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1 Einleitung

1.1 Geschichte

Neurofilamente werden in der Literatur bereits in den 30iger Jahren des 19. Jahrhun-
derts als fibroses Netzwerk in Neuronen von Valentin (1836) [1] und Purkinje (1838) [2]
beschrieben. Mit der Weiterentwicklung der Silberfarbung gelang es Apathy (1897) [3]
und Cajal (1899) [4] die Neurofibrillen deutlich zu visualisieren. Durch die Entwicklung
des Elektronenmikroskops 1931 (Max Knoll und Ernst Ruska) konnte Schmitt [5] zeigen,
daf} diese Neurofibrillen aus Filamenten mit einem Durchmesser von ~10nm bestehen. Er
nannte sie Neurofilamente (NF). Bereits seit langer Zeit war bekannt, daf3 Neurofilamente
in verschiedenen neuronalen Erkrankungen eine Rolle spielen. In den letzten Jahrzehnten

konnten immer mehr Krankheiten Storungen der Neurofilamente zugeordnet werden.

1.2 Expression/Regulation

Die Expression der Neurofilament Untereinheiten L und M wird in Form von mRNA im
Embryo ab Tag 12-13 (E12-13) im Gehirn und Riickenmark detektierbar, und tiberlappt
dabei mit der Expression von o-Internexin und Peripherin [6]. Neurofilament H (NF-H)
dagegen wird erst spiter (E21) nachweisbar, allerdings steigt zu diesem Zeitpunkt die
Expression drastisch an [7]. Humanes NF-L und NF-M liegen beide nahe beieinander auf
Chromosom 8p21 [8], hNF-H dagegen liegt auf Chromosom 22q12.2 [9]. Dies deutet dar-
auf hin, daB} eventuell hNF-L und hNF-M von der gleichen regulatorischen Komponente
gesteuert werden, im Gegensatz zu hNF-H, welches sowohl rdumlich als auch zeitlich
unterschiedlich reguliert wird. Neurofilamente werden ausschlieBlich in Neuronen expri-
miert [ 10], wobei sie sowohl im peripheren (PNS) als auch zentralen (ZNS) Nervensystem

vorkommen [11].
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1.3 Struktur/Anordnung

Gemeinsam mit Peripherin, ¢¢-Internexin und Nestin gehoren die Neurofilament Proteine
(NFP) zu den Typ IV Intermedidrfilamenten. Neurofilamente bestehen aus drei Unterein-
heiten, welche durch ihr Molekulargewicht definiert werden: NF-L (light), NF-M (medi-
um) und NF-H (heavy) [9]. Anhand der DNA-Sequenz wurden Molekulargewichte von je-
weils 60kD, 100kD und 110kD berechnet. Alle diese Proteinen teilen sich eine gemeinsa-
me strukturelle Organisation. Eine zentrale alpha-helikale Rod-Domine aus ca. 300 Ami-
nosduren wird von einer Amino-terminalen head-Doméne und einer Carboxy-terminalen
Tail-Domaéne eingefasst [12]. Die zentrale Rod-Domine beginnt und endet mit hoch kon-
servierten Motiven, welche charakteristisch fiir alle Intermedidrfilamente, und fiir eine
korrekte Anordnung der Filamente essentiell ist. Im mittleren Teil dieser Rod-Domine ist
jeder siebte Aminosédurerest hydrophob [13], was die Formation von ¢-helikalen paralle-
len Homo- oder Heterodimeren ermoglicht. Die Amino-terminale Head-Doméne wird
extensiv durch Posphorylierung und O-Glykosylierung [14] post-translationell modifi-
ziert. Diese Modifikationen sind dynamisch und regulieren moglicherweise die Anord-
nung und den Transport, wie man es auch von anderen Intermediirfilamenten bereits
kennt [15, 14, 16]. Die Carboxy-terminalen 7ail-Dominen sind auffallend durch ihre er-
heblichen repetitiven Strukturen der zwei schweren Untereinheiten NF-M und NF-H. Sie
beinhalten das Motiv X-Lysin-Serin-Prolin-X;_3-Lysin (XKSP(X);_3K), wobei X eine
beliebige Aminosédure sein kann [13]. Es wird angenommen, daf} diese KSP Wiederho-
lungen von spezifischen Prolin gerichteten Kinasen erkannt werden [17, 18]. Die meisten,
moglicherweise alle der Serine in diesem Motiv konnen phosphoryliert werden. Diese ex-
treme Phosphorylierung fiihrt zu einer starken negativen Ladung der 7ail-Doménen [19].
Auf Grund dieser Modifikationen wandern die Neurofilament Untereinheiten im SDS Gel
je nach Phosphorylierungsstatus weit aus hoher als anhand der Peptid-Sequenz berech-
net. Neurofilamente sind obligat Heteropolymere bestehend aus NF-L mit je NF-M oder
NF-H [20, 21]. Die Bildung der im Durchmesser 10nm dicken Neurofilamente erfolgt in
5 Phasen: die heteropolymeren Dimere lagern sich anti-parallel aneinander und bilden so-
mit stabile Tetramere, zwei Tetramere wiederum bilden ein Protofilament und acht davon

ergeben das finale Neurofilament mit seinen 10nm Durchmesser [16] (siehe Abb. 1.1).
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Abbildung 1.1: Schematisches Modell der Neurofilament Anordnung. Die Zusammenla-
gerung erfolgt liber die Zwischenschritte der Heteropolymerbildung von
NF-L mit NF-M oder NF-H, diese lagern sich zu Tetrameren und wieder-
um zu Protofibrillen zusammen. Der Querschnitt eines 10nm Neurofila-
ments besteht aus ~32 Molekiilen. (Nach Liu ef al. [16])

1.4 Transport

In den ersten Studien zum Transport von Neurofilament, mit radioaktiv markierten Mo-
lekiilen, wurde eine Transportgeschwindigkeit von 0,25-3mm/Tag ermittelt [22, 23, 24].
Allerdings wire dies langsamer als alle bekannten molekularen Transportmotoren [25].
Mit der Moglichkeit GFP-markierte Neurofilament Untereinheiten in Echtzeit zu beob-
achten, ergaben sich Geschwindigkeiten von 1um in der Sekunde, was dem normalen
schnellen Transport entspricht [13]. Dieser Transport erfolgt in anterograder und retro-
grader Richtung und ist unterbrochen durch lange Pausen [26, 27, 28]. Der eigentliche
Neurofilament Transport findet in so genannten bursts statt, in 90% der Zeit liegen Neu-
rofilamente stationér vor. Dies bedeutet, daf} ein unterbrochener, bidirektionaler schneller
Transport in der Gesamtheit als langsamer Transport interpretiert wird [16]. Daraus kann
man ableiten, da3 Neurofilamente durch konventionelle Motorproteine, aus der Familie
der Dyneine [29, 30] und Kinesine [10, 31], transportiert werden. Es wurde gezeigt, da3

Kinesin als Fracht Neurofilamente aus dem Perikaryon entlang der Axone in anterogra-
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de Richtung transportiert, und dal Dynein fiir den retrograden Transport verantwortlich
ist. Schliisselereignisse in der Phosphorylierung der C-termini verringern die Affinitét
von Neurofilamenten zu Kinesin und erhohen dagegen diese zu Dynein. Der Grad der
Phosphorylierung korreliert umgekehrt mit der Geschwindigkeit des axonalen Transpor-
tes [29]. Weiterhin sind Neurofilamente Liganden fiir Myosin, diese Interaktion ist es-
sentiell fiir einen korrekten Myosin Transport und die Verteilung der Neurofilamente im
Axon. Der Transport von Neurofilamenten ist abhidngig von der Vollstindigkeit der Haupt-
bestandteile des Zytoskeletts, bestehend aus Aktin-Filamenten und Mikrotubuli mit ihren
dazugehorigen Motorproteinen Kinesin, Dynein und Myosin. Da jeder dieser Motoren
einen schnellen axonalen Transport anderer Bestandteile bedingt, unterstiitzt die Hypo-
these, daf ein einzelnes Motor-System mehrere Transportraten vermitteln kann, abhiingig
davon wie lange die Fracht an den Motor gekoppelt ist. Myosin Va bindet direkt an Kine-
sin, was die Moglichkeit offen lidsst, dal Myosin Neurofilamente ebenso an Kinesin wie
auch an Aktin bindet. Zusitzlich kann Myosin auch Mikrotubuli transportieren, wobei
an diese Neurofilamente gekoppelt sein konnen [32] (sieche Abb. 3.7). Gebiindelte Neu-
rofilamente unterliegen einem langsameren Transport als einzelne Untereinheiten, wobei
die Biindel eine hohere C-terminale Phosphorylierung aufweisen. Es wird angenommen,
daf} gebiindelte Neurofilamente die Neurofilamente darstellen, welche von ihrem Motor-
System gelost sind und Neurofilament Interaktionen unterliegen, welche mit dem Trans-

port konkurrieren [32].

Axonaler Neurofilament Transport

Neurofilament

Kinesin}*ﬁ- - aNterograd

Mikrotubuli
S Dynein

Neurofilament

Aktin Kortex

Abbildung 1.2: Model fiir den antero- und retrograden Transport von Neurofilamenten
und/oder deren Untereinheiten. (Nach Jung et al. [32])
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1.5 Post-translationelle Modifikationen

1.5.1 Glykosylierung

Insgesamt vier Glycosylierungsstellen konnten in den Neurofilament Untereinheiten iden-
tifiziert werden, Thr*'und Ser?” bei NF-L und Thr*® und Thr*3! bei NF-M. Die tryptischen
Sequenzen, die diese Stellen umgeben sind innerhalb der Vertebraten hoch konserviert.
Basierend auf der Primérsequenz dieser vier gefundenen Glycosylierungsstellen, gibt es
zwel gemeinsame Eigenschaften. Zum einen umgibt ein Prolinrest diese Stelle und zum
anderen wurde in allen Peptiden entweder direkt oder 2 Aminosduren neben der Erken-
nungsstelle ein Valinrest gefunden [14]. Die Nihe und die dadurch entstehende Konkur-
renz der Glycosylierungsstellen zu den Phosphorylierungsstellen in der head-Domine,
und die Relevanz der head-Domine, deuten darauf hin, dal die Glykosylierung eben-
falls eine Rolle bei der korrekten Neurofilament Anordnung spielt [33, 34, 35]. Es wird
angenommen, daf} die Glycosylierung direkt nach der Synthese und noch vor der Neu-
rofilament Anordnung im Perikaryon stattfindet [14] und spéter als Folge des Transports
wieder entfernt wird. Durch das Ersetzen der Oligosaccharide durch Phosphate wird an-
genommen, daf} sich die Interaktion der Neurofilament Untereinheiten veridndert und zu
einer dichteren Packung dieser fiihrt, wie man sie in den Ranvier Schniirringen beobach-
ten kann [16].

1.5.2 Phosphorylierung

Nahezu alle (>99%) der zusammen gelagerten Neurofilamente in myelinisierten interno-
dal Regionen sind dafiir bekannt, daf sie stochiometrisch in der Lys-Ser-Pro (KSP) Doma-
ne phosphoryliert sind. Im Gegensatz dazu, sind die KSP-Wiederholungen von Neurofila-
menten in Zellkorper, Dendriten und den Ranvier Schniirringen weniger phosphoryliert.
Die unphosphorylierte Neurofilamente stellen ca. 1% aller Neurofilamente in Neuronen
dar [36, 37, 38]. Obwohl auch andere Ser/Thr Motive phosphoryliert werden, liegen die
meisten Phosphorylierungsstellen in den KSP Doménen der 7ail-Doménen von NF-M
und NF-H. 33 von insgesamt 38 Phosphorylierungsstellen des NF-H C-terminus liegen
in KSP-Wiederholungen [39]. Normalerweise unterliegen NF-M und NF-H einer post-
translationellen Hyperphosphorylierung vor dem Eintritt ins Axon [40]. Die Phosphory-
lierung von NF-M erscheint im Embryo an Tag 13 (E13) im Maus Riickenmark. Die Kon-
zentration an phosphoryliertem NF-M zeigt einen gerichteten Charakter im wachsenden
Axon, ein proximal-distaler Gradient, mit der hochsten Expression im Axon und keine bis
wenig Expression im Perikaryon und in den Dendriten [41, 42, 43, 44]. NF-M und NF-L

Mengen erreichen adulte Werte an E15, wenn nur ein geringes Mall an phosphorylier-
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tem und nicht-phosphoryliertem NF-H erstmals im Hirn und Riickenmark detektierbar
ist [45]. Myelinisierung unterstiitzt die Neurofilament Phosphorylierung und das radia-
le Wachstum der Axone [37]. In vivo ist die Phosphorylierung der Neurofilamente ein
langsamer Vorgang [46]. Eine Erkldarung schlieft den langsamen Transport und die da-
durch verspitete Aktivierung der Kinasen ein. Wahrscheinlicher ist die Unzugénglichkeit
der Phosphat Bindungsstellen, aufgrund einer ,,geschlossenen* Konformation der zusam-
men gelagerten Polymere. Einer fortlaufende Phosphorylierung liegt zugrunde, daf} eine
,Offnung* der nichstliegenden Phosphorylierungsstelle erst erfolgt, nachdem die davor
liegende modifiziert wurde [16] (sieche Abb. 1.3). Neurofilament Phosphorylierung spielt
viele Rollen: es wird angenommen, dafl die Hauptfunktion die Regulierung des radialen
Wachstums des Axons ist. Eine erhebliche Phosphorylierung der KSP-Wiederholungen
in den 7Tail-Doménen von NF-M und NF-H scheint vorwiegend in den Axonen statt zu
finden [41, 47]. Diese Seitenarm-Bildung hat eine erhohte Inter-Neurofilamentédre Aus-
weitung, radiales Wachstum und erhohte Leitungsgeschwindigkeit zu Folge [48, 37, 47].
Weder NF-H noch seine phosphorylierte 7ail-Domine sind fiir den axonalen Durchmes-
ser essentiell [49, 50], viel wichtiger dafiir scheint NF-M zu sein. Phosphorylierung spielt
auch eine kritische Rolle bei der Inhibierung der Zusammenlagerung der Neurofilamen-
te im Perikaryon, was erkldrt warum Neurofilamente nur in Axonen Filamente bildet
[45, 41]. Die Phosphorylierung der N-terminalen head-Domine durch die Protein-Kinase-
A (PKA) an Ser>> in NF-L oder Ser*® in NF-M verhindert eine Zusammenlagerung der
Neurofilament Untereinheiten zu einem Polymer in vitro und in vivo [51, 52, 53]. Dem-
zufolge reguliert die Phosphorylierung/Dephosphorylierung von Ser> und Ser’” in NF-L
die Zusammenlagerung und den Abbau [54, 55]. Zusitzlich reguliert eine Phosphorylie-
rung der head-Domine von NF-M die Phosphorylierung der KSP-Wiederholungen in der
Tail-Domine [56]. Weiterhin wurde gezeigt, da3 die Phosphorylierung der head-Doméne
durch PKA die Erk 1/2 Kinasen Aktivitidt vermindert, welche die Tail-Doméne in vivo und
in vitro phosphoryliert [57]. Voriibergehende Phosphorylierung der head-Doménen Moti-
ve von NF-L und NF-M durch PKA und PKC im Zellkorper verhindert die Neurofilament
Zusammenlagerung und auch C-terminale Phosphorylierung im Perikaryon, und schiitzt
somit Neurone vor einer abnormalen Akkumulierung phosphorylierter Neurofilamente
im Zellkorper. Tatsdchlich kann man nur wenige Neurofilamente im Zellkorper finden
und nur kleine Oligomere sind detektierbar, was darauf hinweist, das die Neurofilament
Zusammenlagerung auf Axone wihrend dem Transport eingeschrinkt ist [58]. Phospho-
rylierung von Neurofilamenten verlangsamt moglicherweise den Transport im Axon. Es
wird angenommen, daf} die stark phosphorylierte NF-H Untereinheit sich vom Transport-
Carrier 16st und im Axon fiir mehrere Monate verbleibt, wihrend weniger phosphorylierte

Untereinheiten langsam weiter transportiert werden konne [59, 60].
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Abbildung 1.3: Modell fiir die regulatorischen Mechanismen der Phoshorylierung. N-
terminale Phosphorylierung kann sowohl einen hemmenden als auch
einen fordernden Effekt auf die C-terminale Phosphorylierung ausiiben.
(Nach Liu et al. [16])

1.6 Funktion

Als Bestandteil des Zytoskelett Systems sorgen Neurofilamente zusammen mit Mikrotu-

buli und Mikrofilamenten, dafiir die strukturelle Integritit, Zellform und Zell- und Organel

len-Motilitdt zu verbessern. Die Hauptfunktion von Neurofilamenten ist die Kontrolle des
axonalen Durchmessers, welcher im Verhiltnis zu ihrem Phosphorylierungsgrad steht.
Dies ist wichtig, da die Leitungsgeschwindigkeit eines Impulses entlang des Axons pro-
portional zum Durchmesser ist. Neurofilamente sind besonders hiufig in Neuronen mit
groBBen Querschnitt der Axone (>5um), z.B. bei peripheren Motorneuronen, die Ske-
lettmuskeln kontrollieren, bei denen eine schnelle Impulsweiterleitung entscheidend ist
[61, 62, 63]. Weitere Studien zeigen einen protektiven Effekt von Neurofilamenten bei
neuronalem Uberleben. Die Hypothese ist, da Neurofilamente im Perikaryon die Toxi-
zitdt von mutiertem SOD1 (Kupfer/Zink Superoxid Dismutase) verringern. Sie agieren
durch absondern eines p25/Cdk5 Komplexes und als Phosphorylierungs-Falle fiir dysre-
gulierte Kinase Aktivitit [64, 65, 66, 67]. Die auffallendsten Charakteristika von NF-M
und NF-H sind die vielen KSP-Wiederholungen in den C-termini [68]. Hyperphosphory-
lierung der KSP-Wiederholungen in den C-termini tragt zu einer Neurofilament Verbreite-
rung, durch ladungsabhéngige AbstoBung bei [69], und verhindert eine Degradation durch
Proteasen wihrend der langen Lebensspanne dieser Proteine [70]. Es wurde gezeigt, da3
die Lysin-Reste in KSP-Wiederholungen von Carbonylen, als Produkt oxidativen Stress
verursachen konnen, und daf} dies durch Phosphorylierung reguliert wird, so dal phospho-
ryliertes NF-H leichter HNE (Hydroxynonenal = Fett-Peroxidations-Aldehyd-Produkt)
anzieht [71]. Eine selektive Absorption zeigt, dall die Lysin-Reste hauptsiichlich die Reak-
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tionsstellen fiir die HNE Anziehung sind (siehe Abb. 1.4). Neurofilamente sind das Haupt-
ziel von erhohten oxidativen Stressprodukten bei einer Verletzung des Riickenmarks [72].
Wihrend der Lebensspanne von Neuronen, sind Neurofilamente, im besonderen NF-H,
dazu fihig stressbezogene, toxische Produkte aufzunehmen um zellulidre Konzentrationen
auszugleichen, bis sie an den Synapsen degradiert werden oder ihre Modifikationen im
Zellkorper riickgéngig gemacht werden. Neurofilamente als Hauptbestandteil von Neuro-
nen konnen somit als Falle fiir toxische Carbonyle, wie z. B. HNE dienen. Die Bildung
von NF-H-HNE Komplexen konnte ein protektiver Mechanismus im Neuron sein, regu-
liert durch Dephosphorylierung/Phosphorylierung, welche dazu dient plotzliche Spitzen

an toxischen Carbonylen abzupuffern.
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Abbildung 1.4: Moglicher protektiver Effekt einer Phosphorylierungs-abhingigen HNE
Modifikation von Neurofilament Proteinen. (Nach Liu et al. [16])
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1.7 Degradation

Viele Neurone erstrecken ihre Axone iiber gro3e Distanzen, bis zu einem Meter im Men-
schen, um Synapsen mit geeigneten Rezeptor-Zellen zu bilden. Wihrend des Transports
kann kein Abbau der Neurofilament Proteine detektiert werden [73]. Es wird angenom-
men, daf} der Neurofilament-Abbau nur an den Synapsen stattfindet [74], durch eine vor-
ausgegangene Dephosphorylierung der Neurofilamente durch die Protein Phosphatase 2A
(PP2A). Was zeigt, daB3 Phosphorylierung eine protektive Funktion hat um Neurofilamen-
te vor Abbau zu schiitzen [70]. Am Axonende betrédgt die durchschnittliche Verweildauer
der Neurofilament Proteine ca. 2 Tage [75]. Der Abbau und Umsatz an Neurofilament Pro-
teinen konnte als Aktivierung der Proteasen am Axonende ausgewiesen werden [76, 77].
Es wire moglich, da} eine Wiederverwertung der Neurofilament Abbauprodukte einen
wichtigen Feedback Mechanismus darstellt, der die Synthese reguliert. Die Lebensspan-
ne von Neurofilamenten wird auf 1-2 Jahre berechnet, basierend auf der Transportzeit
durch den humanen Ischiasnerv mit einer Transportgeschwindigkeit von ca. 1-2mm/Tag
[40].

1.7.1 Ubiquitinierung

Der Abbau iiber das Ubiquitin-Proteasomen-System (UPS) ist der wichtigste und effek-
tivste zelluldre Abbauweg fiir kurzlebige, fehlgefaltete, geschidigte oder mutierte Pro-
teine [78]. Proteasomen sind zylinderformige Multiprotein Komplexe, die sowohl nicht-
ubiquitinierte (20S-Proteasom) als auch ubiquitinierte (26S-Proteasom) Proteine degra-
dieren konnen. Die meisten Proteine werden fiir die proteasomale Degradation markiert
indem Ubiquitin kovalent angeheftet wird. Ketten von vier oder mehr Ubiquitin-Molekiilen
scheinen als Erkennungssequenz fiir das 26S-Proteasom zu dienen [79, 80] (siche Abb.
1.5). Das Ubiquitin-Proteasomen-System ist weitaus effizienter als die basale Menge an
Makroautophagy. Proteine, die Zugang zu beiden Degradationswegen haben bevorzugen
das UPS [81]. Eine verminderte Proteasomen-Signalweg-Aktivitit ist eine Eigenschaft
von vielen Zellkultur-Modellen, bei welchen intrazellulire Aggregate gebildet werden.
Man geht davon aus, dal normale Neurofilament Proteine iiber das Proteasom abgebaut
werden. Es gibt Hinweise darauf, dafl die Ubiquitinierung von der Phosphorylierung ab-
hingig ist, und somit von der Konformation der Neurofilament Proteine. Weiterhin wurde
gezeigt, da} an Neurofilament nur wenige Ubiquitin-Molekiile angehingt sind, was durch
eine nur geringe GroBenveridnderung nach der Deubiquitinierung deutlich gemacht wurde
[82].
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung des UPS. Nach einer kovalenten Bindung von
Ubiquitin an das abzubauende Protein, wird dieser Komplex zum Pro-
teasom transportiert. Dort werden sie zu Peptiden abgebaut. (Nach Ru-
binsztein et al. [81])

1.7.2 Autophagie

Saugetier-Lysosomen sind in der Lage Protein-Komplexe und Organellen zu degradieren.
Die Gesamtdegradierung von zytoplasmatischen Proteinen und Organellen wird durch
Makroautophagie vermittelt, ein Prozess der auch als Autophagie bezeichnet wird [83].
Dieser beinhalted die Bildung von Doppelmembran Strukturen, die Autophagosomen
oder autophagische Vakuolen genannt werden. Diese verbinden sich mit Lysosomen und
formen somit Autophagolysosomen, deren Inhalt durch saure lysosomale Hydrolasen de-
gradiert wird (siehe Abb. 1.6). Verschiedene Proteine, wie zum Beispiel Kinasen regulie-
ren die Makroautophagie. Polyglutaminverldngerungs-Mutationen, wie z.B. in Huntingtin
und Ataxie 3, verdanderte Formen von o-Synuclein und verschieden Formen von Tau hén-
gen bei ihrer clearance sehr vom Signalweg der Autophagy ab [84, 85, 86]. Eine Inhibi-
tion der Makroautophagie durch Gen Knockout bei ansonsten gesunden Miusen fiihrt zu
der Bildung ubquitinierter Aggregate in verschiedenen Geweben [87]. Eine Autophagie
Blockade, z.B. durch Gen Knockout, hat nachteilige Auswirkungen auf eine Vielzahl von
Systemen. Es verhindert eine ausreichende Nihrstoffverwertung durch Makromolekiile
unter Nahrungsentzug [88], erhoht die Anfilligkeit fiir verschiedene Arten der Apoptose
[89, 90] und fiihrt zu der Bildung von ubiquitinierten Aggregaten. Das Ausschalten spe-
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zifischer Autophagie-Gene fiihrt zu einer frithen neonatalen Sterblichkeit [87, 88]. Miuse
mit neuronal begrenzten Autophagie-Gen Knockouts entwickeln intraneuronale Aggrega-

te und Neurodegeneration [91, 92].

