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Zusammenfassung

Zusammenfassung

An der Amyotrophen Lateralsklerose  (ALS), der haufigsten Form  der
Motoneuronerkrankung, erkranken jahrlich bis zu 375.000 Personen weltweit. Der Verlust der
Motoneurone fiihrt zu muskulérer Atrophie und in der Regel innerhalb von fiinf Jahren nach
Ausbruch der Krankheit zum Tod. Fast alle ALS-Patienten zeigen eine zellulare
Fehllokalisation des nukledren Proteins TDP-43 ins Zytoplasma, wo es aggregiert vorliegt.
TDP-43 ist ein ubiquitar vorkommendes RNA- und DNA-bindendes Protein mit vielfaltigen
Aufgaben. Die Expression von humanem TDP-43 im Modellorganismus Hefe rekapituliert
relevante Krankheitsmerkmale aus héheren Organismen und Patienten, wie zytoplasmatische
Aggregatbildung und Zytotoxizitat. Ferner sind zahlreiche zelluldére Mechanismen, wie die
Proteinqualitatskontrolle, zwischen Hefe und Mensch konserviert. Der Abbauweg von
TDP-43 in der Zelle (sowohl im Neuron als auch in Hefe) ist noch nicht endgultig geklart. Es
gibt Hinweise, dass die proteolytischen Systeme, wie Autophagie, Ubiquitin-Proteasom-
System (UPS) und der endosomal-vakuolédre Weg an der Eliminierung von TDP-43 beteiligt
sind. Ausgehend von einem Tupfeltestscreens mit 109 Deletionsmutanten sollte in der Arbeit
die Rolle dieser Wege beim Abbau von zytotoxischem TDP-43 untersucht werden. Die
Ergebnisse lassen auf ein neues Paradigma bei der TDP-43-Eliminierung schief3en. So ist das
UPS, zumindest in dieser Arbeit, nicht deutlich an der Beseitigung des Proteins beteiligt.
Dahingegen ist der endosomal-vakuoldre Weg vorrangig fir den Abbau von zytotoxischem
TDP-43 verantwortlich, wéhrend die Autophagie als kompensatorisches System dient. Hierzu
passen Beobachtungen, dass die vakuolare Fusion und die Vakuole wichtig fur den Abbau
von TDP-43 sind. Interessanterweise unterstiitzt TDP-43 den terminalen Abschnitt der
Autophagie, aber hemmt den endosomal-vakuoldren Verlauf und somit den Weg, der fir
seinen eigenen Abbau relevant ist. TDP-43 kolokalisiert mit der E3-Ubiquitinligase Rsp5
(wichtig fur den endosomal-vakuoldaren Weg). Die Ubiquitinylierung von TDP-43 durch Rsp5
kénnte demnach zur Entfernung von TDP-43 beitragen. Eine Steigerung der Rsp5-Aktivitét,
des endosomal-vakuolaren Wegs, der vakuoldren Fusion sowie Funktion konnte die
Degeneration von Neuronen verzégern. Des Weiteren wurde in dieser Arbeit die Auswirkung
der TDP-43-Uberexpression auf die Proteinzusammensetzung in einer Hefezelle quantitativ
beschrieben. 18 Proteine waren signifikant angereichert und 33 Proteine abgereichert.
Hitzeschockproteine, wie Ssa4 und Hsp31, das Hefehomolog zum Parkinson-Erkrankungs-
relevanten Protein DJ-1, reicherten sich an. Inwieweit diese Beobachtungen relevant fir

pathophysiologische VVorgéange sind, muss in weiterfiihrenden Studien untersucht werden.



Summary

Summary

Each year, up to 375.000 people develop amyotrophic lateral sclerosis (ALS), the most
frequent motor neuron disease, worldwide. Loss of functional motor neurons normally results
in muscular atrophy and death within five years after disease onset. Almost all ALS patients
show cellular mislocalization of nuclear TDP-43 into the cytoplasm, where it forms
aggregates. TDP-43 is a ubiquitously expressed RNA- and DNA-binding protein with diverse
functions. Expression of human TDP-43 in the model organism yeast recapitulates disease-
relevant features similar to those in higher models and patients, like cytoplasmic aggregation
and cytotoxicity. In addition, numerous cellular mechanisms, like protein quality control, are
conserved from yeast to human. The degradation pathway of TDP-43 in the cell (both in
neurons and yeast) is still uncertain. There are evidences, that proteolytic systems, like
autophagy, the ubiquitin-proteasome system (UPS) and the endosomal-vacuolar pathway, are
involved in degradation of TDP-43. In this study, based on drop dilution assays with 109
deletion mutants, the importance of these pathways for cytotoxic TDP-43 degradation has
been investigated. The results suggest a new paradigm for the elimination of TDP-43. At least
in this work, UPS is apparently not involved in protein elimination. In contrast, the
endosomal-vacuolar pathway is primarily responsible for TDP-43 reduction, while autophagy
serves as a compensatory system. Consistent with these observations, vacuolar fusion and
function are important for TDP-43 degradation. Interestingly, TDP-43 induces the terminal
steps of autophagy, but inhibits the endosomal-vacuolar pathway, that is relevant for the own
degradation. TDP-43 colocalizes with E3 ubiquitin ligase Rsp5 (important to the endosomal-
vacuolar pathway). Therefore, the ubiquitination of TDP-43 by Rsp5 could contribute for
removal of TDP-43. An improvement of Rsp5 activity, endosomal-vacuolar pathway and
vacuolar fusion and function could delay the neuronal degradation.

