist auch die Charcot-Marie-Tooth-Krankheit eine neurodegenerative
Erkrankung, sodass die Gabe von J147 oder CMS121 auch bei dieser eine mogliche
Therapieoption sein kdnnte.
Wolf et al. zeigten, dass ein GDAP1-Funktionsverlust in Zellen in einer
Funktionsbeeintrachtigung des PDC resultiert und kompensatorisch zu einer erhdhten
alternativen Energiegewinnung uber Fettsauren und Glutamin fuhrt (Wolf et al., 2021).
Die inhibierende Wirkung von J147 und CMS121 auf die Acetyl-CoA-Carboxylase 1
konnte den Energiestoffwechsel ebenfalls verandern und dadurch auf die kranken
Zellen eine positive Wirkung haben, indem es die Konzentration an Acetyl-CoA erhoht
und somit die Energiegewinnung positiv beeinflusst. Dies wird an der folgenden
Abbildung genauer verdeutlicht.

GDAP1-Mutationen
- +

PDC B-Oxidation

/\/_\

Pyruvat Acetyl-CoA Fettsduren

Fettsdure-Biosynthese
(Schrittmacherenzym:
Acetyl-CoA-Carboxylase 1)

v

Citratzyklus J147 /| CMS121

Abbildung 8: Einfluss von J147 und CMS121 auf den Energiestoffwechsel. Ein Funktionsverlust des
GDAP1, welcher durch Mutationen verursacht sein kann, fiihrt zu einer Hemmung der PDC und somit
zu einer verminderten Acetyl-CoA-Konzentration (Wolf et al., 2021). Vermutlich kommt es
kompensatorisch zu einer vermehrten B-Oxidation, um die Konzentration an Acetyl-CoA
aufrechtzuerhalten. Auch J147 und CMS121 kénnten die Konzentration an Acetyl-CoA erhéhen, da sie
hemmend auf die Acetyl-CoA-Carboxylase 1, das Schrittmacherenzym der Fettsdure-Biosynthese,
wirken. Durch die Hemmung wiirde weniger Acetyl-CoA zu Fettsduren umgebaut werden, sodass mehr
Acetyl-CoA fur die Energiegewinnung im Citratzyklus zur Verfligung stehen kénnte. Die Gabe von J147
bzw. CMS121 kdénnte somit den Mangel an Acetyl-CoA durch GDAP1-Mutationen ausgleichen.

AulBerdem resultiert ein GDAP1-Funktionsverlust in einer verminderten zellularen
ATP-Konzentration (Wolf et al., 2021; Cassereau et al., 2009; L6épez Del Amo et al.,
2015). Deshalb stellt sich die Frage, ob der dadurch entstehende Energieverlust
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wieder durch Therapie mittels J147, welches am Fliegenmodell bereits zu einer ATP-
Erhohung fuhrte (Goldberg et al., 2018), bzw. CMS121 aufgebaut werden konnte.

Wahrend Curcumin, das Vorlaufermolekul von J147, bereits an CMT1A- und CMT2A-
Modellen getestet wurde und dort zu einer verminderten Apoptose fuhrte (Morena,
Gupta, & Hoyle, 2019), wurde der Effekt von J147 und CMS121 an Zell- oder
Tiermodellen mit der Charcot-Marie-Tooth-Krankheit bis heute noch nicht getestet.
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1.6 Zielsetzung

In den letzten Jahren konnte bereits viel Uber die Funktionen und Wirkungsweisen des
GDAP1 und BNIP3 erforscht werden. In dieser Arbeit sollen die Proteine weiter in ihrer
Funktion sowie in ihrem gegenseitigen Zusammenspiel analysiert werden.

Mittels des Gal4/UAS-Systems am Modellorganismus Drosophila melanogaster soll
durch gezielten Knockdown der Proteine in verschiedenen Geweben dessen Einfluss
auf Messgroflen wie Lebensspanne, Klettergeschwindigkeit und ATP-Gehalt
gemessen werden. Dabei stellt eine Linie mit Gdap7-Knockdown in Neuronen ein
Modell fur CMT4A dar, um Ruckschlusse auf die Krankheit zu ziehen.

Mitglieder unserer Arbeitsgruppe konnten bereits an Zellen nachweisen, dass eine
verminderte Expression des GDAPT1 zu einer Hochregulation von BNIP3 fuhrt
(unpublizierte Daten). In dieser Arbeit soll der Versuch auf das Fliegenmodell
Ubertragen, die Ergebnisse verglichen und die Ursache sowie Funktion erortert

werden.

Auf der anderen Seite werden Knockout-Linien, die homozygot anstelle des Gdap1
der Drosophila melanogaster das humane Wildtyp-GDAP1 bzw. dieses Gen mit
verschiedenen Mutationen tragen, als weitere Modelle fur die Charcot-Marie-Tooth-
Krankheit genutzt. Mit diesen Linien soll validiert werden, dass GDAP1 anstelle des
Gdap1 in der Fruchtfliege fungieren kann sowie gezeigt werden, welche Einflisse das
mutierte GDAP1 auf das Fliegenmodell hat, indem Lebensspanne,

Klettergeschwindigkeit und ATP-Gehalt gemessen werden.

Letztendlich sollen mit den beiden experimentellen Wirkstoffen J147 und CMS121
deren potenzielle Wirksamkeit auf die Charcot-Marie-Tooth-Krankheit Typ 4A getestet

werden, wobei sowohl die Gal4/UAS- als auch die Knockout-Linien als Modelle dienen.
Mit dieser Arbeit mdchte ich einen Beitrag dazu leisten, die Entstehung der durch

GDAP1-Mutationen verursachten Charcot-Marie-Tooth-Krankheit genauer zu

verstehen und neue, mogliche Therapieoptionen zu erortern.
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2 Material

2.1 Fliegenstamme

Tabelle 2: Fliegenstdamme

Name

Firma

elav-Gal4 (BL458)
FM6/FM6; Sco/CyO
Gdap1X©/+

Gdap1K0 EV)/+

Gdap1 KO (GDAP1)/+
Gdap1 KO (GDAP1 P153L)/+
Gdap1 KO (GDAP1 P274L)/+
Gdap1 KO (GDAP1 R120W)/+

Gdap1 KO (GDAP1 R161H)/+

mef2-Gal4

Oregon R

tubP-Gal4 (BL5138)

UAS-always early-RNAi (v13673)
UAS-BNIP3-RNAi (BL42494)
UAS-Gdap1-RNAi (BL51903)

WwW-
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2.2 Reagenzien und Losungen

Tabelle 3: Reagenzien und Lésungen

Name Firma

10x Tris/Glycine/SDS Bio-Rad

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich

4x Laemmli Sample Buffer Bio-Rad

Agar-Agar in Faden C.E. Roeper

CMS121 gespendet durch das Salk Institut

fur Biologische Studien, USA
DMSO Roth®
Ethanol fur Fliegenfutter Roth®
FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) = Sigma-Aldrich
Glycerin Roth®

J147 gespendet durch das Salk Institut
fur Biologische Studien, USA

Maismehl Bauck

Maltzin (Enzyminaktivierter Malzextrakt) Jung & Schmidt

Methanol Roth®

Milchpulver Roth®

Natriumchlorid Roth®

Nipagin (Methyl-4-hydroxybenzoat) VWR®

Nuclease-Free Water Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific™

Nuclease-Free Water 50 ml Ambion®

RIPA-Puffer Thermo Fisher Scientific™

Rotenon Sigma-Aldrich

Saccharose Roth®
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Sojamehl SoBo Naturkost

Takyon™ No Rox Probe 2X MasterMix dTTP | Eurogentec

Blue
Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) Roth®
Trockenbackhefe Huber Mahle
Tunicamycin from Streptomyces sp. Sigma-Aldrich
Tween® 20 Roth®
Zuckerrubensaft Grafschafter Krautfabrik
2.3 Kits
Tabelle 4: Kits
Kit Firma
ATP Bioluminescence Assay Kit HSII Roche
BC Assay Protein Quantification Kit interchim®

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit | Applied Biosystems™, Thermo
Fisher Scientific™

RNA MiniPrep Kit Zymo Research

2.4 Primer & Sonden

Die Primer wurden hergestellt von der Firma Eurofins Genomics in DE-5560
Ebersberg. Es wurden Sonden der Universal Probe Library (Roche) genutzt.

Tabelle 5: Primer

Primer Richtung | Sequenz

BNIP3-Primer (Drosophila) = forward CACCAAAATCGAGCGAAGA
BNIP3-Primer (Drosophila) | reverse GCAGCTGTTGTGCTGAGTTC

Gdap1-Primer (Drosophila) | forward TACAACTTCCATGCGCAAAA

26



Gdap1-Primer (Drosophila) | reverse GGTCCACCACATAGGGAAAG
GDAP1-Primer (human) forward TGCAAAGAAGAAATGAAGAAACC
GDAP1-Primer (human) reverse ATGTGACAGCGAGTGAGACG
rp49-Primer forward TTCCTTGACGTGCCAAAACT

rp49-Primer reverse AATGATCTATAACAAAATCCCCTGA

Tabelle 6: Sonden

Sonde Nummer (Universal ProbeLibrary)
Gdap1-Sonde (Drosophila) 59

GDAP1-Sonde (human) 1 variant 2,3

rp49-Sonde 122

2.5 Antikorper und Marker

Tabelle 7: Antikdrper und Marker

Name Firma
680-conjugated anti-mouse IgG Sekundarantikorper LI-COR®
800-conjugated anti-rabbit IgG Sekundarantikorper LI-COR®

Anti-GDAP1 tag Primarantikorper, 1gG, polyklonal, Ratte Sigma-Aldrich
Anti-HA tag Primarantikorper, 1gG, polyklonal, Ratte Abcam

Chameleon Duo Pre-stained Protein Ladder LI-COR®
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2.6 Verbrauchsmaterial

Tabelle 8: Verbrauchsmaterial

Name Firma

0,2 ml 8-Strip PCR Tubes STARLAB
0,2 ml 96-Well PCR Plates VWR®

0,2 ml 96-Well PCR TW-MT-Plates Biozym
Benchkote® Absorbent Protector Sheets Whatman®
Combitips® Eppendorf
Injekt Luer Solo 10 ml Braun
Laminierfolien A5 Peach

MicroAmp™ Optical Adhesive Film
Microseal® ‘B’ seals

Mikrotitierplatte 96-Loch, klar
Mikrotitierplatte 96-Loch, weil}
Milbenstopfen 26 mm Durchmesser
Mini-PROTEAN TGX Stain-Free Gels
Pipettenspitzen

Polypropylen Reaktionsgefa® 15 ml UV-

geschutzt
Reaktionsgefald (0,5; 1,5; 2 ml)

RNAse AWAY®

Rotilabo®-Reaktionsgefale schwarz
STERICAN Kanulen 23 Gx3 1/5 0,6x80 mm
Surgical Disposable Scalpels

Trans-Blot Turbo Nitrocellulose

XCEED Nitril Einweghandschuhe, puderfrei
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Bio-Rad

Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
K-TK e.K

Bio-Rad

STARLAB

Greiner Bio-One

Eppendorf

Molecular BioProducts, Thermo

Fisher Scientific™

Roth

Braun

Braun

Bio-Rad

STARLAB



Zentrifugenrohrchen 15 ml
Zentrifugenrohrchen 50 ml

Zylindrische Kunsstoffrohrchen

2.7 Gerate

Tabelle 9: Gerate

Name

Sarstedt
Greiner

Dominique Dutscher

Firma

Fisherbrand™ Prazisionswaage
Fresco™ 21 Mikrozentrifuge

lce maker

Infinite® 200 PRO

Infinite® Spark

Kdhlraum 4°C

Kahlschrank (4°C; -20°C)
Kuhlschrank MediLine (4°C; -20°C)
Mikroskop LEICA MS5
Mini-PROTEAN Tetra System
Mini-Zentrifuge

Multipette M4

Odyssey SA Infrared Imaging System
peqSTAR Thermocycler

Pico™ 21 Mikrozentrifuge

Pipette (10; 20; 100; 200; 1000 pl)
Pipette PIPETMAN® (10; 20; 100; 200; 1000 pl)

Powerpac Basic
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Thermo Fisher Scientific™
Thermo Fisher Scientific™
Scotsman

Tecan

Tecan

Viessmann

Liebherr Comfort

Liebherr

Leica

Bio-Rad

Biozym

Eppendorf

LI-COR®

Peqglab by VWR®

Thermo Fisher Scientific™
Eppendorf

Gilson

Bio-Rad



Prazisionswaage

Roller Mixer SRT9

Schweil3gerat

Serologische Pipette 5 ml, 10 ml, 25 ml
StepOnePlus™ PCR System
Synthetics Pinsel Grolke 1
ThermoMixer F1.5

Trans-Blot®Turbo Transfer System
Vortex-Genie 2

Wippschuttler Rocking Platform

Z216 MK Zentrifuge

2.8 Software

Tabelle 10: Software

Name

Heidolph

stuart®

Severin

Greiner

Applied Biosystems™
Brunnen

Eppendorf

Bio-Rad

Scientific Industries
VWR®

Hermle

Firma

Affinity Designer

Fotos

Graph Pad Prism 6

i-control ™

Keynote

Microsoft Excel Version 16.42
Odyssey Sa Express software

StepOne Software
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Serif Europe Ltd.
Apple Inc.

Graph Pad Prism
Tecan

Apple Inc.

Microsoft

LI-COR® Biosciences

Applied Biosystems™



3 Methoden

3.1 Haltung der Drosophila melanogaster

Die in dieser Arbeit genutzten Fliegenstamme wurden bei einer Temperatur von 18°C
bzw. 25°C, je nach gewunschter Entwicklungsgeschwindigkeit, in zylindrischen
Kunststoffrohrchen, dessen Boden mit einem Nahrmedium bedeckt war, gehalten.
20 | des Nahrmediums bestehen aus den folgenden Komponenten:

e 130 g Agar

e 1050 g Maismehl

e 125 g Sojamehl

e 350 g Hefeflocken

e 1100 g Malzextrakt

e 550 g Zuckerrubensaft

e 30 g Nipaginpulver geldst in 100 ml Ethanol

e H20
Die Kreuzungen fur verschiedene Experimente wurden in Rohrchen mit oben
genanntem Nahrmedium durchgefuhrt, wobei jungfrauliche Weibchen mit Mannchen

unbekannten Alters in einem 25°C-Inkubator verpaart wurden.

3.2 Herstellung von Fliegenlinien mit Protein-Knockdown in
verschiedenen Geweben

Zur Analyse der Drosophila melanogaster mit einem Protein-Knockdown in
bestimmten Geweben wurden Fliegenlinien mittels des Gal4/UAS-Systems
hergestellt. Daflr wurden jungfrauliche Weibchen, die ein Gal4-Konstrukt besalen,
mit Mannchen unbekannten Alters, die das gewunschte UAS-RNAi-Konstrukt trugen,
nach dem in Kapitel 1.4.3 gezeigtem Schema in einem 25°C-Inkubator verpaart. Zur
Genregulation in Neuronen wurden das elav-Gal4-, in den Muskelzellen das mef2-
Gal4- und zur ubiquitaren Regulation das tubP-Gal4-Konstrukt verwendet.

Fliegen der F1-Generation, welche nicht durch Balancer-Chromosomen markiert
waren, trugen heterozygot sowohl das Gal4- als auch UAS-RNAi-Konstrukt und

wurden fur nachfolgende Versuche verwendet.
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Die folgende Tabelle zeigt eine Ubersicht aller in dieser Arbeit durchgefiihrten

Gal4/UAS-Kreuzungen.

Tabelle 11: Ubersicht der Gal4/UAS-Kreuzungen

Parentalgeneration F1-Generation Funktion
{ 3
tubP-Gal4 | UAS-always early-RNAi | tubP>Kontroll-RNAi Kontrolle
tubP-Gal4 | UAS-BNIP3-RNAI tubP>BNIP3-RNAI Ubiquitarer BNIP3-
Knockdown
tubP-Gal4 | UAS-Gdap1-RNAi tubP>Gdap1-RNAI Ubiquitarer Gdap1-
Knockdown
elav-Gal4 | UAS-always early-RNAi | elav>Kontroll-RNAI Kontrolle
elav-Gal4 | UAS-BNIP3-RNAI elav>BNIP3-RNAi Neuronaler BNIP3-
Knockdown
elav-Gal4 | UAS-Gdap1-RNAI elav>Gdap1-RNAI Neuronaler Gdap1-
Knockdown
mef2-Gal4 | UAS-always early-RNAi = mef2>Kontroll-RNAI Kontrolle
mef2-Gal4 | UAS-BNIP3-RNAI mef2>BNIP3-RNAi Muskularer BNIP3-
Knockdown
mef2-Gal4 | UAS-Gdap1-RNAI mef2>Gdap1-RNAI Muskularer Gdap1-
Knockdown

3.3 Herstellung eines Fliegenstammes mit GDAP7-Knockdown in

Neuronen

Um Fliegen mit einem Knockdown von 2 verschiedenen Proteinen mittels RNAi und

des Gal4/UAS-Systems herstellen zu konnen, muss zunachst ein Fliegenstock

generiert werden, der eine der gewunschten RNAi in einem spezifischen Gewebe

exprimiert und Uber langere Zeit gehalten werden kann. In dieser Arbeit soll ein

neuronaler Knockdown durch sowohl Gdap1-RNAi als auch BNIP3-RNAi mit einem
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Knockdown durch Gdap1-RNAi und einer Kontroll-RNAi verglichen werden. Dafur
wurde ein Fliegenstock, der Gdap1-RNAi in Neuronen exprimiert, durch Kreuzungen
von weiblichen Jungfrauen mit beliebig alten Mannchen verschiedener Fliegenlinien
nach dem im Folgenden dargestellten Schema generiert. Fur anschliellende
Kreuzungen wurden jungfrauliche Weibchen der rot eingekreisten Linie genutzt.