Autophagosom

Organellen werden von einer
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Abbildung 1.6: Durch die Bildung von Autophagosomen und deren Verschmelzung mit
Lysosomen, entstehen Autophagolysosomen. Deren Inhalt wird durch
saure Hydrolasen degradiert. (Nach Rubinsztein et al. [81])

1.7.3 Calpain Degradation

Der Zerfall von Neurofilament Proteinen unter pathologischen Bedingungen ist ausge-
wiesen durch die Prisenz von Calcium-aktivierten Proteasen (Calpaine) im Axoplasma
[77, 76]. Calpaine konnen viele verschiedene Proteine degradieren, darunter auch wichti-
ge axonale Cytoskelettproteine wie Spectrin, Mikrotubuli-assoziiertes Protein-1 (MAP1),
Tau, Tubulin und Neurofilamente [93]. Calpaine sind im ZNS als auch im PNS gegen-
wirtig und ubiquitir in allen Zellen und Geweben. Es gibt 2 Isoformen, pCalpain und
mCalpain, welchen von M und mM Konzentration an Calcium aktiviert werden [94].
Die Calcium-aktivierte neutrale Protease Calpain degradiert Neurofilament Proteine in
vitro und in vivo [95]. Im Gegensatz zu vielen Proteasen, wird die Calpain Spezifitit
durch die Konformation, sowie durch primére Peptidsequenzen bestimmt, und kataly-
siert nur einen limitierten Abbau seiner Substrate. Die limitierte Proteolyse durch Calpain
generiert moglicherweise eine Mikroheterogenitit und reguliert somit die Neurofilament

Struktur und Funktion [74]. Calpain reguliert weiterhin den Umsatz von Neurofilamenten

11



Tiermodelle tiir Neurofilament Untereinheiten Einleitung

am Axonende. NF-H wird in Abbauprodukte von 120kD und 146kD aufgespalten. NF-M
zu 136, 132, 94 und 82kD [96, 97]. Calpain ist eine Cystein Protease, welche Calcium-
abhingig ist. Calpain erkennt bestimmte strukturelle Eigenschften seiner Substrate bevor
sie gespalten werden. Es gibt die Hypothese nach der diese Erkennungssequenzen Regio-
nen sind, die reich an Prolin, Glutamatsidure, Aspartatsidure, Serin und Threonin, die so
genannte PEST-Region, sind. Diese zwei Bedingungen fiir die Calpain Proteolyse- eine
Erkennungssequenz und eine anfillige Abbaustelle dicht nebeneinander- erklirt mogli-
cherweise warum Calpain nur einen limitierten Abbau seiner Substrate katalysiert. Serin
und Threonin Reste innerhalb der PEST-Region sind potentielle Phosphat-Akzeptoren.
Phosphorylierung in der PEST-Region unterbricht die Interaktion der Substrate mit Cal-
pain [98, 99].

1.8 Tiermodelle fuir Neurofilament Untereinheiten

Viele Tiermodelle haben zur Erforschung der Neurofilament Untereinheiten beigetragen.
Das erste Modell ist eine japanische Wachtel, die 1991 entdeckt wurde [100], sie hat ei-
ne spontane Mutation der NF-L Aminosiure 114, eine nonsens Mutation, die zu einer
verkiirzten Version des Proteins mit nur 113 Aminosiuren anstatt 556 fiihrt, die unfihig
dazu ist Neurofilamente zu formen [61]. Homozygote Mutanten besitzen keine axonalen
Neurofilamente und zeigen mildes Zittern. In diesen Tieren ist das radiale Wachstum der
myelinisierten Axone sehr vermindert, was zu einer Reduktion der Leitungsgeschwindig-
keit fithrt [62]. Weitere Tiermodelle zu den verschiedenen Neurofilament Untereinheiten

wurden generiert und analysiert.

1.8.1 NF-L Knockout Mause

Die gerichtete Unterbrechung des NF-L Gens in Méusen hat die Wichtigkeit von NF-L
bei der Zusammenlagerung von Neurofilamente bestétigt [101]. NF-L Knockout Miuse
haben keinen offenkundigen Phédnotypen. In der Abwesenheit von NF-L, sind die Men-
gen von NF-M und NF-H dramatisch reduziert, bis auf ca. 5% vom normalen Niveau,
und nicht dazu fihig die typischen 10nm Filamente auszubilden. Diese Méuse haben
einen Mangel an Intermediérfilament-Strukturen, schwere axonale Hypotrophy und keine
groflen myelinisierten Axone. Die Menge von anderen Zytoskelett Proteinen, wie Tubulin,
sind als moglicher kompensatorischer Effekt stark erhoht. Wihrend die NF-L Knockout
Maiuse einen definitiven Beweis dafiir darstellen, daB NF-L ein bestimmender Faktor fiir
den axonalen Durchmesser ist, und da3 NF-L fiir die Formation von Neurofilamenten be-

notigt wird, bleibt immer noch die Rolle von NF-M und NF-H unklar. Das verminderte
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Niveau von NF-M und NF-H in NF-L-/- Miausen ist moglicherweise das Ergebnis eines
gesteigerten proteolytischen Abbaus, der nicht zusammengelagerten und unorganisierten
Neurofilament Proteine in Abwesenheit von NF-L [65, 102].

1.8.2 NF-H Knockout Mause

Mehrere Labore haben eine Charakterisierung von NF-H Null Miausen beschrieben [50,
103, 101]. Uberraschenderweise hat die Abwesenheit von NF-H kaum einen Effekt; die
Neurofilament Anzahl und der Durchmesser von Axonen wihrend der Entwicklung waren
normal. In C57B16 Méusen wurde eine minimale Reduktion der Durchmesser der myeli-
nisierten Axone in der ventralen Wurzel beobachtet, wahrscheinlich sind diese minimalen
Verdnderungen durch eine erhohte Konzentration an NF-M Protein und Phosphorylierung
begriindet. Die Mikrotubuli erhdhten sich zweifach, mit nur einer leichten Verringerung
der Aktin Menge. NF-H Knockout Méuse im 129J Stamm, zeigten eine stirker beton-
te Reduktion der Axondurchmesser [104]. Allerdings wurden nur kleine Unterschiede
in den Konzentrationen an NF-M und NF-L beschrieben. Diese Unterschiede kann man
den verschiedenen genetischen Hintergriinden der Mausstimme zuschreiben. In jedem
Fall zeigen die gesamten Ergebnisse, dal3 NF-H nur einen geringen Effekt auf das radiale
Wachstum von Axonen hat und moglicherweise ein Schliisselfaktor fiir Interaktionen mit
Miktotubuli oder Mikrofilamenten ist.

1.8.3 NF-M Knockout Mause

Eine klarere Aussage kommt von Studien mit NF-M Knockout Méusen. Zwei unabhingi-
ge Studien haben gezeigt, daB ein Ausschalten von NF-M schwerere Effekte als NF-H auf
das radiale Wachstum von myelinisierten Axonen hat [105, 106]. Die Abwesenheit von
NF-M hat keine phéinotypischen Auswirkungen bei Mausen, hat allerdings urséachlich eine
erhohte NF-H Konzentration und dessen Phosphorylierung zur Folge. Verglichen mit NF-
H-/- Méusen zeigen NF-M-/- Méuse das NF-M fiir den axonalen Durchmesser wichtiger

1st.

1.8.4 NF-M/H Knockout Mause

Doppel-Knockout Miusen denen sowohl NF-M, als auch NF-H fehlt, zeigen eine Para-
lyse der hinteren GliedmaBen [106]. Die Abwesenheit von NF-M/H verursacht eine Ab-
sonderung von NF-L Proteinen ins neuronale Perikaryon, keine Neurofilament Bildung
im Axon, einen zweifachen Anstieg an Mikrotubuli und einen Verlust von 24% der Axo-
ne der Vorderhorn-Neurone [107]. Die Analyse von NF-M-/-, NF-H-/- doppel-Knockout
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Miusen zeigt deutlich, da3 die zwei hochmolekularen Untereinheiten in vivo fiir ein Zu-

sammenlagern der Neurofilamente und ein normales axonales Wachstum benétigt werden.

1.8.5 NF-L Transgene Mause

Studien an transgenen Miusen, die Maus-NF-L vierfach liberexprimieren zeigen eine auf-
fillige ALS-dhnliche Pathologie. Die meisten dieser Miuse sterben innerhalb der ersten
drei Lebenswochen mit nur 1/3 bis 1/2 des normalen Korpergewichts [108]. Die einzigen
zwei Mduse, die die ersten drei Wochen iiberlebt haben, erholten sich langsam bis zu ei-
nem Normalzustand innerhalb der néchsten neun Monate. Die transgenen Méuse zeigten
eine intensive Neurofilament Aggregation in allen Kompartimenten des Neurons mit ei-
ner Verringerung des rauhen endoplasmatischen Retikulums (RER), Neurodegeneration
in dorsalen und ventralen Wurzeln, phosphoryliertes NF-H im Zellkorper und schwere

Muskelatrophie, was einer human ALS Pathologie dhnelt.

1.8.6 NF-M Transgene Mause

NF-M transgene Miusen erscheinen normal [34]. Mit einem zweifachen Anstieg an NF-
M (WT + Transgen), wurde eine Anreicherung von Neurofilamenten im Zellkorper und
Axonen detektiert. Der Durchmesser von Neuronen verringerte sich um 50% ohne ei-
ne Verdnderung der NF-L Konzentration und einer Verringerung um 50% der WT NF-
M und WT NF-H Konzentration. Die Durchmesser Reduktion ist eher ein Ergebnis der
Wachstumsretardierung als einer gesamten Wachstums Inhibition, welche wieder herge-
stellt wird mit der Zeit und mit einer Reduktion von NF-M und NF-H korreliert. Es konnte

keine Neurodegeneration festgestellt werden.

1.8.7 NF-H Transgene Mause

1.2- 4.5fache Uberexpression von WT NF-H in transgenen Miuse zeigte keinen auffil-
ligen Phinotypen oder Neuronenverlust [109, 19]. Die Menge an NF-M in Axonen ist
korrelativ vermindert mit erhohter NF-H Expression, und die NF-L Konzentration ver-
minderte sich um 20%-40% in Axonen. Eine Reduktion des axonalen Durchmessers kor-
relierte mit der Konzentration an NF-H Uberexpression und eine mehr als dreifache Uber-
expression verhinderte ein axonales Wachstum vollstidndig. Die Durchmesser Reduktion
kann im direkten Zusammenhang mit der Menge an NF-M oder der Gesamtzahl an Neu-

rofilamente gesehen werden.

In allen Studien zeigten nur Tiere, die entweder eine mehr als dreifache Uberexpressi-
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on von NF-L, oder NF-M/H Knockout waren, einen schweren Phinotypen. Zusammen-
genommen erklidren alle diese Studien die Funktionen der NF Untereinheiten: NF-L ist
fiir die Neurofilament Anordnung verantwortlich, und NF-M/H Untereinheiten werden
fiir die Zusammenlagerung in vivo benotigt; NF-M ist entscheidender fiir das axonale
Wachstum als NF-H, wobei NF-H der Schliisselfaktor fiir die Neurofilament Interaktion
mit anderen Cytoskelett Polymeren ist. Die Expression von NF-M und NF-H wird in um-
gekehrter Weise in Motorneuronen ko-reguliert, und sie konkurrieren beim Transport und

der Zusammenlagerung mit NF-L.

1.9 Neurofilament und Neurodegeneration

Abnormale Anreicherungen an Neurofilamenten kann man in vielen neurodegenerativen
Erkrankungen beobachten, wie z.B. bei amyotrophischer Lateralsklerose (ALS), Alzhei-
mer Erkrankung (AD), Demenz mit Lewy Korpern, Parkinson und Diabetes. Viele Verin-
derungen konnen zu einer Neurofilament Anreicherung fithren, z.B. Dysregulierung der
Synthese, defekter axonaler Transport, abnormale Phosphorylierung oder Proteolyse. Es
ist eine weitldufige Annahme, dafl Neurofilament- Abnormalitdten in neurodegenerativen

Erkrankungen ein Kennzeichen fiir neuronale Dysfunktion ist.

1.9.1 Amyotrophe Lateralsklerose (ALS)

ALS ist eine Motorneuron-Erkrankung, die 1869 zum ersten Mal von dem franzosischen
Neurologen Jean-Martin Charcot beschrieben wurde. Mit einem typischen Beginn im Al-
ter von 40-60 Jahren. Das Risiko von Minnern daran zu erkranken ist ca. 1.5mal erhoht
gegeniiber Frauen. ALS ist iiblicherweise innerhalb der ndchsten 5 Jahre nach der Diagno-
se tddlich. Es ist eine progressive neurodegenerative Erkrankung, welche die Motorneuro-
nen im Hirn und Riickenmark angreift. Die progressive Degeneration der Motorneuronen
bei ALS fiihrt letztendlich zu einem Absterben der Neurone und den dazugehorigen Mus-
kelbewegungen. ALS Patienten sind teilweise oder komplett paralysiert, wobei die ko-
gnitiven Fihigkeiten nicht eingeschrinkt sind. Ein markantes Kennzeichen fiir ALS sind
intraneuronale Aggregate von Neurofilament Proteinen in degenerierten Motorneuronen.
Obwohl der Grund fiir die Aggregation der Neurofilamente [110, 111, 112] noch nicht ge-
klart ist, zeigen Tiermodelle, die eine der Neurofilament Untereinheiten iiberexprimieren,
Motorneuropathien in Anwesenheit von abnormaler Neurofilament Anreicherungen, dhn-
lich derer in ALS [108]. Bemerkenswerterweise wird die Motorneuropathie in transgenen
Mausen mit iiberexprimierenden humanem NF-H, durch ein Wiederherstellen einer kor-

rekten Stochiometrie von NF-L zu NF-H durch die Ko-Expression von humanem NF-L,
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gerettet [113]. Es wird angenommen, daB solche Anderungen in der Neurofilament Ho-
moostase direkt relevant fiir die Pathogenese bei ALS ist [65]. Interessanterweise sind
Neurofilament-Einschliisse hdufig mit einer Verringerung der NF-L mRNA Konzentrati-
on assoziiert. NF-L. mRNA ist bis zu 70% selektiv reduziert in degenerativen Neuronen
bei ALS und der Alzheimer Krankheit [114, 115]. Eine Verminderung der NF-L. mRNA
Konzentration erscheint mit einer Verminderung der a-Internexin oder Peripherin mRNA
Menge, was eine absolute Anderung der Stochiometrie der Neurofilament Expression in
ALS zeigt [116].

1.9.2 Alzheimer Krankheit (AK)

Die Alzheimer Krankheit ist eine neurodegenerative Erkrankung des ZNS. Sie wurde
erstmal 1906 von Alois Alzheimer beschrieben. Das Risiko an Alzheimer zu erkran-
ken variiert zwischen 12% und 19% bei Frauen iiber 65 Jahre und zwischen 6% bis
10% bei Méannern [117]. Im Durchschnitt leben die Patienten noch 8 Jahre nach der
Diagnose, obwohl die Erkrankung auch bis zu 20 Jahre dauern kann. Als erstes sind
die Hirnregionen betroffen, die fiir das Gedichtnis und fiir die Denkfdhigkeit zustin-
dig sind. Schreitet die Krankheit fort sterben allerdings auch Zellen anderer Hirnregio-
nen ab. Sofern der Patient keine weiteren schweren Erkrankungen hat, fiihrt der Ver-
lust der Hirnfunktion zum Tod. Als Ursache wurden viele Hypothesen aufgestellt wie
z.B. die Amyloid-p-Kaskade [118], Tauopathien [119], Entziindungen [120, 121] und
oxidativer Stress [122, 123, 124, 125, 126]. Die Zytoskelett Zersetzung ist eine wichti-
ge Eigenschaft und ein sekundires Ereignis, als Folge von oxidativer Schidigung [127].
Alzheimer-Degenerationsfibrillen (neurofibrillary tangles, NFT) als Kennzeichen fiir die
AK sind aus abnormal modifiziertem 7, Neurofilamenten und anderen Zytoskelettprotei-
nen zusammengesetzt. Bei der AK ist die unphysiologische Phosphorylierung von Prote-
inen wie 7 und Neurofilament Proteinen von Bedeutung, was durch eine Storung der Ba-
lance zwischen Phosphatasen- und Kinasen-Aktivitit verursacht wird [128]. MAP Kinase
[129], GSK-3 [130] und CDKS5 [131, 132] Signalwege sind bekannt dafiir, T und Neuro-
filament Untereinheiten zu phosphorylieren. Eine der ersten Veridnderungen, welche bei
der AK erkannt werden ist die Anreicherung von hyperphosphoryliertem 7 und Neurofila-
ment im normalen Perikaryon. Diese abnormale Hyperphosphorylierung kann die Protein
Aggregation in NFT’s, bei den von Alzheimer Patienten betroffenen Neuronen, verursa-
chen. Mutationen in den Neurofilament Untereinheiten konnten allerdings bis jetzt noch
nicht be1 AK-Patienten nachgewiesen werden. Bisher konnten Mutationen in verschiede-
nen Genen, PSEN] [133, 134, 135], PSEN2 [136], TAU [137, 138], APP [139] und APOE
[140, 141] bei AK-Patienten identifiziert werden. Alle diese Proteine sind auch in den

NFT’s nachweisbar.
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1.9.3 Charcot-Marie-Tooth (CMT)

Charcot-Marie-Tooth ist die am héufigsten vorkommende vererbbare neurologische Er-
krankung. CMT wurde 1886 von den drei Arzten Jean-Marie Charcot, Pierre Marie und
Howard Henry Tooth beschrieben. CMT betrifft Motorneuronen und die sensorischen
Neurone zu den Muskeln. Patienten verlieren langsam den normalen Gebrauch ihrer Hén-
de/Arme bzw. Fiile/Beine, in Korrelation zur Degeneration der Neuronen, welche zu den
Extremititen fiihren. Die Fahigkeit warm von kalt zu unterscheiden, verringert sich eben-
so, wie der Tastsinn. Es gibt mehrere verschiedene Typen von CMT wobei eine Unter-
scheidung in Typ 1, 2 oder 3 am gebréduchlichsten ist. CMT wird normalerweise autoso-
mal dominant vererbt. Mehrere Familien wurden identifiziert, bei welchen eine heterozy-
gote Mutation im NF-L Gen mit CMT2 assoziiert ist. Die erste dieser Mutationen ist ein
Austauch von Prolin zu Glutamin an Position 8. Die zweite Mutation ist ein Austausch
von Leucin zu Prolin an Position 333 in der hoch konservierten Rod-Doméne. Diese Mu-
tationen unterbrechen eine Neurofilament Anordnung und den Transport, und bedingen
somit eventuell dem Krankheitsmechanismus. Eine weitere Mutation (C64T) wurde in
einer grolen slowenischen Familie als Ursache der Krankheit identifiziert [142]. Diese
Mutation fiithrt zu einem Austausch von Prolin zu Serin an Position 22, und zeigt eine
vollstandige Co-Seggregation in der Familie mit der CMT2 Erkrankung. Manche CMT
Typen werden durch Defekte in Proteinen aus den Schwann Zellen verursacht, wie z.
B. das Connexin32 Gen. Solche Mutationen resultieren in einer veridnderten Myelinisie-
rung und Phosphorylierung der Neurofilament Proteine. In solchen Fillen erscheint die
Abnormalitit der Neurofilament Phosphorylierung abwiirts des priméren pathologischen

Prozesses, aber immer noch vor dem Endpunkt.

1.10 Neurofilament und die Parkinson Erkrankung

1.10.1 Die Parkinson-Krankheit (PK)

Die Parkinson-Krankheit wurde erstmals 1817 von dem englischen Arzt James Parkinson
(1755-1824) in seinem Aufsatz ,,An Essay on the Shaking Palsy “ beschrieben, damals war
die Erkrankung noch unter dem Namen ,,Schiittellihmung® bekannt. Bei der PK, welche
auch als idiopathisches Parkinson-Syndrom oder Morbus Parkinson bezeichnet wird, han-
delt es sich um eine progressive Erkrankung des ZNS. Zu den bei der PK am auffilligsten
Symptome gehoren: die Verlangsamung der Bewegung bis hin zur Bewegungsunféahig-
keit (Bradykinese, Akinese), ein Zittern im Ruhezustand (Ruhe-Tremor), eine Erhohung
des Muskeltonus (Rigor) und reduzierte Stellreflexe (posturale Instabilitét).

Die PK stellt neben der Alzheimer Erkrankung die zweithdufigste neurodegenerative Er-
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krankung dar, wobei etwa 0,1% der deutschen Gesamtbevolkerung daran erkrankt. Die
Wahrscheinlickeit daran zu erkranken steigt zwischem dem 55. und dem 75. Lebensjahr
von 1,4% auf 3,4%. Die Mehrzahl der Fille wird als sporadisch angesehen, wobei bei
ca. 10% der Fille eine positive Familienanamnese fiir eine genetische Ursache spricht.
Pathologisch auffillig bei der PK ist ein Verlust dopaminerger Neurone in der Substantia
nigra pars compacta (SNpc) im Mittelhirn. Weitere Kennzeichen sind sogenannte Lewy-
Korper (LK) in Neuronen sowohl in der Substantia nigra als auch in anderen Hirnre-
gionen. Lewy-Korper wurden erstmals 1912 beschrieben, bei ihnen handelt es sich um
proteinhaltige, zytoplasmatische Einschliisse in Nervenzellen. Histologisch werden die-
se LK durch eine Himatoxilin-Eosin-Farbung detektierbar mit einem deutlichen dichten
eosinophilen Kernbereich und einem hellen Randbereich. Bei Parkinson-Patienten findet
man diese Einschliisse hauptsédchlich in der SNpc und im Locus coeruleus. Als Ursache
der Parkinson typischen Symptomatik ist das Absterben der dopaminergen Neurone in
der SNpc und im Striatum beschrieben. Daraus entsteht einn Mangel an Dopamin (DA)
in den betroffenen Hirnregionen. Als Therapie wird den Betroffenen L-DOPA (L-3,4-
Dihydroxyphenylalanin), eine Vorldufersubstanz von Dopamin, verabreicht. Allerdings
ist diese Therapie nur symptomatisch und kann ein fortschreiten der Erkrankung nicht
aufhalten. Die Ursache fiir die Erkrankung ist noch nicht geklért und es gibt viele unter-
schiedliche Faktoren, die sowohl alleine als auch in Kombination Ausldser sein konnen.
So stehen z.B. Umweltgifte in der Diskussion, wie beispielsweise Herbizide (Paraquat)
und Insektizide (Rotenon). Auch das aus der synthetischen Drogenherstellung abfallende
Nebenprodukt MPTP (1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin) fiihrt bei der Auf-
nahme der dadurch verunreinigten Drogen zu einer schweren Parkinson-dhnlichen Sym-
ptomatik. Alle diese Gifte wirken in den Mitochondrien als ein Hemmer des Komplex
I der Atmungskette. Als alleinige Ursache fiir die PK sind diese Substanzen allerdings
fraglich, da sie sehr instabil sind oder nur unzureichend die Blut-Hirn-Schranke passie-
ren konnen. Es konnte bis jetzt auch keine dieser Substanzen im Gehirn von Parkinson-
Patienten nachgewiesen werden.

Dysfunktionen der Mitochondrien werden ebenfalls mit Parkinson in Verbindung ge-
bracht. Es wurden oxidative Schadigungen in Gehirnen von Parkinson-Patienten nach-
gewiesen. Griinde hierfiir konnten Defekte der Mitochondrien oder Mutationen in deren
Genom sein. Direkte Schiddigungen des mitochondrialen Genoms konnten bis jetzt nicht
identifiziert werden, allerdings wurde bei einer familidren Form des Parkinson Syndroms
eine Mutation im PINK/-Gens identifiziert. Dieses kodiert fiir das mitochondrial lokali-
sierte Protein PTEN-induced putative kinase 1. Bei weiteren genetischen Untersuchungen
bei Familien, in denen Parkinson entweder autosomal-dominant oder autosomal-rezessiv

vererbt wird, konnten bis jetzt insgesamt 13 Loci, mit der Erkrankung in Verbindung ge-
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bracht werden (Tabelle 1.1).

Tabelle 1.1: Gene und Loci bei familidren Formen des PS

Lokus Gen Lokalisation  Vererbungsmodus
PARK1 o-Synuclein 4q21-23 autosomal dominant
PARK2 Parkin 6q25.2-27 autosomal-rezessiv
PARK3 unbekannt 2p13 autosomal-dominant
PARKA4 a-Synuclein 4pl5 autosomal-dominant
PARKS UCH-L1 4pl4 autosomal-dominant
PARKG6 PINK1 1p35-p36 autosomal-rezessiv
PARK?7 DJ-1 1p36 autosomal-rezessiv
PARKS LRRK?2 12p11.2-q13.1 autosomal-dominant
PARK9 unbekannt 1p36 autosomal-rezessiv
PARK10 unbekannt 1q12-q23 autosomal-dominant
PARKI11 unbekannt 1q36-q37 ?

PARK12 unbekannt Xq21-925 ?