Moreover, in this work, the impact of TDP-43 overexpression on the protein composition in
yeast cells was quantitatively described. 18 proteins were significant upregulated and 33
proteins were downregulated. Heat shock proteins, like Ssa4 and Hsp31, the yeast homolog to
the Parkinson’s disease relevant protein DJ-1, were particularly enriched. To what extent
these observations are relevant for pathophysiological processes must be investigated in

further studies.



Einleitung

1 Einleitung

1.1  Klassifikation und Definition der Motoneuron-
erkrankungen

Der demographische Wandel in den Industrielandern hin zu einer immer &lter werdenden
Bevolkerung rickt den wissenschaftlichen Fokus vermehrt auf die neurodegenerativen
Erkrankungen, auf Grund des erhohten Risikos im Alter. Aktuell leiden weltweit mehr als 40
Millionen Menschen an einer Degeneration des Nervensystems (Wood et al. 2015). Das stark
heterogene, pathophysiologische Erscheinungsbild und die Komplexitat der unter dieser
Gruppe zusammengefassten Krankheiten erschwert deren strikte Abgrenzung und Atiologie
(Belzil et al. 2013, Wood et al. 2015). Als Ausléser werden genetische, umweltbedingte und
endogene Faktoren (z. B. das Lebensalter) angesehen (Jellinger 2009, Tenreiro et al. 2013,
Wood et al. 2015). Im Allgemeinen ist die Ursache bei Erkrankungsbeginn auf eine
molekularbiologische Fehlregulation zurtickzufihren. So werden die neurodegenerativen
Erkrankungen durch eine abnormale Proteindynamik definiert (Jellinger 2009). Viele Proteine
sind in ihrer nativen Umwelt sehr instabil, da sie sonst ihre biologische Funktion nicht
ausfiihren kénnen (Tenreiro et al. 2013). Ferner ist die Proteinbiosynthese fehleranfallig. Auf
Grund dessen laufen Proteine stdndig Gefahr, eine potenziell geféhrliche Konformation
anzunehmen. Neben der unsachgemélRen Faltung der Proteine, die als Hauptursache der
neurodegenerativen Erkrankungen zéhlt, gehoren der defekte Proteinabbau und die intra- und
extrazellulare Proteinaggregation zum Krankheitsbild (Forman et al. 2004, Jellinger 2009,
Grad et al. 2015, Tenreiro et al. 2013). Die Uberlastung der Qualitatskontrollmechanismen
(Chaperone und Proteinabbauwege) fiihren zur Anreicherung fehlgefalteter Proteine, zur
Bildung von Oligomeren, Fibrillen oder groRen Aggregaten und zur Belastung der zelluldren
Homdoostase (Forman et al. 2004, Belzil et al. 2013, Tenreiro et al. 2013). Diese sogenannte
Proteinopathie ist ein Merkmal der meisten neurodegenerativen Erkrankungen. Allerdings ist
dies nur ein Teil des Krankheitskomplexes. So tritt in den Zellen u. a. oxidativer Stress auf,
welcher die Bildung von freien Radikalen und reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) beginstigt.
Neben einer gestorten Bioenergetik, einer mitochondrialen Dysfunktion und der Schadigung
der DNA kommt es u.a. zu einer Fragmentierung des Golgi-Apparats und zu einer
Behinderung des zelluldren und/oder axonalen Transports durch die Zerstérung der
Neurofilamente. Des Weiteren werden Chaperone und Neurotrophine in ihrer physiologischen
Funktion beeintrachtigt und neuroinflammatorische bzw. neuroimmune Prozesse, wie die

Nekrose bzw. die Apoptose, aktiviert (Forman et al. 2004, Jellinger 2009, Morgan und Orrell
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2016). All diese pathophysiologischen Mechanismen bedingen eine charakteristische
progressive zelluldare Dysfunktion und den Verlust von Synapsen bzw. Neuronen in
bestimmten Bereichen des Nervensystems (Belzil et al. 2013, Atkin und Paulson 2014, Wood
et al. 2015).

Die Erforschung neurodegenerativer Erkrankungen zielt u.a. auf das Verstandnis der
molekularbiologischen ~ Wirkungsweise  der  aggregierten  Proteine  bei  der
Krankheitspathogenese ab (Armakola et al. 2011). Eine erfolgreiche Ursachenforschung
ermdoglicht die Entwicklung wirkungsvoller Medikamente zur Behandlung von Erkrankungen
des menschlichen Nervensystems.

Die neurodegenerativen Krankheiten konnen in zwei klinische Gruppen unterteilt werden:
motorische Erkrankungen und kognitive Personlichkeitsstorungen (Belzil et al. 2013). Zu
ersterem zéhlen beispielsweise die Parkinson-Krankheit, die Ataxie und die
Motoneuronerkrankungen. Die genetische und biochemische Kilassifikation gliedert die
neurodegenerativen Krankheiten u. a. in a-Synucleinopathien (z. B. Parkinson-Erkrankung),
Tauopathien (z. B. Alzheimer-Krankheit), Prionerkrankungen (z. B. Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit) oder Motoneuronerkrankungen (Abb. 1) (Jellinger 2009, Armakola et al. 2011).
Bei den Motoneuronerkrankungen handelt es sich um progressive Erkrankungen, bei der die
oberen und/oder unteren motorischen Neuronen betroffen sind (Leigh und Ray-Chaudhuri
1994). Motoneuronen sind lange efferente Nervenzellen, die das Gehirn mit dem Riickenmark
und den Skelettmuskeln verbinden (Julien 2001). Die oberen bzw. ersten Motoneuronen
stammen vom oberen Motorcortex (Grof3hirnrinde) ab und reichen bis ins Riickenmark. Die
unteren bzw. zweiten Motoneuronen verbinden das Riickenmark oder den Hirnstamm mit den
Muskelfibrillen (Joyce et al. 2011, Jiang et al. 2015).