FM6 SCO _ Gdap1-RNAi
FM6 CyO + ' Gdap1-RNAi
elav. CyO FM6 Gdap1-RNAI
; X ;
é FM6  + Y Sco

_ Gdap1-RNAi

J Y  Gdap1-RNAI

FM6 *  CyO ¥¥ *

Abbildung 9: Systematik der Generierung eines Fliegenstammes mit GDAP7-Knockdown in
Neuronen. Zunadchst werden in zwei verschiedenen Kreuzungen Fliegen mit den Balancer-
Chromosomen FM6, Scutoid (Sco) und Curly O (CyO) mit UAS-Gdap1-RNAi-tragenden bzw. elav-Gal4-
tragenden Fliegen nach oben gezeigtem Schema verkreuzt. Bei der erstgenannten Kreuzung werden
jungfrauliche Fliegenweibchen des Phanotyps CyO und FM6 gesammelt und mit Mannchen aus der
zweitgenannten Kreuzung, die den Phanotyp FM6 und Sco tragen, verkreuzt. Durch Sammeln von
Nachkommen des Phanotyps FM6 und CyO kann ein Fliegenstamm generiert werden, der Gber langere
Zeit gehalten werden kann und in der Abbildung im schwarzen Kasten dargestellt ist. Fir nachfolgende
Kreuzungen wurden jungfrauliche Weibchen des rot eingekreisten Genotyps benutzt.

3.4 Messung der Lebensspanne der Drosophila melanogaster

3.4.1 Messung der Lebensspanne wahrend Gabe eines Nahrbreis

Um die Lebensspanne verschiedener Fliegenlinien zu messen, wurden diese in
Kunststoffrohrchen mit Nahrmedium (Herstellung in 3.1 beschrieben) bei 25°C
gehalten, da bei dieser Temperatur das Gal4/UAS-System aktiviert wird (Prokop &
Root, 2013). Pro Réhrchen wurden bis zu 30 Fliegen einer Linie im Alter von 0 bis 3
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Tagen gesammelt und anschlieBend mit luftdurchlassigen Milbenstopfen aus
Schaumstoff verschlossen. Die noch lebenden Fliegen wurden 2-Mal wochentlich in
ein neues Kunststoffrohrchen mit frischem Futtermedium gegeben, wobei die Anzahl
der gestorbenen Fliegen innerhalb der letzten 3 bzw. 4 Tage gezahlt wurde.

3.4.2 Messung der Lebensspanne wahrend Gabe einer Saccharose-
Losung

Um die Lebensspanne zu messen, wahrend die zu untersuchenden Fliegenlinien
durch eine Zuckerlosung, die 5% Saccharose enthalt, ernahrt werden, wurden diese
in Kunststoffrohrchen, die durch luftdurchlassige Milbenstopfen verschlossen waren,
gehalten und bei 25°C gelagert. Auf den Boden wurden mehrere Lagen Filterpapier
gelegt und gruppenweise 20 Fliegen im Alter von 0-3 Tagen in ein Rohrchen gesetzt.
In 50 ml deionisiertem H.O wurden 2,5 g Saccharose aufgeldst, sodass sich eine
5%-ige LOosung ergab. Erstmalig wurde das Filterpapier mit insgesamt 0,5 ml der
Losung getrankt. Anschliellend wurden alle 24 Stunden 0,1 ml Saccharose-L6sung
hinzugegeben, um das Filterpapier durchgehend feucht zu halten. Die Anzahl der
gestorbenen Fliegen wurde taglich gezahit.

3.4.3 Messung der Lebensspanne wahrend Behandlung mit Toxinen

Rotenon ist ein Insektizid, welches den Komplex | der mitochondrialen Atmungskette
hemmt und somit zu einer verminderten ATP-Produktion sowie erhohten Entstehung
von Superoxidradikalen fuhrt (Li et al., 2003). Das Nukleosid-Antibiotikum Tunicamycin
verursacht durch Hemmung der GIcNAc-1-P-Transferase (Tkacz & Lampen, 1975)
eine Fehlfaltung von Proteinen und fuhrt dadurch zum ER-Stress.

Zur Messung der Lebensspanne wahrend einer Rotenon-  bzw.
Tunicamycinbehandlung wurden ca. 20 Fliegen einer Linie im Alter von 0-3 Tagen in
Kunststoffrohrchen mit mehreren Lagen Filterpapier gegeben, diese durch
luftdurchlassige Milbenstopfen verschlossen und bei 25°C gelagert.

300 pl einer 50 mM DMSO-Rotenon-Stammldsung wurden in 15 ml einer 5%-igen
Saccharose-Losung gegeben, sodass sich eine ca. 1 mM Losung ergab.

Aus 300 pl einer 1,2 mM DMSO-Tunicamycin-Stammlosung und 15 ml 5%-iger
Saccharose-Losung ergab sich eine Konzentration von ca. 24 uM in der Futterlosung.
Das Filterpapier der R6hrchen wurde erstmals mit 0,5 ml der jeweiligen Futterlosung
getrankt und anschliel3end zum Schutz vor Austrocknung und aufgrund der Instabilitat
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der Toxine alle 24 Stunden 0,1 ml der jeweiligen Losung hinzugegeben. Die Anzahl
der gestorbenen Fliegen wurde taglich gezanhlt.

Als Kontrollgruppen wurden mit Saccharose behandelte Fliegen genutzt, die in Kapitel
3.4.2 beschrieben wurden.

3.4.4 Messung der Lebensspanne wahrend Behandlung mit J147 und
CMS121

Um die Wirkstoffe J147 und CMS121 zu testen, wurden ca. 20 Fliegen einer zu

testenden Fliegenlinie im Alter von 0-3 Tagen in Kunststoffrohrchen mit mehreren

Lagen Filterpapier gegeben, diese durch luftdurchlassige Milbenstopfen verschlossen

und bei 25°C gelagert.

Aus 10 mg 350,431 g/mol J147 und 14,2 ml DMSO bzw. 10 mg 321,4 g/mol CMS121

und 15,6 ml DMSO wurden zunachst Stammlésungen mit einer Konzentration von

2 mM hergestellt.

50 pl der J147- bzw. CMS121-Stammlosung wurden mit 50 ml einer 5%-igen

Saccharose-Losung verdunnt, sodass der Wirkstoff in der Futterlosung eine

Konzentration von ca. 2 yM hatte. Das Filterpapier am Boden der Rohrchen wurde

erstmals mit 0,5 ml der jeweiligen Futterlosung getrankt und dann alle 24 Stunden

0,1 ml hinzugegeben, aufgrund der Instabilitat der Wirkstoffe und um vor Austrocknung

zu schitzen. Die Haltung erfolgte bei Raumtemperatur (ca. 22 °C) und die Anzahl der

gestorbenen Fliegen wurde taglich gezahit.

Als Kontrollgruppe dienten die wie in Kapitel 3.4.2 beschriebenen mit Saccharose

behandelten Fliegen.

3.5 Verhaltensversuch: Negative Geotaxis

Die negative Geotaxis ist ein charakteristisches Verhalten der Drosophila
melanogaster, welches initiiert werden kann, indem zylindrische Rohrchen, in denen
sich die Fliegen befinden, auf einen Untergrund geklopft werden, sodass sie auf den
Boden der Rohrchen fallen. Die Fliegen klettern anschlielfend an den Wanden des
Rohrchens wieder nach oben. Die Messung der negativen Geotaxis kann Hinweise
auf die Fortbewegungsfahigkeit der Fliegen geben (Gargano, Martin, Bhandari, &
Grotewiel, 2005).
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Zur Messung der negativen Geotaxis wurden je 15 Fliegen, die sich unmittelbar vorher
uber eine Dauer von mindestens 1 Tag im 25°C Inkubator befanden, in ein 15 ml
Zentrifugenrohrchen gegeben und mit einem durch kleine Locher versehenen Deckel
verschlossen. Mehrere Rohrchen wurden in ein Gestell platziert und zusammen mit
diesem mehrmals auf den Boden geklopft. Die folgende Zeit, in der die Fliegen an den
Wanden nach oben kletterten, wurde als Video aufgezeichnet. Zwischen 4
Wiederholungen pro Rohrchen wurden ca. 1 min lange Erholungsphasen eingehalten.
Die Versuche wurden immer zwischen 10:00 und 12:00 Uhr bei moglichst gleichen
Lichtverhaltnissen durchgefuhrt. Analysiert wurden die aufgezeichneten Videos, indem
pro Rohrchen der Anteil an Fliegen gezahlt wurde, der innerhalb einer bestimmten Zeit

eine 8 cm-Marke durch Klettern Uberschritt.

3.6 Proteinbiochemie

3.6.1 Proteingewinnung

Um Proteine der Drosophila melanogaster zu isolieren, wurden pro Genotyp 7 Fliegen
mit 100 pl RIPA-Puffer homogenisiert und anschlielRend bei 13.000*G und 4°C 20 min
lang zentrifugiert. Der RIPA-Puffer enthielt 25 mM Tris-HCI zur pH-Stabilisation, 150
mM NaCl, 1% Nonylphenolethoxylate und die als Detergenzien wirkenden
Desoxycholsdure (1%) und SDS (0,1%). Der Uberstand, der sich durch die
Zentrifugation bildete, beinhaltete das isolierte Proteingemisch und wurde zur weiteren

Proteinanalyse verwendet.

3.6.2 Konzentrationsbestimmung der Proteingemische

Die Konzentrationen der Proteingemische wurden mithilfe des BC Assay Protein
Quantification Kits von interchim® ermittelt. Das Kit basiert auf einer Farbreaktion
durch Kupfer-lonen mit Proteinen, wobei die Kupfer-lonen reduziert werden und einen
lilafarbenen Komplex bilden, der durch ein Photometer bei einer Wellenlange von
562nm quantifiziert werden kann.

Zur spateren Bestimmung einer Eichgerade wurden je 15 ul einer Standardreihe in
eine 96-Loch Mikrotitierplatte pipettiert. Die Proteinproben wurden im Verhaltnis 1:25
mit H20 verdinnt und in Triplikaten, dabei 15 pl pro Well, ebenfalls in die
Mikrotitierplatte pipettiert. Zu der Standardreihe und den Proteinproben wurden je
200 pl der Reaktionslosung, die aus 50 Teilen des Reagenz A und 1 Teil des Reagenz
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B bestand, gegeben. AnschlieRend wurde die Mikrotitierplatte 30 min lang bei 37°C
inkubiert. Durch photometrische Analyse bei der Wellenlange 562 nm mittels des
Tecan Infinite® 200 PRO konnte die Proteinkonzentration der Proben berechnet

werden.

3.6.3 Proteinauftrennung durch SDS-Page

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) nach Laemmli
(Laemmli, 1970) dient der Auftrennung von Proteinen in Stoffgemischen nach ihrer
molekularen Masse. Durch das negativ geladene Natrium-Dodecyl-Sulfat (SDS),
welches sich an die Proteine anlagert, werden diese entfaltet und durch negative
Ladungen bedeckt, wobei die Starke der negativen Ladung proportional zur
molekularen Masse ist.

Das Proteingemisch, dessen Herstellung in Kapitel 3.5.1 beschrieben wurde, wurde je
nach Konzentration mit H.O verdunnt, sodass sich 20 ug Protein in 15 pl Losung
befanden. Je Probe wurden 15 pl Proteinlosung mit 5 pyl 4x Laemmli Sample Buffer +
2-Mercaptoethanol gemischt und anschlieBend 3 min bei 95°C erhitzt, was zur
Denaturierung der Proteine fuhrte. Der Puffer enthielt 62,5 mM Tris-HCI zur pH-
Stabilisation, 10% Glycerol, welches das Absinken in den Geltaschen fordert, 1%
Lithium-Dodecyl-Sulfat (LDS), welches anstelle des SDS als Detergenz genutzt wurde,
und 0,005% des Farbstoffes Bromophenolblau, welcher als Marker der vordersten
Fraktion des Proteingemischs dient und das Wandern der Teilchen Uber das Ende des
Gels hinaus verhindert.

Je Probe wurden die 20 pl Losung in eine Geltasche eines vorgegossenen
Polyacrylamidgels von Bio-Rad gegeben und diese in eine Gelelektrophoresekammer
eingespannt, die mit 10x Tris/Glycine/SDS gefullt war. Dieser SDS-Laufpuffer enthielt
25 mM Tris, 192 mM Glycin und 0,1% SDS. Zur Auftrennung der Proteine wurde eine
Spannung von 100 V Uber eine Zeit von 60 min angelegt. Das vorgegossene Gel war
in ein Sammelgel und ein Trenngel aufgeteilt, wobei die kleineren Proteine durch die
angelegte Spannung schneller durch das Gel wanderten als die grof3eren.

Als Standard wurde 5 ul der vorgefarbten Chameleon Duo Pre-stained Protein Leiter
verwendet, welche spater das Abschatzen der BandengrofRen der Proben ermdglicht.
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3.6.4 Proteinnachweis durch Western Blot

Durch den Western Blot kdnnen die durch SDS-Page aufgetrennten Proteine
nachgewiesen werden. Zunachst wurden hierfur die Proteine durch den Trans-
Blot®Turbo (Bio-Rad) auf eine Nitrocellulose-Membran Ubertragen.

Zur Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran wurde diese
60 min lang in TBS-T mit 5% Milchpulver inkubiert. Der TBS-T Puffer enthielt 20 mM
Tris, 150 mM NaCl und 0,1% des Detergenzes Tween® 20.

AnschlieBend wurde die Membran Uber Nacht mit einem spezifischen
Primarantikorper fur das zu analysierende Protein, welcher in TBS-T mit 5%
Milchpulver verdunnt wurde, auf einem Schuttler bei 4°C inkubiert. Als Kontrolle diente
ein Anti-HA Tag Primarantikorper. Die Primarantikorper sind mithilfe von Ratten
hergestellte 1gG, welche an bestimmte Proteine binden und mittels
Sekundarantikorper sichtbar gemacht werden konnen. Bevor die Inkubation durch den
Sekundarantikorper erfolgte, wurde die Membran 3-mal fur eine Dauer von je 5 min in
TBS-T gewaschen. Die Inkubation mittels Sekundarantikorper, welche an den Fc-Teil
der Primarantikorper binden, erfolgte ebenfalls verdinnt in TBS-T mit 5% Milchpulver.
Die Membran wurde fur 2 Stunden bei Raumtemperatur mittels eines Schuttlers in der
Losung inkubiert und anschliefend erneut 3-mal fur eine Dauer von je 5 min in TBS-T
gewaschen. AnschlieBend konnten die an Fluorochrome gebundenen
Sekundarantikorper mittels des Odyssey SA Infrared Imaging Systems von LI-COR®

nachgewiesen werden.

3.7 Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion

3.7.1 Isolation von RNA und Herstellung von cDNA aus Geweben der
Drosophila melanogaster

Um die Konzentration bestimmter mRNA in Drosophila melanogaster durch eine
quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) zu analysieren, muss
zunachst die RNA isoliert werden. Daraus wird mittels einer reversen Transkriptase
cDNA hergestellt, welche letztendlich zur Quantifizierung genutzt werden kann.

Zur RNA-Isolation wurden pro zu untersuchender Fliegenlinie 3 Proben angesetzt,
wobei fur die Knockout-Linien und die Linien, die den tubP-Gal4 und mef2-Gal4
Transkriptionsfaktor trugen, je 7 ganze Fliegen verwendet wurden. Fur Linien, die den
elav-Gal4 Transkriptionsfaktor trugen wurden je 9 Fliegenkopfe benutzt. Diese wurden
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von den Korpern getrennt, indem die Fliegen in ein Reaktionsgefald gegeben und
dieses fur einige Sekunden in flussigen Stickstoff gelegt wurde. Nach einem
Druckausgleich durch kurzes Offnen der Deckel erfolgte die Trennung durch
mehrmaliges Werfen der Gefalde auf eine stabile Oberflache.

Um aus den Fliegen bzw. Fliegenkdpfen RNA zu isolieren, wurde das RNA MiniPrepKit
von ZymoResearch genutzt und nach Herstellerangaben verwendet. Die

Konzentrationsbestimmung erfolgte mithilfe des Tecan Infinite® 200 PRO.