PARK13 HTRA2 / OMI 2q12 autosomal-dominant

1.10.2 Neurofilament in Zusammenhang mit Parkinson

Es ist bekannt, da3 Neurofilamente ein Hauptbestandteil von Lewy-Korpern sind. Epi-
tope aller drei Untereinheiten konnten in immunhistochemischen Analysen in LK iden-
tifiziert werden. Aufgrund dieser Tatsache wurden bei genetischen Untersuchungen bei
Parkinson-Patienten assoziierte Mutationen im Neurofilament-M Gen gefunden [143, 144].
Die identifizierten Mutationen zeichnen sich dadurch aus, daf sie in hochkonservierten
Regionen liegen. Die 2002 von Lavedan und Kollegen publizierte Mutation G336S [145]
wurde bei einer franzdsisch-kanadischen Patientin identifiziert. Die Patientin entwickel-
te bereits im Alter von 16 Jahren erste Parkinson Symptome, wie zum Beispiel Tremor.
In dieser Studie konnte gezeigt werden, da3 diese Mutation mit Parkinson assoziiert ist,
allerdings mit einer reduzierten Penetranz von 25%. Betroffen von der Mutation ist die
Rod-Domine in einer hochkonservierten Sequenz unter verschiedenen Spezies und ver-
schiedenen Intermediidrfilamenten (Internexin, Vimentin und GFAP). 2003 wurden von
Kriiger und Kollegen [143] zwei weitere Parkinson assoziierte Mutationen publiziert. Ei-
ne Punktmutation, welche zu einem Aminosidureaustausch von Prolin zu Glutamin an der
Position 725 (Pro725Glu) fiihrt, konnte bei einem sporadischen Patienten mit einem Er-

krankungsalter von 51 Jahren detektiert werden. Ein 3bp umfassende Deletion konnte bei
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einem Patienten mit positiver Familienanamnese ausfindig gemacht werden. Diese Deleti-
on fiihrt zu einer Deletion von Valin an der Position 829 (del829Val). Obwohl diese Muta-
tion nicht innerhalb der betroffenen Familienmitglieder Ko-seggregierte konnte sie auch
nicht in 754 Kontrollen identifiziert werden. Beide gefundenen Mutation befinden sich
in der fail-Domine, in einer unter verschiedenen Spezies hochkonservierten Sequenz. Es
gibt verschiedene Ansitze, welche Mechanismen bei Mutationen zu einer Involvierung,
in die bisher bekannten Pathomechanismen bei der Parkinson Krankheit eine Rolle spie-

len.

| Mutiertes SOD1 *[s0D1
/ N\ verringerte ! Aggregation
Hydroxyl- Peroxynitrit Calcineurin
Radikale Aktivitat /
\ \ ’

Aktivierung von

EAAT2 | NF Kinasen ¢ | Deletionen/Insertionen
Schéaden \ / von Phosphorylierungsstellen
veranderte
Phosphorylierun :
erhohte Lo 9 v /
Glutamate \. unterbrochener
NF Transport

\ Punktmutationen,
gestorte NF Anordnung

Alzheimer |
Krankheit ?
Charcot-Marie-Tooth ‘ ‘ Parkinson Krankheit ‘ Motorneuron-
Erkrankungen

Abbildung 1.7: Neurofilament in Zusammenhang mit Neurodegeneration. (Nach Al-
Chalabi et al. [13])

1.11 Ziele der Arbeit

Nachdem bereits neurodegenerative Erkrankungen wie die Amyotrophische Lateralskleo-
ris oder Charcot-Marie-Tooth [146, 147, 148] mit verschiedenen Mutationen der Neurofi-
lament Untereinheit L in Zusammenhang gebracht werden konnten, sollte in dieser Arbeit
untersucht werden in wie weit dies fiir die Untereinheit M und Parkinson zutrifft. 2004

wurde bereits von Perez-Olle und Kollegen [149] eine funktionelle Studie zu der von
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Lavedan identifizierten Mutation G336S publiziert. In dieser Studie wurde untersucht,
wie diese Mutation in der Rod-Domiine zu Verdnderungen in der Filamentausbildung und
dem Transport fithren kann. Die Untersuchungen wurden anhand verschiedener Zellkul-
tur Systeme durchgefiihrt. Es wurde gezeigt, dal beide Mechanismen in den untersuchten
Modellen zu keiner Verdnderung im Vergleich zum WT fiihrten.

In der vorliegenden Arbeit sollten die von Kriiger und Kollegen [143] entdeckten, Parkinson-
assoziierten Mutationen (Pro725Glu & del829Val) hinsichtlich ihrer funktionellen Bedeu-
tung im Rahmen von neuronaler Integritit und Zelluntergang untersucht werden. In ver-
schiedenen Zellkultur Systemen wurden zuerst grundsitzliche Funktionen der NF-M Un-
tereinheit, wie zum Beispiel die Ausbildung des Filamentnetzwerkes und der Transport
entlang axonaler Strukturen analysiert. Weitergehend wurde auf die fiir Parkinson be-
kannten Pathomechanismen, wie Aggregat Bildung und / oder Hemmung des Ubiquitin-
Protesomen-Systems, Analysen durchgefiihrt, da wie bereits beschrieben Neurofilamente
einen Hauptbestandteil von Lewy-Korpern darstellen. Da in der Literatur verschiedene
Abbaumechanismen fiir Neurofilament beschrieben sind, wurden die steady-state Level
durch Modulation der bekannten Degradationswege untersucht. Da die zu charakterisie-
renden Mutationen in der tail-Domine liegen, sollte weiterhin die fiir Neurofilament ty-

pische Phosphorylierung und eventuelle Abweichungen davon ermittelt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Autoklav:
V50

Bakterienschiittelinkubator:

Unitron

Brutschrinke:
COs-Inkubator

Durchflulcytometer:
CyanADP

Entwicklermaschine:
FMP 800A

Geldokumemntation:

Vilber lonsimat

Gelkammern fiir Agarosegele:

ClassicTM CSSU911

Heizblocke:

Thermomixer Comfort

Mikroskope:
Eclipse TS100
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Systec, Wettenberg

HT Infors, Bottmingen, CH

Sanyo, Miinchen

DakoCytomation, Hamburg

Fuji Film, Diisseldorf

PegLab, Erlangen

Thermo, Waltham, USA

Eppendorf, Hamburg

Nikon
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Material

Axiovert200M

Photometer:

BioPhotometer

Pipetten:
Gilson Pipetman

Eppendorf Reference

Rollenmischer:
RMS5

SDS-PAGE und Blotting Apparatur:

Mini Protean II TM

Spannungsgerite:
Power-Pac 300
Power-Pac 3000

Sterilbank:
HeraSafe

Thermocycler:
DNA Engine PTC-200

Waagen:
Universal

Micro

Zell-Zahlkammer:

NeubauerIlmproved

Zentrifugen:
centrifuge 5417R
Biofuge pico
Multifuge 3S-R
FVL-2400
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Zeiss, Jena

Eppendorf, Hamburg

Gilson, USA
Eppendorf, Hamburg

CAT, Staufen

BioRad, Miinchen

BioRad, Miinchen
BioRad, Miinchen

Haeraeus, Osterode

MJ Research, Waltham, USA

Sartorius

Sartorius, Géttingen

Hecht Assistent, Sondheim

Eppendorf, Hamburg
Haeraeus; Osterode
Haeraeus, Osterode

PegLab, Erlangen
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Vortexer:
Vortex-GenieR-2

2.1.2 Verbauchsmaterialien

Gel-Blotting Papier:
Typ GB003

Transfer-Membran:
PROTRANR Nitrocellulose

Transfer Membran

Zellkultur-Gefile:
6-/24-/96-well-Zellkulturplatten

Scientific Industries, Toronto, Ca

Schleicher und Schuell, Dassel

Schleicher und Schuell, Dassel

BD Falcon, Heidelberg

2.1.3 Chemikalien und Biochemikalien

Acrylamid 2K-Losung

(30% Mix Acrylamis-Bisacrylamid; 37,5:1)
Adenosin-5‘-triphosphat (ATP)-dinatriumsalz

Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin

Brilliant Blau R250

Bromphenolblau

BSA

Complete® Proteasen Inhibitor Cocktail
Cycloheximide
Desoxynucleosid-5°-triphosphat fiir PCR
Dimethylsulfoxid (DMSO)
EDTA-Losung (0,5M)

Ethidiumbromid

Fugene® HD Transfektionsreagenz
GeneRuler™ 100bp-DNA-Leiter
GeneRuler™ 1kb-DNA-Leiter
Geneticin (G418)
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AppliChem, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Roche, Mannheim
Sigma, Tauftkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
BioWhittaker, USA
Sigma, Taufkirchen
Roche, Mannheim
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot

Bico, Eggenstein



Material und Methoden

Material

Glycin

Hoechst 33258

Kanamycinsulfat

MDL-28170

MG132 (Z-LL-al)
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Natriumazid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
PageRuler™ Prestained Protein ladder Plus
Penicillin/Streptomycin
Phosphatase Inhibitor I & 11
Poly-L-Lysin

Talon® Metal Affinity Resin
Trichloressigsiure
Tris(hydroxymethylaminomethan)
Triton X-100

Trypsin

Tween® 20

Xylenxyanol

YoPro

B-Mercaptoethanol

AppliChem, Darmstadt
Molecular Probes, USA
Fluka, Neu-Ulm
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot
PAN Biotech, Aidenbach
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

BD Clontech, USA
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Fluka, Neu-Ulm
Invitrogen, Karlsruhe
Fluka, Neu-Ulm

Chemikalien, die hier nicht aufgefiihrt sind wurden von den Firmen Fluka (Neu-Ulm),
Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma (Taufkirchen) bezogen.
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2.1.4 Reagenziensets (Kits)

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Kits sind in Tabelle 2.1 aufgefiihrt.

Tabelle 2.1: Verwendete Reagenziensets

Bezeichnung Hersteller

BioRad Protein Assay
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
TOPO® TA Cloning

BioRad, Miinchen
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Invitrogen, Karlsruhe

2.1.5 Enzyme und Puffer fiir die Molekularbiologie

Die fiir molekularbiologische Arbeiten verwendeten Puffer und Enzyme sind in Tabelle

2.2 aufgelistet.

Tabelle 2.2: Verwendete Enzyme und Puffer fiir die Molekularbiologie

Bezeichnung

Hersteller

Biotherm DNA-Polymerase / 10x Puffer
PfuTurbo Polymerase / 10x Puffer
Restriktionendonukleasen / 10x Puffer
T4-DNA-Ligase / 10x Puffer

GeneCraft, Miinster
Stratagene, USA
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot

2.1.6 Loésungen und Puffer
2.1.6.1 SDS-PAGE und Western Blotting

Trenngel-Puffer; pH 8,8:
Sammelgel-Puffer; pH 6,8:

Laufpuffer; pH 8,3:
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1,5M Tris-HC1
0,5M Tris-HC1
25mM Tris

192mM Glycin
0,1% (w/v) SDS
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Material

2x Laemmli-Probenpuffer; pH 6,8:

8%iges Trenngel:

10%iges Trenngel:

12%iges Trenngel:

4%iges Sammelgel:
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62,5mM Tris-HCl

2% (w/v) SDS

0,01% (w/v) Bromphenolblau
25% Glycerin

2% (v/v) B-Mercaptoethanol

2,3ml HyOpjgest

1,3ml Acrylamid 2K-L&sung
1,3ml Trenngel-Puffer

50ul 10% (w/v) SDS Losung
2,0ul TEMED

50ul 10% (w/v) APS Losung

2,0ml HyOpigess

2,0ml Acrylamid 2K-Ldsung
1,3ml Trenngel-Puffer

50ul 10% (w/v) SDS Losung
2,0ul TEMED

50ul 10% (w/v) APS Losung

2,0ml H2Opjges

1,7ml Acrylamid 2K-Losung
1,3ml Trenngel-Puffer

50ul 10% (w/v) SDS Losung
2,0ul TEMED

50ul 10% (w/v) APS Losung

1,15ml HyOpiges:t

0,22ml Acrylamid 2K Losung
0,5ml Sammelgel Puffer

20ul 10% (w/v) SDS Losung
2,0ul TEMED

20ul 10% (w/v) APS Losung
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Transferpuffer:

Ponceau S-Losung:

TBS; pH 7,4:

TBS-T; pH 7,4:

Blockierlosung:

Stripping Puffer; pH 2,8:

Homemeade-ECL-Detektionsreagenz:

2.1.6.2 Agarose Gelelektrophorese

50x TAE Puffer; pH 8,0:

6x Probenpuffer:
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25mM Tris
192mM Glycin
20% (v/v) Methanol

0,2% (w/v) Ponceau S
3% (wl/v) Trichloressigsdure

3% (wl/v) Sulfosalicylsédure

25mM Tris-HCl
8,0g/1 NaCl
0,2g/1 KC1

TBS mit 0,05% (v/v) Tween® 20
TBS mit 5% Magermilchpulver

0,2M Glycin
0,5M NaCl

Losung A:
200ml Tris-HCI (pH 8,6)
50mg Luminol

Losung B:
10ml DMSO

11mg para-Hydroxycoumarinsédure

H,0, (35%)

2M Tris-HAc
50mM EDTA

0.25% (w/v) Bromphenolblau
0,25% (w/v) Xylencyanol
30% Glycerin in HyOp;ge5
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Ethidiumbromid-Stocklésung: 10mg/ml in H,O

1%iges (w/v) Agarosegel: 0,4g Agarose
40ml TAE Puffer
2,5ul Ethidiumbromid

1,5%iges Agarosegel: 0,6g Agarose
40ml TAE Puffer
2,5ul Ethidiumbromid

2.1.6.3 Bakterien Lysispuffer zur Praparation von Plasmid DNA

Lysis Puffer 1 (L1): 9,0g Glucose
3,72g EDTA
3,03g Tris-HCI
ad 11 H,O

Lysis Puffer 2 (L2): 20ml 2N NaOH
10ml 20% SDS
ad 200ml H,O

Lysis Puffer 3 (L3): 120ml 5SM KAc pH 4.8 -5.2
23 ml Eisessig
ad 200ml H,O

Alle Losungen wurden steril autoklaviert.

2.1.6.4 Zell-Lyse

PBS; pH 7.4: 8,0/l NaCl
0,2¢/1 KCl
1,44g/l Na,HPO,
0,24g/| KH,PO,
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Lysepulfter fiir 16sliche Proteinfraktion:

Lysepuffer fiir unlosliche Proteinfraktion:

RIPA-Puffer (Gesamtprotein); pH 7,4:

2.1.6.5 Immunzytochemie

100x Poly-L-Lysin:

Fixierlosung:

Permeabilisierungslosung:

Blockierlosung:

PBS

1% (v/v) Triton X-100

Complete® Proteasen-Inhibitor-Cocktail
Phosphatase-Inhibitor-Cocktail I & 11

PBS

1% (v/v) SDS

Complete® Proteasen-Inhibitor-Cocktail
Phosphatase-Inhibitor-Cocktail I & 11

150mM NaCl

50mM Tris

0,5% Desoxycholat

0,1% SDS

1% Triton X-100

Complete® Proteasen-Inhibitor-Cocktail
Phosphatase-Inhibitor-Cocktail I & II

0,5mg/ml in HyOp;ge
100% (v/v) Aceton
100% (v/v) Methanol

10% FBS in PBS

2.1.6.6 Apoptose/Nekrose-Assay mittels DurchfluBzytometrie

Yo-Pr0®-l-Lt')sung:

Propidiumiodid-Losung:

100nM in DMSO

Smg/ml in DMSO
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2.1.7 Kultivierung von Zellen
2.1.7.1 Zell-Linien

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zell-Linien sind in Tabelle 2.3 aufgefiihrt.

Tabelle 2.3: Verwendete Zell-Linien

Zell-Linie Zell-Typ Referenz Quelle
HEK?293 Humane embryonale Nierenzelle Graham et al., 1977 Microbix, USA

SH-SYS5Y Humane Neuroblastomzellen Biedler et al., 1973 DSMZ

SW13~ Humane Nebennierenrinde Sarria et al., 1990 Chris Miller, GB
CAD Murine katecholaminerge Suri et al., 1993 Susan Horn, HIH
Hirntumorzelle

2.1.7.2 Medien und Lésungen fir die Zellkultur

DMEM-Grundmedium (4,5g/1 bzw. 1000mg/l D-Glukose), F12-Grundmedium, PBS (CaCl,-
und MgCl,-frei) und Trypsin/EDTA-L6sung wurden von Invitrogen (Karlsruhe) bezogen.
FBS wurde von Biochrom (Berlin) bezogen und G418 Sulfat von Calbiochem/Merck
(Darmstadt).

Vollmedium fiir HEK293-Zellen: DMEM
10% (v/v) FBS
100U/ml Penicillin
100 g/ml Streptomycin

Vollmedium fiir stabil exprimierende

HEK?293-Zellen: DMEM
10% (v/v) FBS
100U/ml Penicillin
100 g/ml Streptomycin
700ug/ml G418
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Vollmedium fiir SH-SYS5Y-Zellen: DMEM
15% FBS
100U/ml Penicillin
100 g/ml Streptomycin

Vollmedium fiir stabil exprimierende
SH-SY5Y-Zellen: DMEM
15% FBS
100U/ml Penicillin
100 g/ml Streptomycin
10004 g/ml G418

Vollmedium fiir stabil exprimierende
GFPu-Zellen: DMEM
15% FBS
100U/ml Penicillin
100 g/ml Streptomycin
200ug/ml G418

Vollmedium fiir SW13™-Zellen: DMEM (1000mg/1 D-Glukose)
10% FBS
100U/ml Penicillin
1001 g/ml Streptomycin

Vollmedium fiir CAD-Zellen: F12
8% FBS
100U/ml Penicillin
100u g/ml Streptomycin

Differenzierungsmedium fiir CAD-Zellen: F12
100U/ml Penicillin
100u g/ml Streptomycin
Einfriermedium-1 (EFM-1): 4ml FBS
6ml DMEM (serumfrei)
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Einfriermedium-2 (EFM-2): 2ml DMSO
8ml DMEM (serumfrei)

2.1.8 Kultivierung von Bakterien

2.1.8.1 Bakterienstaimme

Fiir die Vermehrung von Plasmiden wurden chemisch kompetente Bakterien (DH5a™

oder One Shot® TOP10) von Invitrogen (Karlsruhe) verwendet.

2.1.8.2 Medien und Losungen zur Kultivierung von Bakterien

1000x Ampicillin-Stockldsung: 100mg/ml in HyOp;gess
4000x Kanamycin-Stocklosung: 100mg/ml in HyOp;gest
LB-Amp-Medium: 20g LB-Broth (Sigma, Taufkirchen)

ad 11 mit Hzobidm
Ampicillin 1:1000

LB-Kan-Medium: 20g LB-Broth (Sigma, Taufkirchen)
ad 11 mit HyOp;g0s
Kanamycin 1:4000

LB-Amp-Agarplatten: 32g LB-Agar (Invitrogen (Karlsruhe)
ad 11 mit HyOp;g05
Ampicillin 1:1000

LB-Kan-Agarplatten: 32g LB-Agar (Invitrogen (Karlsruhe)
ad 11 mit HyOp;g05
Kanamycin 1:1000

50%ige Glycerinlosung: 50% (v/v) Glycerin in HyOp;g.5

Die Losung wurde autoklaviert.
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2.1.9 Primer
2.1.9.1 Klonierungsprimer

Fiir die Generierung von Neurofilament-M Konstrukten mit C-terminalen GFP-tag, mit
Hilfe des TOPO® TA Klonierungskit von Invitrogen (Karlsruhe), wurden folgende PCR-

Primer verwendet:

Forward-Primer: 5°-atgagctacacgctggactcge-3”

Reverse-Primer: 5°-ggtcaccctgggtgacttccttga-3~

Diese Primer entsprechen der cDNA Sequnz von NF-M aus Rattus norvegicus und er-

zeugen ein PCR-Produkt mit T-Uberhiingen fiir die TA-Klonierung.

2.1.9.2 Primer fiir die in vitro-Mutagenese

Fiir die in vitro Mutagenese von Neurofilament-M WT cDNA (rattus norvegicus) wurden
folgende Mutageneseprimer verwendet um die entsprechenden bekannten Mutationen aus

dem humanen Screening zu erzeugen:

e C2002A

5 Primer: tggagaaaaaggaggagaagc A aaaagatgtcccagataaaaagaaggct

3 Primer: agccttctttttatctgggacatcttt T gcttctectectttttcteca
Diese Primer erzeugen eine Punktmutation, die zu einem Basenaustausch von C
zu A an der Position 2002 fiihrt und einem Aminosidureaustausch von Prolin zu

Glutamin verursacht. Diese Mutation entspricht der beim Menschen von Kriiger et
al. beschriebenen Pro725GIn Mutation.

e delGTT

S Primer: ggcaagaggaggagaaaggg™®**gtcactaatggcttagatgt
3 Primer: acatctaagccattagtgac***ccctttctcctectettgee
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Diese Mutation fiihrt zu einer Deletion der Basen GTG an der Stelle 2310, und
somit zu einer AS-Deletion (Valin) ohne Frameshift, entsprechend der humanen
del829Val Mutation (Kriiger et al.).

e G1038A

5 Primer: ctcgagtcggtgcga A gcactaaggagtcce
3 Primer: gggactccttagtge T tcgcaccgactcgag

Entsprechend der humanen G336S (G1008A) Mutation, wurde mit diesen Primer

dieser Basenaustausch von G zu A an der Position 1038 eingefiigt.

2.1.9.3 Sequenzierprimer

Fiir die Uberpriifung der generierten Konstrukte durch Sequenzierung wurden T7-Primer,
BGH-Primer und entsprechend der komplementédren Sequenzabschnitte Primer verwen-
det.

2.1.10 Plasmide

2.1.10.1 Klonierungs-und Expressionsvektoren

Tabelle 2.4: Ubersicht der verwendeten Klonierungs- und Expressionsvektoren

Vektor Beschreibung Resistenzen Hersteller/Quelle

PcINeo Expressionsvektor fiir Sau- Amp’, Chris Miller, UK
gerzellen Neo”

psG5 Expressionsvektor fiir Sdu- Amp” Chris Miller, UK
gerzellen

pEGFP Cl1 Expressionsvektor fiir Sdu- Amp” Clontech, USA

gerzellen; enthdlt die Se-
quenz fiir einen C-terminalen
EGFP-tag
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Vektor Beschreibung Resistenzen Hersteller/Quelle
GFPu Expressionsvektor fiir Sdu- Kan’, Neo” Ron Kopito [150]
gerzellen; enthdlt die Se-
quenz fiir einen N-terminalen
EGFP-tag
pcDNA3.1/CT- Expressionsvektor fiir Sdu- Amp’, Invitrogen, Karls-
GFP-TOPO® gerzellen; enthdlt die Se- Neo” ruhe
quenz fiir einen C-terminalen
EGFP-tag
pcDNA3.1/V5- Expressionsvektor fiir Sdu- Amp’, Invitrogen, Karls-
His gerzellen; enthdlt die Se- Neo” ruhe

quenz fiir einen C-terminalen
V5/His-tag

2.1.10.2 Plasmidkonstrukte

Die folgenden Plasmidkonstrukte wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet.

o PcINeo-Wt-NF-M:

Der Vektor enthilt die cDNA von NF-M aus Rattus norvegicus, und wurde iiber die
EcoRI-Schnittstelle einkloniert. Quelle: Chris Miller.

e pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO-Wt-NF-M:

Dieses Konstrukt wurde durch PCR generiert, indem die cDNA aus PcINeo oh-

ne Stop-Codon amplifiziert wurde. Das PCR-Produkt wurde iiber TA-Klonierung

in den Vektor eingefiihrt. Das Konstrukt exprimert NF-M mit einem C-terminalen

EGFP-tag.

e pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO-C2002A/delGTT/G1038A-NF-M:

Mit Hilfe der in vitro Mutagenese Technik wurde ausgehend von dem pcDNA3.1/CT-
GFP-Topo-Wt-NF-M Konstrukt die beschriebenen Mutationen in den Vektor einge-

bracht.
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e pcDNA3.1/V5-His-NF-M:

Dieses Konstrukt wurde durch umklonieren der cDNA aus pcDNA3.1/CT-GFP-
TOPO-NF-M mit den Restriktionsenzymen Kpnl und EcoRYV, erzeugt. Sowohl der
WT als auch die Mutationen wurden in diesen Vektor umkloniert. Das Konstrukt

exprimiert NF-M mit einem C-terminalen V5 Epitop und zusitzlichem 6fach His-

rag.

e pSGS5-NF-L:

Dieses Konstrukt enthilt die Ratten cDNA von NF-L, und wurde durch einklonie-
ren iiber die EcoRI Schnittstelle generiert. Quelle: Chris Miller.

2.1.10.3 Antikérper

Tabelle 2.5: Ubersicht der verwendeten Antikorper. WB: Western-Blotting, IZC: Immun-

zytochemie.
Antikorper Verdiinnung Hersteller/Quelle
a-Kaninchen-HRP WB: 1:10000 Amersham  Biosciences,
Freiburg
o-Maus-HRP WB: 1:5000 Amersham  Biosciences,
Freiburg
Esel a-Maus-Cy3 1ZC: 1:500 Invitrogen, Karlsruhe
Esel a-Kaninchen-Cy3 1ZC: 1:500 Invitrogen, Karlsruhe
Esel a-Maus-Alexa Fluor®488 1ZC: 1:1000 Invitrogen, Karlsruhe
Ziege a-Kaninchen-Cy3 1ZC: 1:500 Dianova, Hamburg
Ziege a-Kaninchen-FITC 1ZC: 1:300 Dianova, Hamburg
Ziege a-Maus-FITC 1ZC: 1:300 Dianova, Hamburg
Kaninchen a-V5 WB: 1:1000 Chemicon, USA
1ZC: 1:300
Maus a-V5 WB: 1:1000 Invitrogen, Karlsruhe
Kaninchen a-GFP WB: 1:1000 Santa Cruz, USA
Maus a-Actin WB: 1:5000 Sigma, Taufkirchen
Maus o-NF-L; Klon NR4 1ZC: 1:300 Sigma, Taufkirchen
Maus a-Phospho-NF-M WB: 1:5000 Upstate, USA

(RMOS55)
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Antikorper Verdiinnung Hersteller/Quelle
Maus o-non-Phospho-NF-M WB: 1:1000 Zymed, USA
(FNP7)

Maus o-NF-M WB: 1:1000 Virginia Lee
(RMO255)

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden
2.2.1.1 Vermehrung und Préaparation von Plasmiden

Die Vermehrung der verwendeten Plasmide erfolgte in DH5a™ bzw. in One Shot®
TOP10-Bakterien (Invitrogen, Karlsruhe).

e Transformation:

Die Transformation der chemisch kompetenten Bakterien erfolgte, soweit nicht an-
gegeben, nach Herstellerangaben.