In Abhangigkeit der betroffenen Nervenzellen kénnen verschiedene phanotypische Symptome
beobachtet werden. So fiihrt die Degeneration der ersten Motoneuronen zu gesteigerten
Reflexen und erhohtem Muskeltonus. Durch den Verlust der zweiten Motoneuronen
entwickeln die Patienten oftmals Schluck- (Dysphagie) und Sprechstérungen (Dysarthrie),
progressive  Muskelschwéche und —schwund  (Atrophie) sowie unwillkurliche
Muskelbewegungen (Faszikulationen) (MSD Manual 7. Auflage). Die ersten Symptome
treten zu 75% in den Extremitdten auf. Bei einem Viertel der Patienten zeigen sich zuerst
Storungen beim Sprechen oder Schlucken, sogenannte bulbdre Symptome (Leigh und Ray-
Chaudhuri 1994). 90-95% der Krankheitsfalle kommen sporadisch vor. Nur 5-10% haben

einen familidren Hintergrund (Leigh und Ray-Chaudhuri 1994). Motoneuronerkrankungen
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Abb. 1: Genetische und biochemische Klassifizierung neurodegenerativer Erkrankungen nach
Jellinger 2009 und Winter und Ludolph 2004. Die von Jellinger postulierte Unterteilung
neurodegenerativer Erkrankungen erfolgt in 12 Hauptgruppen. Diese wiederum werden in mehrere
Untergruppen gegliedert. Die Zuordnung der Motoneuronerkrankungen erfolgte nach den Vorschlagen
von Winter und Ludolph. Hiernach gehdren die Untergruppen Amyotrophe Lateralsklerose (ALS),
spinale Muskelatrophie (SMA) und spastische Spinalparalyse zu den Motoneuronerkrankungen. Die
neurodegenerativen Erkrankungen werden in der Ubersicht beispielhaft aufgefihrt. Die Existenz von
weiteren Haupt- und Nebengruppen ist mit Auslassungspunkten gekennzeichnet.
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haben eine Inzidenz (Anzahl der Neuerkrankungen) von 1-2 Personen pro 100.000, die
Préavalenz (Anzahl der Erkrankten) liegt bei 4-6 Personen pro 100.000 (Leigh und Ray-
Chaudhuri 1994). Diese Formen neurodegenerativer Erkrankungen sind bis heute unheilbar.
Die Lebenserwartung kann durch medikamentése Behandlung (Riluzol, ein
Glutamatantagonist) und operative bzw. physiotherapeutische Methoden um einige Monate
verlangert werden (Leigh und Ray-Chaudhuri 1994, Winter und Ludolph 2004). Der Tod tritt
jedoch meist innerhalb von fiinf Jahren nach Krankheitsbeginn ein (Leigh und Ray-Chaudhuri
1994).
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Die Motoneuronerkrankungen umfassen drei Untergruppen: die Amyotrophe Lateralsklerose
(ALS), die spinale Muskelatrophie (SMA) und die spastische Spinalparalyse (Winter und
Ludolph 2004). Charakteristisch fiir die Spinale Muskelatrophie ist die Beschrankung der
Neurodegeneration auf die unteren Motoneuronen im Rickenmark und im Hirnstamm
(Winter und Ludolph 2004). Die Inzidenz fur SMA liegt bei 1:10.000 und umfasst eine stark
heterogene Gruppe von Erkrankungen. Der (berwiegende Teil der SMA Typen wird
autosomal-rezessiv vererbt. Die Symptome umfassen u. a. Ldhmungen, niedrigen Butdruck
(Hypotonie) und verminderte Auslosbarkeit eines Reflexes (Hyporeflexie) (Winter und
Ludolph 2004, MSD Manual 7. Auflage).

Die spastischen Spinalparalysen (L&hmungen), eine Gruppe aus vorwiegend autosomal-
dominant vererbten Erkrankungen, werden durch den Verlust der oberen Motoneuronen im
Motorcortex und in den Pyramidenbahnen verursacht (Winter und Ludolph 2004). Das
kennzeichnende Symptom ist die L&hmung der Beine. Ferner kodnnen Gangstorungen,
Krampfe (Spastik) und gesteigerte Muskelreflexe auftreten (Winter und Ludolph 2004).

Die am héufigsten vorkommende Motoneuronerkrankung ist die Amyotrophe Lateralsklerose
(ALS) (Jiang et al. 2015, Lee und Kim 2015). In den USA wird sie auch als Lou Gehrig
Erkrankung bezeichnet (Couthouis et al. 2011, Ling et al. 2013, Taylor et al. 2016). Bereits
im 19. Jahrhundert beschrieben verschiedene Mediziner und Neurologen Symptome, die
charakteristisch flir die damals noch unbekannte ALS waren (Bell 1830, Aran 1850,
Cruveilhier 1853). Besonders der Franzose Jean-Martin Charcot machte sich durch seine
wissenschaftliche Téatigkeit im Bereich der ALS-Phénotypisierung verdient (Charcot und
Joffroy 1869, Charcot 1874, Charcot und Marie 1885).