Aus der RNA wurde mithilfe des High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits von
Applied Biosystems™ cDNA hergestellt, wobei je Probe ein Mastermix aus den

folgenden Komponenten hergestellt wurde:

Tabelle 12: Mastermix zur Herstellung von cDNA aus RNA-Proben mittels des High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kits von Applied Biosystems™

Komponente Volumen (pl)
10X Reverse Transkriptase Puffer 4

25X dNTP Mix (Desoxyribonukleosidtriphosphate) 1,6

10X Zufallsprimer 4
MultiScribe™ Reverse Transkriptase 2
Nukleasefreies H20 8,4

Die RNA-Proben wurden mit nukleasefreiem HO verdunnt, sodass sich in 20 ul
400 ng RNA befand. Zu jeder Probe wurde 20 pl des Mastermix gegeben und im
peqSTAR Thermocycler von Peglab by VWR® nach Herstellerangaben inkubiert. Die
hergestellte cDNA hatte somit eine Konzentration von 20 ug/ul.

3.7.2 Nukleinsaure-Nachweis durch qPCR

Die qPCR dient dem Nachweis der Konzentration von Nukleinsauren in Proben. Sie
basiert auf dem Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und ermdglicht dabei
zusatzlich eine Quantifizierung der Nukleinsauren durch Fluoreszenz. Durch
spezifische Primer und Sonden konnen bestimmte DNA-Sequenzen untersucht
werden. In dieser Arbeit wurde die gPCR mit cDNA durchgefuhrt, die wie in Kapitel

3.7.1 beschrieben aus mMRNA hergestellt wurde.
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Zur Analyse der cDNA mittels qPCR wurden der Takyon™ No Rox Probe 2X
MasterMix dTTP Blue von Eurogentec fur die in Kapitel 4.4.1 gezeigten und der
FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) von Sigma-Aldrich fur die in den
Kapiteln 4.1.1, 4.2.1 und 4.3.1 gezeigten Ergebnisse benutzt.

FUr beide Methoden wurde zunachst ein Primermix aus 5 yl des forward-Primers, 5 pl
des reverse-Primers und 90 pl nukleasefreiem H2O hergestellt. 20 pl der Sonden
wurden mit je 114 pl nukleasefreiem H20 verdinnt. Zur Ladekontrolle wurden rp49-

Sonde und -Primer verwendet.

Fir die erstgenannte Methode wurde pro Probe ein Mastermix aus den folgenden
Komponenten gemischt:

Tabelle 13: Mastermix fur die qPCR mittels Takyon™ No Rox Probe 2X MasterMix dTTP Blue von
Eurogentec

Komponente Volumen (pl)
Takyon™ MasterMix 10

Primermix 2

Sonde 1
Nukleasefreies H.0 5

In 0,2 ml PCR Gefalde wurde zu je 2 yl cDNA-L6sung 18 pl des Mastermix gegeben
und nach Herstellerangaben im StepOnePlus™ PCR System von Applied
Biosystems ™ 40 Zyklen nach einer 3-minutigen Aktivierungsphase inkubiert.

Fir die zweitgenannte Methode wurde pro Probe ein Mastermix aus den folgenden
Komponenten hergestellt:

Tabelle 14: Mastermix fiir die gPCR mittels FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) von Sigma-
Aldrich

Komponente Volumen (pl)
FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) 5
Primermix 2
Nukleasefreies H20 2
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9 yl des Mastermix wurden mit 1 yl cDNA-L6sung gemischt und im StepOnePlus™
PCR System von Applied Biosystems ™ nach Herstellerangaben inkubiert.

3.8 Messung des ATP-Gehaltes

Die Messung des ATP-Gehalts der Drosophila melanogaster erfolgte mit dem ATP
Bioluminescence Assay Kit HSII von Roche.

Zunachst wurden die zu untersuchenden Fliegen in zylindrischen Rohrchen fur ca.
1 min auf Eis gelegt, sodass sie lebendig entnommen werden konnten. Nachdem die
Kopfe mithilfe eines Skalpells vom Thorax getrennt wurden, wurden je nach dem zu
untersuchenden Gewebe pro Probe 2 Thoraxe oder 7 Kopfe mit 100 pl Lysis Buffer in
Reaktionsgefalien homogenisiert. Die Proben wurden 60 s lang bei 4°C und 21.100*G
zentrifugiert. Nach Uberfiihren des Uberstandes in neue ReaktionsgefalRe wurden sie
erneut 60 s lang bei 4°C und 21.100*G zentrifugiert. Je Probe wurden in 2 Well einer
Mikrotitierplatte je 2,5 ul des Uberstandes mit 187,5 ul Dilution Buffer vermischt. Als
Standard wurden ATP-Losungen bekannter Konzentrationen in die Mikrotitierplatte
pipettiert und ebenfalls mit Dilution Buffer vermischt. Kurz vor der Analyse mittels
Tecan Infinite® Spark wurde 10 pl des Enzyms Luciferase hinzugegeben, wodurch
proportional zum ATP-Gehalt der Probe Lumineszenz entstand, welche quantifiziert

wurde.

3.9 Statistische Auswertung

Zunachst wurde mittels des D’Agostino & Pearson-Tests und Shapiro-Wilk-Tests
gepruft, ob die zu vergleichenden Werte jeweils normalverteilt sind. Bei einem
Signifikanzniveau von p > 0,05 lagen normalverteilte Werte vor und wurden durch
parametrische Tests analysiert. Bei zwei Gruppen wurde ein t-Test und bei mehr als
zwei Gruppen die einfaktorielle Varianzanalyse (one way ANOVA) sowie der Tukey’s
multiple comparisons-Test verwendet. Nicht normalverteilte Daten wurden mit den
nicht-parametrischen Tests Mann-Whitney-Test bei zwei Gruppen bzw. mit dem
Kruskal-Wallis-Test und dem Dunn‘s multiple comparisons-Test bei mehr als zwei
Gruppen analysiert. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Der Gdap1-RNAi-Phanotyp

4.1.1 Nachweis des Gdap7-Knockdowns in Gdap7-Knockdown-Fliegen

Zur Analyse der Rolle von Gdap1 mithilfe des Gal4/UAS-Systems wurden die in Kapitel
3.2 und Tabelle 11 beschriebenen Linien mit Gdap 7-Knockdown verwendet, die durch
Kreuzung einer Fliegenlinie mit Gal4-Konstrukt und einer Fliegenlinie mit UAS-Gdap1-
RNAi-Konstrukt hergestellt wurden. Wahrend Fliegen mit Gdap1-RNAi in Neuronen
mittels elav-Gal4 und in Muskelzellen mittels mef2-Gal4 hergestellt werden konnten,
verursachte der ubiquitare Knockdown durch tubP-Gal4 Letalitat wahrend der
Entwicklung als Puppe.

Als Kontrollgruppen dienten Fliegen mit einem Kontroll-Knockdown durch UAS-always
early-RNAI, die im Folgenden als Kontroll-RNAi bezeichnet wird. Always early kodiert
fur ein Protein, welches im Hoden exprimiert wird und dort den Beginn der
Spermatidendifferenzierung und den Ubergang in die G2-Meiose steuert (White-
Cooper, Leroy, MacQueen, & Fuller, 2000). Ein Knockdown fuhrt zu Unfruchtbarkeit
der mannlichen Fliegen.

Abb. 10 zeigt die Validierung des Knockdowns anhand der durch gPCR gemessenen
Gdap1-mRNA-Expression. Sowohl der Knockdown in Neuronen als auch in
Muskelzellen weist eine verminderte Expression der Gdap1-mRNA auf.

Gdap1-mRNA-Expression Abbildung 10: Validierung des Gdap1-

Knockdowns in Gdap7-Knockdown-Linien.
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4.1.2 Knockdown von Gdap1 reduziert die Lebenserwartung

Die Messung der Lebensspanne von Fliegen mit Gdap 7-Knockdown in verschiedenen
Geweben kann Hinweise auf die Bedeutsamkeit des Proteins innerhalb dieser
Gewebe geben. Pedrola et al. und Niemann et al. konnten bereits nachweisen, dass
Gdap1 vor allem in Neuronen und Schwann-Zellen exprimiert wird. Sie vermuten
deshalb, dass das Protein fur diese Zellen eine besonders grof3e Rolle spielt (Pedrola
et al., 2005; Niemann, Ruegg, La Padula, Schenone, & Suter, 2005).

Lebensspanne von Gdap1-RNAi-Fliegen mittlere Uberlebenszeit
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Abbildung 11: Lebenserwartungen der Gdap7-Knockdown-Fliegen. Die linke Abbildung zeigt die
Lebenserwartungen von Gdap7-Knockdown-Fliegen wahrend einer Haltung bei 25°C und Ernahrung
mit einem Nahrbrei. Rechts sind die mittleren Uberlebenszeiten der Fliegenlinien dargestellt.

Abb. 11 zeigt, dass ein Gdap7-Knockdown in Neuronen zu einer stark verminderten
Lebenserwartung fuhrt. Die mittlere Uberlebenszeit ist um ca. 43% verkiirzt, was die
eben genannte Theorie von Pedrola et al. und Niemann et al. unterstiutzt (Pedrola et
al., 2005; Niemann, Ruegg, La Padula, Schenone, & Suter, 2005).

Auch ein muskularer Knockdown des Proteins fuhrt zu einer verklrzten
Lebenserwartung der Fliege, sodass Gdap1 ebenfalls in diesen Zellen eine Rolle zu
spielen scheint. Die mittlere Uberlebenszeit ist um ca. 14% verkirzt.

Der ubiquitéare Knockdown von Gdap1 mittels des Transkriptionsfaktors tubP-Gal4
fuhrt zur Letalitat wahrend der Entwicklung als Puppe, wahrend ein ubiquitarer
Kontroll-Knockdown bis zu einer mittleren Uberlebenszeit von 72 Tagen Uberlebt wird.
Dies konnte darauf hinweisen, dass Gdap1 auch fur andere Zellen als Neuronen und
Muskelzellen wichtige Funktionen aufweist. Im Gegensatz dazu konnten Lépez Del
Amo et al. Fliegen mit ubiquitarem Gdap7-Knockdown mittels Ac5C-Gal4 herstellen.
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Die maximale Uberlebenszeit betrug bei den Knockdown-Fliegen 70 Tage, wéahrend
die Kontrollgruppe bis zu 90 Tage uberlebte (Lopez Del Amo et al., 2017). Ursachlich
fur die Letalitat der tubP>Gdap1-RNAi-Fliegen in dieser Arbeit konnte somit auch ein
insgesamt starkerer Gdap 7-Knockdown durch tubP-Gal4 im Vergleich zu Ac5C-Gal4,
elav-Gal4 und mef2-Gal4 sein.

4.1.3 Gdap1-Knockdown beeintrachtigt die negative Geotaxis

Die negative Geotaxis ist ein charakteristisches Verhalten der Drosophila
melanogaster, beschreibt deren Bewegung in die Gegenrichtung der Schwerkraft und
kann sowohl Hinweise auf deren sensorische Funktion als auch auf die
Fortbewegungsfahigkeit geben (Gargano, Martin, Bhandari, & Grotewiel, 2005). Da
Patienten mit CMT4A eine zunehmende Beeintrachtigung der Muskeln erfahren
(Sevilla et al., 2003), scheint die Messung der negativen Geotaxis eine gute
Moglichkeit zu sein, um die Auswirkungen des Gdap7-Knockdowns auf das
Muskelgewebe des Fliegenmodells zu analysieren.

Lépez Del Amo et al. konnten bereits eine eingeschrankte negative Geotaxis am
Fliegenmodell bei ubiquitarem Gdap7-Knockdown mittels des Ac5C-Gal4
Transkriptionsfaktors feststellen (Lopez Del Amo et al., 2017). In dieser Arbeit sollte
sie anhand von Fliegen mit Gdap7-Knockdown in Neuronen und im Muskelgewebe

gemessen werden, was im Folgenden verglichen wurde.

A negative Geotaxis bei neuronalem Gdap1-Knockdown B negative Geotaxis bei muskuldrem Gdap1-Knockdown
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Abbildung 12: Negative Geotaxis der Gdap7-Knockdown-Fliegen. Dargestellt ist die Fahigkeit zur
negativen Geotaxis von Fliegen mit Gdap1-Knockdown in Neuronen (Abbildung A) bzw. Muskelzellen
(Abbildung B). Es wurde der Anteil an jeweils 20 Fliegen gemessen, der nach 8 s (Abbildung A) bzw.
7 s (Abbildung B) eine 8 cm-Grenze des Rdhrchens (berschritt. Zunachst erfolgte die Messung mit
.ungen® Fliegen im Alter von 1 - 3 Tagen. Sie wurde mit denselben Fliegen nach 3 Wochen wiederholt,
sodass die als ,alt* bezeichneten Fliegen ein Alter von 22 - 24 Tagen hatten. Dargestellt sind die
Mittelwerte mit Standardabweichung (MW * SD). Die statistische Auswertung erfolgte durch ungepaarte
Mann-Whitney-Tests (n.s. p > 0,05; ** p < 0,01; **** p < 0,0001).

44



Abb. 12 A zeigt die Fahigkeit zur negativen Geotaxis von Fliegen aus zwei
verschiedenen Altersgruppen mit Gdap7-Knockdown in Neuronen. Abb. 12 B stellt
diese bei Fliegen verschiedenen Alters mit Gdap7-Knockdown in Muskelzellen dar.
Wahrend sich bei neuronalem Gdap7-Knockdown ein starker Unterschied in der
Fahigkeit zur negativen Geotaxis von sowohl jungen als auch alten Fliegen im
Vergleich zur Kontrollgruppe zeigt, fuhrt der muskulare Knockdown nur zu einer leicht
verminderten Beeintrachtigung bei alten Fliegen.

Das Ergebnis zeigt, dass vor allem der neuronale Knockdown von Gdap? die
muskulare Funktion der Fruchtfliege beeintrachtigt, was vermutlich durch die gestorte

Innervation der Muskelzellen verursacht wird.

4.1.4 Neuronaler Gdap7-Knockdown reduziert die ATP-Konzentration im
Thorax
Als Nachstes sollte erortert werden, wie ein Verlust von Gdap1 die Fruchtfliege auf
zellularer Ebene beeinflusst, sodass es zu der verkirzten Lebenszeit sowie
verlangsamten negativen Geotaxis kommt.
Gdap1 interagiert vor allem mit Mitochondrien, zu deren Hauptaufgaben die ATP-
Synthese zahlt. Lopez Del Amo et al. konnten bereits eine reduzierte ATP-
Konzentration der Drosophila melanogaster bei ubiquitarem Gdap7-Knockdown in
Muskelzellen nachweisen (Lopez Del Amo et al.,, 2015). Da sich in dieser Arbeit
anhand der Lebenserwartung und der negativen Geotaxis herausstellte, dass vor
allem ein neuronaler Gdap 7-Knockdown zu einem kranken Phanotyp im Fliegenmodell
fuhrt, stellte sich die Frage, ob der Knockdown in Neuronen auch Effekte auf die ATP-
Konzentration hat.
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Abbildung 13: ATP-Konzentrationen in Képfen und Thoraces von Fliegen mit neuronalem Gdap1-
Knockdown. Die Abbildungen zeigen den prozentualen ATP-Gehalt von Képfen bzw. Thoraces von
elav>Gdap1-RNAi-Fliegen im Vergleich zur Kontrollguppe. Dieser wurde mittels des ATP
Bioluminescence Assay Kits HSIl von Roche und des Tecan Infinite® Spark gemessen, wobei pro
Gruppe mehrere Proben aus jeweils 2 Thoraces bzw. 7 Kopfen gemessen wurden. Dargestellt sind die
Mittelwerte mit Standardabweichung (MW * SD). Die statistische Auswertung erfolgte mit einem
ungepaarten Mann-Whitney-Test (Abbildung A) bzw. einem ungepaarten t-Test (Abbildung B) (n.s. p >
0,05; **** p < 0,0001).

In Abb. 13 ist zu erkennen, dass die ATP-Konzentration in Thoraces der Gdap1-
Knockdown-Fliegen im Vergleich zur Kontrolllinie reduziert ist. Der verminderte ATP-
Gehalt der Thoraxe kann dabei sowohl durch die Beeintrachtigung der Mitochondrien
in Neuronen und die dadurch verminderte ATP-Konzentration in peripheren Neuronen
wie z.B. a-Motoneuronen als auch durch die verminderte Innervation des
Muskelgewebes infolge zugrunde gehender Neuronen und der damit einhergehenden
Muskelzellbeeintrachtigung bedingt sein. In Kdpfen lasst sich im Gegensatz dazu kein
Unterschied in der ATP-Konzentration erkennen, was dadurch begrindet sein konnte,
dass eine verminderte Gdap 7-Expression vor allem die ATP-Produktion im peripheren

Nervensystem und weniger im Gehirn beeinflusst.