Die Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und mit 50-200ng DNA eines Plasmids
(Retransformation), 10ul eines Ligationsansatzes oder 6l einer in vitro Mutage-
nese PCR versetzt und vorsichtig gemischt. Es erfolgte eine 20-30 miniitige In-
kubation auf Eis. Anschlieend wurde ein Hitzeschock bei 42°C fiir 45 Sekunden
durchgefiihrt. Nach einer erneuten Inkubation fiir 2 Minuten auf Eis wurden die
Zellen mit 250ul SOC-Medium (Invitrogen, Karlsruhe) bei 37°C unter schiitteln
inkubiert. Die Bakterien wurden fiir die weitere Vermehrung auf LB-Amp- bzw.
LB-Kan-Agarplatten ausgestrichen und fiir weitere 16 Stunden bei 37°C inkubiert.
Die Transformation wurde durch eine Miniprédparation und einem Restriktionsver-

dau tiberpriift.

e Herstellung von Bakterien Glycerinstocks:

Fiir die Herstellung von Bakterien Glycerinstocks wurde je 1ml LB-Amp- bzw. LB-
Kan-Medium in einem sterilen 15ml Falcon® Rohrchen mit einer einzelnen Bakte-
rienkolonie angeimpft. Diese Losung wurde fiir etwa 16h bei 37°C und 200UpM in
einem Bakterienschiittler inkubiert. AnschlieBend wurden 700ul1 der Bakterienkul-
tur mit 500ul einer 50%igen (v/v) sterilen Glycerinlosung in einem Einfrierrohr-
chen gemischt. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.
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e Priparation von Plasmiden durch alkalische Lyse:

Fiir die Plasmidpréparation wurden 7ml LB-Amp- bzw. LB-Kan-Medium aus ei-
nem Bakterien Glycinstock in einem 15ml Falcon® Réhrchen angeimpft und fiir
16h bei 37°C und 200UpM in einem Bakterienschiittler inkubiert. Die Bakterien-
suspension wurde in 2ml Eppendorf Reaktionsgefdfe iiberfiihrt und fiir 5 Minuten
bei Raumtemperatur mit 14.000 UpM zentrifugiert. Der Uberstand wurde abge-
nommen und das Pellet mit 150ul Lysispuffer L1 sorgfiltig resuspendiert. Fiir die
alkalische Lyse der Bakterienmembran wurden 150ul Lysispuffer L2 zugegeben
und durch vorsichtiges invertieren gemischt. Die Lyse wurde durch Zugabe von
150ul Lysispuffer L3 gestoppt, wobei Membranpartikel und Proteine ausflockten.
Durch eine weitere Zentrifugation bei 14.000 UpM fiir 10 Minuten wurde der Zell-
schrott pelletiert. Der Uberstand mit der DNA wurde in ein neues Reaktionsgefif
mit 600ul 100%igen (v/v) Isopropanol iiberfiihrt. Die DNA wurde durch zentrifu-
gieren bei 14.000 UpM fiir 10 Minuten bei RT gefillt, und das Pellet anschlieend
mit 70%igen Ethanol zwei mal gewaschen. Fiir die Priparation groerer Plasmid-
mengen wurden mehrere 2ml Pridparationen durchgefiihrt und die daraus entstan-
denen Pellets zwischen den Waschschritten zusammengefiihrt. Nach dem Waschen
wurde der Uberstand vorsichtig agbesaugt und das Pellet fiir 30-60 Minuten unter
der Sterilbank getrocknet. Die getrocknete DNA wurde mit 30l HyOpigesr+RNAse
bei 65°C fiir 10 Minuten unter schiitteln gelost. Die Konzentration und Reinheit der
aufgereinigten DNA wurde photometrisch bestimmt. Die so gewonnene DNA wur-

de fiir alle weiteren Versuche verwendet.

e Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der DNA:

Fiir die Quantifizierung der DNA wurde die Extinktion photometrisch bei 260nm

gemessen. Die Messung erfolgte in einer 1:100 Verdiinnung mit HyOp;g.s. Die

DNA Konzentration wurde nach folgender Formel berechnet:
DNA-Konzentration[g/ml] = Epgp x 50 x 100

Die Reinheit wurde bestimmt durch das Verhiltnis der Extinktion bei 260nm zu

280nm, wobei eine reine DNA-LOsung einen Wert von >1.8 haben sollte.

e Analytischer Restriktionsverdau:

Der Erfolg einer Klonierung wurde durch einen Plasmid-DNA Verdau mit geeigne-
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ten Restriktionsendonuklease iiberpriift. Die daraus entstandenen DNA-Fragmente

wurden mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese analysiert.

Restriktionsansatz:
H2Opidest

Plasmid-DNA (100-200ng)
10x Restriktionspufter

Restriktiondsendonuklease 1

Restriktiondsendonuklease 2

15ul
1ul
2ul
1ul
1ul

Der Restriktionsverdau wurde fiir 3-4 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieBend
wurde der Ansatz mit 1ul Probenpuffer versetzt und auf ein Agarose Gel aufgetra-
gen. Die Elektrophorese erfolgte bei 100V fiir 20-40 Minuten.

2.2.1.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Fiir analytische Untersuchungen wurde Biotherm®-Tag- DNA-Polymerase eingesetzt.

Zur Klonierung wurde ein Gemisch aus Taq- / Pfu-DNA-Polymerase im Verhiltnis 1:1

eingesetzt um einen proofreading-Effekt zu erzielen.

PCR-Ansatz:

cDNA / Plasmid-DNA (100-200ng)
10x PCR-Puffer

10 mM dNTP’s

Vorwirts-Primer [10uM]
Riickwirts-Primer [10uM]
Tag-Polymerase

Pfu-Polymerase

HOpidest

1,0ul
2,5ul
1,0ul
2,0ul
2,0ul
0,3ul
0,3ul
ad 25ul
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PCR-Programm:

Tabelle 2.6: PCR-Programm zur Amplifizierung von NF-M cDNA

Schritt Temperatur Dauer

Denaturierung 95°C 2 min

Denaturierung 95°C 1 min

Primer-Anlagerung 50°C 1 min

Elongation 72°C 4,5 min
35 Zyklen

finale Elongation 72°C 7 min

2.2.1.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient zur Auftrennung von DNA Fragmenten in einer
GroBe von 100-10.000bp. Die Agarose Konzentration wurde entsprechend der zu tren-
nenden Fragmente zwischen 0,8 und 2% gewihlt. Die Elektrophorese erfolgte in horizon-
talen Gelkammern in TAE (Tris-Acetat) Puffer bei einer Stromstédrke von 100V. Die dazu
benotigten Gele wurden hergstellt, indem eine entsprechende Menge Agarose in TAE
aufgekocht wurde und mit Ethidiumbromid vesetzt wurde. Ethidiumbromid interkaliert
in doppelstrangige DNA und kann unter UV-Licht sichtbar gemacht werden. Die zu un-
tersuchenden Proben wurden mit Ladepuffer und einem angepassten DNA-Gr6Ben- und

evtl. Mengenstandard fiir die spitere Auswertung aufgetragen.

2.2.1.4 Zyklische Sequenzierung

Die zyklische Sequenzierung beruht auf der nach Sanger (1977) entwickelten Methode.
Hierbei kommt es durch die Verwendung von ddNTP’s (Didesoxynukleotide) zu einem
Kettenabbruch an statistisch verteilten Stellen der DNA-Sequenz. ddNTP”s zeichnen sich
dadurch aus, daB3 ihnen die 3‘Hydroxylgruppe fehlt und keine weiteren Phosphodiester-
briicken mehr ausgebildet werden konnen. Es kommt zum Kettenabbruch. Die verwen-
deteten ddNTP s sind durch verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe markiert und kénnen
so mit Hilfe eines Lasers durch die Kappillarelektrophorese detektiert werden. Die Se-
quenzierung erfolgte durch eine Kooperation der AG Gasser, Hertie Institut, unter der
Verwendung des ABI BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit und einem ABI

Prism® Sequenzierautomaten.
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PCR-Ansatz:

cDNA / Plasmid-DNA (500-700ng) 1,0ul
5x PCR-Puffer 2,0ul
BigDye® v3.1 2,01l
Primer [10uM] 0,5ul
H>Opidest ad 10ul

PCR-Programm:

Tabelle 2.7: PCR-Programm fiir die zyklische Sequenzierung

Schritt Temperatur Dauer

Denaturierung 94°C 1 min

Denaturierung 94°C 10 sek

Primer-Anlagerung 50°C 5 sek

Elongation 60°C 4 min
30 Zyklen

Nach erfolgter Amplifizierung erfolgte eine Ethanol-Fillung. Das so aufgereinigte Pellet
wurde in 15ul H,O geldst und die Hélfte davon mit 20ul Formamid auf die Sequenzier-
platte aufgetragen.

2.2.1.5 TOPO®-TA-Klonierung

Fiir die TOPO®-TA-Klonierung mit Hilfe des kommerziell erhiltlichen Kits von Invi-
trogen wurde nach Herstellerangaben verfahren. Die TA-Klonierungstechnik ermdéglicht
eine Klonierung von PCR-Produkten ohne das Einbringen zusétzlicher Restriktionsstellen
tiber Primer. In dem Kit wird der Zielvektor, hier pcDNA3. 1/CT—GFP—TOPO®, in lineari-
sierter Form in ,,aktiver Form bereitgestellt. Dies bedeutet die Topoisomerase ist bereits
kovalent mit dem Vektor verkniipft. Durch die Klonierungsreaktion wird das Enzym ent-
fernt und das PCR-Produkt einkloniert.

42



Material und Methoden Methoden

e PCR-Reaktion:
Die fiir die TOPO®-TA-Klonierung benéstigte cDNA wurde wie in dem oben auf-
gefiihrten Protokoll amplifiziert. Als Kontrolle wurden 5ul des PCR Produkts auf

ein Agarosegel aufgetragen.

e 3°-A Uberhinge erzeugen:
Fiir die TA-Klonierungstechnik werden zwingend 3°-A Uberhinge des PCR-Produkts
benotigt. Dafiir wird das PCR Produkt (20ut1) mit einer Unit Tag-Polymerase fiir 10
Minuten bei 72°C inkubiert.

e Klonierungsreaktion:

Fiir die Klonierungsreaktion werden 411 des PCR-Produkts mit 11 der mitgeliefer-
ten Salzlosung und 1ul des aktivierten Vektors fiir 30 Minuten bei 22°C inkubiert.
AnschlieBend werden 2l dieser Reaktion in One Shot® TOP10-Bakterien trans-

formiert.

e Kontrolle der generierten Plasmidkonstrukte:

Die generierten Plasmide wurden durch einen Restriktionsverdau und durch voll-

standige Sequenzierung auf ihre Richtigkeit hin iiberpriift.

2.2.1.6 In vitro Mutagenese

Die in vitro Mutagenese wurde mit Hilfe des Quick Change® Site Directed Mutagenesis
Kit von Stratagene (USA) durchgefiihrt. Dieses Kit ermoglicht es durch eine PCR unter
der Verwendung von PfuTurbo® DNA-Polymerase (Stratagene, USA) Punktmutationen,
Deletionen oder Insertionen in ein superspiralisiertes, doppelstringiges Plasmidkontrukt
einzufiihren. Hierfiir werden zwei selbskomplementére Oligonukleotidprimer mit der ge-
wiinschten Mutation generiert. Uber eine PCR Reaktion wurden, unter Verwendung der
PfuTurbo® DNA-Polymerase, die Mutationen eingefiihrt, da diese Polymerase eine hohe
Lesegenauigkeit aufweist, ohne eine Verdnderung der Primer zu verursachen. Das Aus-
gangsplasmid wurde nach erfolgter Amplifizierung durch die Restriktionsendonuklease
Dpnl verdaut. Dieses Enzym erkennt spezifisch methylierte und hemimethylierte DNA.
Da im Gegensatz zur neu amplifierten DNA das Augsgangsplamid methyliert ist, wird
dieses verdaut. Durch anschlieBende Transformation in superkompetente Bakterien kann

das neu generierte Plasmid vermehrt werden.

43



Methoden Material und Methoden

Durchfiihrung:

Zur Einfiihrung der beschriebenen Mutationen wurde folgender Ansatz gewihlt:

PCR-Ansatz:

Plasmid-DNA (50ng) 1,0ul
10x PfuTurbo®-Puffer 5,0ul

2 mM dNTP’s 12,5ul
Vorwirts-Primer [10uM] 1,5ul
Riickwirts-Primer [10uM] 1,5ul
PfuTurbo®DNA Polymerase 1,0ul
H3Opigest ad 50ul

PCR-Programm:

Tabelle 2.8: PCR-Programm fiir in vitro Mutagenese

Schritt Temperatur Dauer

Denaturierung 95°C 30 sek

Denaturierung 95°C 30 sek

Primer-Anlagerung 55°C 1 min

Elongation 68°C 7,2 min
12 Zyklen

Dpnl-Verdau und Transformation:

Das neu generierte Plasmid wurde anschlieBend an die PCR fiir 1h mit 1ul Dpnl bei 37°C
verdaut. Daraufhin wurden 6ul des Ansatzes in One Shot® TOP10-Bakterien transfor-
miert. Der Erfolg der Transformation wurde durch Minipridparation und anschliefender

Sequenzierung iiberpriift.

2.2.1.7 Umklonierung aus bestehenden Expressionskonstrukten

Fiir die Generierung von Expressionsvektoren mit C-terminalen V5/His-tag wurden die
cDNA Sequenzen von NF-M aus den bereits bestehenden EGFP-Konstrukten umkloniert.
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e Priparativer Restriktionsverdau:

Fir die Gewinnung der zu klonierenden Fragmente wurde der Ausgangsvektor
(pcDNA3.1/CT—GFP—TOPO®—NF—M) und der Zielvektor (pcDNA3.1/V5-His) mit
den Restriktionsendonukleasen Kpnl und EcoRV verdaut. Der Restriktionsverdau

erfolgte bei 37°C fiir 2-4 Stunden in folgendem Ansatz:

Plasmid-DNA (1-5ug) 5,0ul
10x Restriktionspufter 5,0ul
Kpnl 1,0ul
EcoRV 1,0ul
H2Opidest ad 50ul

Der gesamte Restriktionsverdau wurde iiber eine préaparative Agarose-Gelelektro-
phorese aufgetrennt und die entsprechenden Banden sorgfiltig ausgeschnitten. Die
erhaltenen DNA-Fragmente wurden mit Hilfe des QIAquick® Gel Extraction Kits
(Qiagen, Hilden) fiir die weiteren Versuche aufgereinigt.

e Ligation:
Aus dem aufgereinigten Restriktionsverdau wurden 5ul auf ein Agarose-Gel zu-
sammen mit einem DNA-Grofenstandard aufgetragen um anhand der Ethidium-
bromid-Fluoreszenz die Konzentration festzustellen. Mit einem 3-5fachen Uber-
schuss zum linearisierten Vektor wurde das zu klonierende Fragment in den Ligati-

onsansatz eingesetzt.

Vektor-DNA (50ng) x pl
Insert-DNA (150-250ng) y ul
10x Ligationspuffer 2,0ul
T4-DNA-Ligase 5,0ul
H)Opigest ad 20ul

Der Ansatz wurde fiir 16-18 Stunden bei 16°C inkubiert und fiir die Transformation
in DHSo™ eingesetzt.
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e Kontrolle von Plasmidkonstrukten:

Um die Identitit der neu generierten Konstrukte zu iiberpriifen wurde direkt von
der Bakterienplatte eine sogenannte Colony-PCR durchgefiihrt. Dabei wird mit ei-
ner sterilen Pipettenspitze von 10-20 verschiedenen Klonen ein Teil direkt in ein
PCR-Reaktionsgefdl mit bereits vorgelegtem Mastermix gegeben und eine PCR
durchgefiihrt. Durch die Wahl spezifischer Primer innerhalb des Inserts konnen so-
mit schnell und einfach positive Klone vorselektioniert werden. Eine endgiiltige

Bestitigung erfolgte nach Miniprédparation und anschlieBender Sequenzierung.

2.2.2 Zellkultur und Transfektion
2.2.2.1 Zellkultivierung

Alle Zellkultur-Versuche wurden an einer Sterilbank unter Verwendung steriler Gebrauchs-
materialien durchgefiihrt. Alle aufgefiihrten Zellkultur-Linien wurden in feuchter Atmo-
sphére mit 5% CO, kultiviert. HEK 293, SH-SYS5Y und SW13~ wurden je nach Kon-
fluenz 1-2 mal in der Woche passagiert. Das Medium von undifferenzierten CAD Zellen
wurde alle zwei Tage erneuert und die Zellen ca. alle zwei Wochen passagiert. Fiir die
Ausdifferenzierung wurden CAD Zellen in 24well Platten umgesetzt und durch standigen
Serumentzug iiber 96h ausdifferenziert. Durch stindigen Medienaustausch konnten die so

differenzierten Zellen bis zu vier Wochen kultiviert werden.

2.2.2.2 Teilen und Passagieren von Zellen

Konfluent gewachsene Zellen wurden passagiert, indem zunédchst das Medium abgesaugt
wurde. AnschlieBend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit ca. 1ml Trypsin/
EDTA-Losung bei 37°C inkubiert. Der Verdau wurde abgestoppt durch Zugabe von 10ml
serumhaltigen Medium, wenn sich die Zellen sichtbar vom Kulturgefif3 16sten. Die Zellen
wurde durch griindliches resuspendieren vereinzelt und die Zellzahl bestimmt. Die Zel-
len wurden in einem Verhéltnis von 1:10 geteilt und erreichten somit einen konfluenten

Zustand nach 4-6 Tagen.

2.2.2.3 Zellzahl-Bestimmung

Die Zellzahl Bestimmung erfolgte mit Hilfe der Neubauer-Zihlkammer. In dieser Kam-
mer betrigt die Fliche eines GroBquadrates die definierte Fliche von Imm? und einer
Tiefe von 0,Imm. Ein Grof3quadrat, bestehend aus 16 Kleinquadraten, ergibt bei der Aus-

zidhlung der Zellsuspension eine Zelldichte, die sich nach folgender Formel berechnet:
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Zellzahl pro Milliliter = Zellen pro GroBquadrat x 10000 x F)

F, steht fiir einen eventuell zu beriicksichtigenden Verdiinnungsfaktor. Fiir eine korrekte

Zellzahl-Bestimmung wurden mindestens 2 Gro3quadrate ausgezihlt.

2.2.2.4 Steriles Einfrieren von Zellen

Annidhernd konfluent gewachsene Zellen wurden wie zum passagieren gewaschen, vom
Kulturgefdl abgelost und in serumhaltigen Medium resuspendiert. Es erfolgte eine Sedi-
mentierung bei 300x g und 4°C fiir 5 Minuten. Der Uberstand wurde verworfen und das
entstandene Zellpellet in 1,5ml EFM-1 resuspendiert und fiir 10 Minuten auf Eis inku-
biert. AnschlieBend wurden unter schiitteln tropfenweise 1,5ml EFM-2 zugegeben. Von
der entstandenen Zellsuspension wurden jeweils 1ml in ein steriles Einfrierr6hrchen iiber-
fiihrt. Die Rohrchen wurden in einen isolierten Behilter gegeben und fiir 24h bei -80°C
eingefroren um ein langsames Einfrieren zu gewihrleisten. Die endgiiltige Lagerung er-
folgte bei -150°C.

2.2.2.5 Steriles Auftauen von Zellen

Zum Auftauen der Zellen wurden diese aus der -150°C entnommen und in ein 37°C Was-
serbad iiberfiihrt. Die so aufgetauten Zellen wurden in ein neues steriles Kulturgefal3 ge-
geben und 10ml vorgewidrmtes Medium dazu pippetiert. 12-16h spéter wurde das Medium

erneut gewechselt um nicht angewachsene Zellen und DMSO Reste zu entfernen.

2.2.2.6 Liposomen-vermittelte Transfektion

Das Prinzip der Liposomen-vermittelten Transfektion beruht auf der Verbindung von
negativ geladener DNA, welche an kationische Lipide gebunden wird. Es ensteht ein
Liposomen-DNA-Komplex, welcher mit der Zellmembran fusionieren kann. Die so in

die Zelle gelangte DNA wird anschlieBend im Zellkern abgelesen.

e Transfektion mittels METAFECTENE™
METAFECTENEe™ ist eine Kombination aus einem polykationischen Transfek-

tionsreagenz, welches mit einem neutralen Kolipid in liposomaler Form vorliegt.
Nach dem Eintritt in die Zelle ermdglicht ein spezieller ,,Endosome Buffering* Me-
chanismus und der von Biontex entwickelten RMA-Technologie (,,Repulsive Mem-
brane Acidolysis*) eine komplette Freilegung der transfizierten DNA als Grundlage

hoher Transkription. Fiir die Transfektion wurden am selben Tag 7 x 10* Zellen pro
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Vertiefung einer 24-well-Platte bzw. 7 x 10° pro Vertiefung einer 6-well-Platte aus-
gesiht. Die Transfektion erfolgte nach Herstellerangaben. Es wurden je nach Ansatz

zwischen 0,3 und 2ug DNA eingesetzt.

e Transfektion mittels FuGENE® HD

Fiir die Transfektion wurden am selben Tag 7 x 10* Zellen pro Vertiefung ei-

ner 24-well-Platte bzw. 7 x 10° pro Vertiefung einer 6-well-Platte ausgesiht. Die
Liposomen-DNA-Komplexbildung erfolgte in serumfreien OPTIMEM, die Trans-

fektion erfolgte nach Herstellerangaben.

2.2.2.7 Generierung stabil exprimierender Zell-Linien

Um quantitative Aussagen iiber das Verhalten verschiedener Zell-Linien gegeniiber &du-
Beren Einfliisse machen zu konnen, wurden Zellen bendtigt, die das gewiinschte Protein
stabil und gleichméBig exprimieren.

Hierbei wurde sich der Umstand zunutze gemacht, dall die generierten pcDNA3.1/V5-
His-NF-M Konstrukte eine Neomycin-Kassette enthalten. Dies erlaubte es, transfizierte
Zellen unter einem Selektionsdruck mit dem Antibiotikum G418 zu vermehren.

Fiir die Generierung wurden HEK 293 und SH-SY5Y Zellen in 6-well-Platten ausgesiht
und am selben Tag mittels FuGENE® HD transfiziert um eine méglichst hohe Effizienz
zu erzielen. Nach 48 Stunden wurde das Kulturmedium durch Selektionsmedium (jeweili-
ges Kulturmedium + G418) ersetzt. Als Selektionskontrolle dienten jeweils untransfizierte
Zellen. Wihrend der Selektionsdauer von ca. 2 Wochen wurde tiglich das Medium ge-
wechselt um tote Zellen zu entfernen und den Selektionsdruck aufrecht zu erhalten. Um
eine stabile dauerhafte Expression des Proteins zu iiberpriifen wurde jeweils ein Western-
Blot mit Ladekontrolle durchgefiihrt. Bei den in dieser Arbeit verwendeten stabilen Zellen

handelt es sich stets um polyklonale Zell-Linien mit ungefdhr gleichem Expressionslevel.

2.2.2.8 Behandlung

Die Zellen wurden mit verschiedenen Stressoren, Toxinen und Inhibitoren behandelt, in-
dem Stammlosungen in Kulturmedium zugegeben wurden und das bestehende Medium

dadurch ersetzt wurde.
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2.2.3 Biochemische Methoden
2.2.3.1 Western-Blotting

e Herstellung von Zellextrakten:

Fiir die Herstellung von Zellextrakten wurde das Medium einer Vertiefung einer
6-well-Platte abgesaugt und die Zellen mit 1ml kaltem PBS in ein 1,5ml Reakti-
onsgefil} tiberfiihrt. Die Zellen wurden bei 4°C und 1200rpm fiir 10 Minuten se-
dimentiert. Der Uberstand wurde verworfen. Zur Lyse wurden die Zellen in 15011
eiskaltem Lysepuffer (Puffer fiir die 16sliche Fraktion oder RIPA-Puffer) fiir min-
destens 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlieend erfolgte eine Zentrifugation
bei 13000rpm bei 4°C fiir 10 Minuten. Der Uberstand wurde abgenommen und bei
-20°C gelagert. Bei einer Auftrennung zwischen loslich und unldslicher Protein-
fraktion wurde zusitzlich das nach der Lyse entstandene Pellet in PBS/ 1% Triton-
X-100 bei 60°C fiir eine Stunde unter schiitteln lysiert.

e Proteinbestimmung nach Bradford:

Um eine definierte Menge an Protein fiir die anschlieBende SDS-PAGE zu erhalten
wurde der Proteingehalt der Zellextrakte nach der Methode von Bradford (1976)
bestimmt. Es handelt sich dabei um eine kolorimetrische Methode. Das Prinzip be-
ruht auf der Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliant G250 an Proteine, wobei
die Stirke der Bindung von der Art des Proteins abhingt. Das Absorptionsmaxi-
mum des Protein-Farbstoff-Komplexes kann photometrisch bei einer Wellenldnge
von 595nm gemessen werden, wobei ungebundener Farbstoff ein Absorptionsma-
ximum bei 465nm aufweist.