Die ALS zeichnet sich durch die an einem Krankheitsherd beginnende, sich in andere
Regionen ausbreitende nervale Dysfunktion der Motoneuronen aus (Forman et al. 2004,
Belzil et al. 2013, Ajroud-Driss und Siddique 2015, Fukunaga et al. 2015, Grad et al. 2015,
Jiang et al. 2015, Lee und Kim 2015, Wood et al. 2015, Guerrero et al. 2016, Morgan und
Orrell 2016, Taylor et al. 2016). Infolgedessen werden die Muskelfibrillen unzureichend
»ernahrt™ und schwinden/atrophieren (Winter und Ludolph 2004, Ling et al. 2013, Taylor et
al. 2016). Dieser Vorgang wird auch als Amyotrophie bezeichnet. Bei einer Lateralsklerose
kommt es zu einer ertastbaren Vernarbung bzw. Verhédrtung des lateralen Teils der
Wirbelséule infolge des vorzeitigen Verfalls der Nervenzellen (Rowland und Shneider 2001,
Winter und Ludolph 2004, Ling et al. 2013, Taylor et al. 2016). Weitere histopathologische
Kriterien der ALS sind das Auftreten einer Gliose (krankhafte Anreicherung von Gliazellen

infolge des neuronalen Verlusts in betroffenen Gehirnbereichen) und die Bildung
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intrazellularer Ubiquitin-positiver Einschliisse bei einem Teil der verbliebenen Neuronen
(Forman et al. 2004, Winter und Ludolph 2004, Wood et al. 2015). Die erhéhte Anzahl an
reaktiven Astrozyten und Zytokinen sowie der Zusammenbruch der Blut-Gehirn-Schranke
sind inflammatorische Symptome der ALS (Wood et al. 2015). Die phanotypischen
Merkmale umfassen auf Grund der Degeneration der oberen und unteren Nervenzellen das
gesamte Spektrum der Motoneuronerkrankungen. So manifestieren sich bei ca. zwei Drittel
der Patienten eine progressive muskuldre Schwache, Steifheit, Lahmung (Paralyse), Krampfe
(Spastik), Muskelschwund, unwillkirliche Muskelbewegungen (Faszikulation) sowie erhéhte
Reflexe und Tonus primdar in den GliedmaRen. Bei den restlichen Krankheitsfallen erscheinen
zundchst Sprech- und Schluckschwierigkeiten (Forman et al. 2004, Kiernan et al. 2011, Belzil
et al. 2013, Ajroud-Driss und Siddique 2015, Fukunaga et al. 2015, Grad et al. 2015, Jiang et
al. 2015, Lee und Kim 2015, Guerrero et al. 2016, Taylor et al. 2016). Im weiteren Verlauf
der Erkrankung fiihren diese Beschwerden zum Verlust der Gehfahigkeit, der Arm- und
Handfunktion sowie zu Gewichtsverlust und Mangelernahrung (Kiernan et al. 2011, Morgan
und Orrell 2016). Ferner leiden die Erkrankten unter respiratorischer Insuffizienz, welches die
Hypoventilation (geringe Lungenbeltftung) und die Hyperkapnie (CO, Anreicherung) forciert
(Kiernan et al. 2011). Bei ungefdhr 50% der Patienten zeigen sich zusatzlich kognitive
Storungen und bei mehr als 20% entwickelt sich eine Frontotemporallappen-Degeneration
(FTLD) (Forman et al. 2004, Guerrero et al. 2016). ALS zeichnet sich durch eine hohe
Letalitdt aus. Die meisten Patienten versterben innerhalb von drei bis funf Jahren nach
Krankheitsbeginn durch Lungenversagen (Julien 2001, Belzil et al. 2013, Fukunaga et al.
2015, Morgan und Orrell 2016, Lee und Kim 2015, Taylor et al. 2016). Allerdings haben
manche Formen eine hdhere Lebenserwartung. So tberleben 20% mehr als fiinf Jahre und
noch einmal 5-10% mehr als 10 Jahre (Winter und Ludolph 2004, Kiernan et al. 2011, Grad
et al. 2015, Lee und Kim 2015). Bis heute gibt es keinen eindeutigen diagnostischen Test oder
Biomarker fur ALS, nur die eben beschriebenen klinischen Merkmale stiitzen die Diagnose
(Couthouis et al. 2011).

ALS ist eine idiopathische Erkrankung, d.h. sie entsteht nahezu immer ohne erfassbare
Ursache (Kiernan et al. 2011). Jedoch werden verschiedenste Mechanismen auf molekularer,
zellulérer und systematischer Ebene vorgeschlagen (Kiernan et al. 2011, Prpar Mihevc et al.
2017). In zahlreichen Experimenten konnten eine Beteiligung bestimmter Faktoren an der
ALS-Pathologie nachgewiesen werden. So sind die Proteinfehlfaltung und -aggregation die
wohl am héaufigsten diskutierten und untersuchten Ursachen fur ALS (Joyce et al. 2011,