4.1.5 Fliegen mit neuronalem Gdap7-Knockdown reagieren sensibler auf
Rotenon und Tunicamycin

Die hemmende Wirkung von Rotenon auf den Komplex | der mitochondrialen

Atmungskette und die damit einhergehende verminderte ATP-Produktion sowie

erhohte Entstehung von Superoxidradikalen kann genutzt werden, um die

Widerstandsfahigkeit der Zellen auf freie Radikale und ATP-Verlust zu testen.
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Tunicamycin ist ein Nukleosid-Antibiotikum, das zu einer Fehlfaltung von Proteinen
und damit zum ER-Stress fuhrt, sodass dessen Gabe zur Einschatzung der
Widerstandsfahigkeit des ER dienen kann.

In bisherigen Forschungsergebnissen wurde GDAP1 bereits mit dem Schutz vor
oxidativer Glutamattoxizitat und ROS in Verbindung gebracht (Noack et al., 2012). Im
Folgenden wurde dessen Schutz vor mitochondrialem und ER-Stress analysiert,
indem die Lebensspanne wahrend taglicher Gabe der Toxine Rotenon und
Tunicamycin mit der bei Gabe einer 5%-igen Saccharose-L6sung verglichen wurde.
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Abbildung 14: Lebenserwartungen der Fliegen mit neuronalem Gdap7-Knockdown wahrend
taglicher Gabe einer Saccharose-Toxin-Lésung. Die Abbildungen zeigen die Lebenserwartungen
sowie mittleren Uberlebenszeiten von elav>Gdap1-RNAi-Fliegen und der Kontrollgruppe wéahrend
taglicher Toxin-Gabe. Wahrend die Haltung der Fliegen bei 25°C erfolgte, wurde taglich eine
Nahrlésung mit 5% Saccharose und 1 mM Rotenon (Abbildung A) bzw. 24 uM Tunicamycin (Abbildung
B) verabreicht.

Abb. 14 stellt dar, dass die Lebensspanne von Fliegen mit Gdap7-Knockdown in
Neuronen sowohl wahrend taglicher Gabe von Rotenon als auch Tunicamycin im

Vergleich zur Kontrollgruppe erniedrigt ist.
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Wahrend Fliegen mit neuronalem Gdap7-Knockdown bei alleiniger Futterung mit 5%-
iger Saccharose-Ldsung eine mittlere Uberlebenszeit von 47 Tagen haben (Daten zur
Saccharose-Behandlung sind in Abb. 15 dargestellt), fuhrt die Beimischung von
Rotenon zu einer Reduktion dieser um ca. 82%. Die Kontrollfliegen, die bei taglicher
Gabe von 5%-iger Saccharose-Losung eine mittlere Lebenszeit von 39 Tagen haben,
weisen durch Beimischung von Rotenon eine Reduktion dieser um ca. 77% auf.
Fliegen mit neuronalem Gdap7-Knockdown reagieren auf die Behandlung mit
Tunicamycin mit einer um ca. 89% und die Kontrollgruppe mit einer um ca. 85%
verkurzten Lebensspanne.

Dies zeigt, dass Fliegen mit einem neuronalen Gdap7-Knockdown im Vergleich zu
Kontrollfliegen sowohl sensibler auf Rotenon als auch Tunicamycin reagieren. Das
passt zu der Hypothese, dass GDAP1 vor oxidativer Glutamattoxizitat und ROS
schutzen kann (Noack et al., 2012). Es konnte ebenfalls eine schutzende Wirkung

gegenuber ER-Stress haben.

4.1.6 J147 und CMS121 verlangern die Lebenserwartungen von Gdap1-
Knockdown-Fliegen nicht

J147 und CMS121 greifen in den Energiestoffwechsel der Zelle ein, indem sie die

Acetyl-CoA-Carboxylase 1 hemmen und somit die Konzentration von Acetyl-CoA

erhohen (Currais et al., 2015).

Beide Wirkstoffe zeigten bereits positive Effekte bei der Therapie des M. Alzheimer am

Tiermodell (Currais et al., 2015; Ates, Goldberg, Currais, & Maher, 2020). Da CMT4A

ebenfalls eine neurodegenerative Erkrankung ist, sollten in dieser Arbeit die

Auswirkungen auf die Lebensspanne von Fliegen mit neuronalem Gdap 7-Knockdown

durch J147 und CMS121 beobachtet werden.
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Abbildung 15: Einfluss von J147 und CMS121 auf die Lebenserwartungen der Fliegen mit
neuronalem Gdap7-Knockdown. Dargestellt sind die Lebenserwartungen und mittleren
Uberlebenszeiten von elav>Gdap1-RNAi-Fliegen und der Kontrollguppe wéhrend der Behandlung mit
dem Wirkstoff J147 bzw. CMS121. Es wurde taglich 0,1 ml einer 5%-igen Saccharose-Ldsung gegeben,
die 2 uM des Wirkstoffs J147 (Abbildung A) bzw. CMS121 (Abbildung B) enthielt. Als Kontrolle wurde
taglich eine reine 5%-ige Saccharose-Losung verabreicht. Die Haltung der Fliegen erfolgte bei
Raumtemperatur.

Abb. 15 zeigt die Veranderungen der Lebenserwartungen von Fliegen mit neuronalem
Gdap1-Knockdown und einer Kontrolllinie bei taglicher Gabe der Stoffe J147 und
CMS121. Wahrend Goldberg et al. nachweisen konnten, dass J147 an Wildtyp-Fliegen
eine lebensverlangernde Wirkung besitzt (Goldberg et al., 2018) und Kepchia et al. die
gleiche Wirkung durch CMS121 feststellten (Kepchia et al., 2021), erweist sich hier
kein Effekt auf die Lebenserwartung der Kontrolllinie elav>Kontroll-RNA..

Auch die Lebenserwartung von Gdap 7-Knockdown-Fliegen verandert sich durch J147
nicht und die Gabe von CMS121 fuhrt sogar zu einer Verklrzung dieser.

Auffallig ist, dass in Abb. 15 A und B Fliegen mit Gdap7-Knockdown eine insgesamt
langere Lebensspanne aufweisen als die Kontrollgruppe, wahrend sich dies bei Gabe
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eines Nahrbreis (Abb. 11) umgekehrt verhalt. Dies wurde im Folgenden weiter
analysiert.

4.1.7 Saccharose verlangert die Lebenserwartung von Gdap1-
Knockdown-Fliegen
In Kapitel 4.1.2 stellte sich heraus, dass Fliegen mit Gdap7-Knockdown in Neuronen
eine kurzere Lebensspanne als Kontrollfiegen haben, was wahrscheinlich auf den
Funktionsverlust des Proteins zurtickzufuhren ist. Interessanterweise ist in Abb. 15 zu
erkennen, dass die gleichen Knockdown-Fliegen bei taglicher Gabe einer 5%-igen
Saccharose-LOsung eine verlangerte Lebensspanne im Vergleich zur Kontrollgruppe
aufweisen.
Deshalb stellte sich die Frage, ob die Gabe verschiedenen Futters einen
unterschiedlichen Effekt auf die Lebensspannen von Gdap7-Knockdown-Fliegen und
Kontrollfliegen haben kodnnte.
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Abbildung 16: Einfluss verschiedenen Futters auf die Lebenserwartung der Fliegen mit
neuronalem Gdap7-Knockdown. Dargestellt sind die Lebensspannen und mittleren Uberlebenszeiten
von Gdap1-Knockdown-Fliegen und Kontrollfiegen bei dauerhafter Haltung in Rdéhrchen mit
beinhaltetem Nahrbrei im Vergleich zu einer Haltung in Réhrchen mit Filterpapier und taglicher Gabe
einer 5%-igen Saccharose-Losung. Die Haltung der Fliegen im Nahrmedium erfolgte bei 25°C und die
der mit Saccharose-Losung gefltterten Fliegen bei Raumtemperatur.

In Abb. 16 ist die Lebenserwartung von Gdap 7-Knockdown-Fliegen und Kontrollfliegen

bei Gabe verschiedenen Futters dargestellt. Bei den Kontrollfliegen lasst sich eine

deutliche Verkiirzung der Lebensspanne und Reduktion der mittleren Uberlebenszeit

um ca. 41% wahrend taglicher Gabe einer 5%-igen Saccharose-Losung im Vergleich
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zu der Gabe eines auf Drosophila melanogaster angepassten Nahrmediums
erkennen. Bei Gdap7-Knockdown-Fliegen stellt sich ein gegenteiliger Effekt dar. Im
Vergleich zur Gabe des Nahrmediums haben die Knockdown-Fliegen eine um ca.
12% erhohte mittlere Lebenszeit, wenn ihnen 5%-ige Saccharose-Losung gegeben
wird.

Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass ein Funktionsverlust von Gdap1 zu
Veranderungen im zellularen Energiestoffwechsel fuhrt. Auch Lépez Del Amo et al.
und Wolf et al. nehmen an, dass das Protein die Energiegewinnung beeinflusst und
dessen Funktionsverlust dadurch die Entstehung von CMT4A fordert (Lopez Del Amo
et al.,, 2017; Wolf et al., 2021). Der veranderte Energiestoffwechsel konnte dazu

fuhren, dass Saccharose besser von den Fruchtfliegen verwertet werden kann.
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4.2 Der BNIP3-RNAi-Phanotyp

4.2.1 Nachweis des BNIP3-Knockdowns in BNIP3-Knockdown-Fliegen

Als Nachstes sollten die Funktionen von BNIP3 am Modell der Drosophila
melanogaster durch dessen Knockdown in verschiedenen Geweben erortert werden.
Dazu wurden die in Kapitel 3.2 und Tabelle 11 beschriebenen Linien mit BNIP3-
Knockdown verwendet. Sie wurden durch Kreuzung einer Fliegenlinie mit Gal4-
Konstrukt und einer Fliegenlinie mit UAS-BNIP3-RNAi-Konstrukt hergestellt. Als
Kontrollgruppen dienten Linien mit einem Kontroll-Knockdown durch UAS-always
early-RNA..

Zunachst sollte der Knockdown des Proteins durch die UAS-BNIP3-RNAi mittels gPCR
validiert werden.
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Abb. 17 zeigt die verminderte mMRNA-Expression des BNIP3 in tubP>BNIP3-RNAi-
Fliegen verglichen mit der Kontrollgruppe, was die Funktionsfahigkeit des UAS-RNAI-
Konstrukts bestatigt. Im Folgenden wurde die BNIP3-RNAi genutzt, um die Wirkungen
des neuronalen, muskularen und ubiquitdaren BNIP3-Knockdowns auf Drosophila
melanogaster zu beurteilen.
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4.2.2 Knockdown von BNIP3 reduziert die Lebenserwartung

Zur Analyse der Bedeutung des BNIP3 fur verschiedene Gewebe der Drosophila
melanogaster wurden die Lebensspannen von Fliegen mit BNI/P3-Knockdown

gemessen, welche in folgender Abb. 18 dargestellt sind.
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Abbildung 18: Lebenserwartungen der BNIP3-Knockdown-Fliegen. Links sind die
Lebenserwartungen von Fliegen mit BN/P3-Knockdown in verschiedenen Geweben im Vergleich zu
den Kontrolllinien dargestellt. Auf der rechten Abbildung sind die mittleren Uberlebenszeiten der
Fliegenlinien abgebildet. Die Haltung erfolgte bei 25°C und die Ernahrung mit einem Nahrbrei.

Der ubiquitare Knockdown in tubP>BNIP3-RNAi-Fliegen resultiert in einer leicht
verkurzten Lebensspanne verglichen zur Kontrollgruppe, wobei die mittlere
Uberlebenszeit um ca. 15% reduziert ist. Durch muskuldren und neuronalen
Knockdown wird die Lebenserwartung starker verkiirzt. Die mittlere Uberlebenszeit ist
bei Fliegen mit neuronalem Knockdown durch elav-Gal4 verglichen mit der
zugehdrigen Kontrollgruppe um ca. 29% verkurzt und die der Fliegen mit muskularem
Knockdown durch mef2-Gal4 um ca. 33%. Dies gibt Hinweise darauf, dass das Protein
im Vergleich zu anderen Geweben besonders in Neuronen und Muskelzellen eine

wichtige Rolle spielt, was im Folgenden weiter analysiert wurde.

4.2.3 BNIP3-Knockdown beeintrachtigt die negative Geotaxis

Abb. 18 lie® anhand der Lebensspanne von BNIP3-Knockdown-Fliegen erkennen,
dass BNIP3 sowohl in Muskelzellen als auch in Neuronen eine wichtige Rolle fur das
Uberleben spielt. Anhand der Messung der negativen Geotaxis sollte als Nachstes die
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muskulare Funktion der Fliegenmodelle mit BNIP3-Knockdown in Muskelzellen und

Neuronen untersucht werden.
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Abbildung 19: Negative Geotaxis der BNIP3-Knockdown-Fliegen. Dargestellt ist die Fahigkeit zur
negativen Geotaxis von Fliegen mit BNIP3-Knockdown in Neuronen (Abbildung A) und Muskelzellen
(Abbildung B). Es wurde der Anteil an jeweils 20 Fliegen gemessen, der nach 8 s (Abbildung A) bzw.
7 s (Abbildung B) eine 8 cm-Marke des Rohrchens durch Klettern Gberschritt. Zunachst erfolgte die
Messung mit ,jungen® Fliegen im Alter von 1 - 3 Tagen. Diese wurde mit denselben Fliegen nach 3
Wochen wiederholt, sodass die als ,alt* bezeichneten Fliegen ein Alter von 22 - 24 Tagen hatten.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (MW + SD). Die statistische Auswertung
erfolgte mit dem Kruskal-Wallis-Test und Dunn’s multiple comparisons-Test (n.s. p > 0,05; * p < 0,05).

Abb. 19 A zeigt, dass der Knockdown von BNIP3 in Neuronen bei jungen Fliegen keine
signifikante Auswirkung auf die Fahigkeit zur negativen Geotaxis hat und erst im
hoheren Alter zu einer Verlangsamung fuhrt. In Abb. 19 B ist erkennbar, dass Fliegen
mit BNIP3-Knockdown in Muskelzellen bei der negativen Geotaxis bereits im jungen
Alter beeintrachtigt sind. Die Beeintrachtigung der Fliegen mit muskularem Knockdown
erweist sich insgesamt starker als bei neuronalem Knockdown.

Eine herabgesetzte Konzentration von BNIP3 in Neuronen oder Muskelzellen bewirkt
also sowohl eine verklrzte Lebensdauer als auch eine beeintrachtigte Muskelfunktion
der Fruchtfliege. Dies zeigt, dass das Protein fur beide Gewebe wichtige Funktionen
besitzt. BNIP3 scheint in den Muskelzellen fur deren Funktion eine besonders hohe
Relevanz zu haben, da bereits junge, 1-3 Tage alte Fliegen mit BNIP3-Knockdown in

Muskelzellen bei der negativen Geotaxis verlangsamt sind.

4.2.4 BNIP3-Knockdown-Fliegen sind gegeniiber Rotenon resistent und
reagieren sensibler auf Tunicamycin

Rotenon und Tunicamycin sollten im nachsten Schritt dazu genutzt werden, um die

Widerstandsfahigkeit der Fliegen mit neuronalem BN/P3-Knockdown auf
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mitochondrialen bzw. ER-Stress zu testen, indem deren Lebensspanne gemessen

wurde.
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Abbildung 20: Lebenserwartungen der Fliegen mit neuronalem BNIP3-Knockdown wahrend
taglicher Gabe einer Saccharose-Toxin-Lésung. Die Abbildungen zeigen die Lebenserwartungen
sowie mittleren Uberlebenszeiten von elav>BNIP3-RNAI-Fliegen und Kontrollguppe bei taglicher Toxin-
Gabe. Wahrend die Haltung der Fliegen bei 25°C erfolgte, wurde taglich eine Nahrlosung mit 5%
Saccharose und 1 mM Rotenon (Abbildung A) bzw. 24 uM Tunicamycin (Abbildung B) verabreicht.

Abb. 20 A zeigt die Lebenserwartung von Fliegen mit BN/P3-Knockdown in Neuronen
bei taglicher Gabe von Rotenon, wobei diese gegenuber der Kontrollgruppe leicht
verlangert ist. Im Gegensatz dazu stellte sich in Abb. 18 die Lebenserwartung dieser
bei normaler Ernahrung verglichen mit der Kontrollgrupe als stark verkurzt heraus.
Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass BNIP3 die Anfalligkeit gegenuber
mitochondrialem Stress und ROS fordert, was bisher noch nicht in der Literatur
beschrieben wurde.

Die Lebenserwartung der Fliegen mit neuronalem BNIP3-Knockdown bei taglicher
Gabe von Tunicamycin, die in Abb. 20 B dargestellt ist, ist im Vergleich zur
Kontrollfliege verkurzt. Eine verminderte Konzentration von BNIP3 geht also mit einer
erhohten Anfalligkeit gegenuber ER-Stress einher.