Die Proteinbestimmung erfolgte mit Hilfe des Bio-Rad Protein-Assays nach An-
gaben des Hersteller in 96-well-Mikrotiterplatten. Die Messung erfolgte an einem
ELISA-Reader.

e SDS-PAGE:
Die Auftrennung der Protein-Lysate erfolgte mit Hilfe der diskontinuierlichen Poly-
acrylamid-Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen. Es wurden 8-
10%i1ge Trenngele mit einem jeweils 4%igen Sammelgel verwendet.
Die aufzutrennenden Proteinextrakte wurden fiir die Verwendung eines 10-well-
Kammes auf 40ug bzw. 30ug bei einem 15-well-Kammes eingestellt und mit ei-
nem Volumen 2x Laemmli-Probenpuffer versetzt. Lysate aus der unloslichen Pro-

teinfraktion wurden mit 30ul 2x Laemmli-Probenpuffer versetzt und 30ul davon
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auf das Gel geladen. Die Auftrennung erfolgte in Laufpuffer bei einer konstanten
Stromstdrke von 25mA. Die Proteine wurden anchlieBend mittels Elektroblotting

auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert.

e Elektroblotting:
Die nach der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden nach dem Nasszell-Blotting-

Verfahren oder mit Hilfe des iBlot™ Dry Blotting Systems (Invitrogen) auf eine
Nitrocellulose-Membran transferiert. Fiir das Nasszell-Verfahren wurde folgender

Versuchsaufbau verwendet:

Schwamm

3x Gel-Blotting-Papier
Nitrocellulose-Membran
Gel

3x Gel-Blotting-Papier

Schwamm

Die zuvor mit Transferpuffer angefeuchteten Komponenten wurden in eine Kunst-
stoffhalterung eingebracht und in einer mit Transferpuffer gefiillten Kammer unter

Eiskiihlung und Riihren fiir 1 Stunde auf eine Spannung von 100V gesetzt.

Fiir das Trocken-Blotting-Verfahren mittels dem iBlot™ Dry Blotting Systems
wurde das Gel in die vorgefertigten iBlot™ Gel Transfer Stacks nach Herstelleran-
gaben iibertragen und anschlieend fiir 7 Minuten die Proteine bei einer Spannung
von 20V auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert.

Der Erfolg des Transfers wurde jeweils mittels einer Ponceau-S-Farbung iiberpriift.

2.2.3.2 Immunodetektion von Proteinen

Um unspezifische Bindungsstellen auf der Membran nach dem Transfer abzusittigen wur-
de diese, fiir 1 Stunde bei RT, in einer Blockierlosung geschwenkt. Nachfolgend wurde die
Membran im gewiinschten Primérantikorper in der entsprechenden Verdiinnung bei 4°C
tiber Nacht auf einem Rollentaumelmischer inkubiert. Unter schiitteln wurde die Mem-
bran 1x 5 Minuten mit TBS und 2x 5 Minuten mit TBS-T gewaschen, anschlieend erfolg-
te eine Inkubation mit dem passenden Sekundérantikorper (a-Maus 1:5000, o-Kaninchen
1:10000) fiir 1 Stunde bei RT. AbschlieBend wurde die Membran 1x 5 Minuten mit TBS-
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T und 2x mit TBS gewaschen. Die Detektion erfolgte mittels Homemade-ECL und durch

Exposition von Chemoluminiszenz-Filmen (Hyperfilm™ ECL; Amersham, Freiburg).

2.2.3.3 Stripping der Nitrocellulose-Membran

Primér- und Sekundérantikdrper konnen durch sogenanntes strippen von der Membran
entfernt werden. Dafiir wird diese zuerst ausgiebig in TBS-T gewaschen, anschlieBend
erfolgt eine Inkubation fiir 5 Minuten bei RT in Stripping-Puffer. Der extrem saure pH des
Puffers wird folgend mit Natronlauge auf einen neutralen pH eingestellt. Nach weiteren
intensiven Waschschritten in TBS konnte die Membran fiir weitere Immunodetektionen

verwendet werden.

2.2.3.4 Immunprazipitation

Um selektiv Proteine aus einem Gemisch Anzureichern wurde die Immunprizipitation
mit Hilfe des TALON® Metal Affinity Resin von BD Clontech (USA) durchgefiihrt.
Hierbei konnen Proteine mit einem Poly-His-tag angereichert werden. Das Prinzip der
Anreicherung basiert auf der Zusammensetzung der verwendeten Sepharose, an der iiber
einen vierzdhnigen Chelator 2-fach positiv geladene Cobalt-Ionen immobilisiert sind. Die
Histidin-Reste des Poly-His-tags bilden unter physiologischen pH Bedingungen eine ko-
ordinative Bindung zu dem Ubergangsmetall Cobalt aus.

Fiir die Immunprézipitation wurden zuerst Zellextrakte unter der Verwendung von RIPA-
Puffer und EDTA-freiem Phosphatase-Inhibitor hergestellt. Fiir eine Input-Kontrolle wur-
den 30ug entnommen und bei -20°C gelagert. Fiir jede Probe wurden 30ul 50%iges (w/v)
TALON® Metal Affinity Resin in RIPA-Puffer 5x gewaschen und anschlieBend auf das
Zellextrakt gegeben. Es erfolgte eine Inkubation bei 4°C iiber Nacht unter schiitteln. Die
Prizipitate wurden fiir 5 Minuten bei 4°C und 13000rpm zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Die Sepharose wurde 5x mit RIPA oder PBS gewaschen und anschlieBend
wurde der Komplex durch eine 10 miniitige Inkubation in 10u1 Elutionspuffer aufgebro-
chen. Die enstandene Losung wurde mit 2x Laemmli-Probenpuffer versetzt und auf ein
SDS-Gel geladen.

2.2.4 Zellbiologische Methoden
2.2.4.1 Immunzytochemie

Die Immunzytochemie ist eine Methode mit der man sowohl die Expression als auch die

subzelluldre Lokalisation von Proteinen in Zellen bestimmt. In dieser Arbeit wurde diese
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Moglichkeit fiir verschiedene Fragestellungen, wie zum Beispiel die Ausbildung des Fi-
lamentnetzwerkes oder das Aggregationsverhalten, genutzt. Es gibt zwei Optionen die zu
untersuchenden Proteine zu detektieren. Erstens durch fluoreszenz-markierte Antikorper
oder durch nicht-markierte Primérantikorper, an welche in einem zweiten Schritt entspre-
chende fluoreszenz-markierte Sekundérantikdrper gebunden werden. Es wurden bis zu
drei verschiedene Fluoreszenz-Farbstoffe genutzt. Die Detektion erfolgte an einem inver-
sen Fluoreszenzmikroskop.

Fiir die immunzytochemische Untersuchung wurden Deckglaschen (Cover-Slips) in einer
24-well-Platte fiir eine halbe Stunde bei 37°C mit einer Poly-L-Lysin-Losung beschichtet,
um ein spiteres Anheften der Zellen zu gewihrleisten. Die Losung wurde anschliefend
abgesaugt und die Deckglidschen getrocknet. Zur Sicherheit erfolgte ein Waschschritt mit
PBS um eventuelle Riickstiande zu entfernen, da Poly-L-Lysin einen toxischen Effekt auf
Zellen hat. In die so vorbereitete Platte wurden die Zellen in einer Dichte von 7x 10*
bis 1x 10° ausgesiht und fiir 48 Stunden kultiviert. Eventuelle Behandlungen erfolgten
16 Stunden vor der Fixierung, soweit nicht anders angegeben. Nach absaugen des Medi-
ums wurden die Zellen 1x mit PBS gewaschen und anschliefend mit 100%igem Aceton
fiir 5 Minuten bei -20°C fixiert und mit 100%igen Methanol fiir weitere 5 Minuten bei
-20°C permeabilisiert. Es folgte ein Waschschritt mit PBS, nach welchem die Zellen mit
einer 10% FBS in PBS Losung 30 Minuten bei RT inkubiert wurden, um unspezifische
Bindungsstellen abzusittigen. Die anschlieBende Inkubation mit dem Primérantikorper in
der entsprechenden Verdiinnung in 5% FBS in PBS erfolgte fiir 2 Stunden bei 37°C oder
optional bei 4°C iiber Nacht. Die Zellen wurden 3x mit PBS gewaschen und fiir 1 Stun-
de bei RT in einem addquaten fluoreszenz-markierten Sekundarantikdrper in 10% FBS
in PBS inkubiert. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33258 (DAPI) in einer Verdiinnung
von 1:10000 fiir weitere 20 Minuten bei RT angefidrbt. AnschlieBend wurden die Zellen
4x mit PBS und 1x mit HyOp;4.sr gewaschen. Fiir die mikroskopische Untersuchung wur-
den die Deckglédschen auf einen Objekttriager mit einem Tropfen Mowiol ,.eingedeckelt®.

Es erfolgte eine Trocknung iiber Nacht an einem lichtgeschiitzten Ort.

2.2.4.2 Apoptose/Nekrose-Assay mittels DurchfluBcytometrie

e Prinzip:
Mit Hilfe der Durchflucytometrie ist es moglich innerhalb kurzer Zeit grof3e Zell-
populationen auf ihre GroBe und Granularitit hin zu untersuchen. Um Analysen
tiber Zelltod-Mechanismen durchzufiihren steht eine grole Anzahl kommerzieller
Testsysteme zur Verfiigung. Im Rahmen dieser Arbeit wurden stabil exprimierende
HEK 293 und SH-SYSY Zellen unter dem Einflul verschiedener Stressoren auf ih-

re Zelltod-Mechanismen hin untersucht.
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— Apoptose-Assay mit Yo-Pro®-1:

Apoptose ist ein genau regulierter Mechanismus von Zelltod, welcher in der
Entwicklung vollig normal ist. Ist dieser Mechanismus allerdings gestort, kommt
es zu einer fehlgeleiteten Regulation, wie man es bei verschiedenen neuro-
degenerativen Erkrankungen feststellen kann. Apoptose zeichnet sich durch
spezielle morphologische und biochemische Verdnderungen aus. Dazu geho-
ren die Fragmentierung der DNA, Verlust der Assymetrie der Plasmamembran
und die Kondensation des Zytoplasmas und des Zellkerns. Das fritheste An-
zeichen fiir Apoptose ist der Verlust der Plasmamembran Assymetrie. Dieses
Merkmal wird genutzt um diese Zelle spezifisch mit dem Farbstoff Yo-Pro®-1

anzufirben.

— Nekrose-Assay mit Propidium Iodid (PI):

Nekrose unterscheidet sich von Apoptose morphologisch durch den komplet-
ten Verlust der Membranintegritit. In diesem Falle besteht die Moglichkeit
den DNA-bindenden Farbstoff PI einzusetzen. Dieser firbt ausschlieBlich ne-
krotische Zellen.

e Durchfiihrung:

Fiir die oben aufgefiihrten Messungen wurden jeweils stabil exprimierende HEK
293 oder SH-SY5Y Zellen in 6-well-Platten ausgesiht und fiir jeweils 48 Stunden
kultiviert. Eine Behandlung mit verschiedenen Stressoren erfolgte meist 16 Stunden
vor der Messung. Fiir die Analysen wurden die Zellen aus den Platten, zusammen
mit dem Medium, in ein FACS-R6hrchen tiberfiihrt und bei 4°C und 300xg sedi-
mentiert. Der Uberstand wurde vorsichtig mit Hilfe einer Pasteur-Pipette abgesaugt
und die Zellen 2x mit eiskaltem PBS gewaschen. Fiir die Firbung wurden pro Probe
500ul Losung angesetzt, (100nM Yo-Pro®-1 in PBS) und die Zellen fiir 15 Minu-
ten bei 37°C im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein Waschschritt und
die Zellen wurden fiir die Messung in 500ul PBS resuspendiert.

Die PI Firbung erfolgte entsprechend mit einer Gebrauchsverdiinnung von 501 g/ml
in PBS und einer 20miniitigen Inkubation bei 37°C. Die Analyse fiir beide Farbstof-
fe erfolgte an einem CyanADP Cytometer, DakoCytomation, Hamburg, mit einem

488nm Laser.
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e Auswertung:
Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programmes Summit v4.2. Die gates wurden
mit Hilfe einer negativ Kontrolle (ungefirbte, unbehandelte Zellen) gesetzt und nur
die Yo-Pro®-1 bzw. PI positiven Zellen ausgewertet. Es wurden jeweils insgesamt
mindestens 100.000 Zellen gemessen. Die statistische Auswertung erfolgte in Excel

mit Hilfe des Student’s t-Test um auf eventuelle signifikante Unterschiede zu testen.

2.2.4.3 Proteasomen-Assay mittels DurchfluBcytometrie

e Prinzip:

Fiir diesen Versuch standen monoklonale SH-SYSY Zellen zur Verfiigung, welche
GFP"-1 stabil exprimierten. Das von Bence und Kollegen 2001 publizierte GFP"-
System [150] dient als Nachweis einer Ubiquitin-Proteasomen-System (UPS) Hem-
mung. Bei diesem System handelt es sich um Reporter, bestehend aus einem kur-
zen CL1-Degron-Peptid, welches mit dem C-terminus des green fluorecent-protein
(GFP) fusioniert ist. Dieses Konstrukt wird im Gegensatz zu herkdmmlichen GFP
iber das Proteasom abgebaut und hat somit eine verkiirzte Halbwertszeit innerhalb
der Zelle von etwa 30 Minuten. Werden nun diese stabil exprimierenden Zellen zu-
sdtzlich transient mit einem Protein transfiziert, welches aggregiert und / oder tiber
das Proteasom abgebaut wird, kommt es zu einer Hemmung des UPS und dadurch
zu einer Akkumulation von GFP” innerhalb der Zelle. Diese Akkumulation kann
quantitativ iiber einen Anstieg der Fluoreszenz iiber FACS Analysen untersucht
werden. Ein Effekt auf das UPS kann zusitzlich durch Zugabe von Proteasomen-
Inhibitoren (MG132) induziert bzw. verstiarkt werden.

e Durchfiihrung:
Stabil exprimierende GFP* Zellen wurden in 6-well-Platten mit einer Dichte von 7x
103 ausgesiht und am selben Tag mittels FuGENE® HD mit je 2ug NF-M Plasmid-
DNA transfiziert. Eine eventuelle Behandlung mit MG132 erfolgte 36 Stunden spi-
ter. 48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen gemeinsam mit dem Me-
dium in ein FACS-Roéhrchen iiberfiihrt. Die Zellen wurden bei 300xg bei 4°C sedi-
mentiert und anschlieBend 2x mit kaltem PBS gewaschen. Die Messung erfolgte an
einem CyanADP Cytometers der Firma DakoCytomation. Die EGFP-Fluoreszenz
wurde im FITC-Kanal gemessen und mit Hilfe untransfizierter Zellen eingestellt.
Fiir die Messung wurden insgesamt mehr als 100.000 Zellen gemessen. Um eine
effiziente Transfektion von NF-M mit den Messergebnisse in Zusammenhang zu

bringen, wurden fiir jeden Versuchsansatz von einem Teil der Zellen Proteinextrak-
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te hergestellt und auf einem Western-Blot nachgewiesen.

e Auswertung:
Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms Summit v4.2, von DakoCyto-
mation. Durch das AusschluBprinzip wurden gates gesetzt in welchen die GFP-
positiven Zellen im Verhiltnis der Gesamt-Zellzahl dargestellt wurden. Eine an-
schlieBende statistische Auswertung erfolgte mittels Excel mit Hilfe des Student’s

t-Test um auf eventuelle signifikante Unterschiede zu testen.

2.2.4.4 Bestimmung des Steady-State-Levels von NF-M

e Prinzip:

Da die NF-M zugrunde liegenden Abbaumechanismen noch nicht vollstindig ge-
klart sind und um eventuelle Unterschiede zwischen physiologischem und mutierten
NF-M zu analysieren, wurden verschiedene Versuche zur Bestimmung des Steady-
State-Levels durchgefiihrt. Um sowohl Unterschiede in der Synthese- als auch in
der Abbaurate zu analysieren wurden diese Mechanismen durch Einsatz verschie-

denener Inhibitoren spezifisch geblockt.

— Cycloheximid (CHX):

Cycloheximid ist ein von Streptomyces griseus produziertes Antibiotikum. Es

inhibiert spezifisch in Eukaryonten die Translation und fiihrt somit zu einer In-
hibition der Protein-Synthese, was weiter zu einem Zellwachstums-Stop und
Zelltod fiihrt. CHX wurde eingesetzt um eventuelle Abweichungen in der Syn-

thesesrate von NF-M fest zustellen

— Z-Leu-Leu-Leu-al (MG132):

MG132 ist ein hochpotenter, membran-permeabler Proteasomen-Inhibitor. Durch

die proteasomale Hemmung wird die Akkumulation von mRNA von Hitze-
schock Proteinen und deren Aktivierung induziert. Eine weitere Folge ist die
Aktivierung der JNK-1, welche zum einen Apoptose als Antwort auf Stress

induziert, zum anderen man davon ausgeht, daf3 sie NF-M phosphoryliert.

— Bafilomycin Al:

Bafilomycin A1l inhibiert spezifisch die vakuoldre H"-ATPase zu einem sehr

frithen Zeitpunkt der Ansiduerung von Endosomen. Ohne eine vakuolédre An-
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sduerung kommt es zu einer Hemmung der Aktivierung der Proreasen. Bafi-

lomycin Al dient somit zur Hemmung der Autophagy.

— Z-Val-Phe-CHO (MDL 28170):
MDL 28170 ist ein spezifischer und zellpermeabler Inhibitor fiir Calpain I und

IT und fiir y-Secretase. MDL 28170 diente zur Hemmung des moglichen Ab-
baus von NF-M durch pCalpain und mCalpain

e Durchfiihrung:
Fiir die Analysen wurden jeweils stabil exprimierende SH-SYSY Zellen in 6-well-
Platten ausgesiht und fiir jeweils 48 Stunden darin kultiviert. Eine Behandlung mit
den verschiedenen Inhibitoren erfolgte in entsprechender Verdiinnung fiir jeweils 3,
6, 16 und 24 Stunden. Als Kontrolle wurde jeweils ein well unbehandelter Zellen
mitgefiihrt. Die Lyse erfolgte mit RIPA-Puffer und anschlieBender Proteinbestim-
mung. Die Proben wurden auf ein 8%iges SDS-Gel aufgetragen und aufgetrennt.

Es erfolgte eine Standard Western-Blot Prozedur.

e Auswertung:
Fiir die Auswertung wurden die Nitrocellulose Membranen auf der Hohe der 70kDa
Banden horizontal durchgeschnitten und die Teile in &¢-V5- oder a-Actin-Primiér-
Antikorper inkubiert. Nach erfolgter Chemolumineszenz-Detektion wurden die Ront-
genfilme mit Hilfe eines herkdmmlichen Scanner digitalisiert. Die Auswertung er-
folgte durch densitometrisches Ausmessen der Banden mit dem AlphaEaseFC 4.0
Programmes. Die Werte wurden gegen den Actin-Wert abgeglichen (Ladekontrolle)
und in Excel mit Hilfe des Student’s t-Test auf eventuelle signifikante Unterschiede

getestet.

2.2.5 Statistik

Fiir alle statistischen Auswertungen in dieser Arbeit wurde Excel (Microsoft) verwen-
det. Aus den Daten von jeweils mindestens drei unabhingigen Versuchen wurde zuerst
der Mittelwert ermittelt. AnschlieBend wurden sowohl der Standardfehler als auch der

,,standard error of mean* (SEM) berechnet. Um die Ergebnisse auf eine Signifikanz hin

56



Material und Methoden Methoden

zu iiberpriifen wurde der Student’s t-Test angewandt, dieser erfolgte zweiseitig nach dem

Typ 3. Eine Signifikanz wurde bis zu einem t < 0,05 angenommen.
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3 Ergebnisse

Mutationen in den verschiedenen Neurofilament Untereinheiten (L und H) konnten bereits
neurodegenerativen Erkrankungen zugeordnet werden. Den Ursachen der Erkrankungen
konnten meist Fehlfunktionen der Untereinheiten zugeschrieben werden, wie zum Bei-
spiel tibermifBige Phosphorylierung, Aggregation oder fehlende Filamentbildung. In Vor-
arbeiten von Kriiger und Kollegen konnten zwei bisher unbekannte Mutationen in der
Neurofilament-M Untereinheit bei Parkinson Patienten identifiziert werden. Beide befin-
den sich in zwischen verschiedenen Spezies hoch konservierten Doménen (siehe Abb.
3.1). Zuvor wurde bereits eine Mutation von Lavedan und Kollegen beschrieben. In der
vorliegenden Arbeit wurden diese Mutationen mit Blick auf eine mogliche Bedeutung fiir
die Pathogenese der Parkinson Krankheit funktionell durch ektope Uberexpression des
mutierten Proteins im Zellkulturmodell charakterisiert.

Die Pro725GIn Mutation konnte bei einem sporadischen Parkinson Patienten und seinem
nicht-betroffenen dizygoten Zwillingsbruder nachgewiesen werden. Der 64-jidhrige Pa-
tient zeigte erste Symptome mit 51 Jahren und sprach gut auf eine Levodopa-Therapie
an. Die Familienanamnese war negativ (5 Geschwister und 4 Kinder). Dieser Basenaus-
tausch von C zu A konnte in einer Kontrolle von 472 Chromosomen gesunder Probanden
nicht gefunden werden. Ein anderer Patient mit familidrer Parkinson Erkrankung wies
eine 3bp umfassende Deletion an Basenpaar-Position 2485 auf. Die Deletion fiihrt auf
Aminosiureebene zu einer Deletion von Valin an Position 829 ohne Leserahmenverschie-
bung. Die Deletion konnte bei keiner gesunden Kontrollperson gefunden werden, aller-
dings ko-seggregierte sie in der Untersuchung des ebenfalls betroffenen Sohns des Index-
patienten nicht in der betroffenen Familie. Die von Lavedan und Kollegen identifizierte
Gly336Ser Mutation konnte bei dieser Untersuchung bei keinem deutschen Parkinson-
Patienten nachgewiesen werden und wurde als weitere PK-assoziierte NF-M Mutation in

dieser Arbeit mitgefiihrt.
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Abbildung 3.1: Alignment der Aminosdurensequenzen der verschiedenen Spezies an der
jeweiligen Stelle der gefundenen Mutationen. Es zeigt, dal die Mutatio-
nen in hoch konservierten Doménen des Proteins sind. [143]

3.1 Uberexpression von NF-M-GFP / NF-M-V5/His
Fusionsprotein in HEK 293 und SH-SY5Y-Zellen

In dieser Arbeit wurden je nach zu untersuchender Fragestellung zwei verschiedenen Ex-
pressionskonstrukte verwendet. Die Konstrukte beinhalteten NF-M WT / Mut mit jeweils
einem fusionierten C-terminalen GFP- oder V5/His-fag. Fiir Fragestellungen der zellula-
ren Lokalisation bzw. des Transports wurden Konstrukte mit einem EGFP-tag verwendet,
da diese direkt in lebenden Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie beobachtet werden
konnten. Fiir verschiedene Espressionsanalysen wurden Konstrukte mit einem V5/His-
tag verwendet.

Zuerst wurden die verschiedenen Konstrukte hinsichtlich ihrer Expression in HEK 293-
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Zellen getestet. Die Zellen wurden dazu fiir 48 Stunden mit den jeweiligen Konstrukten
transifiziert und anschlieBend lysiert. Es erfolgten Western-Blot-Analysen, der Nachweis
erfolgte iiber Antikorper gegen den jeweiligen tag. Es konnte gezeigt werden, dafl alle
Konstrukte gleich gut in HEK 293-Zellen exprimiert werden. Auffallend bei der Expres-
sion der unterschiedlichen Konstrukte war, daf3 die NF-M-EGFP Konstrukte im Western-
Blot eine distinkte Bande bei ca. 160kDa zeigten (siehe Abb. 3.2). Dies entspricht der
aus der Literatur zu erwartenden GroB3e der NF-M und GFP Peptide. Alle Konstrukte mit
V5/His-tag hingegen zeigten je 2 Doppelbanden bei ca. 140kDa und 120 kDa. Dieses
Phénomen konnte verschiedenen Stufen der Phosphorylierung der jeweiligen Konstrukte
entsprechen, und die Proteine je nach Phosphorylierungsgrad unterschiedliche Banden er-
geben. Ebenfalls kommen Abbauprodukte des V5/His markierten Konstrukts als Ursache

in Frage.

Expressionanalyse EGFP-Fusionsprotein Abbildung 3.2: Fiir die Expressionsanalyse

der NF-M-EGFP Konstruk-

< g te wurden HEK 293-Zellen
QQ \0 QO
& & E S ausgesiht und fiir 48 Stun-
250kDA—= P den mit je 2ug Plasmid-DNA
150kDA— L

transfiziert. Die Lysate wur-

den mit einem Triton-Puffer
‘ a-Actin hergestellt und stellen somit

die 16sliche Fraktion dar.