Polymenidou und Cleveland 2011, Prpar Mihevc et al. 2017). Ferner ist der gestorte
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Proteinabbau eine zentrale Komponente der ALS-Forschung (Joyce et al. 2011, Taylor et al.
2016). Die eben beschriebenen Faktoren zéhlen zu den endogenen Ursachen. Des Weiteren
gehoéren die veranderte mRNA-Prozessierung, die Dysfunktion der RNA-Stressantwort, die
mitochondriale Fehlfunktion, ER-Stress, Defekte im Axonentransport, Exzitotoxizitat (Tod
der Nervenzelle durch Reizlberflutung mit dem Neurotransmitter Glutamat) und
nichtzellautonome Toxizitét in diese Gruppe (Boillée et al. 2006, Joyce et al. 2011, Kiernan et
al. 2011, Fukunaga et al. 2015, Grad et al. 2015, Jiang et al. 2015, Wood et al. 2015, Morgan
und Orrell 2016, Guerrero et al. 2016, Taylor et al. 2016, Prpar Mihevc et al. 2017). Letzteres
diskutiert die Beteiligung von nichtneuronalen Zellen, wie Gliazellen und Astrozyten, am
Krankheitsverlauf. Beide konnen das Uberleben der Motoneuronen durch ungeniigende
Freigabe neurotrophischer Faktoren, durch Abgabe neurotoxischer Mediatoren oder durch die
Regulierung der Glutamatrezeptorexpression beeinflussen und somit die ALS-Pathologie
beschleunigen (Joyce et al. 2011, Kiernan et al. 2011, Grad et al. 2015, Taylor et al. 2016,
Prpar Mihevc et al. 2017). Neben diesen endogenen Faktoren konnten verschiedene
Umweltfaktoren ALS beglnstigen. So werden elektromagnetische Strahlung, Neurotoxine,
Schwermetalle, Pestizide, Infektionen in der Kindheit, Zigarettenrauch, berufsbedingte
Belastung oder Hochleistungssport mit Erschitterung des Kopfes als mogliche Ursachen
diskutiert (Guerrero et al. 2016, Kiernan et al. 2011).

Das Durchschnittsalter beim Beginn von ALS betragt 50 bis 55 Jahre (Lee und Kim 2015,
Taylor et al. 2016). Das Krankheitsrisiko steigt ab 60 Jahren und erreicht seinen Hohepunkt
bei 75 Jahren (Forman et al. 2004, Morgan und Orrell 2016).

Die Amyotrophe Lateralsklerose kann familidr gehduft (fALS) oder sporadisch auftreten
(SALS). Eine klinische Unterscheidung beider Formen ist nicht mdglich (Andersen und Al-
Chalabi 2011, Hiibers et al. 2013). Bei der zu 90-95% vorkommenden sALS ist die Atiologie
groltenteils unbekannt (Ling et al. 2013, Fukunaga et al. 2015, Grad et al. 2015). Allerdings
werden umweltbedingte und genetisch Faktoren vermutet (Fukunaga et al. 2015). Verwandte
von SALS-Patienten haben ein erhohtes Risiko, selbst an ALS oder an einem anderen
neurodegenerativen Leiden zu erkranken (Andersen und Al-Chalabi 2011). Die fALS zeigt
sich bei 5-10% der Krankheitsfalle und ist durch einen autosomal-dominanten
Vererbungsgang mit hoher Penetranz (Wahrscheinlichkeit, dass der Genotyp zum Phanotyp
wird) gekennzeichnet (Joyce et al. 2011, Hubers et al. 2013, Ling et al. 2013, Fukunaga et al.
2015, Wood et al. 2015, Morgan und Orrell 2016, Taylor et al. 2016). Bei ca. 70% der fALS

liegt eine genetische Ursache in Form einer Genmutation zugrunde (Fukunaga et al. 2015).
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Jedoch treten mutierte Gene nicht nur bei fALS sondern auch sALS auf (Andersen und Al-
Chalabi 2011).

Eine Einordnung der ALS-assoziierten Proteine kann in drei Gruppen erfolgen: Proteostase
und Proteinqualitatskontrolle, mMRNA-Stabilitdt, Funktion und Metabolismus sowie
Zytoskelett-Dynamik (Taylor et al. 2016). Bis heute sind mehr als 50 potenzielle ALS-Gene
veroffentlicht, wobei lediglich 16 Genmutationen eindeutig an der ALS-Pathogenese beteiligt
sind (Taylor et al. 2016). Dazu gehdren beispielsweise SOD1, TARDBP, FUS/TLS,
C90RF72, PFN1, TAF15 oder TBK1 (Couthouis et al. 2011, Cirulli et al. 2015, Grad et al.
2015, Lee und Kim 2015, Guerrero et al. 2016). Die erste Mutation wurde 1993 im SOD1-
Gen beschrieben (Grad et al. 2015, Lee und Kim 2015, Guerrero et al. 2016). Das ubiquitar,
uberwiegend im Zytosol vorkommende SOD1 wird zur Reduktion von Sauerstoffradikalen
benétigt und schiitzt durch deren Funktion die Zelle vor oxidativem Stress (Andersen und Al-
Chalabi 2011, Hubers et al. 2013, Ajroud-Driss und Siddique 2015, Taylor et al. 2016).
Ungefahr 20% aller fALS-Patienten zeigen eine SOD1-Mutation (Ajroud-Driss und Siddique
2015, Grad et al. 2015). 2-3% der sALS-Félle sind auf eine Veranderung im SOD1-Gen
zurlickzufuhren (Ajroud-Driss und Siddique 2015). Aktuell sind mehr als 170 ALS-
assoziierte Mutationen bekannt, welche in fast allen Bereichen des Gens lokalisiert sind
(Taylor et al. 2016). Mutierte SOD1 ist in der Lage mit nichtspezifischen Substraten zu
interagieren (Hinzugewinn einer zytotoxischen Funktion, gain-of-function), wodurch reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) gebildet sowie Zellproteine, Lipide und Nukleinsauren geschadigt
werden (Hubers et al. 2013, Grad et al. 2015). Dies fiihrt u. a. zu ER-Stress, mitochondriale
Fehlfunktion und zur Zerstérung des Zytoskeletts (Julien 2001, Ajroud-Driss und Siddique
2015, Grad et al. 2015).