55



4.3 Zusammenhang zwischen Gdap1 und BNIP3

4.3.1 Die BNIP3-Konzentration ist in Gdap7-Knockdown-Fliegen nicht
signifikant erhoht

Mitglieder unserer Arbeitsgruppe fanden bereits heraus, dass sich bei einem

Knockdown des GDAP1 am Zellmodell die Konzentration von BNIP3 erhoht

(unpublizierte Daten). In dieser Arbeit wird analysiert, ob der gleiche Effekt am Modell

der Drosophila melanogaster nachgewiesen werden kann.

BNIP3-mRNA-Expression in él;bild;lr;(g 21I:(dExprerI§ion deE) BNIPf-lrl?RNtAdi'n
| _Eli ap71-Knockdown-Fliegen. Dargestellt ist die
9 Gdap1-Knockdown-Fliegen durch qPCR analysierte prozentuale Expression
: 500 - n.s. n.s. der BNIP3-mRNA in Fliegen mit Gdap 7-Knockdown
2 ' ' ' ' in Neuronen (elav) und Muskelzellen (mef2) im
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5 Kontroll-RNAi. Die gPCR wurde mit cDNA
'g 300 - durchgefihrt, die pro Gruppe aus 3 mRNA-Proben
.g von jeweils 9 Fliegenkdpfen (elav) bzw. 7 ganzen
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s -+ wurde rp49 verwendet. Dargestellt sind die
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Abb. 21 zeigt die Expression der BN/IP3-mRNA in Fliegen mit Gdap7-Knockdown in
Neuronen bzw. Muskelzellen. Fliegen mit einem neuronalen Knockdown weisen eine
erhohte, jedoch nicht signifikante, mMRNA-Expression des BNIP3 auf als die
zugehorige Kontrollgruppe, was mit dem GDAP7-Knockdown-Zellmodell unserer
Arbeitsgruppe korrespondiert.

Im Gegensatz dazu haben Fliegen mit muskularem Gdap7-Knockdown keinen
signifikanten Unterschied der mRNA-Expression verglichen mit den Kontrollfliegen.

4.3.2 Die Lebenserwartung von Fliegen mit Gdap7- und BNIP3-
Knockdown ist stark verkuirzt

Um zu testen, inwieweit die Konzentration von BNIP3 die Zellen mit Gdap1-

Funktionsverlust beeinflusst, wurde die Lebensspanne von Fliegen mit einem

Knockdown von Gdap? und BNIP3 gemessen. Als Vergleich diente eine Linie mit

Gdap1- und einem Kontroll-Knockdown sowie eine BNIP3-Knockdown-Linie.
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Lebensspanne von Fliegen mit Gdap1- und BNIP3-Knockdown mittlere Uberlebenszeit
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Abbildung 22: Lebenserwartung der Fliegen mit Gdap7- und BNIP3-Knockdown. In der Abbildung
sind die Lebenserwartungen von elav>Gdap1-RNAi, Kontroll-RNAIi-Fliegen im Vergleich zu den
Kontrollgruppen elav>BNIP3-RNAi und elav>Gdap1-RNAi, BNIP3-RNAi dargestellt. Die Haltung
erfolgte bei 25°C und die Erndhrung mit einem Nahrbrei.

In Abb. 22 sind die Lebensspannen und mittleren Uberlebenszeiten der drei Linien
dargestellt, wobei eine stark verkurzte Lebenserwartung der Fliegen mit Gdap7- und
BNIP3-Knockdown verglichen zu beiden Kontrollgruppen erkennbar ist. Das Ergebnis
ist mit einem synergistischen, lebenserwartungsverkirzenden Effekt durch Verluste
von Gdap1 und BNIP3 vereinbar. Somit scheint BNIP3 eine wichtige Funktion in den
Zellen mit Gdap1-Verlust aufzuweisen.
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4.4 Phanotyp der Gdap7-Knockout-Fliegenlinien

4.4.1 Nachweis des Gdap7-Knockouts und der GDAP1-Expression in
Gdap1-Knockout-Fliegenlinien

Als zweite Methode zur Analyse der Charcot-Marie-Tooth-Krankheit am Fliegenmodell

wurden Gdap 7-Knockout-Fliegenlinien genutzt, welche heterozygot den Knockout des

Gdap?1 und an dessen Stelle das mutierte, humane GDAPT tragen. Als

Kontrollgruppen dienten zwei Linien mit einem reinen Knockout des Gdap1, eine Linie

mit dem humanen Wildtyp-GDAP1 anstelle des Gdap1 sowie die beiden Wildtyplinien

w-“ (Kapitel 4.4.1) bzw. ,Oregon R* (Kapitel 4.4.3 — 4.4.9).

Zunachst sollte der heterozygote Gdap7-Knockout aller Linien validiert und die

Expression des humanen GDAP1 bei entsprechenden Linien bestatigt werden.
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Abbildung 23: Validierung des Gdap7-Knockouts und der GDAP1-mRNA-Expression in Gdap1-
Knockout-Linien. Abbildung A zeigt die prozentuale Expression von Gdap7-mRNA in den Gdap1-
Knockout-Linien. Als Kontrollgruppe diente die Wildtypfliege w-. Die Messung erfolgte durch qPCR.
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Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (MW + SD). Die statistische Auswertung
erfolgte mit dem Kruskal-Wallis-Test und Dunn’s multiple comparisons-Test (* p < 0,05). Abbildung B
zeigt einen Vergleich der mRNA-Expression von Gdap? und GDAP1 in der Linie Gdap1K® (CPAPN)/4+
welche ebenfalls durch gPCR analysiert wurde. Dargestellt sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung (MW + SD). Die statistische Auswertung erfolgte mit einem ungepaarten Mann-
Whitney-Test (n.s. p > 0,05). Abbildung C zeigt einen Western Blot nach erfolgter SDS-Page mit
Proteinproben der Fliegenlinien. Rechts ist eine positive Kontrolle mittels einer Zellprobe mit GDAP1-
Expression sichtbar, welche freundlicherweise von ||l zur Verfiigung gestellt wurde. Wahrend
das Kontrollprotein Aktin (ca. 42 kDa) in Rot dargestellt ist, ist GDAP1 (ca. 30 kDa) in der Farbe Griin
sichtbar. In Abbildung D ist die relative Expression der GDAP71-mRNA im Verhaltnis zu der Knockout-
Linie Gdap1K© (CPAPY/+ dargestellt, dessen Analyse durch gPCR erfolgte. Dargestellt sind die Mittelwerte
mit Standardabweichung (MW + SD). Die qPCRs der Abbildungen A, B und D wurden mit cDNA
durchgefihrt, die pro Gruppe aus mehreren mMRNA-Proben von je 7 Fliegen hergestellt wurde. Als
Ladekontrolle wurde jeweils rp49 verwendet.

Abb. 23 A validiert den Gdap7-Knockout aller Knockout-Linien. Die um mindestens
50% reduzierte mMRNA-Expression aller Knockout-Linien im Vergleich zur Wildtypfliege
weist nach, dass alle Fliegen den homozygoten Knockout in ihrem Genom tragen.

In Abb. 23 B ist ein prozentualer Vergleich der mRNA-Expression von Gdap7 und
GDAP1 in der Linie Gdap1K© ((PAPT)/+ dargestellt. Da Fliegen dieser Linie heterozygot
sowohl Gdap1 als auch GDAP1 tragen, sollte die Expression der Proteine
erwartungsgemaly gleichmallig verteilt sein, was sich anhand der qPCR nicht
bestatigen lie3. Stattdessen betragt die Hohe der mRNA-Expression von GDAP1 nur
ca. 8% der mRNA-Expression von Gdap1.

Abb. 23 C zeigt einen Western Blot mittels Anti-HA tag und Anti-GDAP1 tag Antikorper,
um die Expression des GDAP1 zu bestatigen. Als positive Kontrolle dient eine
Zellprobe mit GDAP1-Expression, die freundlicherweise von || GG zur
Verfugung gestellt wurde. Wahrend in den Fliegenproben Aktin als Kontrolle in Rot
teilweise nachgewiesen werden konnte, wurde GDAP1 durch den Antikdrper nicht
detektiert, sodass die Expression stattdessen mittels gqPCR gemessen wurde.

Der Nachweis des GDAP1 mittels einer gPCR in den Linien mit humanem GDAP1 ist
in Abb. 23 D dargestellt. Die Expression der mRNA in den GDAP1-tragenden Linien
konnte validiert werden, wahrend sie in der Linie Gdap1X®* nicht nachgewiesen
werden konnte. Die Expressionsstarke ist je nach Wildtyp-Form und Mutation des
Proteins unterschiedlich.

Zusammenfassend zeigt dies, dass der homozygote Knockout in allen Linien
erfolgreich war, die Expression des neuen Transgens jedoch entweder nur
eingeschrankt oder Uberhaupt nicht funktioniert. Ursachlich konnten Komplikationen
bei der Insertion des Transgens oder eine verminderte Transkription oder Translation

sein.
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4.4.2 Homozygoter Gdap71-Knockout bewirkt Letalitat

Um den Phanotyp der Gdap7-Knockout-Fliegenlinien zu untersuchen, wurden

zunachst heterozygote Fliegen der gleichen Linie miteinander verkreuzt und dessen

Nachkommenverteilung analysiert, was in der folgenden Abb. 24 dargestellt ist.
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Abbildung 24: Prozentuale Verteilung der Nachkommen bei Kreuzungen der heterozygoten
Fliegenlinien. Die Abbildung zeigt die prozentuale Verteilung der Genotypen der F1-Generation bei
Kreuzung von Fliegenlinien mit heterozygotem Gdap7-Knockout. Bei allen Fliegenlinien entstehen als
Nachkommen nur heterozygote Fliegen mit demselben Genotyp der Parentalgeneration.

Wahrend laut der Mendelschen Regeln 50% der Nachkommen heterozygote Trager

des Knockout- und des Balancer-Chromosoms sowie jeweils 25% homozygote Trager
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der jeweiligen Chromosomen sein mussten, stellt sich hier eine andere Verteilung
heraus. Der homozygote Knockout des Gdap? bewirkt Letalitat, welche durch
humanes GDAP1 in der Wildtypform oder in mutierten Formen nicht verhindert werden
kann. Dies zeigt, dass eine bestimmte Expressionsstarke von Gdap1 notwendig fur
die Entwicklung der Fruchtfliegen ist. GDAP1 in Wildtypform oder mutierter Form
scheint entweder nicht in ausreichender Menge exprimiert zu werden oder das Protein
in seiner Funktion zu eingeschrankt zu sein, um das Gdap1 der Fruchtfliege zu
ersetzen. Die niedrige Expression konnte bereits im vorherigen Kapitel 4.4.1
nachgewiesen werden. Da ebenfalls das homozygote Balancer-Chromosom TM6B fur
Drosophila melanogaster letal ist, entstanden bei allen 7 Linien nur heterozygote
Fliegen als Nachkommen, welche denselben Genotyp wie die Parentalgeneration

trugen.

4.4.3 Gdap1-Knockout und GDAP17-Insertionen bewirken Veranderungen
der Lebenserwartungen
Im nachsten Schritt sollte der Phanotyp, der durch den Gdap7-Knockout entsteht,
untersucht werden. Aul3erdem sollte analysiert werden, ob GDAP1 in der Fliege trotz
der verminderten Expression (Abb. 23 B) die Funktionen des Gdap1 ubernehmen
kann, wozu im Folgenden die Lebensspannen der Wildtypfliege, der Gdap 7-Knockout-
Linien und der GDAP1-tragenden Linie verglichen wurden. Obwohl die Knockout-
Linien auf der Linie w- basieren und diese die richtige Kontrolllinie darstellt, wurde in
den folgenden Versuchen als Kontrolle Oregon R verwendet, da die Linie w- zum

Zeitpunkt der Datenerhebung nicht verfugbar war.
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Lebensspanne von Gdap1X0 (GDAP1)/, Fliegen mittlere Uberlebenszeit
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Abbildung 25: Lebenserwartungen der Gdap7-Knockout-Fliegen. Dargestellt sind die
Lebenserwartungen und mittleren Uberlebenszeiten der Fliegenlinien Gdap1X®/+ und Gdap1%® EV)/+ als
Modelle fiir den heterozygoten Gdap7-Knockout und Gdap1K® (CPAP)/+ als das Wildtyp-GDAP1-
tragende Modell. Als Kontrolle wurde der Wildtyp-Stamm ,Oregon R* verwendet. Die Haltung der
Fliegen erfolgte bei 25°C und die Erndhrung mit einem Nahrbrei.

Die Lebenserwartungen der zwei Gdap 7-Knockout-Fliegenstamme zeigen sich in Abb.
25 im Vergleich zur Wildtypfliege reduziert, was die Relevanz des Proteins fur den
Organismus verdeutlicht.

Die Fliegenlinie Gdap1X© (GPAPD/+ hat ebenfalls eine verkilrzte Lebensspanne. Die
Expression des GDAP1 konnte mit ca. 8% der erwarteten Expressionsmenge (Abb.
23 B). zu niedrig sein, damit das Protein die Funktionen des Gdap1 der Fliege
ubernehmen kann. Wahrend Lépez Del Amo et al. nachweisen konnten, dass GDAP1
die gleichen Funktionen wie Gdap1 besitzt und dieses ersetzen kann (L6pez Del Amo
et al., 2015), zeigt die Lebensspanne in Abb. 25 sogar einen lebensverkirzenden
Effekt durch das Vorhandensein von GDAP1 statt Gdap1. Das kdnnte durch einen
toxischen Effekt des GDAP1 auf die Fruchtfliege begrindet sein.

Als Nachstes sollten die Fliegenlinien, deren GDAP1 die Mutationen R161H, P274L,
P153L und R120W beinhalten, mittels Messung der Lebensspanne untersucht

werden.
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Abbildung 26: Lebenserwartungen der R161H-, P274L-, P153L- und R120W-Mutationen-tragenden
Fliegen. Die Abbildungen A - D stellen die jeweiligen Lebensspannen und Abbildung E die mittleren
Uberlebenszeiten der Fliegen mit verschiedenen Mutationen des GDAP1 im Vergleich zu mehreren
Kontrollgruppen dar. Als Kontrolle wurden jeweils ,Oregon R* als Wildtypfliege, Gdap1X®/+ und Gdap1X°
EV)/+ sowie Gdap1X© (6PAP1)/+ verwendet. Die Haltung der Fliegen erfolgte bei 25°C und die Erndhrung
mit einem Nahrbrei.

Abb. 26 A - D zeigen die Lebensspannen der Fliegen, die verschiedene Mutationen
des GDAP1 in ihrem Genom tragen sowie die mehrerer Kontrollgruppen, wahrend
Abb. 26 E die mittleren Uberlebenszeiten darstellt.

Es ist erkennbar, dass Drosophila melanogaster unterschiedlich auf verschiedene
GDAP1-Mutationen reagiert, obwohl GDAP1 jeweils nur in einer geringen Menge
exprimiert wird. Im Vergleich zu den Knockoutmodellen Gdap1X®/+ und Gdap1X© EV)/+
sind die Lebenserwartungen der Fliegen mit den Mutationen P274L und P153L
verlangert und die der Fliegen mit den Mutationen R161H und R120W verkulrzt.
Ursachlich dafur konnte sein, dass GDAP1 mit den Mutationen P274L oder P153L in
der Fruchtfliege teilweise funktionsfahig ist und trotz der verminderten Expression die
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Funktionen des Gdap1 zum Teil ersetzen kann. Die R161H- und R120W-Mutationen
konnten im Gegensatz dazu zu einer toxischen Wirkung des GDAP1 fur die
Fruchtfliege fuhren.

Die Theorie, dass autosomal-rezessive Mutationen schwerere Formen der Krankheit
auslosen, wahrend autosomal-dominante Mutationen zum milderen Phanotyp fuhren
(Zimon et al., 2011), konnte einerseits anhand der autosomal-rezessiven Mutation
R161H und der autosomal-dominanten Mutation P274L bestatigt werden, jedoch
fuhrte die autosomal-rezessive Mutation P153L anhand der Lebensspanne zu einem
milderen Phanotyp und R120W, welche autosomal-dominant vererbt wird, zu einem

starkeren.