Fiir die Generierung stabil exprimierender Zellen wurden jeweils HEK 293- und SH-
SY5Y-Zellen mit dem V5/His-tag-Konstrukt transfiziert und nach 48 Stunden einem Se-
lektionsdruck durch G418 ausgesetzt. Die Selektion erfolgte tiber 2 Wochen und der Er-
folg der Expression wurde ebenfalls iiber Western-Blot-Analysen bestitigt (siche Abb.
3.3).
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Abbildung 3.3: Um den Erfolg der Transfektion und der Selektion durch G418 zu tes-
ten wurden nach ca. 2 Wochen Lysate der Zellen hergestellt und mittels
Western-Blot analysiert.

3.2 Rekonstitution des Filamentnetzwerkes

Die Differenzierung von Neuroblasten zu Neuronen wird durch die zeitlich bestimmte
Expression von Zytoskelettproteinen bestimmt. Diese sind im speziellen fiir die mor-
phologische Verdnderung, Verldngerung der Axone und Dendriten, zustindig. Die Re-
gulation von Zytoskelettproteinen im besonderen von Intermedidrfilamenten wihrend der
Entwicklung ist eindeutig beschrieben. Das erste in Neuroblasten exprimierte Protein ist
Nestin, welches spéter durch Vimentin ersetzt wird. Neuronen-spezifische Intermediérfi-
lamente werden in post-mitotischen Zellen exprimiert. Zuerst o.-Internexin, gefolgt von
den Neurofilament-Untereinheiten L, M und H [151].

Um funktionelle Aussagen iiber die Ausbildung von Filamentnetzwerken machen zu kon-
nen wurden SW13~ Zellen gewihlt. Diese Zellen eigenen sich besonders, da keinerlei
Intermedidrfilamente endogen exprimiert werden. Fiir die Analyse der Filament-Bildung
wurde physiologisches NF-L mit Wildtyp oder mutiertem NF-M ko-transfiziert. Als Kon-
trolle wurden sowohl NF-L als auch NF-M einzeln iiberexprimiert. Wie in der Literatur
beschrieben, konnten beobachtet werden, da3 NF-L in vitro in der Lage ist Filamente
auszubilden, was die Fihigkeit zur Homodimerbildung voraussetzt (siche Abb. 3.4). Die
Transfektion von SW13™ erwies sich als duflerst komplex, und bedurfte einer aufwendi-
gen Etablierungsphase. Hierfiir wurden Zellen in verschiedenen Konzentrationen ausge-
siht und mittels verschiedener Transfektionsreagenzien (FuGENE®, METAFECTENE™,
Ca-lzium-Phosphat) transfiziert. Sowohl die eingesetzte DNA Menge als auch die Verhilt-

nisse von DNA zu Transfektionsreagenz wurden dabei variiert. Eine akzeptable Transfek-
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tionseffizienz (ca. 10%) konnte nur mit FuGENE®6 erreicht werden.

a-NF-L DAPI Uberlagerung

Abbildung 3.4: Ausbildung des Filamentnetzwerkes in SW13~ Zellen bei Transfektion
von physiologischem NF-L. Es konnte die in der Literatur beschriebe-
ne Filamentausbilung als Hinweis auf eine Homodimerbildung bestitigt
werden.

a-eGFP DAPI Uberlagerung

Abbildung 3.5: Fixationsartefakte wie dieses entstehen bei einer Einzeltransfektion mit
NF-M und der Fixierung mittels PFA. Bei einer Methanolfixierung enste-
hen diese Strukturen nicht, es kommt zu einer zytoplasmatischen Anfér-
bung.

Die einzelne Expresssion der NF-M Konstrukte fiihrte je nach Fixationsart, entweder zu
einer zytosolischen Verteilung (Methanol) oder zu Organellen-dhnlichen (PFA) Struktu-
ren (sieche Abb. 3.5). Letztere konnten nach Ko-Immunfiarbungen mit Organellen-spe-
zifischen Antikorpern, gegen das endoplasmatische Retikulum (a-PDI) und Mitochon-
drien (Mitotracker), als Artefakt identifiziert werden. Es konnte keine Ko-Lokalisation
gezeigt werden. Eine Filamentbildung konnte in beiden Fillen nicht beobachtet werden.
Eine Ko-Expression beider Untereinheiten, NF-L und NF-M, fiihrten zu einer deutlichen

und vollstdndigen Filamentbildung (siehe Abb. 3.6). Es konnte gezeigt werden, dal} alle

62



Ergebnisse Rekonstitution des Filamentnetzwerkes

Mutationen in gleichem Mafle in der Lage sind Filamentnetzwerke auszubilden wie der

WT. Die Filamentbildung ist Grundvoraussetzung fiir einen korrekten Transport.

a-EGFP a-NF-L DAPI Uberlagerung

. . . J
| ’

Abbildung 3.6: Ausbildung des Filamentnetzwerkes in SWI13~ Zellen unter Ko-
Transfektion von physiologischem NF-L und NF-M WT respektive Mu-
tationen fiir 48 Stunden. Fiir alle NF-M Varianten konnte gezeigt werden,
daB eine Filamentbildung ohne sichtbare Unterschiede erfolgte.

Wt — NF-M

delGTT - NF-M C2002A - NF-M

G1038A — NF-M
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3.3 Transport

Ein wichtiger Anhaltspunkt auf die Entstehung Neurofilament-bedingter Erkrankungen
ist ein normaler bzw. gestorter Transport der Filamente aus dem Zytosol der Neuronen
in und entlang der Axone. Um eventuelle Storungen im Transport von Neurofilament zu
beobachten wurden CAD Zellen gewihlt. Diese Zellen entstanden aus einer katechola-
minergen Zell-Linie, Cath.a. CAD-Zellen sind eine Variante von Cath.a-Zellen, welche
reversibel morphologisch zu Neuronen-dhnlichen Zellen ausdifferenziert werden konnen.
Diese Ausdifferenzierung erfolgt durch Serumentzug, was zu einem Teilungsstop und der
Ausbildung langer, axondhnlicher Fortsitze fiihrt. CAD-Zellen weisen sowohl bioche-
misch als auch morphologisch Charakteristika von primiren Neuronen aus, was sie zu
einem etablierten Modell des Studiums des axonalen Transports macht [152].

Perez-Olle und Kollegen zeigten fiir die Gly336Ser Variante, da3 sowohl das WT Prote-
in als auch das mutierte einem normalen axonalen Transport in CAD-Zellen unterliegen
[149]. Weiterhin konnte diese Gruppe zeigen, dall im Falle des Transports der fusionierte
EGFP-tag keinen Einfluf auf die biochemischen Eigenschaften von NF-M hat. Fiir die
Analyse des Transports wurden CAD-Zellen fiir 96 Stunden in serumfreien F12 Medium
auf Deckglédschen ausdifferenziert und anschlieBend transfiziert. Im Rahmen der Vorarbei-
ten wurde ein Transfektionsprotokoll fiir CAD Zellen etabliert. Eine Transfektion konnte
nur mittels FuGENE®HD erreicht werden, mit einer eingeschrinkten Effizienz von ca.
5%. Bei der Verwendung von METAFECTENE™ konnte keine Transfektion nachge-
wiesen werden. Die klassische Calzium-Phosphat-Transketionsmethode fiihrte zu einem
Absterben der Zellen. Da eine kontinuierliche Beobachtung des Transports in lebenden
Zellen technisch nicht méglich war, wurden die Zellen zu verschieden Zeiten nach der
Transfektion fixiert und mikroskopiert. Sowohl das WT als auch das mutierte NFM Pro-
tein wurden zu den verschiedenen Zeitpunkten in derselben Entfernung zum Soma gefun-
den. Diese statische Betrachtungsweise kann allerdings nicht zeigen ob sich die einzelnen
Varianten in einem antero- oder retrograden Zustand des Transports befinden. Nach einer
Expressionszeit von 48 Stunden konnte eine Anreicherung von NF-M an den Ausldufern
(,,Tips*) der Zellen beobachtet werden (siehe Abb. 3.7), daraus kann man schlieen, daf3
alle Varianten nach 48 Stunden axonal iiber die gesamte Strecke transportiert werden kon-

nen.
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Abbildung 3.7: Ausdifferenzierte CAD-Zellen wurden fiir 48 Stunden transfiziert und an-
schlieBend fixiert. Es konnte weder zu diesem, noch zu einem fritheren
Zeitpunkt der Fixierung Unterschiede im Transportverhalten von NF-M
WT oder den Mutationen gefunden werden.
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3.4 Steady-state /| Degradation

In der Literatur werden verschiedene Abbaumechanismen fiir Neurofilament Proteine be-
schrieben. Erste Hinweise zu einem moglichen Mechanismus gaben ubiquitinierte Neuro-
filament-Aggregate in Lewy Korpern in Gehirnen von Parkinson-Patienten. Neurofila-
ment Ubiquitinierung wurde bereits direkt durch Western-Blot-Analysen [82] und indi-
rekt iiber proteasomale Hemmung mit anschlieBender Aggregation [153] gezeigt. Cal-
pain ist eine Calcium-abhéngige Protease, welche mehrfach in der Literatur beschrieben
wird Neurofilamente zu degradieren [154, 94, 155, 76, 156]. Calpaine sind nur bedingt
spezifisch und haben eine limitierte Abbaurate, man geht davon aus, daf} dies zu einer
Regulierung der Neurofilament-Homoostase beitrigt. Autophagie stellt den zweit wich-
tigsten Abbauweg von Proteinen und Organellen in der Zelle. Neueste Untersuchungen
zeigen den Zusammenhang zwischen UPS und Autophagie [81]. Autophagie stellt den
Hauptabbauweg von langlebigen Proteinen, Zytoskelettbestandteilen und Organellen dar.
Eine Hemmung der Autophagie bei Miusen fiihrt zu neurodegenerativen Erkrankungen
[91, 92]. Weiterhin wurde beschrieben, dall Protein-Aggregate dulerst effektiv iiber Au-
tophagie abgebaut werden konnen [85, 157, 158].

Um Hinweise auf die Abbaurate von NF-M zu erhalten wurde zunichst die Neu-Synthese
inhibiert um mogliche Unterschiede zu erkennen. Die Neusynthese wurde durch Cyclo-
heximid, einem Translationsinhibitor, gechemmt und die Proteinmenge mittels Western-
Blot analysiert. Die Hemmung mittels Cycloheximid erfolgte fiir 4, 16 und 24 Stunden.
Anschlieend wurden die Zellen lysiert und jeweils gleiche Proteinmengen auf ein SDS-
Gel aufgetragen. Die Western-Blot-Analysen wurden digital densitometrisch ausgewertet.
Der Bezugspunkt war jeweils der unbehandelte Wert, welcher auf 1 gesetzt wurde. Es gab
Hinweise, da3 die Abbaurate fiir die C2002A-Variante schneller und auch in einem er-
hohten Ausmal} gegeniiber dem WT statt findet. Bei einer Signifikanzbestimmung mittels
Student“s-t-Test konnte eine Signifikanz fiir die C2002A-Variante errechnet werden. Ei-
ne Hemmung der Proteinsynthese scheint in dem beobachteten Zeitraum sowohl auf die
Protein-Menge von delGTT- als auch die G1038 A-Variante kaum einen Einflul zu haben
(siche Abb. 3.8). Diese Ergebnisse lielen vermuten, dal moglicherweise verschiedene
Abbaukinetiken oder -mechanismen zugrunde liegen. Aus diesem Grund wurden Versu-

che zur Analyse verschiedener Abbauwege durchgefiihrt.
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Abbildung 3.8: Die im Diagramm dargestellten Werte beziehen sich auf densitometri-
sche Auswertungen der Western-Blot-Analysen beziiglich der Abbauge-
schwindigkeit von Neurofilament. Fiir diese Analyse wurden die stabil
exprimierenden SH-SY5Y-Zellen mit dem Proteinneusynthese Inhibitor
Cycloheximid fiir jeweils 4, 16 und 24 Stunden behandelt und anschlie-
Bend die Proteinmengen mittels Western-Blot bestimmt. Fiir die C2002A-
Variante konnte eine statistisch signifikante Abnahme der Proteinmenge
nach 24 Stunden gezeigt werden.

Um mogliche Abbaumechanismen zu untersuchen wurden stabil NF-M exprimierende
SH-SY5Y-Zellen verschiedenen Inhibitoren ausgesetzt und mittels Western-Blot-Analysen
ausgewertet. Ziel war es unter der Hemmung der verschiedenen Abbauwege (UPS, Cal-
pain, Autophagie) einen Anstieg der Protein-Menge zu erhalten. Die Zellen wurden dafiir
in 6-well-Platten ausgesiht und fiir 48 Stunden kultiviert. Die jeweilige Hemmung er-
folgte fiir das UPS mit MG132 fiir 16 Stunden, Autophagie durch Bafilomycin Al fiir 4
Stunden und Calpain mittels MDL28170 fiir 6 Stunden. Die Dauer und die Konzentra-
tionen ergaben sich aus Literaturangaben und eigenen Vorversuchen fiir eine vollstindige
Hemmung des betreffenden Mechanismus. Insgesamt zeigt sich, da3 das WT NF-M Pro-
tein in einem groBeren Malle angereichert wird als die einzelnen Mutationen. Anhand
der groen Schwankungen konnte statistisch keine sichere Aussage iiber einen moglichen
Haupt- bzw. Nebenabbauweg gemacht werden (siche Abb. 3.9). Es gibt keine bevorzugte

Anreicherung der Proteinmenge unter einem der verschiedenen Inhibitoren, was darauf
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schlieBen 146t, daB alle 3 Abbauwege involviert sein konnen. Der im vorhergehenden Ver-
such gefundene Effekt des schnelleren Abbaus der C2002A-Variante konnte nicht weiter
ursidchlich geklart werden und ist moglicherweise auf eine erhohte Instabilitidt zuriick-
zufiihren. Da in der Literatur Hinweise zwischen dem NF-Abbau bzw. der NF-Stabilitét
und der Phosphorylierung dargestellt werden, Abbau zusammen mit Phosphorylierung
erwihnt wird, wurde im folgenden die Phosphorylierung mittels Western-Blot-Analysen

untersucht.

Steady state NF-M

250

delGIT G1038A

Abbildung 3.9: Densitometrische Auswertung der Western-Blot-Analysen nach der Hem-
mung der entsprechenden Abbaumechanismen. Die Werte der unbehan-
delten Zellen wurden jeweils auf 1 gesetzt.

3.5 Phosphorylierung

Man geht davon aus, da3 Neurofilamente zu den am stdrksten phosphorylierten Proteinen
im Gehirn und auch im gesamten Korper zéhlen. Die Phosphorylierung hat mehrere Funk-
tionen. Es wurde bereits gezeigt, da3 hyperphosphorylierte Neurofilamente Bestandteile
von sowohl Lewy-Korpern bei Parkinson als auch NFT’s bei Alzheimer sind. Dies sind
Hinweise auf eine fehlregulierte Phosphorylierung als Ursache der Aggregat-Bildung. In
wieweit diese libermiBige Phosphorylierung direkt als Ursache der Erkrankung gesehen

werden kann ist noch nicht aufgeklért.
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Zur quantitativen Charakterisierung der Phosphorylierung standen Antikorper zur Verfii-
gung, welche ausschlieBlich phosphoryliertes NF-M erkennen [41]. Es war somit méglich
den Grad der Phosphorylierung mit Hilfe von Western-Blot-Analysen zu untersuchen.
Fiir die Versuche wurden stabil exprimierende NF-M-V5/His SH-SY5Y-Zellen verwen-
det. Es wurden Zell-Lysate mittels RIPA-Puffer hergestellt und in Teilen davon das Neu-
rofilament iiber Talon angereichert. Die Anreicherung erfolgte, da in Vorversuchen mit
Proteinmengen von 30ug kein phosphoryliertes WT NF-M detektiert werden konnte (s.
Abb ??PhopsholP). NF-M wurde sowohl iiber einen Phospho-spezifischen- als auch iiber
einen V5-Antikorper nachgewiesen. Dabei wird die delGTT-Variante erheblich stirker
phosphoryliert als das WT Protein. Die C2002A-Variante wird augenscheinlich weniger
phosphoryliert und die G1038 A-Variante entspricht im Ausmal} der Phosphorylierung in
etwa dem WT (siehe Abb. 3.10). Dies konnte ein weiterer Hinweis auf eine Instabilitit
der C2002A-Variante durch eine verminderte Phosphorylierung sein. In wieweit Phos-
phorylierung mit dem Abbau von NF-M durch das Proteasom zusammenhingt sollte im
Folgenden mit Hilfe eines Degron-markierten Griin-fluoreszierenden Proteins (GFPu) ge-

klart werden.
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Abbildung 3.10: Stabil exprimierende SH-SYS5Y Zellen wurden mittels RIPA-Lysispuffer

lysiert und tiber Talon angereichert (Immunprizipitation / IP). NF-
M wurde jeweils mittels eines Phospho-spezifischen und eines VS5-
Antikorpers detektiert, dazwischen wurde derselbe Blot gestrippt um
Antikorperreste zu entfernen. Die delGTT-Variante fillt besonders durch
den erhohten Phosphorylierungsgrad auf.
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3.6 Proteasomen-Aktivitats-Assay

Um eine Hemmung des Protesomen-Ubiquitin-Systems zu analysieren eignet sich beson-
ders das von Bence et al. 2001 publizierte GFPu-System. Dabei handelt es sich um einen
Reporter, bestehend aus einem kurzen Degron (CL1), welches an den C-terminus eines
GFP-tags angebracht wurde. Mit Hilfe dieses Systems verkiirzt sich die Halbwertszeit des
GFP-Proteins auf 20-30 Minuten von urspriinglich mehr als 10 Stunden. GFPu kann iiber
einen Proteasomeninhibitor stabilisiert werden, was zu einer Anreicherung fithrt. Um den
EinfluB von NF-M auf das UPS zu analysieren standen polyklonale stabil exprimierende
HEK 293-Zellen und monoklonale stabil exprimierende SH-SYS5Y-Zellen zur Verfiigung.
Fiir die Analysen wurden diese Zellen mit NF-M transfiziert und fiir 48 Stunden kultiviert.
Zur Steigerung eines moglichen Effekts von NF-M auf das UPS wurde jeweils ein An-
satz mit dem Proteasomeninhibitor MG132 behandelt. Fiir die Analyse wurde die Hilf-
te der Zellen in ein FACS-Rohrchen iiberfiihrt und die andere Hilfte fiir Western-Blot-
Analysen mittels RIPA-Puffer lysiert . Bei der FACS Analyse wurden die GFP-positiven
Zellen gezihlt, was den Zellen mit einer proteasomalen Hemmung des GFPu-Abbaus
entsprach. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Summit Software von Dako Cytomati-
on. Die Western-Blot-Analysen dienten als Transfektionskontrolle, um die gleichméssige
Expression von NF-M zu iiberpriifen (sieche Abb. 3.12). Bereits die alleinige Expressi-
on von NF-M fiihrte zu einer je nach Variante (WT oder Mut) zu einer proteasomalen
Hemmung (siehe Abb. 3.11). Dabei fillt auf, da3 die delGTT-Variante, welche bereits bei
der Phosphorylierung Hinweise auf ein unphysiologisches Verhalten aufwies, eine signi-
fikante Hemmung des Proteasoms verursacht. Eine zusatzliche Hemmung des Proteasoms
durch MG132 in verschiedenen Konzentrationen und/oder Zeiten fiihrte zu keiner Modu-
lation der proteasomalen Funktion bei Zellen die das delGTT mutierte NF-M exprimieren.
Es kam stets zu einer vollstandigen Hemmung ohne differenzierbare Unterschiede zwi-
schen den einzelnen Mutationen und dem Wildtyp. Weiterhin konnte gezeigt werden, daf3
dieser Effekt sowohl in den verwendeten polyklonalen HEK293- als auch in den mo-
noklonalen SH-SYS5Y-Zellen beobachtet werden konnte. Weitere Aussagen iiber die Art
der Hemmung des Proteasoms sollten weitere Untersuchungen zum Aggregationsverhal-
ten von NF-M klédren. Von anderen mit der Parkinson-Krankheit assoziierten Proteinen
wie -Synuklein und Synphilin-1 ist ebenfalls ein Einfluss auf die Proteasomen-Funktion
bekannt, wobei fehlgefaltetes Protein hdufig in Form von Aggregaten im Zytoplasma aus-
fallt. Dies sollte aufgrund der Beobachtungen zur Proteasom-Funktion auch bei den ver-

schiedenen NF-Varianten analysiert werden
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Abbildung 3.11: Bereits die transiente Uberexpression von NF-M in stabil exprimieren-
den GFPu Zellen fiihrte zu einer Hemmung des Proteasoms. Fiir die
delGTT-Variante konnte statistisch eine Signifikanz errechnet werden (p
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< 0,05).
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Abbildung 3.12: Die erfolgreiche Transfektion mit gleichmissiger Expression von NF-
M in stabil exprimierenden GFPu Zellen wurde mittels Western-Blot-
Analysen bestitigt.
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3.7 Aggregationsverhalten

Die fiir Parkinson typischen Lewy-Korper dhneln sich stark in Struktur und Zusammen-
setzung den sogenannten Aggresomen. Sowohl LK’s als auch Aggresomen setzten sich
aus verschiedenen Proteinen zusammen. So enthalten beide beispielsweise Tubulin, Ubi-
quitin und Vimentin, welche sich als Marker dieser Strukturen eignen. In diesem Versuch
wurde zum einen geklirt in wieweit diese Marker sich in NF-M Aggregaten nachwei-
sen lassen und ob es Unterschiede zwischen dem WT und den Mutanten in Bezug auf
die Anzahl der Aggregate gibt. Hierfiir wurden stabil exprimierende HEK 293-Zellen
auf Deckglischen ausgesiht und fiir 48 Stunden kultiviert. Die stabile Uberepression der
verschiedenen NF-M Proteine fithrte in HEK293-Zellen zu keiner nachweisbaren Ag-
gregation. Um eine Aggregatbildung auszulosen wurde das Proteasom mit dem Inhibitor
MG132 gehemmt. Fiir die anschlieBenden Farbungen wurden stabil exprimierende HEK
293-Zellen auf Deckgldschen kultiviert und nach 32 Stunden fiir 16 Stunden mit 10uM
MG132 behandelt. Diese fiihrte zu einer vollstindigen Inhibition des Proteasoms. Die
Zellen wurden anschlieend mit Fluoreszenz-markierten Antikorpern gegen V5 (NF-M)
und Vimentin inkubiert und visualisiert. Wie man deutlich erkennen kann, ko-lokalisieren
NF-M und Vimentin sowohl im behandelten als auch im unbehandelten Zustand. Auffal-
lend ist die filamentose Struktur, welche den HEK 293-Zellen einen neuronalen Phéanotyp
verleiht. Es konnte gezeigt werden, daB} es sich bei den Aggregaten um sogenannte Aggre-
somen handelt, welche sich in ihrer typischen Weise an den Zellkern lagern (sieche Abb.
3.13).

Weiterhin sollte geklirt werden, ob es in der Zahl der Aggregate Unterschiede zwischen
dem WT und den Mutanten gibt. Dieselben Zellen, HEK293, wurden mit verschiede-
nen Konzentrationen von MG132 und fiir verschiedenen Zeitintervalle behandelt um ein
Zwischenstadium abzubilden, in welchem noch keine vollstindige Aggregation auftritt.
Wie im vorhergehenden Versuch gezeigt fiihrte eine Inkubation fiir 16 Stunden mit 10uM
MG132 zu einer vollstindigen Hemmung des Proteasoms. Geringere Konzentrationen an
MG132 fiir ebenfalls 16 Stunden zeigten gleichfalls eine vollstindige Hemmung. Sowohl
die Zeitintervalle als auch die Konzentration des Inhibitors wurden verringert. Als bester
Zeitpunkt ergab sich eine Behandlungsdauer von 6 Stunden bei einer Konzentration von
SuM. Bei diesem Ansatz wurden die Zellen mit Antikdrpern gegen V5 (NF-M), Ubiqui-
tin und einem speziellen Farbstoff fiir die Zellkerne gefarbt und visualisiert (siche Abb.
3.14). Fiir die Auswertung wurden Ubersichtsbilder in 20facher VergroBerung angefertigt
und anschlieend manuell ausgewertet. Pro Gesichtsfeld wurden zwischen 20 und 40 Zell-
kerne visualisiert. Fiir die Analyse wurden die Zellkerne sowie Aggregat-positive Zellen

gezihlt, wobei zwischen 100 und 300 Zellkerne gewertet wurden, was durchschnittlich ca.