Das Gen fiir das RNA-bindende Protein FUS/TLS ist auf Chromosom 16 lokalisiert und
ahnelt in Aufbau und Funktion TDP-43 (Andersen und Al-Chalabi 2011). So ist das Protein
u. a. fur das alternative SpleiRen, fur die Transkription, fir die Prozessierung von mRNA
sowie flr deren Transport und Translation zustandig (Andersen und Al-Chalabi 2011, Ratti
und Bugatti 2016). Patienten mit einer fALS tragen zu ca. 5% eine Mutation in FUS/TLS. Die
meisten der insgesamt 42 beschriebenen Mutationen befinden sich im Exon 14 und 15
(Andersen und Al-Chalabi 2011). Diese Regionen codieren fir den C-Terminus des
neurotoxischen Proteins. Die Mutationen bedingen die Fehllokalisation des Proteins vom
Zellkern ins Zytoplasma (Grad et al. 2015, Ratti und Bugatti 2016).

Die meisten ALS-Félle (90-97%) sind kennzeichnet durch eine zytoplasmatische Aggregation
und eine nukledre Abreicherung (Depletion) von wildtypischem TDP-43. Diese
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pathologischen Merkmale treten unabh&ngig von einer Genmutation und der ALS-
Erscheinungsform auf (Braun et al. 2011, Joyce et al. 2011, Lee et al. 2011A, Bozzo et al.
2016, Taylor et al. 2016, Prpar Mihevc et al. 2017). Aus diesem Grund gehort die ALS nicht
nur zu den Motoneuronerkrankungen, sondern auch zu den sogenannten TDP-43-
Proteinopathien (Abb. 1).

1.2  Das TAR DNA-bindende Protein TDP-43
1.2.1  Physiologisches Vorkommen von TDP-43

Eine richtungsweisende Verénderung in Bezug auf das Verstandnis der ALS-Pathologie war
die Entdeckung von TDP-43 als eine Hauptkomponente von ubiquitinierten
Proteinaggregaten in vielen Patienten mit ALS und FTLD-U (FTLD mit Ubiquitin-positiven
Einschlussen) (Arai et al. 2006, Neumann et al. 2006, Lagier-Tourenne und Cleveland 2009).
Das im humanen Genom auf Chromosom 1p36.22 lokalisierte TDP-43 Gen TARDBP ist ein
evolutionér stark konserviertes Gen. Das Protein wird sowohl in Sdugetieren als auch in
Wirbellosen (z. B. in Mensch, Maus, Fruchtfliege und Fadenwurm) exprimiert (Warraich et
al. 2010, Bose et al. 2011, Buratti 2015, Fontana et al. 2015, Guerrero et al. 2016). Das
primére TARDBP Transkript besteht aus sechs Exons und kann durch alternatives Spleifien in
11 unterschiedliche mRNAs transformiert werden, darunter die mMRNA flir TDP-43 (Pesiridis
et al. 2009, Warraich et al. 2010, Fontana et al. 2015). Im Menschen ist TDP-43 ein ubiquitér
synthetisiertes Protein, dessen Expressionslevel in Abhédngigkeit des Gewebes variiert
(Warraich et al. 2010, Grad et al. 2015, Bozzo et al. 2016). Das als einzelnes Molekil oder
als Homodimer aktive Protein ist Uberwiegend im Zellkern lokalisiert (Chen-Plotkin et al.
2010, Lee et al. 2011A, Tollervey et al. 2011, Fontana et al. 2015, Bozzo et al. 2016,
Guerrero et al. 2016, Prpar Mihevc et al. 2017). Jedoch ist TDP-43 in der Lage, zwischen
dem Zellkern und dem Zytoplasma zu pendeln und kann daher bis zu einem gewissen Grad
auch zytoplasmatisch nachgewiesen werden (Lee et al. 2011A, Ling et al. 2013, Fontana et
al. 2015, Buratti 2015, Prpar Mihevc et al. 2017). Der Proteinanteil im Zytoplasma kann
signifikant durch die Induktion von Stress (z. B. oxidativ, osmotisch, thermal, mitochondrial)
gesteigert werden. Hierbei wird TDP-43 aktiv in die zytoplasmatischen Stressgranula (SGs)
rekrutiert, um die Translation von wichtigen housekeeping Genen zu unterbinden,
Reparaturprozesse einzuleiten, mMRNA-Sch&den zu minimieren und insgesamt die Zelle vor
Schédigung zu schiitzen (Lee et al. 2011A, Li et al. 2013, Ajroud-Driss und Siddique 2015,
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Aulas und Vande Velde 2015, Fontana et al. 2015, Bozzo et al. 2016, Ratti und Bugatti
2016).

1.2.2  Aufbau und Funktion von TDP-43

Das aus 414 Aminoséuren bestehende TDP-43-Protein gehort zur Familie der heterogenen,
nukledren Ribonucleoproteine (hnRNP) (Warraich et al. 2010, Belzil et al. 2013, Buratti
2015, Grad et al. 2015, Bozzo et al. 2016, Guerrero et al. 2016). Es weist klassische Elemente
der hnRNPs auf, wie zwei RNA-Erkennungsmotive (RNA Recognition Motifs, RRMs) sowie
die N- und C-terminale Region, welche zur Interaktion mit anderen Proteinen dienen (Abb. 2)
(Lee et al. 2011A, Ratti und Bugatti 2016).

NES
|NLES RRIVIlI - RRIVIZ' ] GchiE\-reicheDoméne
414

Nukledres Lokalisationssignal (NLS)
Nukledres Exportsignal (NES)
RNA-Erkennungsmotiv (RNA-recognition motif, RRM)

Mitochondriales Erkennungsmotiv

oeo.d

Abb. 2: Struktureller Aufbau von TDP-43. Das Protein besteht aus insgesamt 414 Aminoséuren und
enthélt einen Glycin-reichen C-Terminus, zwei RNA-Erkennungsmotive, jeweils ein nukleéres
Lokalisierungssignal bzw. ein nukleédres Exportsignal und drei mitochondriale Erkennungsmotive.