4.4.4 Gdap1-Knockout und GDAP17-Insertionen bewirken Veranderungen
der negativen Geotaxis

Mithilfe der Messung der negativen Geotaxis sollte im nachsten Schritt die muskulare

Funktion der verschiedenen Fliegenlinien ermittelt werden, um die Folgen des Gdap1-

Verlustes sowie die Funktionsfahigkeit der verschieden mutierten Proteine zu

beurteilen. Die Messungen erfolgten bei jungen, 1 - 3 Tage alten Fliegen sowie bei

alteren Fliegen im Alter von 22 - 24 Tagen und sind in der folgenden Abb. 27

dargestellt.
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Abbildung 27: Negative Geotaxis der Gdap7-Knockout-Fliegen. Dargestellt ist die Fahigkeit zur
negativen Geotaxis von Gdap7-Knockout-Fliegenlinien im Vergleich zur Wildtypfliege ,Oregon R". Es
wurde der Anteil an Fliegen gemessen, der durch Klettern nach 9 s eine 8 cm-Grenze des Réhrchens
Uberschritt. Zunachst erfolgte die Messung mit ,jungen” Fliegen im Alter von 1 - 3 Tagen. Sie wurde mit
denselben Fliegen nach 3 Wochen wiederholt, sodass die als ,alt* bezeichneten Fliegen ein Alter von
22 - 24 Tagen hatten. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (MW + SD). Die
statistische Auswertung erfolgte mit dem Kruskal-Wallis-Test und Dunn‘s multiple comparisons-Test (*
p <0,05; ** p £0,01; *** p <0,0001).
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Wahrend anhand der Messung der negativen Geotaxis bei jungen Fliegen, welche in
Abb. 27 A dargestellt ist, bei allen Knockout-Linien im Vergleich zur Wildtypfliege eine
Verlangsamung festgestellt werden kann, ist besonders die R161H-Mutation-tragende
Linie in ihrer Geschwindigkeit beeintrachtigt. Abb. 27 B zeigt die Geschwindigkeit der
alteren Fliegen, wobei interessanterweise mehrere Knockout-Linien schneller
kletterten als die Wildtypfliege. Fliegen mit Wildtyp-GDAP1, der R161H-Mutation sowie
der P153L-Mutation zeigen sich langsamer als die Linie Gdap1X© (EV)/+, Fliegen der
Linie Gdap1KO (GDAP1 P274L)/+ Kletterten schneller als die der Linie Gdap1X© (CDAPT)/+
GDAP1 scheint also in Muskelzellen mit P274L-Mutation funktionsfahiger zu sein als
mit den Mutationen R161H, P153L oder als Wildtypform.

Durch Messung der Lebensspanne und negativen Geotaxis fiel besonders das
Fliegenmodell mit der Mutation R161H durch einen stark beeintrachtigten Phanotyp
auf. Diese Mutation fuhrt auch im Menschen zu einer schweren Verlaufsform der
Erkrankung CMT4A (Baxter et al., 2002). Deshalb wurde dieses Modell ausgewanhilt,
um im Folgenden Naheres uber dessen Wirkungen auf Drosophila melanogaster zu
erfahren.

4.4.5 Gdap1-Knockout-Fliegen weisen keine signifikant veranderte ATP-
Konzentration auf
Mittels Messung der ATP-Konzentration von Gdap 7-Knockout-Fliegenstammen sollte
dessen Funktionsfahigkeit zur Energiegewinnung analysiert werden. GDAP1 wurde
bereits in bisherigen Forschungsergebnissen mit einer Forderung der ATP-
Konzentration in Verbindung gebracht (Cassereau et al., 2009; Lopez Del Amo et al.,
2015), sodass Mutationen des GDAP1 diese beeintrachtigen konnten.
Auch in dieser Arbeit stellte sich bereits am elav>Gdap1-RNAi Modell eine verminderte
ATP-Konzentration im Thorax heraus (Abb. 13). Deshalb wurde die im folgenden
dargestellte ATP-Messung ebenfalls am Thorax durchgefuhrt. Aufgrund des bisher
aufgewiesenen stark beeintrachtigten Phanotyps der Fliegen mit R161H-Mutation
wurde dieses Modell fur die ATP-Messung ausgewahlt. Als weitere Gruppen wurden
Gdap1KO (GDPAP1)/+ sowie ,,Oregon R* als Kontrolle verwendet.

65



Abbildung  28:  ATP-Konzentration in
ATP-Konzentration im Thorax Thoraces ~von R161H-Mutation-tragenden

Fliegen. Die Abbildung zeigt den prozentualen
2.0 ns. ATP-Gehalt der Fliegenlinien Gdap1K® (CPAPT)/+
und Gdap1KO (GDAP1 R16TH)/+ im Vergleich zur
Wildtypfliege ,Oregon R im Thorax. Die
Messungen  wurden mit dem  ATP
"§” AT Bioluminescence Assay Kit HSII von Roche und

1.5+

[ X}
>

1.0

dem Tecan Infinite® Spark durchgefiihrt.
s la s Dargestellt sind die  Mittelwerte  mit
. A Standardabweichung (MW + SD). Die
statistische Auswertung erfolgte mit one way
ANOVA und Tukey’s multiple comparisons-Test
0.0 T T T (n.s. p>0,05).

0.54

ATP Konzentration [% der Kontrollgruppe]

Abb. 28 zeigt, dass kein signifikanter Unterschied des ATP-Gehaltes zwischen den
drei Fliegenmodellen besteht. Der Austausch von Gdap7 zu GDAP1 als Wildtypform
oder R161H-mutierte Form auf einem Allel scheint also keine starken Veranderungen
der ATP-Synthese im Thorax zu bewirken, obwohl GDAP7 nur wenig in den
Fliegenlinien exprimiert wird. Verglichen mit der verminderten ATP-Konzentration im
Thorax des Gdap7-Knockdown-Modells (Abb. 13), kann dieses Ergebnis auf eine
teilweise Funktionsfahigkeit des Wildtyp- bzw. R161H-mutierten GDAP1 hinweisen.

4.4.6 Gdap1-Knockout-Fliegenlinien mit GDAP1-Insertionen reagieren
nicht sensibler auf Rotenon und Tunicamycin

In Kapitel 4.1.5 stellten sich bereits anhand der Lebensspanne sensiblere Reaktionen
von Fliegen mit neuronalem Gdap7-Knockdown auf Behandlungen mit Rotenon und
Tunicamycin heraus. Auch an den Knockout-Linien sollten die Toxine dazu verwendet
werden, um deren Widerstandsfahigkeit auf mitochondrialen bzw. ER-Stress zu
testen.

Als Modell fur CMT4A wurde die Mutation R161H gewahlt, da diese bei Messung der
Lebensspanne und negativen Geotaxis die starkste Beeintrachtigung aufwies. Als

Kontrollgruppen fungierten die Linien ,Oregon R, Gdap1X® ®&V)/+ und Gdap1K®
(GDAP1) 4
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Abbildung 29: Lebenserwartungen der Gdap7-Knockout-Linien wahrend téglicher Gabe einer
Saccharose-Toxin-Losung. Die Abbildungen =zeigen die Lebenserwartungen und mittleren
Uberlebenszeiten von mehreren Knockout-Linien und der Wildtypfliege ,Oregon R* bei taglicher Gabe
der Toxine. Wahrend die Haltung der Fliegen bei 25°C erfolgte, wurde taglich 0,1 ml einer Nahrlésung
mit 5% Saccharose und 1 mM Rotenon bzw. 24 uyM Tunicamycin verabreicht. Abbildung A zeigt die
Lebensspannen und mittleren Uberlebenszeiten der Linien wahrend taglicher Gabe der Rotenon-
Saccharose-Ldsung. In Abbildung B sind die Lebensspannen und die mittleren Uberlebenszeiten der
Knockout-Linien abgebildet, wahrend ihnen taglich die Tunicamycin-Saccharose-Losung gegeben
wurde.

Abb. 29 A stellt die Lebenserwartungen der verschiedenen Fliegenlinien bei taglicher
Gabe einer Rotenon-Saccharose-Losung dar und Abb. 29 B zeigt diese bei Gabe einer
Tunicamycin-Saccharose-Ldsung.

In Abb. 29 A ist erkennbar, dass alle drei Knockout-Linien bei Behandlung mit Rotenon
eine kurzere Lebenserwartung haben als die Wildtypfliege ,Oregon R".

Wahrend ,,Oregon R* Fliegen bei alleiniger Futterung mit 5%-iger Saccharose-Losung
eine mittlere Uberlebenszeit von 34 Tagen haben (Daten zur Saccharose-Behandlung
sind in Abb. 30 dargestellt), fihrt die Beimischung von Rotenon zur Reduktion der

mittleren Uberlebenszeit um ca. 65%. Die mittlere Uberlebenszeit von Fliegen mit
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Wildtyp-GDAP1 reduziert sich um ca. 66% und die der R161H-Mutation-tragenden
Linie um 70%.

Auch bei Behandlung mit Tunicamycin weisen die drei Knockout-Linien eine kurzere
Lebenserwartung auf als die Wildtypfliege, was in Abb. 29 B dargestellt ist. Die
Beimischung von Tunicamycin zur Saccharose-Losung fuhrt bei ,Oregon R* Fliegen
zur ca. 82%-igen Reduktion der mittleren Uberlebenszeit. Beide GDAP1-tragenden
Linien Gdap1KC (6PAP1/+ und Gdap1K© (GDAPTR16TH)/+ reagieren mit einer ca. 80%-igen
Reduktion dieser.

Die prozentuale Reduktion der mittleren Uberlebenszeit ist also sowohl bei
Tunicamycin- als auch Rotenon-Behandlung bei den Knockout-Linien ahnlich der
Kontrolllinie. Das zeigt, dass die GDAP7-tragenden Linien verglichen mit der
Wildtypfliege nicht sensibler auf die Toxine reagieren.

4.4.7 J147 und CMS121 verlangern nicht die Lebenserwartungen der
Gdap1-Knockout-Fliegenlinien, aber die der Wildtypfliege

In Kapitel 4.1.6 wurden bereits die beiden Wirkstoffe J147 und CMS121 an Gdap1-
Knockdown-Fliegen getestet. Wahrend J147 kein Effekt auf die Lebenserwartung
aufwies, fuhrte die Gabe von CMS121 sogar zu einer Verkurzung dieser. Im nachsten
Schritt sollten die Stoffe auch an R161H-Mutation-tragenden Fliegen als Modell fur
CMT4A getestet werden. ,Oregon R und Gdap1KO (GPAPY/+ dienten dabei als
Kontrollgruppen.
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Abbildung 30: Einfluss von J147 und CMS121 auf die Lebenserwartungen der Gdap7-Knockout-
Fliegen. Die Abbildungen zeigen die Lebenserwartungen der Gdap 7-Knockout-Linien im Vergleich zur
Wildtypfliege ,Oregon R". Den Fliegen wurde taglich 0,1 ml einer 5%-igen Saccharose-Ldsung gegeben,
die 2 uM des Stoffes J147 (Abbildung A) bzw. CMS121 (Abbildung B) enthielt. Als Kontrolle wurden die
Linien mit einer reinen 5%-igen Saccharose-Lésung behandelt. Die Haltung der Fliegen erfolgte bei
Raumtemperatur.

Abb. 30 A zeigt den Einfluss von J147 auf die Lebenserwartung der Fliegen, wahrend
Abb. 30 B den Einfluss von CMS121 darstellt. An R161H-Mutation-tragenden Fliegen
ist kein positiver Effekt auf die Lebenserwartung durch J147 und nur eine leichte
Verlangerung dieser durch CMS121 erkennbar. Die Wildtyp-GDAP1-tragenden
Fliegen haben durch Behandlung mit beiden Stoffen sogar ein leicht verkurztes Leben.

Im Gegensatz dazu reagiert die Wildtypfliege auf beide Stoffe mit einer verlangerten
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Lebensspanne, was mit dem bereits bekannten lebensverlangernden Effekt auf
Wildtypfliegen korrespondiert (Goldberg et al., 2018; Kepchia et al., 2021). Vor allem
bei Behandlung mit CMS121 ist dieser Effekt sehr stark nachweisbar.

4.4.8 J147 und CMS121 verbessern nicht die negative Geotaxis der
Gdap1-Knockout-Fliegenlinien und Wildtypfliegen

Durch Messung der negativen Geotaxis sollte als Nachstes untersucht werden, ob sich
die muskulare Funktion des Gdap7-Knockout-Fliegenmodells mittels J147 und
CMS121 verbessert.
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Abbildung 31: Einfluss von J147 und CMS121 auf die negative Geotaxis der Gdap7-Knockout-
Fliegen. Dargestellt ist die Fahigkeit zur negativen Geotaxis von 4 Tage alten Gdap7-Knockout-
Fliegenlinien im Vergleich zur Wildtypfliege ,Oregon R®, nachdem diese taglich mit einer 5%-igen
Saccharose-Losung, die 2 yM CMS121 bzw. J147 enthielt, behandelt wurden. Die Kontrollgruppen
erhielten taglich eine reine 5%-ige Saccharose-Losung. Es wurde der Anteil an Fliegen gemessen, der
durch Klettern nach 7 s eine 8 cm-Grenze des Réhrchens Uberschritt. Die statistische Auswertung
erfolgte mit Kruskal-Wallis-Test und Dunn’s multiple comparison-Test (** p < 0,01; *** p < 0,001).

Abb. 31 zeigt die Fahigkeit zur negativen Geotaxis von 4 Tage alten Fliegen mit
Wildtyp-GDAP1 und R161H-mutiertem GDAP71 im Vergleich zur Wildtypfliege,
nachdem sie 4 Tage lang mit J147 oder CMS121 behandelt wurden. Auf die negative
Geotaxis der Wildtypfliege und der Wildtyp-GDAP1-tragenden Linie haben weder J147
noch CMS121 signifikante Auswirkungen, wahrend beide Wirkstoffe bei R161H-
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Mutation-tragenden Fliegen zu einer leichten, jedoch nicht signifikanten,

Verlangsamung fuhren.

Zusammenfassend scheinen J147 und CMS121 weder einen deutlichen
lebensverlangernden Effekt noch eine verbessernde Wirkung auf die muskulare
Funktion bei sowohl Wildtyp-GDAP1-tragenden als auch R161H-Mutation-tragenden
Fliegen zu haben. Zusammen mit den Ergebnissen aus Kapitel 4.1.6, bei denen
ebenfalls an elav>Gdap1-RNAi-Fliegen kein positiver Effekt durch J147 und CMS121
festgestellt werden konnte, sprechen die Wirkungen auf R161H-Mutation-tragende
Fliegen gegen eine Gabe der Stoffe bei CMT4A-Patienten.

Auffallig ist jedoch, dass Fliegen mit Wildtyp-GDAP1 in Abb. 31 eine insgesamt
schnellere negative Geotaxis aufweisen als Wildtypfliegen. Bei Gabe eines Nahrbreis
zeigte sich dies bei 1 - 3 Tage alten Fliegen derselben Genotypen gegenteilig (Abb.
27). Wahrend Fliegen mit R161H-Mutation nach einer Behandlung mit Saccharose
gleich schnell klettern wie Wildtypfliegen, sind sie nach Ernahrung durch einen
Nahrbrei langsamer als diese (Abb. 27). Diese Beobachtung korrespondiert mit den
Ergebnissen aus Kapitel 4.1.7, bei denen sich ebenfalls ein positiver Effekt auf Gdap1-
Knockdown-Fliegen durch reine Saccharose-Gabe im Vergleich zur Gabe eines
Nahrbreis herausstellte. Deshalb soll im nachsten Schritt auch am Knockout-
Fliegenmodell die Gabe unterschiedlichen Futters analysiert werden.

4.4.9 Saccharose verkiurzt die Lebenserwartung von Wildtypfliegen,
jedoch nicht von Gdap7-Knockout-Fliegen

Da in Kapitel 4.1.7 ein unterschiedlicher Einfluss verschiedenen Futters auf die
Lebensspannen von Gdap7-Knockdown- und Kontrollfiegen nachgewiesen werden
konnte und sich auch in Kapitel 4.4.7 Hinweise auf einen solchen Einfluss anhand der
negativen Geotaxis von Gdap7-Knockout-Linien ergaben, sollte dies im Folgenden

anhand der Lebensspanne R161H-Mutation-tragender Fliegen Uberpruft werden.
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Abbildung 32: Einfluss verschiedenen Futters auf die Lebenserwartung der R161H-Mutation-
tragenden Fliegen. Dargestellt sind die Lebensspannen und mittleren Uberlebenszeiten der Linien
,Oregon R* und Gdap1K© (GPAPTR16TH)/+ hej dauerhafter Haltung in R6hrchen mit beinhaltetem Nahrbrei
im Vergleich zu einer Haltung in Rohrchen mit Filterpapier und taglicher Gabe einer 5%-igen
Saccharose-Lésung. Die Haltung der Fliegen mit Nahrmedium erfolgte bei 25°C und die der mit
Saccharose-Losung gefitterten Fliegen bei Raumtemperatur.