73



Aggregationsverhalten Ergebnisse

a-GFP  a-Vimentin DAPI  Uberlagerung

C2002A

G1038A

+MG132

- AN
- AN
-
-

Abbildung 3.13: Sowohl der WT als auch die mutierten NFM Proteine ko-lokalisieren mit
Vimentin in unbehandeltem Zustand. Eine filamentdse Struktur fiihrt zu
einem neuronalen Phédnotypen der Zellen. Eine Behandlung mit MG132
fiir 16 Stunden in einer Konzentration von 10uM fiihrt zu einer vollstin-
digen Aggregation von NF-M und Vimentin
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10 Gesichstfeldern entsprach. Die Auswertung erfolgte unabhingig und geblindet durch
Frau Sabine Kautzmann, welche nicht in das Projekt involviert war. Weiterhin wurden die
Aggregate in Ubiquitin-positiv oder -negativ differenziert. Es konnte gezeigt werden, dal3
alle Mutationen weniger zu einer Aggregatbildung neigen als das Wildtyp Protein. Die
delGTT- und G1038A-Variante zeigten sogar eine statistisch signifikante (p<0,05) gerin-
gere Aggregatbildung. Weniger als die Hilfte aller Aggregate zeigte eine Ko-Lokalisation
von NF-M und Ubiquitin. In einigen Zellen kam es zu unabhingigen Aggregaten von
jeweils Ubiquitin und NF-M. Die G1038A-Variante zeigte ebenso eine statistisch signi-
fikante geringere Anzahl an Ubiquitin-positiven NF-M Aggregaten (sieche Abb. 3.15). In
Zusammenhang mit dem Aggregationsverhalten wurde weiterfiihrend die Loslichkeit von
NF-M untersucht.

a-Ubiquitin Uberlagerung

Wi-NF-M

@ L4
.

Abbildung 3.14: Ausschnitt der Ubersichtsbilder mit Aggregaten (Pfeil), welche zum Teil
auch ubiquitiniert sind.

C2002A-NF-M

delGTT-NF-M

G1038A-NF-M

75



Untersuchung des Loslichkeitsverhalten Ergebnisse

Neurdfilament Aggregate

0 NF-MAggregate
B NMUb +Aggregate
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Abbildung 3.15: Anzahl der NF-M Aggregate und Ubiquitin-positiven Aggregate.

3.8 Untersuchung des Ldslichkeitsverhalten

Eine besondere Eigenschaft von Neurofilamenten ist ihre Unldslichkeit in Puffer mit phy-
siologischen lonenstirke oder pH. Intermedidrfilamente sind vollig resistent gegeniiber
Puffern mit hoher Ionenstdrke oder Detergenzien wie Natriumchlorid oder Triton-X-100.
Die Ursache hierfiir ist das komplexe Zusammenspiel der sauren Rod-Doméne mit der
basischen Head-Démine. Entfernt man die Head-Domine 16sen sich die Filamente be-
reits unter physiologischen Bedingungen [159]. Neurofilament-Proteine, die sich in Form
von Intermedidrfilamenten anordnen und/oder aggregieren sind somit in der Triton-X-100
unldslichen Fraktion zu erwarten. Fiir die Analyse des Loslichkeitverhaltens im Vergleich
zwischen WT und den verschiedenen Mutationen wurden HEK 293-Zellen transient mit
sowohl GFP- als auch V5/His-NF-M transfiziert und fiir 48 Stunden exprimiert. Fiir die
Western-Blot-Analysen wurden aus den Zellen Proteinlysate fiir jeweils die unldsliche
und die 16sliche Fraktion hergestellt. Erste Versuche mit EGFP-tag-Konstrukten lie3en
Unterschiede im Loslichkeitsverhalten vermuten (siehe Abb. 3.16). Dieses liel sich je-
doch nicht bei der Verwendung der V5/His-tag-Konstrukte bestitigen, so da3 es sich um
ein durch das grofle Fusionsprotein bedingten Effekt handelt. Das Ergebnis 146t vermu-
ten, da} der EGFP-tag die Struktur von NF-M verindert und so Unterschiede zwischen
WT und Mutanten induziert. Eine densitometrische Auswertung der Western-Blots zeigte
eine leichte Verschiebung der Mutationen zur unldslichen Fraktion hin, wobei groB3e inter-

experimentelle Schwankungen keine Aussage iiber eine eventuelle Signifikanz zulieBen
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Untersuchung des Loslichkeitsverhalten
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Abbildung 3.16: Um das Loslichkeitsverhalten von NF-M zu testen wurden HEK 293-
Zellen mit dem NF-M-EGFP- (A) oder dem NF-M-V5/His- (B) Kon-
strukt transient transfiziert und fiir 48 Stunden exprimiert. Die Lysate
wurde mit Hilfe zwei verschiedener Puffersysteme in eine Losliche und
eine unlosliche Fraktion getrennt.

(siehe Abb. 3.16). In diesem Zusammenhang stellte sich die Frage, ob die 16sliche bzw.

die unlosliche Fraktion einen EinfluB auf die Toxizitdt haben konnten.

Léslichkeit NF-M-EGFP
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—
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Abbildung 3.17: Die densitometrische Auswertung der Western-Blots fiir die EGFP-
Konstrukte (siehe Abb. 3.16) ergab eine leichte Verschiebung der Mu-
tanten hin zur unloslichen Fraktion oder Tendenz der mutierten NF-M
verstarkt unlosliche Strukturen auszubilden.
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3.9 Zellvitalitat

In dieser Arbeit wurden stabil exprimierende HEK 293- und SH-SY5Y-Zellen auf ihre
Anfilligkeit gegeniiber duleren Stressoren und die involvierten Zelltodmechanismen un-
tersucht. Hierfiir wurden die Zellen mit dem proteasomalen Inhibitor MG132 und H,0,
als Ausloser fiir oxidativen Stress behandelt. Es erfolgte eine FACS Analyse mit spezifi-
schen Farbstoffen fiir apoptotischen und nekrotischen Zelltod.

Fiir die Nekrose-Assays wurden stabil exprimierende HEK 293-Zellen in 6-well-Platten
ausgesiht und fiir 24 Stunden kultiviert und fiir weitere 24 Stunden mit 200uM H,0,
behandelt. Fiir die Analyse wurden die Zellen in ein FACS Rohrchen iiberfiihrt, mit
Propidiom-Iodid gefirbt und anschlieend gemessen. Die Sensitivitdt der Messung wurde
so eingestellt, dal die unbehandelten Zellen einen Grund-Nekrosewert von ca. 20% auf-
wiesen. Es konnte gezeigt werden, da3 die delGTT-Variante statistisch Signifikant emp-
findlicher auf oxidativen Stress reagiert, im Vergleich zu WT und den beiden anderen
Mutanten (sieche Abb. 3.18).

Prazent nekratischer HEK 293 Zellen

O unbehandelt
B 200pM H202

G1038A

Abbildung 3.18: Es konnte gezeigt werden, da3 die delGTT-Variante empfindlicher auf
oxidativen Stress mit Nekrose reagiert als der WT.

Fiir die Apoptose-Assays wurden HEK 293-Zellen mit 10uM MG132 fiir 16 Stunden be-
handelt. Die Firbung erfolgte mit Yo-Pro®, einem spezifischen Apoptose-Farbstoff. Die
Sensitivitdt der Messung wurde in diesem Fall so eingestellt, da3 der WT einen Grund-

Apoptosewert von ca. 15% aufwies. Bereits die stabile Uberexpression der NF-M Mutan-
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ten zeigte einen signifikanten Effekt auf die Apoptose, so daBl bereits ohne Behandlung
eine erhohte Apoptose-Rate nachweisbar war. Eine zusitzliche Behandlug mit MG132

zeigte jeweils eine weitere Erhohung der Apoptose Rate (siehe Abb. 3.19).

@ unbeh.
3 10uM MG

WT C2002A delGTT G1038A

Abbildung 3.19: Es konnte gezeigt werden, daB eine stabile Uberexpression der NF-M
Mutanten zu einer signifikanten Steigerung der Apoptose fiihrte.

Um eine Aussage iiber die Auswirkung der NF-M Mutanten auf neuronale Zellen machen
zu konnen wurde derselbe Versuch mit stabil NF-M exprimierenden SH-SYS5Y-Zellen
durchgefiihrt. Auch hier konnte bereits ohne zusitzliche Inkubation mit Stressoren ei-
ne signifikante Steigerung des Anteils apoptotischer Zellen bei den NF-M Mutanten ge-
zeigt werden (siehe Abb. 3.20). Eine zusitzliche Behandlung mit MG 132 fiihrte zu einem
deutlichen Anstieg der apoptotischen Zellen, der allerdings bei allen untersuchten NF-

Proteinen @hnlich stark ausgeprigt war.
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Prazent apoptatischer SHSY5SY Zellen
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Abbildung 3.20: Es konnte gezeigt werden, daB eine stabile Uberexpression der NF-M
Mutanten zu einer signifikanten Steigerung der Apoptose fiihrte.
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4 Diskussion

Die wesentlichen der Parkinson Erkrankung zugrunde liegenden zelluldaren Veridnderun-
gen bestehen aus einem Absterben der dopaminergen Neurone in der SNpc und der Ak-
kumulation von Proteinen, den sogenannten Lewy-K&rpern. Dariiberhinaus ist jedoch in-
zwischen bekannt, dafl auch viele andere Bereiche des ZNS in unterschiedlichem Ausmaf
mitbetroffen sind [160]. Als Ursache fiir den Neuronenuntergang wurden aufgrund bio-
chemischer, pathologischer und genetischer Befunde bisher verschiedene Theorien dis-
kutiert. Im Mittelpunkt stehen das Ubiquitin-Proteasomen-System (UPS) und mitochon-
driale Verdnderungen, welche iiber eine Storung der mitochondrialen Energiegewinnung
der Zelle zu einer erhohten Anfilligkeit gegeniiber oxidativem Stress fiihren. Es konn-
te in einem Drosophila Modell gezeigt werden, dal Parkin knock-out zu morphologisch
verdnderten Mitochondrien fiihrt. Diese Verdnderungen fiihrten zu einer erhdhten Sus-
zeptibilitidt gegeniiber oxidativem Stress [161]. Bisher war Parkin im Zusammenhang mit
Storungen des UPS analysiert worden, wo es aufgrund seiner bekannten Funktion als E3-
Ligase untersucht wurde. Das Drosophila Modell zeigte erstmals eine wichtige mogliche
Verkniipfung von UPS und mitochondrialen Stérungen in der Pathogenese der Parkin-
son Krankheit. Mitochondriale Fehlfunktionen wurden ebenso bereits beim Menschen
durch Analyse von Thrombozyten, von an der Parkinson Krankheit leidenden Patienten
beschrieben [162, 163]. Diese Anfilligkeit gegeniiber oxidativen Stress, und in Kombina-
tion mit exogenen Toxinen, konnte eine Verbindung zu Neurodegeneration und der Apop-
tose von Neuronen in der SNpc sein [164]. Neben Parkin wurden noch weitere Gene iden-
tifiziert, in welchen Mutationen mitochondriale Funktionsstorungen verursachen konnen.
Dazu gehort PINK-1 eine Serin/Threonin Kinase, welche im Zellkern exprimiert und an-
schliefend in die Mitochondrien transportiert wird, wo sie protektiv gegeniiber oxidativem
Stress wirkt [165]. DJ-1, ein Sensor fiir oxidativen Stress, ist in mutierter Form ebenfalls
als Ursache einer erblichen Form der Parkinson Krankheit identifiziert worden. In der
Wildtyp Form oxidiert dieses unter oxidativem Stress in vitro und wird ins Mitochodrium
transloziert , was eine Protektion derer vermittelt [166]. Canet-Aviles und Kollegen konn-
ten zeigen, daf} die Verdnderung der Sulthydryl-Gruppe des Cysteins an Position 106 zu
einem dominant-negativen Effekt durch Verlust der Oxidierbarkeit fithrte. Dartiber hinaus

vermutet man, dal} loss-of-function Mutationen zu einer rezessiven Form von Parkinson
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fiihren. Ein erst kiirzlich identifiziertes Protein, welches dem PARK13 Lokus zugewie-
sen wurde, zeigt bei Parkinson Patienten Verdnderungen auf. Das Potein Omi/HtrA2 ist
ein mitochondriales Protein, welches nukleir kodiert ist und bei der zelluldren Stressant-
wort und der Mitochondrien-Homdostase beteiligt ist. Auch hier konnte in vitro gezeigt
werden, da} Zellen, welche das mutierte Protein {iberexprimieren, stirker auf oxidativen

Stress reagieren, als solche, die das Wildtyp Protein exprimieren [167].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht in wie weit die Parkinson assoziierten Mu-
tationen im Neurofilament-M Gen analog zu den beschriebenen Verdnderungen in den
anderen bei der Parkinson-Krankheit mutierten Proteinen zu einer erhdhten Suszeptibili-
tdt gegeniiber exogenen Stressoren fithren. Zu diesem Zweck wurde stabil NF-M expri-
mierende HEK 293-Zellen und SH-SY5Y-Zellen mit verschiedenen Stressoren behandelt
und mit Hilfe von FACS-Analysen hinsichtlich der Zelltodmechanismen Apoptose und
Nekrose untersucht. Es konnte gezeigt werden, daf} die Zellen, die die delGTT-Variante
in HEK 293-Zellen exprimieren unter dem Einfluf von oxidativem Stress, in Form ei-
ner HyO, Behandlung, signifikant empfindlicher reagierten als der Wildtyp, was zu ei-
ner erhohten Nekrose-Rate fiihrte. Die zuséitzlich untersuchten Mutationen (C2002A und
G1038A) zeigten unter diesen Bedingungen keine Auffélligkeiten. Um den Einflu von
proteasomalem Stress zu untersuchen wurden gleichfalls HEK 293-Zellen mit dem Pro-
teasomeninhibitor MG132, behandelt und mit Hilfe von FACS-Analysen untersucht. Es
konnte auch hier gezeigt werden, dafl die delGTT-Variante eine erhthte Apoptose-Rate im
Vergleich zum Wildtyp aufwies. Dabei zeigten hier die zusétzlich untersuchten Mutatio-
nen ebenfalls signifikante Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp nach der Behandlung.
Bereits ohne Einflul duBerer Stressoren zeigten alle Mutationen eine signifikant erhohte
Apoptose-Rate verglichen mit dem Wildtyp. Um diese Ergebnisse auf eine neurodegene-
rative Situation zu iibertragen wurden weiterfithrend stabil NF-M exprimierende neuro-
nale SH-SYS5Y-Zellen auf ihre Apoptose-Rate hin untersucht. Auch in diesem Fall konnte
gezeigt werden, daB bereits die stabile Uberexpression aller Mutanten zu einer signifi-
kant erhohten Apoptose-Rate fiihrten. Diese Ergebnisse beziiglich der Zellvitalitit zei-
gen, daB eine Uberexpression der bei Parkinson Patienten gefundenen Mutationen im NF-
M-Gen zu einer basal erhohten Apoptose-Rate in verschiedenen Zelltypen fithren. Unter
zusitzlichem oxidativen Stress reagieren die Zellen, welche die delGTT-Variante expri-
mierten mit einer gesteigerten Nekrose-Rate und somit zu einem Absterben der Zellen.
Wie bereits von Nguyen und Kollegen [66, 67] gezeigt wurde, sprechen diese Ergebnis-
se fiir einen protektiven Effekt von physiologischem NF-M. Wildtyp NF-M puffert unter
physiologischen Umstidnden oxidativen Stress iiber die phosphorylierten Lysin-Reste der
KSP-Wiederholungen in der fail-Doméne [71, 168].
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Aufgrund der oben beschriebenen festgestellten Zelltodmechanismen durch die Uberex-
pression mutierter NF-M Proteine in verschiedenen Zelltypen und der bisher bekannten
protektiven Rolle der NF-M Phosphorylierung, wurden diesbeziiglich weitere Analysen
durchgefiihrt. Post-translationelle Modifikationen, wie zum Beispiel Phosphorylierung
spielen bei neurodegenerativen Erkrankungen eine groe Rolle. Bei der Alzheimer Er-
krankung (AK) werden die spezifischen Protein-Ablagerung in Gehirnen von Patienten in
Plaques (extrazelluldr) und NFT’s (neurofibrillary tangles / intrazellulédr)) unterschieden.
Die fiir die AK typischen NFT in dystrophen Neuriten bestehen aus gepaarten helika-
len Filamenten (PHF) [160, 169, 170], welche zu einem Grofteil aus dem Mikrotubuli-
assoziierten Protein 7 bestehen. Dieses liegt in den NFT s in einer hyper-phosphorylierten
Form vor [171, 172, 173], es wird angenommen, dafl diese von der Norm abweichen-
de Phosphorylierung fiir die Aggregation verantwortlich ist. Verschiedene Kinasen kon-
nen in vivo T phosphorylieren [174, 175] und es ist bekannt, daB GSK3f und cdk-5
T auch in zelluldren Systemen phosphorylieren [176, 177]. Die hochste Aktivitit von
cdk-5 konnte in neuronalen Strukturen nachgewiesen werden [178, 131]. Cdk-5 spielt
weiterhin eine entscheidende Rolle bei der neuronalen Entwicklung, da gezeigt werden
konnte, da} cdk-5 knock-out Méuse nicht lebensfdhig sind [179]. Der Bezug zu Neu-
rofilament wird zum einen dadurch deutlich, da8 Epitope von phosphoryliertem NF-M
und NF-H sowohl in NFTs als auch in Lewy-Korpern nachgewiesen werden konnten,
und zum anderen, da gezeigt werden konnte, daB cdk-5 und GSK3p die tail-Doméne
von Neurofilament phosphoryliert [66, 131, 40]. Neben den bereits genannten Kinasen,
gibt es noch weitere, welche in der Lage sind Neurofilamente zu phosphorylieren, z. B.
ERK1, ERK2, INK1 und JNK3 [180, 181, 182, 183, 184]. Die einzelnen Kinasen setzen
an den verschiedenen Doménen an. Neben der protektiven Rolle von phosphorylierten
Neurofilamenten [168] ist eine bedeutende Funktion der fail-Doméanen, durch extensi-
ve Phosphorylierung, die Aufspreizung der Neurofilament-Enden. Dadurch kommt es zu
einer Verbreiterung des axonalen Durchmessers, was letztendlich zu einer erhohten Reiz-
leitungsgeschwindigkeit fiihrt. Die Hauptrolle bei dieser Funktion wird der Untereinheit
NF-M zugewiesen [105, 106]. Anhand der Auffilligkeiten der delGTT-Variante in den
Zellvitalitit-Analysen dieser Arbeit, wurde untersucht, inwieweit sich die beobachteten
Effekte auf eine differentielle Phosphorylierung zuriickfithren lassen. Es wurde mittels
Ko-Immunprézipitations-Analysen, mit Hilfe von Phospho-spezifischen Antikérpern, ge-
zeigt, dal} die delGTT-Variante eine stirkere Phosphorylierung im Vergleich zum Wild-
typ aufwies. Die zusitzlich untersuchten Mutanten zeigten diesbeziiglich keine bzw. nur
geringe Auffilligkeiten. Diese vom Wildtyp abweichende Phosphorylierung konnte ur-
sdchlich fiir die erhohte Apoptose-Rate und die erhohte Anfilligkeit gegeniiber oxidativen
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Stress sein. Nach der Theorie von Liu und Kollegen [16] scheint das Neurofilament in die-
ser hyper-phosphorylierten Form nicht mehr in der Lage zu sein, seine Aufgabe als Puffer
fiir fehlregulierte Kinasen/Phosphatasen korrekt zu erfiillen. Normalerweise werden die
einzelnen Neurofilament Untereinheiten erst nach dem Transport aus dem Zellsoma ins
Axon phosphoryliert. Eine zu frithe Phosphorylierung kann zur Aggregation und somit
zu einer mechanischen Blockade der Transportwege von Partikeln und Vesikeln ins Axon
fiihren [25, 18, 108]. In Proteinaggregaten sowohl bei Alzheimer- als auch bei Parkinson-
Patienten konnte hyperphosphoryliertes NF-M nachgewiesen werden [13]. Die Protein-
aggregation ist ein Hauptmerkmal verschiedenster neurodegenerativer Erkrankungen, wie
zum Beispiel Alzheimer, ALS, Parkinson und Charcot-Marie-Tooth [185, 186, 187, 188].
Ein wichtiger Bezug von Phosphorylierung und der Parkinson Krankheit zeigen Ergeb-
nisse verschiedener Forschungen an o-Synuclein. Fiir a.-Synuclein konnte gezeigt wer-
den, daB eine Phosphorylierung an Ser129 die Proteinaggregation fordert, moglicherweise
durch eine modulierte Interaktion mit Synphilin-1 [189, 190, 191, 192]. Die intrazyto-
plasmatische Ablagerung von zellulidren Proteinen in Aggregate verlduft iiber komplexe
Ubergangsstadien, wie oligomere und protofibrillire Strukturen. Man nimmt an, daf3 die
Aggregate als Endstadium protektiv sind, um die Zelle durch Sequestration vor schid-
lichen Zwischenstadien zu schiitzen [193]. Exemplarisch ist in diesem Zusammenhang
das o-Synuclein bei Parkinson gut untersucht, daB bei Uberexpression von mutiertem
a-Synuclein in Zellkultursystemen zu Zytotoxizitit fithrt [194, 195]. Dabei zeigen die-
se Zellen jedoch nur wenige Aggregate. Ko-Transfektionsanalysen von a-Synuclein und
Synphilin-1 zeigen zwar eine vermehrte Aggregatbildung [196], was jedoch zu einer ver-
besserten Zellvitalitit fithrt [197].

Um diesen Mechanismus an den hier analysierten Neurofilament-M Mutanten zu unter-
suchen, wurde das Aggregationsverhalten untersucht. Es konnte gezeigt werden, da} in
stabil NF-M exprimierenden HEK 293-Zellen ohne Behandlung die Neurofilament Unter-
einheit M mit Vimentin in filamentdsen Strukturen ko-lokalisiert. Unter dem Einfluf des
proteasomalen Inhibitors MG132 fiir insgesamt 16 Stunden in einer Konzentration von
10uM, kam es zu einer Aggregation von NF-M und Vimentin in Form von intrazytoplas-
matischen Einschliissen. Die Ko-Lokalisation von NF-M und Vimentin weist darauf hin,
daf} es sich hierbei um Aggresomen handelt [197]. Ziel war es mogliche Unterschiede im
Aggregationsverhalten zwischen Wildtyp und dem mutiertem NF-M zu erkennen. Hierfiir
wurden die Zellen einer geringeren Konzentration an MG132 fiir einen kiirzeren Zeitraum
ausgesetzt (SuM MG132 fiir 6 Stunden) um eine Aggregation auszuldosen, welche nicht
durch eine vollstandigen Inhibierung des Proteasoms ausgeldst wird. Die Auswertung er-

gab eine geringere Anzahl an Aggregaten bei allen Mutanten im Vergleich zum Wildtyp,
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was darauf hinweist, da3 die mutierten NF-M Proteine eine geringere Aggregationsten-
denz zeigen. Wie bereits oben beschrieben, sprechen diese Ergenbisse fiir eine protektive
Rolle der Aggregate und einer Zytotoxizitit der Vorlduferstadien. Die delGTT-Variante
zeigte eine signifikante Abweichung vom Wildtyp, wobei die G1038A-Variante die ge-
ringste Anzahl von Aggregaten aufwies. Neben der Ko-Lokalisation von NF-M und Vi-
mentin, gab die Firbung mit Ubiquitin Antikérpern weiteren Aufschluf3 iiber die Beschaf-
fenheit der Aggregate und die Definition als Aggresom. Es konnte gezeigt werden, dafl im
Schnitt weniger als die Hélfte aller Aggregate mit Ubiquitin ko-lokalisierten. Auch hier
zeigte die G1038A-Variante eine statistisch signifikant geringere Anzahl an Ubiquitin-
positiven Aggregaten. Insgesamt kann man aus diesen Ergebnissen schlieen, daf} die Ag-
gregatbildung auch im Falle von Neurofilament eine protektive Wirkung auf die Zelle hat.
Die Aggregatvorlidufer scheinen allerdings unterschiedlich in ihrem toxischen Potential.
Obwohl die G1038A-Variante nur sehr wenige Aggregate ausbildet, scheinen die Vorstu-
fen in den untersuchten Paradigmen einen weniger schidlichen Einflu§ auf die Zelle aus-
zuiiben, im Gegensatz zu der delGTT-Variante. Ein direkter Aussage iiber die protektive
Rolle von Aggregaten im Falle von Neurofilament ist nicht moglich, da bereits alle mu-
tierten NF-M Proteine bereits basal toxisch auf die Zellen wirken, ohne sichtbare Agrrega-
tion. Der geringere Anstieg der Apoptose nach MG132-Behandlung der stabil NF-M ex-
primierenden HEK293-Zellen spricht aber fiir einen moglichen kompensatorischen Effekt
durch Aggregation. Der Anstieg der Apoptose unter gleichen Bedingungen bei stabil NF-
M exprimierenden SH-SYS5Y-Zellen ist sehr viel hoher, was eventuell durch eine geringere
Kompensationsmdoglichkeit durch Aggregation in diesem Zellkulturmodell hervorgerufen
wird. Um genauere Aussage machen zu konnen, miissten Einzelzell-Analysen unter den
Bedingungen der Aggregationanalysen durchgefiihrt werden, hinsichtlich der prozentua-
len Verteilung von apoptotischen Aggregat-tragenden Zellen zu nicht-Aggregat-tragenden
Zellen. Da die Abbaumechanismen fiir Neurofilament noch nicht vollstiandig geklért sind,
konnten verschiedene gestorte Degradationswege eine Rolle spielen. Die gezeigte erhohte
Phosphorylierung der delGTT-Variante spiegelt sich in diesem Falle nicht in einer gestei-

gerten Aggregatbildung wider.