Die Glycin-reiche C-terminale Region erstreckt sich von der 277. bis zur 414. Aminosaure
und ist reich an Glutamin, Asparagin und Glycin (Li et al. 2013, Ling et al. 2013, Grad et al.
2015, Lee und Kim 2015, Iguchi et al. 2016). Der C-Terminus ist multifunktional und fur die
normale Proteinfunktion essentiell (Lagier-Tourenne et al. 2010, Warraich et al. 2010, Udan-
Johns et al. 2013, Grad et al. 2015). So vermittelt die Doméne Protein-Protein-Interaktionen
u.a. mit Chaperonen, ermdglicht das schnelle Verschmelzen in SGs und unterstutzt das
Protein beim korrekten Spleifien von TDP-43-Substraten (Li et al. 2013, Udan-Johns et al.
2013, Buratti 2015, Grad et al. 2015). Auf Grund seiner geringen Sequenzkomplexitét ist die
Region anfallig gegeniber Fehlfaltung und Selbstaggregation (Johnson et al. 2009, Ling et al.
2013, Grad et al. 2015, Lee und Kim 2015, Iguchi et al. 2016). Allerdings ist die C-terminale

Domadne nicht allein fiir die Proteinaggregation verantwortlich. Dartiber hinaus wird
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mindestens ein intaktes RRM benotigt, um Aggregate im Zytoplasma zu induzieren (Johnson
et al. 2008, Cascarina und Ross 2014, Lee und Kim 2015).

Der N-Terminus von TDP-43 ist genauso wie die C-terminale Sequenz an der Interaktion mit
anderen Proteinen beteiligt (Grad et al. 2015, Buratti 2015, Ratti und Bugatti 2016). Uberdies
reguliert es die Faltung des Monomers, welches fiir eine schnelle Dimerisierung des Proteins
und fur das SpleiRen essentiell ist (Bozzo et al. 2016). Ferner ist die N-terminale Region
pathologisch relevant. Sie potenziert die Unloslichkeit von TDP-43, ermdglicht eine erhohte
Interaktion mit anderen Aggregaten und spielt ebenso wie der C-Terminus eine fundamentale
Rolle bei der Aggregationsneigung des Proteins (Budini et al. 2015, Grad et al. 2015, Buratti
2015).

Die RNA-Erkennungsmotive (RRM1, RRM2) sind evolutiondr stark konserviert und
bevorzugen (UG),-reiche Sequenzen (Lagier-Tourenne et al. 2010, Tollervey et al. 2011,
Buratti 2015, Fontana et al. 2015, Guerrero et al. 2016, Ratti und Bugatti 2016). Beide
Regionen sind essentiell fir eine normale TDP-43-Funktion (Guerrero et al. 2016). RRM1 ist
wesentlich fur die Bindung von TDP-43 an einzelstrangige RNA und wird vermutlich fur die
Interaktion mit Einzel- und Doppelstrang-DNA benotigt (Lagier-Tourenne et al. 2010,
Guerrero et al. 2016). Die Rolle von RRM2 ist noch unklar. Es ist moéglicherweise an der
Organisation von Chromatin, an der DNA-Interaktion oder an der TDP-43-Dimerisierung
beteiligt (Lagier-Tourenne et al. 2010).

Das nukleédre Lokalisierungssignal (NLS) ist im N-Terminus und das nukledre Exportsignal
(NES) im RRM2 lokalisiert (Buratti 2015). NLS und NES ermdglichen das Pendeln von
TDP-43 zwischen dem Zellkern und dem Zytoplasma (Warraich et al. 2010).

Jedoch wurde TDP-43 nicht nur in diesen beiden Kompartimenten lokalisiert, sondern auch in
den Mitochondrien (Wang et al. 2016). Die mitochondriale Lokalisation ist hierbei abhéngig
von drei internen Erkennungsmotiven (M1, M3, M5) (Abb. 2) (Wang et al. 2016). Ist eines
dieser Motive deletiert, so sind der Import und die Lokalisation von Flag-markiertem,
rekombinantem TDP-43 in den Mitochondrien signifikant reduziert (Wang et al. 2016).

Auf Grund seiner vielfaltigen zelluldren Aufgaben zéhlt TARDBP zu den essentiellen Genen.
Die Stérung der TARDBP-Genexpression bzw. die Deletion des Gens fuhrt zu Defekten in
der frihen embryonalen Entwicklung, zur Beeintrachtung der motorischen Funktion bzw. zu
einer pranatalen Lethalitat (Sephton et al. 2010, Bose et al. 2011, Joyce et al. 2011, Lee et al.
2011A, Belzil et al. 2013, Ling et al. 2013, Fontana et al. 2015, Grad et al. 2015, Guerrero et
al. 2016). Wahrend des embryonalen Wachstums in Mdusen, Ratten und Zebrafischen konnte

eine starke Expression von TDP-43 nachgewiesen werden. Diese nahm kontinuierlich in der
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postnatalen Phase ab. Bei TDP-43 handelt es sich daher um ein entwicklungsregulierendes
Protein, welches wesentlich zur pranatalen Entwicklung und/oder zur neuronalen Funktion
beitragt (Sephton et al. 2010, Warraich et al. 2010, Bose et al. 2011).