In Abb. 32 lasst sich eine starke Verklrzung der Lebenserwartung der Wildtyplinie
,O0regon R“ durch Gabe einer Saccharose-Losung anstelle des Nahrmediums
erkennen. Fliegen mit R161H-Mutation reagieren ebenfalls mit einer Reduktion der
Lebenserwartung, jedoch in einem kleineren Ausmalfs. Wahrend sich die mittlere
Uberlebenszeit von ,Oregon R“ um ca. 37% reduziert, wird die der R161H-Mutation-
tragenden Fliegen nur um ca. 17% gesenkt. Der unterschiedliche Effekt des Futters
auf das CMT4A-Fliegenmodell und die Kontrolllinie, der in 4.1.7 festgestellt wurde,
kann somit anhand des R161H-Modells bestatigt werden. Die Gabe reiner
Saccharose-LOsung kann jedoch das Leben der R161H-Mutation-tragenden Fliegen

im Gegensatz zur Gdap7-Knockdown Fliege (Abb. 16) nicht verlangern.
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5 Diskussion

5.1 Gdap1 und GDAP1 am Modell der Drosophila melanogaster

GDAP1 gehort zur Familie der Glutathion-S-Transferasen (Nelis et al., 2002), wird vor
allem in Neuronen exprimiert (Pedrola et al., 2005) und ist primar an der auf3eren
Mitochondrienmembran lokalisiert (Niemann, Ruegg, La Padula, Schenone, & Suter,
2005). Der Modellorganismus Drosophila melanogaster besitzt ein dem humanen
GDAP1 aquivalentes Protein, welches als Gdap1 bezeichnet und vom Gen CG4623
bzw. Gdap1 codiert wird (Lopez Del Amo et al., 2015; Marco, Cuesta, Pedrola, Palau,
& Marin, 2004).

In dieser Arbeit konnten die Funktionen des Gdap1 durch gezielten Knockdown in
verschiedenen Geweben mittels des Gal4/UAS-Systems untersucht werden. Auf der
anderen Seite dienten Linien mit heterozygotem Gdap 7-Knockout sowie mit humanem
Wildtyp-GDAP1 der weiteren Analyse des Gdap1 und GDAP1. Linien mit mutiertem
GDAP1T anstelle des Gdap1 wurden als Modelle fur die Charcot-Marie-Tooth-Krankheit

verwendet.

Durch Knockdown mittels Gdap1-RNAi konnte validiert werden, dass das Protein der
Fliege vor allem in Neuronen von groRer Bedeutung ist. Daflr sprechen die verkurzte
Lebenserwartung, die verlangsamte negative Geotaxis, die verminderte thorakale
ATP-Konzentration und die sensiblere Reaktion auf Rotenon und Tunicamycin von
elav>Gdap1-RNAi-Fliegen im Vergleich zur Kontrolllinie (Kapitel 4.1.2 - 4.1.5). Auch
der heterozygote Knockout des Gdap1 fuhrte zu einer verkirzten Lebenserwartung
und verlangsamten negativen Geotaxis (Kapitel 4.4.3 - 4.4.4).

Wahrend Lopez et al. mittels des Ac5C-Gal4 Transkriptionsfaktors Fliegen mit einem
ubiquitdaren heterozygoten Gdap7-Knockdown herstellen konnten, welche eine
verkurzte Lebenszeit, verlangsamte negative Geotaxis sowie einen veranderten
Energiestoffwechsel aufwiesen (Lopez Del Amo et al., 2017), fuhrte in dieser Arbeit
der ebenfalls ubiquitar wirkende tubP-Gal4 Transkriptionsfaktor zusammen mit UAS-
Gdap1-RNAi zur Letalitat auf Entwicklungsstufe der Puppe. Ursachlich dafur konnte
ein starkerer Knockdown durch tubP-Gal4 im Vergleich zu Ac5C-Gal4 sein. Im
Gegensatz dazu uberlebten Fliegen mit neuronalem Knockdown, was Hinweise darauf
gibt, dass das Protein nicht nur in Neuronen zum Uberleben und zur Entwicklung

wichtig ist, sondern auch in anderen Geweben, wozu z.B. das Muskelgewebe zahlt.
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Wahrend bereits Lépez Del Amo et al. eine veranderte Mitochondrien-Morphologie bei
Gdap1-Knockdown im Muskelgewebe der Drosophila melanogaster mittels des
Transkriptionsfaktors Mhc-Gal4 beobachteten (Lopez Del Amo et al., 2015), stellten
sich in dieser Arbeit eine leicht verklrzte Lebenserwartung und Verlangsamung in der
negativen Geotaxis bei 22 - 24 Tage alten mef2>Gdap1-RNAi-Fliegen heraus (Kapitel
4.1.2 - 4.1.3). Auch in Schwann-Zellen, in denen bereits eine Expression des GDAP1
nachgewiesen werden konnte (Niemann, Ruegg, La Padula, Schenone, & Suter,
2005), konnte das Protein wichtige Funktionen aufweisen.

Fliegen mit Gdap1-Knockdown in Muskelzellen wiesen in dieser Arbeit eine weniger
stark eingeschrankte negative Geotaxis auf als Fliegen mit demselben Knockdown in
Neuronen (Kapitel 4.1.3). Die muskulare Dysfunktion von CMT-Fliegenmodellen
resultiert also vor allem durch die fehlende Innervation durch zugrunde gehende
Neuronen. Ein Teil konnte jedoch auch durch direkte Beeintrachtigung der
Muskelzellen durch verandertes Gdap1 verursacht sein, wofur die verkirzte
Lebenszeit und leicht verlangsamte negative Geotaxis von 22 - 24 Tage alten
mef2>Gdap1-RNAi-Fliegen spricht. Im Gegensatz dazu spielt GDAP1 in menschlichen
Muskelzellen keine Rolle, da es dort nicht exprimiert wird (Pedrola et al., 2005).

Die Beobachtung von Lopez Del Amo et al., dass humanes GDAP das Gdap1 der
Drosophila melanogaster funktionell ersetzen kann (Lopez Del Amo et al., 2015),
konnte in dieser Arbeit unter normalen Lebensbedingungen in den Kapiteln 4.4.2 -
4.4.4 nicht validiert werden. Das Ersetzen des Gdap1 durch GDAP1 auf beiden Allelen
der Fliege resultierte bei allen Knockout-Fliegenlinien in Letalitat. Fliegen, die
heterozygot GDAP1 an Stelle des Gdap1 tragen, zeigten auRerdem keine langere
Lebenserwartung oder schnellere negative Geotaxis als das heterozygote Gdap1-
Knockout-Modell. Die Beobachtungen konnten damit zusammenhangen, dass die
Expression des Transgens nur eingeschrankt funktioniert. In Kapitel 4.4.1 stellte sich
heraus, dass GDAP1 nur zu ca. 8% der erwarteten Expressionsstarke exprimiert wird.
Jedoch zeigten Linien mit P274L- und P153L-Mutation im Vergleich zum Knockout-
Modell eine verlangerte Lebenserwartung, was auf eine gewisse Funktionsfahigkeit
der veranderten Proteine trotz niedriger Expression hinweist. Auch die verlangerte
Lebenserwartung von Fliegen mit GDAP1 als Wildtyp-Form und R161H-mutierte Form
verglichen zu der Gdap7-Knockout-Linie bei Behandlung mit den Toxinen Rotenon
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und Tunicamycin (Kapitel 4.4.5) spricht dafur, dass GDAP1 im Fliegenmodell auch in
niedriger Konzentration vor mitochondrialem bzw. ER-Stress schutzen kann.

Die Funktion des GDAP1 in der Fruchtfliege hangt also von den Lebensumstanden
und von der genetischen Variante des Proteins ab. Wahrend GDAP1 mit den
Mutationen P274L und P153L die Lebenserwartung verlangert, fuhrt die R161H-
mutierte Form zur weiteren Verkurzung der Lebenszeit und zur verlangsamten
negativen Geotaxis verglichen mit dem heterozygoten Gdap7-Knockdown ohne
GDAP1-Insertion. Dies konnte durch eine toxische Wirkung des R161H-mutierten
GDAP1 in der Fruchtfliege begrindet sein. GDAP1 mit P274L-Mutation konnte sogar
in der Fruchtfliege eine bessere Funktion aufweisen als die Wildtypform, da diese
Mutation in dieser Arbeit zu einer langeren Lebenserwartung (Abb. 26 B) sowie zu
einer schnelleren negativen Geotaxis bei 22 - 24 Tagen alten Fliegen (Abb. 27 B)
fuhrte.

Zusammenfassend scheinen unterschiedliche Formen des GDAP1 Lebenserwartung
und Kletterfahigkeit der Fruchtfliege trotz der verminderten Expression verschieden zu

beeinflussen.

5.2 Funktionen und Wirkungsweisen von Gdap1 und GDAP1

Zu den bereits bekannten Funktionen des GDAP1 gehoren unter anderem die Wirkung
als mitochondrialer Fissionsfaktor (Niemann, Ruegg, La Padula, Schenone, & Suter,
2005), die Erhdhung der Glutathionkonzentration (Lopez Del Amo et al., 2015) sowie
die Mitwirkung an der zellularen Calciumhomoostase (Pla-Martin et al., 2013; Wolf et
al., 2021). Es wird vermutet, dass diese Wirkungen auf Interaktionen von GDAP1 mit
verschiedenen Proteinen der Zelle, wie z.B. F-Aktin als Bestandteil des Zytoskeletts,
zuruckzufuhren sind (Wolf et al., 2021).

Wie schon vorherige Studien am Zellmodell zeigten, scheint das Protein sowohl mit
Mitochondrien als auch mit dem ER zu interagieren und deren Wechselwirkungen zu
unterstutzen (Pla-Martin et al., 2013; Wolf et al., 2021). In dieser Arbeit reagierten
Fliegen mit Gdap7-Knockdown in Neuronen im Vergleich zur Kontrollgruppe sowohl
auf das mitochondrialen Stress verursachende Toxin Rotenon als auch auf
Tunicamycin, welches ER-Stress verursacht, mit einer starkeren prozentualen

Reduktion der Lebenserwartung (Kapitel 4.1.5). Dies bestatigt am Fliegenmodell, dass
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Gdap1 in Neuronen sowohl mit Mitochondrien als auch mit dem ER in funktioneller

Verbindung steht.

Ein Gdap71-Knockdown in Neuronen fuhrte zu einer Verminderung der ATP-
Konzentration im Thorax, aber nicht in Kopfen (Kapitel 4.1.4). Dies konnte zum einen
auf die mitochondriale Beeintrachtigung und die dadurch gehemmte ATP-Produktion
in den im Thorax befindlichen Neuronen wie z.B. a-Motoneuronen zurtckzufuhren
sein, zum anderen konnte die ATP-Verminderung auch durch beschadigte Neurone
und der damit einhergehenden verminderten Innervation und Muskelatrophie erklart
werden. Die unveranderte ATP-Konzentration in Kopfen mit Gdap7-Knockdown
konnte dadurch bedingt sein, dass Neurone des Gehirns durch Verlust des Proteins
weniger geschadigt werden als die im Thorax befindlichen Neuronen. In den Knockout-
Linien konnte im Gegensatz zu den Knockdown-Linien kein Unterschied in Thoraces
festgestellt werden (Kapitel 4.4.5).

Die verminderte  ATP-Konzentration bei neuronalem  Gdap7-Knockdown
korrespondiert mit Ergebnissen von Lépez Del Amo et al. und Cassereau et al. Erstere
zeigten ebenso an Drosophila melanogaster eine verminderte ATP-Konzentration bei
Gdap1-Knockdown in Muskelzellen durch den Transkriptionsfaktor Mhc-Gal4 (Lopez
Del Amo et al., 2015). Somit scheint Gdap1 am Fliegenmodell sowohl in Neuronen als
auch in Muskelzellen die ATP-Produktion zu fordern. Cassereau et al. konnten an
Fibroblasten von Patienten mit CMT2K eine erniedrigte ATP-Konzentration
nachweisen (Cassereau et al., 2009). Als Ursache sehen sie den Komplex | der
Atmungskette, der eine um 40% verminderte Aktivitat im Vergleich zu
Kontrollfibroblasten aufwies, wahrend Komplexe Il — V und die Effizienz der oxidativen
Phosphorylierung unbeeintrachtigt waren (ebd.). Die Beeintrachtigung der ATP-
Produktion konnte ebenfalls auf eine gestorte Calciumhamostase der Mitochondrien
durch den verminderten SOCE zurlckzufuhren sein, welcher aufgrund der
verminderten Wechselwirkungen von ER und Mitochondrium entsteht, denn Calcium
fordert die ATP-Synthese durch Aktivierung der oxidativen Phosphorylierung sowie
des Citratzyklus (Brookes, Yoon, Robotham, Anders, & Sheu, 2004).

Beeintrachtigungen im Komplex | der mitochondrialen Atmungskette werden mit einer
erhohten Produktion von ROS in Verbindung gebracht (Kushnareva, Murphy, &
Andreyev, 2002). Ein Toxin, welches ebenfalls Komplex | der Atmungskette hemmt

und zur Entstehung von Superoxidradikalen fuhrt, ist Rotenon (ebd.). Fliegen mit
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Gdap1-Knockdown in Neuronen reagierten in dieser Arbeit mit ihrer Lebensspanne
sensibler auf das Toxin als die Kontrollgruppe, was auf einen fehlenden zellularen
Schutz durch Gdap1 vor oxidativem Stress zurlckgefuhrt werden konnte (Kapitel
4.1.5). Noack et al. fuhren diesen Schutz auf die Erhohung von Glutathion und die
verminderte Produktion von ROS durch Stabilisierung des Membranpotentials und der
Atmungskettenaktivitat der Mitochondrien durch GDAP1 zuruck (Noack et al., 2012).
Es konnten bereits an alteren Fruchtfliegen mit Gdap7-Knockdown Veranderungen
von Glutathion und ROS nachgewiesen werden (Lépez Del Amo et al., 2015).

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit anhand elav>Gdap1-RNAi-Linien und
heterozygoten Gdap 7-Knockout-Fliegen nachgewiesen werden, dass das Gdap1 der
Drosophila melanogaster wichtige Funktionen zur ATP-Produktion aufweist und im
Schutzmechanismus vor ROS beteiligt ist. Die Calciumhomoostase, ATP-Produktion
und ROS beeinflussen sich gegenseitig (Brookes, Yoon, Robotham, Anders, & Sheu,
2004). Da GDAP1 ebenfalls mit der Calciumhomaoostase in Verbindung gebracht wird,
ist unklar, ob GDAP1 unabhangig auf alle drei Faktoren wirkt oder ob eine der drei
ursachlich fur die jeweils anderen Faktoren ist. Somit konnte z.B. der Einfluss des
Proteins auf die Calciumhomadostase ursachlich fur die veranderte zellulare ATP- und
ROS-Konzentration sein. Diese Wirkungen konnten die verklrzte Lebenserwartung
und muskulare Beeintrachtigung der Gdap 7-Knockdown/-Knockout-Fliegen bewirken.
Insgesamt korrespondieren die in dieser Arbeit ermittelten Funktionen des Gdap1 mit
denen des humanen GDAP1.

5.3 Einfluss von Gdap1 und GDAP1 auf den Stoffwechsel

Veranderungen in der Energiegewinnung konnten eine wichtige Rolle bei der
Entstehung von CMT4A spielen (Wolf et al., 2021). In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass die Gabe von Saccharose im Vergleich zur Gabe eines Nahrmediums
einen lebensverlangernden Effekt auf elav>Gdap1-RNAi-Fliegen aufweist, wahrend
die Kontrollgruppe mit einer verkurzten Lebensspanne reagiert (Kapitel 4.1.7). An
Knockout-Fliegen erwies sich ein ahnliches Ergebnis: Wahrend sich die Gabe der
5%-igen Saccharose-Losung anstelle des Nahrmediums stark verkurzend auf die
Lebensspanne der Wildtyp-Fliegen auswirkte, beeinflusste sie kaum die

Lebensspanne von Fliegen mit R161H-Mutation (Kapitel 4.4.8).
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Gdap 1-Knockdown/-Knockout-Fliegen scheinen also von einer Ernahrung mit reiner
Saccharose eher zu profitieren, wahrend Wildtyp-Fliegen eine ausgewogene
Ernahrung durch den Nahrbrei bendtigen und durch alleinige Ernahrung mit
Saccharose beeintrachtigt werden. Der lebensverlangernde Effekt durch Saccharose
am Fliegenmodell kdnnte somit einen Hinweis auf eine mogliche Therapieoption fur
CMT4A-Patienten mittels Modulation der Ernahrung geben und bedarf weiterer

Forschung.

Das Ergebnis unterstutzt auRerdem die Hypothese von Wolf et al., dass ein GDAP1-
Funktionsverlust den zellularen Energiestoffwechsel beeinflusst. Sie fanden heraus,
dass die erniedrigte mitochondriale Calciumkonzentration durch GDAP1-
Funktionsverlust zu einer verminderten Funktionsfahigkeit des PDC fuhrt und deshalb
auf andere Stoffwechselwege mit Beteiligung von Glutamin und Fettsduren
ausgewichen wird (Wolf et al., 2021). Zu ahnlichen Ergebnissen kamen ebenfalls
Lopez Del Amo et al.: Am Modell der Drosophila melanogaster entdeckten sie bei
Hoch- und Herunterregulation von Gdap? eine Akkumulation von Kohlenhydraten,
eine verstarkte B-Oxidation von Lipiden sowie eine Inaktivierung des Insulin-
Signalwegs (L6épez Del Amo et al., 2017). Sie vermuten als Ursache eine
Herunterregulation des PDC durch Veranderung der Gdap 7-Expression (ebd.).