Uber die Abbauwege und die involvierten Mechanismen beziiglich Neurofilament ist bis-
her wenig bekannt. Drei Abbauwege, UPS, Autophagie und Calpain, werden in der Lite-
ratur als mogliche relevanten Degradations-Mechanismen erwihnt. Eine gestorte Funkti-
on des UPS ist bereits bekannt bei der Entstehung von Parkinson eine Rolle zu spielen.
Viele der bisher identifizierten Parkinson-assoziierten Proteine fiigen sich in einen Si-
gnalweg ein, in dessen Zentrum das Proteasom steht. Hinweise fiir eine Beteiligung von

Neurofilament Proteinen an diesem Signalweg gibt in der Literatur von Gou und Kolle-
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gen [82]. Diese fanden Hinweise auf eine Mono-Ubiquitinierung. Dennoch fehlen sichere
Hinweise fiir eine Bedeutung der 26S proteasomalen ubiquitin-abhédngigen Degradation
von Neurofilament M in vivo. Aber auch bei fehlendem Nachweis von ubiquitiniertem
NF-M kann ein Abbau iiber das 20S Proteasom von nicht-ubiquitiniertem Neurofilament
nicht ausgeschlossen werden kann. Hinweise iiber einen moglichen Abbau von Neuro-
filament mittels Calpain wurde in der Literatur 1985 von Kamakura und Kollegen [96]
erbracht und wurden in den letzten Jahren durch verschiedene Forschungsarbeiten unter-
stiitzt [154, 153, 77, 95, 94]. Man geht davon aus, da3 die Phosphorylierung der Neurofila-
mente vor einem vorzeigten Abbau auf dem Weg entlang des Axons schiitzend wirkt. Ei-
ne Dephosphorylierung durch die Phosphatase 2 A (PP2A) an den Axonenden macht die
Neurofilamente zuginglich fiir einen Abbau durch Calpain. Neuere Arbeiten konzentrie-
ren sich auf den Mechanismus der Autophagie als Abbaumechanismus fiir Aggregate bei
neurodegenerativen Erkrankungen. Es konnte in vitro und in vivo gezeigt werden, daf3 zum
Beispiel pathognomonische Huntingtin-, 7- und a-Synuclein-Aggregate iiber Autophagie
abgebaut werden konnen [84, 85, 86]. Die Autophagie gilt als zweit wichtigster Abbau-
weg in der Zelle, ist allerdings nicht so effizient wie das UPS. Um eine mogliche dif-
ferentielle Beteiligung der genannten Abbauwege bei der Neurofilament-Degradation zu
zeigen, wurden in dieser Arbeit stabil NF-M exprimierende SH-SY5Y-Zellen den jewei-
ligen spezifischen Inhibitoren ausgesetzt und die Protein-Menge anhand Western-Blot-
Analysen verglichen. Aufgrund der groBen Schwankungen bei verschiedenen Versuchen
konnte keine sichere Aussage iiber den moglichen Hauptabbauweg von Neurofilament
gemacht werden. Diese Methode scheint somit fiir eine aussagekréftige Analyse nicht ad-
dquat zu sein. In weiteren Analysen wurden Aussagen beziiglich der Halbwertszeit von
NF-M erzielt, indem die selben Zellen einem Protein-Synthese-Inhibitor ausgesetzt wur-
den. Es konnte gezeigt werden, dafl die C2002A-Variante signifikant schneller bzw. in
einem stirkeren Malle umgesetzt wird, als der Wildtyp oder die anderen zwei Mutanten.
Diese verkiirzte Halbwertszeit konnte allerdings nicht mit den verschiedenen Abbaume-

chanismen in Verbindung gesetzt werden.

Da eine Storung des UPS bei der Entstehung der Parkinson Erkrankung eine wichtige
Rolle spielt, wurden weitere Versuche unternommen, um zu untersuchen in wieweit Neu-
rofilament in dessen Signalweg eingreift. Ein etabliertes Modell zur in vitro Analyse der
proteasomalen Funktion in Zellkultur stellt das von Bence et al. 2001 publizierte GFPu-
System dar [150]. Dieses Modell bietet die Moglichkeit die Hemmung des Proteasoms
durch zusitzliche Protein-Expression oder durch Inhibitoren durch Einzelzellanalysen zu
untersuchen. Dabei macht man sich den Umstand zunutze, durch die Fusion eines kur-

zen Degron-tags an das urspriingliche GFP-Protein, die Halbwertszeit von GFP von 10
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Stunden auf ca. 20-30 Minuten verkiirzt. Unter dem Einflu von proteasomaler Hem-
mung kommt es zu einer Anreicherung des GFP-Proteins, welches anhand von FACS-
Analysen quantitativ gemessen werden kann. Bence und Kollegen konnten zeigen, daf3
Proteine, welche dafiir bekannt sind, daf sie zu vermehrter Aggregation neigen das Pro-
teasom hemmen und so zu einem Anstieg der GFP-Fluoreszenz in der Zelle fiihren. Die
Autoren gehen davon aus, daB dabei die Aggregate Ausdruck einer Uberlastung der Ka-
pazitdt des UPS sind [198] oder moglicherweise diese sogar direkt mit dem Proteasom
interagieren. Als Hinweis auf eine pathologische Sequestration von funktionellen pro-
teasomalen Bestandteilen konnte gezeigt werden, dafl verschiedene proteasomale Unter-
einheiten in unterschiedlichen Proteinaggregaten bei neurodegenerativen Erkrankungen
ko-lokalisieren [199, 200]. Jedoch konnte in dieser Arbeit keine vermehrte Aggregatbil-
dung unter dem EinfluB von mutiertem Neurofilament M detektiert werden, wobei eine
proteasomale Hemmung nicht zwangsldufig mit Aggregation einhergeht, letztere scheint
sekundir und wahrscheinlich sogar protektiv. Um die Auswirkungen der verschiedenen
NF-M Varianten auf das Proteasom zu untersuchen, standen sowohl polyklonale, stabil
GFPu exprimierende HEK 293-Zellen als auch monoklonal, stabil GFPu exprimierende
SH-SY5Y-Zellen zu Verfiigung. Die transiente Uberexpression der einzelnen Varianten
zeigte eine statistisch signifikante Hemmung des Proteasoms in Zellen, die die delGTT-
Variante exprimierten. Die zwei weiteren Mutanten entsprachen im Ausmall der proteaso-
malen Hemmung in etwa dem Wildtyp. Eine zusitzliche Behandlung mit MG132 konn-
te keine Modulation dieses Effektes erzeugen, und fiihrte bei allen Varianten zu einer
vollstindigen Hemmung des Proteasoms ohne noch Differenzen erkennen zu lassen. Die
nachgewiesene proteasomale Hemmung durch delGTT mutiertes Neurofilament steht also
bei Neurofilament in keinem direkten Zusammenhang zu der Art und Anzahl der Aggre-
gate. Die Hemmung des Proteasom scheint somit nicht durch aggregiertes Neurofilament
Protein zustande zu kommen. Die bisherigen Ergebnisse scheinen darauf hinzudeuten,
dafl die delGTT-Variante mit einer nur geringen Aggregationsneigung zu einer erhohten
Toxizitit und proteasomalen Hemmung fiihrt. Fiir eine genauere Aussage inwieweit proto-
fibrilldre oder unldsliche fibrillidre Strukturen eine Rolle bei der proteasomalen Hemmung

spielen waren Loslichkeitsanalysen notwendig.

Neurofilamente zeichnen sich dadurch aus, daB sie in Puffern mit physiologischer Ionen-
starke oder pH nahezu unloslich sind [159]. Man ging zunidchst davon aus, daf3 alle poly-
merisierten Neurofilamente statisch in dieser Form verbleiben [201]. Es konnte allerdings
inzwischen gezeigt werden, dal diese Polymersierung reversibel ist. Die Detektion erwies
sich als duBlerst schwierig, da dies in nur geringem Mal}e der Fall ist [202, 203, 204, 205].
In der Zwischenzeit ist bekannt, daf} es einen dynamischen, 16slichen Pool an Neurofila-
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ment in der Zelle gibt. Auch die charakteristischen Protein-Aggregate bei den verschie-
denen neurodegenerativen Erkrankungen, wie zum Beispiel bei der Parkinson-Krankheit,
gehoren zu der unloslichen Fraktion innerhalb der Zelle. Nach aktuellen Hypothesen gel-
ten am ehesten die 16slichen Vorstufen der involvierten Proteine allerdings als toxisch und
die fibrilldren Strukturen in den Aggregaten als protektiv. Um diese Theorien mit den bis-
herigen Analysen zu vergleichen, wurden in dieser Arbeit Loslichkeitsanalysen der ver-
schiedenen NF-M Varianten durchgefiihrt. Hierfiir wurden HEK-293-Zellen mit den ver-
schiedenen Neurofilament Varianten jeweils mit einem GFP-tag und einem V5/His-tag
transient transfiziert. Erste Ergebnisse unter Verwendung des GFP-Fusions-Konstruktes
ergaben Hinweise auf eine Verschiebung der Menge an Neurofilament Protein hin zur
unldslichen Fraktion, wobei sich Unterschiede zwischen Wildtyp und den Mutanten ab-
zeichneten, mit vermehrt unloslichem Protein bei Uberexpression des mutierten Prote-
ins. Eine Wiederholung der Analyse unter Verwendung des V5/His-Konstruktes zeigten
ebenfalls, dal Teile des synthetisierten NF-Proteins als unloslicher Bestandteil in der
Zelle vorliegen, es ergab sich jedoch kein Unterschied zwischen dem Wildtyp und mu-
tierten Protein. Diese Ergebnisse stehen somit im Widerspruch zu den mit dem GFP-
Fusionskonstrukt erzielten. Diese Unterschiede zwischen den verschiedenen Konstrukten
deuten darauf hin, daf je nach verwendetem Fusionsprotein-tag dieser ein unterschied-
licher EinfluB auf das Verhalten der NF-M Proteine erzeugt wird. Es ist anzunehmen,
da} der GFP-tag aufgrund seiner GroB3e von 27kDa eine strukturelle Verdnderung des
Proteins mit sich bringt, welcher zu einem unphysiologischen biochemischen Verhalten
fiihrt. Desweiteren unterscheiden sich die Proteine mit unterschiedlichem fag in ihrem
Laufverhalten im SDS-Polyacrylamid-Gel. Die GFP-Konstrukte ergeben bei der Auftren-
nung im SDS-Polyacrylamid-Gel eine distinkte Bande bei ca. 170kDa, wohingegen die
V5/His-Konstrukte sich zu zwei Doppelbanden auftrennen, welche bei ca. 100kDa und
bei 130kDa liegen. Eine mogliche Erkldrung konnte sein, dafl die zwei Doppelbanden des
V5/His-Konstrukts die unterschiedliche Phosphorylierungszustinde des Proteins wider-
spiegeln. Hierfiir spricht, da3 bei Verwendung phospho-spezifischer Antikérper nur die
zwel obersten dieser 4 Bande detektieren. Moglich wire eine differentielle Konformati-
onsdnderung der Proteine in Abhédngigkeit des fusioniertem tag, wobei unsere Ergebnisse
darauf hindeuten, daf} die V5/His-Konstrukte auf ein physiologischeres Verhalten der Pro-

teine hindeuten.

Neurofilamente gehoren zu den Typ IV Intermediérfilamenten, welche spezifisch in reifen
Neuronen exprimiert werden. Die Aufgabe von Intermediérfilamenten liegt in der Verstei-
fung, Stabilisierung und gleichzeitig der Flexibilitit der einzelnen Zellen und Zellverbén-

den. Im Falle von Neurofilamenten gehort weiterhin zu ihrer Funktion die Erweiterung des
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axonalen Durchmessers und der damit verbundenen Erhdhung der Reizleitungsgeschwin-
digkeit. Die von Intermedidrfilamenten gebildeten Netzwerke durchziehen die gesamte
Zelle. Neurofilamente sind obligate Heteropolymere, wobei in vitro Homodimere von NF-
L auftreten konnen. Bereits 2004 konnten Perez-Olle und Kollegen [149] anhand der hier
ebenfalls verwendeten G1038A-Mutation zeigen, dafl die Fusionierung von NF-M mit
einem GFP-fag zu keiner Verdnderung der Eigenschaften beziiglich der Netzwerkausbil-
dung fiihrt. Diese Ergebnisse machen deutlich, daf3 der durch den GFP-fag hervorgerufene
Effekt bei den vorher beschriebenen Loslichkeits-Analysen zumindest keinen Einflufl auf
die Filamentbildungseigenschaften hat. In der vorliegenden Arbeit wurden dariiberhinaus
die neu identifzierte C2002A und delGTT-Mutationen in NF-M auf ihre Fahigkeit der
Netzwerkbildung in SW13™-Zellen getestet. Diese Zellen eignen sich besonders fiir diese
Aufgabe, da endogen keine Intermediirfilamente exprimiert werden und somit der resti-
tutive Effekt von transient iiberexprimierten NF-M mit und ohne NF-L untersucht werden
kann. Als Vorversuch konnte gezeigt werden, dal3 wie bereits in der Literatur beschrieben,
NF-L in der Lage ist Homopolymere auszubilden. Es konnte eine vollstindige Polyme-
risierung beobachtet werden. Weiterhin konnte bestétigt werden, dal NF-M alleine dazu
nicht in der Lage ist, was einem physiologischem Verhalten in der Zelle entspricht. Auch
der Umstand, daB} in dieser Arbeit die NF-M cDNA aus Ratte verwendet wurde, zeigt
deutlich wie konserviert die Proteine zwischen den Spezies sind, da sich die untersuch-
ten Proteine in humanen Zell-Linien physiologisch und wie erwartet verhalten haben.
Sowohl der WT als auch die Mutanten zeigten eine zytoplasmatische Verteilung ohne
Filamentbildung. Eine Fixierung dieser Zellen mittels PFA fiihrte zu Artefakten, welche
Organellen-dhnliche Strukturen aufwiesen, welche in der Literatur bisher noch nicht be-
schrieben wurden. Eine transiente Ko-Expression von NF-L und NF-M WT zeigte eine
vollstandige Netzwerkbildung und eine 100%igen Ko-Lokalisation beider Proteine. Fiir
die Ausbildung der Filamente ist die zentrale rod-Domine von besonderer Bedeutung.
Diese Domine besteht bei allen Intermdiérfilamenten aus vier langen ¢t-Helices, welche
durch drei ,,Spacer* getrennt sind. Diese a-helikalen Segmente bilden Dimere mit super-
helikaler Struktur. Von den in dieser Arbeit zu untersuchenden Mutationen im NF-M liegt
nur die C2002A Mutation in dieser Doméne. Alle NF-M Mutationen wurden zusammen
mit physiologischem NF-L transient {iberexprimert. Wie schon beim WT beobachtet, wa-
ren alle Mutationen in der Lage ein vollstidndiges Filament-Netzwerk auszubilden. Diese
Ergebnisse sprechen dafiir, dal sowohl die Mutation in der zentralen rod-Doméne als auch
die Mutationen in der tail-Domine keinen Einflul auf die Filamentbildung ausiiben. Bei
der hier angewandten Methode konnen allerdings nur statische Momentaufnahmen bewer-
tet werden. Dies ldsst keine Aussage iiber dynamische Eigenschaften, wie zum Beispiel

die Geschwindigkeit der Zusammenlagerung zu. Es wire somit moglich, daf3 die Muta-
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tionen zu einer langsameren Netzwerkausbildung fiihren, welche in diesem Falle nicht
beobachtet werden konnten, die einen nachteiligen Effekt auf die Zellen haben. Nach ei-
ner Expression der beiden Untereinheiten L und M konnte nach 48h in vitro weder funk-
tionelle noch morphologische Auffilligkeiten bei den mutierten Varianten im Vergleich
zum Wildtyp beobachtet werden. Daraus lédsst sich schlieen, daf falls ein nachteiliger
Effekt der Mutationen im Rahmen der Filamentausbildung und des Transports auftritt,
dieser nach 48 Stunden bereits wieder kompensiert ist. Diese Untersuchungen bestitigen
die in der Literatur angegebenen Eigenschaften der Dominen, und die aus strukturellen
Uberlegungen abgeleitete Vermutung, daB Mutationen in der tail-Domine keinen Einflu

auf die Netzwerkbildung haben.

Neurofilament Proteine werden im Zytosol synthetisiert und entlang der Axone trans-
portiert. Bei vielen neurodegenerativen Erkrankungen konnen Storungen dieses Trans-
ports als Ursache der Erkrankung gesehen werden. Es kommt zu einer Anreicherung der
Proteine im Zytosol, einer Verringerung des axonalen Durchmessers und somit zu einer
verminderten Reizleitungsgeschwindigkeit. Die genauen Transportmechanismen fiir Neu-
rofilamente sind bisher weitgehend unbekannt. Man geht davon aus, daf}3 bekannte Motor-
proteine wie Myosin und Dynein dafiir verantwortlich sind und somit zu einem schnellen
axonalen Transport fithren. Beobachtungen an lebenden Zellen zeigten allerdings, daf3
eine langsame Netto-Geschwindigkeit vorliegt. Dies liegt an dem Phinomen, da3 Neu-
rofilamente die meiste Zeit stationdr im Axon verharren und nur in kurzen, sogenannten
,,bursts“ transportiert werden. Der Transport von Neurofilamenten findet sowohl antero-
als auch retrograd statt, was bereits durch verschiedene Gruppen gezeigt werden konnte
[149, 29]. Unklar bisher ist allerdings, in welcher Form die Proteine transportiert werden,
ob als Untereinheiten oder gesamte Filamentstrukturen. Als Ursache fiir Storungen inner-
halb des Transports kommen sowohl Phosphorylierungsinderungen als auch unterschied-
liche Konformationen der Proteine in Frage. Fiir die Analyse des Transportverhaltens von
Neurofilament Proteinen stellen CAD-Zellen eine etablierte Zell-Linie als Alternative zu
priméren Neuronen dar. Es wurde bereits gezeigt, dafl diese Zellen sowohl phénotypisch
als auch biochemisch die Eigenschaften von Neuronen aufweisen. Durch Serumentzug
konnen diese Zellen reversibel ausdifferenziert werden, wobei typische Fortsétze entste-
hen, die prototypisch fiir axonale Strukturen bei priméren neuronalen Zellen sind. Im
ausdiffererenzierten Zustand sind diese Zellen bis zu 8 Wochen kultivierbar.

In dieser Arbeit wurden CAD-Zellen iiber 96 Stunden auf Deckglidschen ausdifferenziert
und anschliefend transient mit den verschiedenen NF-M-GFP Konstrukten transfiziert.
Da eine Beobachtung der lebenden Zellen mit der vorhandenen technischen Austattung

nicht moglich war, wurden die Zellen nach verschiedenen Zeitpunkten nach der Transfek-
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tion fixiert und mikroskopiert. Es konnte gezeigt werden, daf alle Mutanten in gleichem
Male wie der WT transportiert wurden. Dies kann aber nur als generelle Aussage tiber
den Transport gesehen werden, da eine Differenzierung zwischen antero- und retrogradem
Transport nicht vorgenommen werden konnte. Es konnte nicht ausgeschlossen werden, ob
die zu einem gewissen Zeitpunkt fixierten Neurofilament Proteine sich in einem antero-
oder retrograden Transport befunden haben. Die Analysen zeigten jedoch eine Anreiche-
rung aller Varianten nach 48 Stunden in den Endigungen der Zellfortsitze, den sogenann-
ten ,,tips“. Die Ergebnisse ergeben keinen Hinweis fiir eine Storung auf die Transport-
mechanismen. Alle Varianten scheinen in physiologischer Weise an die Motorproteine
an- und wieder abzukoppeln, was weiterhin fiir eine intakte Interaktion der verschiedenen
beteiligten Proteine und Mechanismen spricht. Perez-Olle und Kollegen konnten zeigen,
dal weder der GFP-fag noch die verwendeten CAD-Zellen einen moglichen Effekt auf

die Untersuchungen haben und der Situation von priméren Neuronen entsprechen.
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5 Zusammenfassung

Die Parkinson-Krankheit ist die zweithdufigste neurodegenerative Erkrankung beim Men-
schen. Neben den auftretenden Bewegungsstorungen, wie zum Beispiel Bradykinese, Aki-
nese und der typische Ruhe-Tremor, zeichnet sich die Erkrankung neuropathologisch
durch ein Absterben von dopaminergen Neuronen in der Substantia nigra pars compacta
(SNpc) im Mittelhirn aus. Desweiteren konnen fiir die Krankheit typische Protein Ablage-
rungen, so genannte Lewy-Korper, in den betroffenen Neuronen nachgewiesen werden. In
einigen Proteinen, welche in den Aggregaten nachgewiesen werden konnten, wurden bei
Parkinson Patienten Mutationen in den betreffenden Genen identifiziert. Bisher beschrie-
bene Parkinson-assoziierte Proteine lassen sich zum Teil funktionell dem Signalweg des
UPS zuordnen. Mittels immunhistochemischer Analysen konnten die Epitope aller drei
Untereinheiten von Neurofilament in den Aggregaten im Gehirn von Parkinson-Patienten
nachgewiesen werden. Mutationen in den Untereinheiten L und H wurden bereits mit
verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen in Verbindung gebracht. 2002 und 2003
wurden erstmals Mutationen in der Neurofilament-Untereinheit M bei Parkinson Patien-
ten identifiziert werden.

In dieser Arbeit wurden diese Mutationen funktionell charakterisiert und ihre Rolle bei
der Pathogenese der Parkinson-Krankheit untersucht. In den Versuchen beziiglich der Fi-
lamenteigenschaften, wie der Rekonstitution des Filamentnetzwerkes und dem Transport,
zeigten alle mutierten NF-M Varianten die selben Eigenschaften wie der WT und ent-
sprachen somit den aus der Literatur bekannten Eigenschaften in vitro. Es konnte gezeigt
werden, daf} alle Varianten in der Lage waren das Filamentnetzwerk in physiologischer
Art und Weise wieder herzustellen. Auch im Rahmen der zur Verfiigung stehenden Me-
thoden wurden keine Unterschiede im Transportverhalten identifiziert. Die Verwendung
der cDNA-Sequenz aus rattus norvegicus zeigte dabei keinen Unterschied zu den Ergeb-
nissen bei humanem NF-M [149] zu haben.

Biochemisch konnte nachgewiesen werden, da3 die C2002A-Variante eine signifikant
kiirzer Lebensdauer als der WT hat. Desweiteren konnte ein geringerer Grad der Phos-
phorylierung fiir diese Variante detektiert werden. Diese Ergebnisse deuten auf eine ver-
mehrte Instabilitdt dieser Variante hin. Die delGTT-Variante hingegen zeigte eine signifi-

kante Steigerung der Phosphorylierung gegeniiber dem Wildtyp.
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Um die verschiedenen mutierten NF-M Proteine in die bisher bekannten Parkinson-assozi-
ierten Signalwege einzuordnen, konnte gezeigt werde, da eine Uberexpression der delGTT-
Variante sowohl in HEK 293- als auch in SH-SY5Y-Zellen zu einer signifikanten Hem-
mung des Proteasoms fiihrte. Im Gegensatz dazu, wurde eine geringere Anzahl an Ag-
gregaten bei der delGTT- und der G1039A-Variante im Vergleich zum Wildtyp detek-
tiert. Hinsichtlich der Loslichkeit verhielten sich alle Varianten, auch unter proteasomaler
Hemmung mittels MG132, dhnlich und zeigten eine starke interexperimentelle Schwan-
kung zwischen den unabhingigen Versuchen.

In den Analysen zur Zellvitalitit wurde festgestellt, da3 die delGTT-Variante eine erhdhte
Suszeptibilitit gegeniiber oxidativen Stress aufwies was sich an einer erhohten Nekro-
serate zeigte. Ohne den EinfluB} dufBerer Stressoren zeigten sowohl HEK 293- als auch
SH-SYSY bereits eine erhhte Apoptoserate bei einer stabilen Uberexpression der NF-M
Mutanten im Vergleich zum Wildtyp.

Die vorliegende Arbeit zur funktionellen Charakterisierung aller bislang beschriebenen
Mutationen im NF-M Gen bei der Parkinson-Krankheit zeigt erstmals einen direkten to-
xischen Effekt der verschiedenen Varianten in vitro. Dabei weist die Tendenz zur vermin-
derten Aggregatbildung unter Stressbedingungen bei den mutierten NF-M Varianten, auf
einen moglichen gemeinsamen Mechanismus in der Vermittlung von Neurotoxizitét hin.
Analog zu einer publizierten Untersuchung bei der G1038A Mutation zeigen sich keine
Auswirkungen der Mutationen auf die Ausbildung des Neurofilament -Netzwerks. Fiir die
delGTT Mutation weisen die Befunde auf eine Hyperphosphorylierung mit konsekutiver
proteasomaler Hemmung als moglichen Mechanismus zur Vermittlung einer gesteigerten
zelluldren Suszeptibilitit hin, wohingegen die Effekte der tibrigen Varianten schwécher
ausgepragt waren und bislang keine sichere Aussage zu den involvierten Mechanismen er-
lauben. Zusammenfassend sind unsere Ergebnisse mit bisherigen genetischen Befunden,
die auf eine Rolle von NF-M Mutationen als Risikofaktoren bei der Parkinson-Krankheit

vor dem Hintergrund einer reduzierten Penetranz hinweisen, vereinbar.
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