Die Beobachtung, dass Kontrollfliegen, aber nicht Gdap 7-Knockdown- oder R161H-
Mutation-tragende Fliegen, auf reine Saccharose-Gabe mit einer starken Verklrzung
der Lebensspanne reagieren, konnte also auf Veranderungen im Stoffwechsel durch
Gdap 1-Knockdown/-Knockout zuruckzufuhren sein. Die 5%-ige Saccharose-Losung
konnte den zellularen Energiestoffwechsel in ahnlicher Weise beeintrachtigen wie ein
Funktionsverlust des Gdap1. Wahrend der Funktionsverlust des Proteins zu einer
Hemmung des PDC fuhrt (Wolf et al., 2021) und mit einer verminderten Konzentration
der Pyruvatkinase assoziiert ist (Lopez Del Amo et al., 2017), kdnnte die alleinige Gabe
von Saccharose ebenfalls zu einer Hemmung dieser bzw. im Energiestoffwechsel vor-
oder nachgeschalteter Enzyme fuhren. Daflr sprachen auch die bereits bekannten
Veranderungen im Energiestoffwechsel der Drosophila melanogaster durch eine hoch
dosierte Saccharose-Gabe: Rovenko et al. stellten fest, dass sich die Konzentrationen
von Lipiden, Glykogen, Proteinen sowie der Wassergehalt im Korper ab 4%-iger
Saccharose-Gabe andern und zu einer erhohten Mortalitat fuhren (Rovenko et al.,
2015). Wird Gdap7-Knockdown-Fliegen hochprozentige Saccharose-Losung

gegeben, konnten die Enzyme bereits durch den Proteinverlust so stark beeintrachtigt
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sein, dass es nicht mehr zur weiteren Hemmung oder Uberbelastung durch
Saccharose kame und sich die Lebensspanne nicht weiter verkurze.

Abb. 33 stellt ein mdgliches Modell fur die ahnliche Beeinflussung der Fliegen durch
Gdap1-Knockdown und Ernahrung mit einer Saccharose-Losung dar, wobei beide in

einer Reduktion der ATP-Konzentration resultieren.
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Abbildung 33: Modell der Beeinflussung des zelluldren Stoffwechsels durch GDAP7-Knockdown
und durch einseitige Saccharose-Erndhrung. Die Abbildung =zeigt eine schematische
Stoffwechsellage am Mitochondrium bei GDAP71-Knockdown und bei einseitiger Erndhrung durch
Saccharose. Eine Hochregulation ist in blauen und fetten Linien dargestellt. Herunterregulation ist durch
die Farbe Magenta und gestrichelte Linien gekennzeichnet. Ein GDAP71-Knockdown kénnte nach
bisherigen Erkenntnissen im Zellmodell (Wolf et al., 2021) zu einer Herunterregulation der PC und des
PDC flihren, sodass die zelluldre ATP-Konzentration sanke. Eine einseitige Erndhrung mit Saccharose
kénnte zu einer Hemmung oder Uberbelastung der LDHA, PC und des PDC fiihren, wodurch sich
ebenfalls die ATP-Konzentration erniedrige. HK Hexokinase; GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase; GDH Glutamatdehydrogenase; LDHA Lactatdehydrogenase 1; ME1 Malatenzym 1;
PC Pyruvatcarboxylase; PDC Pyruvatdehydrogenase Komplex; PKM1/2 Pyruvatkinase M1/2; OAA
Oxalacetat. (Modizifiert nach Wolf et al., 2021)

5.4 BNIP3 am Modell der Drosophila melanogaster

BNIP3 ist im Aktivierungsprozess der Apoptose, Nekrose und Autophagie beteiligt
(Velde et al., 2000; Kim, Cho, Ha, & Park, 2002; Daido et al., 2004).

In dieser Arbeit stellte sich anhand der Lebensspanne und negativen Geotaxis heraus,
dass das Protein im Modellorganismus Drosophila melanogaster sowohl in Neuronen
als auch in Muskelzellen wichtige Funktionen aufweist, um das Uberleben und die
muskulare Funktion sicherzustellen (Kapitel 4.2.2 — 4.2.3). Da junge Fliegen mit
neuronalem Knockdown keine Beeintrachtigungen bei der negativen Geotaxis

aufwiesen, altere Fliegen jedoch verlangsamt waren, kdnnte dem BNIP3 in Neuronen
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besonders im hoheren Alter eine Bedeutung zuzuschreiben sein. Im Gegensatz dazu
fuhrt der muskulare Knockdown schon bei jungen Fliegen zur starken Auspragung
eines Phanotyps. BNIP3 weist also in Muskelzellen eine hohere Relevanz auf als in
Neuronen.

Bei Behandlung mit dem Toxin Rotenon, welches mitochondrialen Stress und ROS
verursacht, stellte sich bei Fliegen mit neuronalem BNIP3-Knockdown eine hohere
Lebenserwartung als bei Kontrollfliegen heraus, wahrend es sich bei normaler Haltung
gegensatzlich verhielt (Kapitel 4.2.4). Dieses Ergebnis lasst eine Forderung der
Anfalligkeit gegenuber mitochondrialem Stress bzw. ROS durch BNIP3 vermuten.
Wahrend eine aktivierende Wirkung durch ROS auf BNIP3 bereits von Kubli et al.
beschrieben wurde (Kubli, Quinsay, Huang, Lee, & Gustafsson, 2008), gibt es in der
Literatur bisher keine Hinweise auf eine Aktivierung in die entgegengesetzte Richtung.

5.5 Verbindung zwischen Gdap1 und BNIP3

Wahrend Mitglieder unserer Arbeitsgruppe an Zellen mit GDAP1-Knockdown bereits
feststellten, dass die Konzentration von BNIP3 erhoht ist (unpublizierte Daten), erwies
sich auch in dieser Arbeit an Fliegenmodellen mit Gdap 7-Knockdown in Neuronen eine
Konzentrationserhohung der BNIP3-mRNA, welche jedoch nicht signifikant ist. Die
Erhohung des BNIP3 konnte dadurch bedingt sein, dass ein Verlust des Gdap1
Signalprozesse einleitet, die zu einer erhdhten BNIP3-Transkription fuhren. Im
Gegensatz dazu stellte sich bei muskularem Gdap7-Knockdown kein Unterschied zu
der Kontrollgruppe heraus (Kapitel 4.3.1).

Anhand der Messung der Lebensspanne konnte aulerdem in Kapitel 4.3.2
nachgewiesen werden, dass Fliegen mit Gdap7- und BNIP3-Knockdown eine klrzere
Lebenserwartung haben als welche mit Gdap7- und Kontroll-Knockdown. Auch im
Vergleich zu BNIP3-Knockdown-Fliegen war sie verkirzt. Die Verminderungen von
Gdap7- und BNIP3-Expression haben also zu einem synergistischen,
lebenserwartungsverkurzenden Effekt auf die Fruchtfliege. Dies weist darauf hin, dass
BNIP3 eine wichtige Rolle bei einem Funktionsverlust des Gdap1 spielt, welches durch
seine aktivierende Wirkung auf Autophagie (Daido et al., 2004) und Mitophagie (Zhang
et al., 2016) bedingt sein kdnnte. Am Mausmodell mit GDAP1-Knockdown konnten
Barneo-Mufioz et al. bereits nachweisen, dass die Anzahl von Autophagosomen in

Neuronen erhoht ist (Barneo-Mufioz et al., 2015). Die gesteigerte Autophagie konnte

80



durch BNIP3 eingeleitet sein, sodass die durch fehlendes Gdap1 geschadigten
Mitochondrien abgebaut und stattdessen neue, gesunde Zellorganellen hergestellt
werden konnten. Auch die fordernde Wirkung auf die ATP-Produktion und eine
wiederherstellende Funktion auf die mitochondriale Morphologie, welche bereits an
einem Modell mit M. Parkinson beschrieben wurden (Zhang et al., 2016), konnten die
Relevanz des BNIP3 an Gdap7-Knockdown-Fliegen erklaren, da ein Verlust von
GDAP1 sowohl die mitochondriale Morphologie als auch die ATP-Produktion stort
(Niemann, Ruegg, La Padula, Schenone, & Suter, 2005; Cassereau et al., 2009).
Diese Theorie wurde erklaren, warum sich die Konzentration von BNIP3 in einem
GDAP1-Knockdown-Zellmodell unserer Arbeitsgruppe als erhoht herausstellte
(unpublizierte Daten).

Zusammenfassend ergab sich in dieser Arbeit eine nicht signifikante Erhohung der
BNIP3-mRNA-Konzentration bei Gdap7-Knockdown in Neuronen, jedoch nicht bei
Knockdown in Muskelzellen. BNIP3 scheint wichtige Funktionen zu besitzen, um das
Uberleben der Neurone bei Zellschadigungen, die durch eine verminderte Gdap1-

Konzentration bedingt sind, zu verbessern.

5.6 Potenzielle Therapiemoglichkeiten fur CMT4A-Patienten

J147 und CMS121 binden an die ATP-Synthase der Mitochondrien (Goldberg et al.,
2018; Currais et al., 2019) und zeigten bereits an Zell- und Tiermodellen mit M.
Alzheimer neuroprotektive Wirkungen (Chen et al., 2011; Ates, Goldberg, Currais, &
Maher, 2020). In den Kapiteln 4.1.6, 4.4.7 und 4.4.8 wurden die beiden Wirkstoffe an
verschiedenen Fliegenlinien getestet. Wahrend die bereits bekannten
lebensverlangernden Effekte von J147 und CMS121 auf Wildtyp-Fliegen (Goldberg et
al., 2018; Kepchia et al., 2021) in dieser Arbeit anhand der ,Oregon R*-Fliege validiert
werden konnten, stellten sich kaum positive Effekte auf Fliegen mit Gdap 7-Knockdown
oder mit R161H-mutiertem GDAP1 heraus.

Die Wildtypfliege ,Oregon R* reagierte durch Gabe von CMS121 bzw. J147 mit einer
verlangerten Lebenserwartung, welche im Gegensatz dazu in elav>Kontroll-RNAi-
Fliegen, die ebenfalls eine Kontrollgruppe darstellen, nicht nachgewiesen werden
konnte.
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Sowohl elav>Gdap1-RNAi-Fliegen als auch R161H-Mutation-tragende Fliegen zeigten
keine Veranderung der Lebensspanne durch J147, wahrend sich die der Wildtyp-
GDAP1-tragenden Fliegen sogar leicht verkurzte. Dies konnte bedeuten, dass das
Fehlen des Gdap1 bzw. der Funktionsverlust des Proteins die Zelle oder das
Mitochondrium in so einer Weise beeinflusst, dass J147 schlechter an seine
Zielstruktur binden oder seine Wirkung dort nicht richtig entfalten kann.

Bei Gabe von CMS121 verkiurzte sich die Lebenserwartung von Fliegen mit
neuronalem Gdap7-Knockdown und die der R161H-Mutation-tragenden Fliegen
verlangerte sich nur leicht. Da sich die lebensverlangernde Wirkung auf R161H-
Mutation-tragende Fliegen im Vergleich zur Wildtypfliege sehr schwach erwies, konnte
dies ebenfalls bedeuten, dass das veranderte oder fehlende Gdap1 zur verminderten
Bindung oder Wirkungsfahigkeit des CMS121 fuhrt.

Ursachlich fur die Wirkungslosigkeit von J147 und CMS121 auf Gdap 1-Knockdown-
oder R161H-Mutation-tragende Fliegenlinien konnte z.B. der verminderte Eintritt des
Stoffes in das Mitochondrium durch dessen veranderte Morphologie sein. Auch
Veranderungen im Stoffwechsel, die bereits in Kapitel 5.3 erortert wurden, kdnnten ein
Grund fur den Wirkungsverlust sein. Ein Knockdown des GDAP1 fuhrt am Zellmodell
zu einer verminderten Funktionsfahigkeit des PDC (Wolf et al., 2021) und erhoht
dadurch die Konzentration von Pyruvat. Die Hemmung der Acetyl-CoA-Carboxylase |
durch J147 bzw. CMS121 fuhrt wahrenddessen zur Akkumulation von Acetyl-CoA
(Currais et al., 2019), welches aus Pyruvat hergestellt wird. Somit kdnnte die erhdhte
Acetyl-CoA Konzentration die Erhohung der Pyruvatkonzentration verstarken und die
Zelle damit weiter schadigen.

Der hemmende Effekt von J147 und CMS121 auf die Acetyl-CoA-Carboxylase | konnte
nicht nur durch Erhéhung von Acetyl-CoA die Zelle beschadigen, sondern diese auch
bei anderen Stoffwechselwegen einschranken. Gdap7-Knockdown-Fliegen sind
aufgrund der beeintrachtigten Funktion des PDC auf andere Stoffwechselwege
angewiesen, wozu unter anderem die Energiegewinnung aus Fettsauren durch (-
Oxidation gehort (Wolf et al., 2021). J147 und CMS121 senken die Konzentration der
Fettsauren ebenfalls durch die hemmende Wirkung auf die Acetyl-CoA-Carboxylase |,
das Schrittmacherenzym der Fettsaure-Biosynthese (siehe Abbildung 8). Die niedrige
Fettsaure-Konzentration durch verstarkte B-Oxidation und zusatzliche Hemmung der
Fettsaure-Biosynthese konnte fur die Fruchtfliege schadlich sein.
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Zusammenfassend wirken J147 und CMS121 zwar auf Wildtypfliegen
lebensverlangernd, wiesen in dieser Arbeit jedoch keine positiven Effekte auf CMT4A-
Fliegenmodelle auf.

Die Mdoglichkeit der Modulation des Energiestoffwechsels scheint jedoch bei einer
Therapie der CMT4A-Patienten aufgrund der gehemmten PDC und Pyruvatkinase
durch GDAP1-Funktionsverlust vielversprechend zu sein. Stoffe, die die Zelle bei der
Energiegewinnung aus Fettsauren und Glutamin unterstitzen, konnten im Gegensatz

zu J147 und CMS121 positive Wirkungen zeigen und bedurfen weiterer Forschung.
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6 Zusammenfassung

Die Charcot-Marie-Tooth-Krankheit ist mit einer Haufigkeit von 1:2500 die haufigste
vererbbare Neuropathie (Skre, 1974). CMT4A ist eine Uberwiegend rezessiv
vererbbare Unterform, die durch Mutationen des GDAP71 und dem damit
einhergehenden Funktionsverlust des Proteins entsteht (Pedrola et al., 2005).

GDAP1 ist ein mitochondrialer Fissionsfaktor, dessen genaue Wirkungsweise bisher
nicht genau bekannt ist. Ein aquivalentes Protein ist in Drosophila melanogaster
vorhanden und wird als Gdap1 bezeichnet (Marco, Cuesta, Pedrola, Palau, & Marin,
2004). Das Protein BNIP3 ist bei der Aktivierung des Zelltodes und der Autophagie
beteiligt (Velde et al., 2000; Kim, Cho, Ha, & Park, 2002; Daido et al., 2004). Bisherige
Forschungsergebnisse unserer Arbeitsgruppe geben Hinweise auf eine funktionelle
Verbindung zwischen BNIP3 und GDAP1 (unpublizierte Daten).

Diese Arbeit beschaftigt sich mit dem Modellorganismus Drosophila melanogaster zur
weiteren Analyse der Funktionen des Gdap1 und BNIP3 in verschiedenen Geweben
sowie der Wechselwirkungen zwischen beiden Proteinen.

Es konnte validiert werden, dass Gdap1 besonders in Neuronen, aber auch in anderen
Geweben wie Muskelzellen eine wichtige Rolle spielt und die muskulare Funktion
unterstutzt. Es fordert die mitochondriale ATP-Produktion, kann vor ER-Stress sowie
ROS schutzen und beeinflusst den Energiestoffwechsel. BNIP3 scheint ein
essentielles Protein zu sein, um die Zelle vor Verlust des Gdap1 zu schutzen und wird
bei neuronalem Gdap1-Verlust hochreguliert.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden Gdap7-Knockout-Fliegenmodelle mit
verschiedenen Mutationen des humanen GDAP1 untersucht. Unter den Mutationen
R161H, P153L, P274L und R120W fuhrte besonders die erstgenannte zu einem
ausgepragten Phanotyp und es konnten dessen negative Einflussnahme auf
Lebensspanne, muskulare Funktion und Energiestoffwechsel nachgewiesen werden.
Zuletzt wurden in dieser Arbeit potenzielle Therapiemdglichkeiten fur CMT4A-
Patienten erortert, indem die Wirkstoffe J147 und CMS121 getestet wurden und der
Einfluss der Nahrung auf das Fliegenmodell analysiert wurde. Wahrend J147 und
CMS121 an Wildtypfliegen eine bereits bekannte lebensverlangernde Wirkung
aufzeigten, stellte sich diese an CMT4A-Fliegenmodellen nicht heraus. Da sich jedoch
Veranderungen der Lebensspanne durch unterschiedliche Ernahrung ergaben,
scheinen Modulationen im Energiestoffwechsel eine potenzielle Therapieoption fur
CMT4A-Patienten zu sein.
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