Das multifunktionale Protein TDP-43 wurde erstmals 1995 im Zusammenhang mit dem
humanen Immunschwdache-Virus HIV-1 beschrieben (Ou et al. 1995, Kiernan et al.
2011,Buratti 2015). Hierin konnte TDP-43 als ein 43 kDa schweres Protein charakterisiert
werden, welches eine spezifische Bindung an die sogenannte TAR (Trans-Activation
Response) DNA aufweist. TAR ist eines von mehreren regulatorischen Elementen des HIV-1
Gens und ist besonders Pyrimidin-reich. TDP-43 bindet als Transkriptionsfaktor diese
Sequenz und reprimiert dadurch die Genexpression. Neben HIV-1 werden SP-10 (benétigt fur
die Spermagenese) in der Maus und CDK6 (Cyclin-abhangige Kinase 6, wichtig fur die
Zellzyklusprogression) durch TDP-43 reguliert (Guerrero et al. 2016).

Abgesehen von der Funktion als transkriptioneller Regulator ist TDP-43 am Spleil3en der
pra-mRNA, an der Expression von IncRNAs (lange nichtcodierende RNAs) und ncRNAs
(nichtcodierende RNAs) bzw. an der miRNA (microRNA) Biogenese beteiligt. Im
Zytoplasma stabilisiert es die mRNA, transportiert diese zu ihrem Bestimmungsort und
reguliert deren Translation (Abb. 3) (Warraich et al. 2010, Bose et al. 2011, Da Cruz und
Cleveland 2011, Lee et al. 2011A, Polymenidou et al. 2011, Tollervey et al. 2011, Sephton et
al. 2011, Belzil et al. 2013, Ling et al. 2013, Fontana et al. 2015, Fukunaga et al. 2015, Xia et
al. 2015, Bozzo et al. 2016, Guerrero et al. 2016, Ratti und Bugatti 2016, Taylor et al. 2016,
Ederle und Dormann 2017, Prpar Mihevc et al. 2017). Ferner wird TDP-43 zum Recycling
von Plasmaproteinen und flr die zelluldre Stressantwort bendtigt (Schwenk et al. 2016).
Hierbei ist TDP-43 nicht nur ein Bestandteil der SGs, sondern férdert durch die Bindung an
14-3-3 Proteinen die Expression von Genen fir die Stressantwort (Lagier-Tourenne et al.
2010, Ling et al. 2013, Fukunaga et al. 2015, Guerrero et al. 2016).
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Abb. 3: Schematischer Uberblick der zellularen Funktionen von TDP-43. TDP-43 ist ein
multifunktionales Protein, welches zahlreiche Aufgaben sowohl im Zellkern, als auch im Zytoplasma
ubernimmt. (1) Intranukledr kontrolliert TDP-43 die Transkription, indem es z. B. TAR DNA bindet
und dadurch die RNA Synthese reprimiert. (2) Ferner kolokalisiert TDP-43 mit neusynthetisierter
pra-mRNA und reguliert deren SpleiRRen. (3) Die Prozessierung von miRNA ist eine weitere Funktion
des Proteins. Hierbei interagiert TDP-43 mit dem Drosha Komplex (Microprocessor complex) und der
Endoribonuklease Dicer. (4) TDP-43 Gbernimmt eine aktive Rolle beim Transport von mRNA und
kolokalisiert mit verschiedenen anderen Transportproteinen. (5) Das Protein gilt als Regulator der
mMRNA-Stabilitat. (6) Die Translation von mRNA in den Neuriten ist stark mit deren Transport
assoziiert. TDP-43 ist an der lokalen Translation in den Synapsen beteiligt und dient hierbei als
Repressor. (7) Bei einer Stressinduktion bilden sich sogenannte Stressgranula (SG), die u. a. TDP-43
enthalten.

1.2.3  Bedeutung der posttranslationalen Modifikation bei der TDP-43-
Pathogenese

2006 wurde TDP-43 als ein krankheitsrelevantes Protein identifiziert. Ubereinstimmend
beschrieben zwei Arbeitsgruppen wildtypisches TDP-43 als das Haupterkrankungsprotein in
Tau- und a-Synuclein-negativen sowie Ubiquitin- und p62-positiven Einschliissen bei ALS-
und FTD-Patienten (Arai et al. 2006, Neumann et al. 2006). Die ausschlieBlich im
Zentralnervensystem (Neuronen und Gliazellen) gefundenen Aggregate wurden jedoch auch
in anderen neurodegenerativen Erkrankungen entdeckt. Infolgedessen pragten Arai et al.
(2006) den Begriff der TDP-43-Proteinopathie. Zu dieser Untergruppe der
neurodegenerativen Erkrankungen gehoren neben ALS und FTLD, die FTD, Alzheimer-
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Krankheit, Parkinson-Krankheit, Chorea Huntington, kortikobasale Degeneration, Demenz
mit Lewy-Korperchen, das Down Syndrom und verschiedene Myopathien (Abb. 1) (Arai et
al. 2006, Johnson et al. 2009, Pesiridis et al. 2009, Lagier-Tourenne et al. 2010, Ling et al.
2010, Da Cruz und Cleveland 2011, Lee et al. 2011A, Ling et al. 2013, Aulas und Vande
Velde 2015, Guerrero et al. 2016, Schwenk et al. 2016, Taylor et al. 2016, Prpar Mihevc et
al. 2017). FTLD und FTD sind zwei artverwandte Begriffe, die abhéngig von der Quelle
leicht unterschiedlich definiert werden (Arai et al. 2006, Kryndushkin und Shewmaker 2011).
Charakteristisch fur alle TDP-43-Proteinopathien sind die nukledre Depletion des Proteins,
die  zytoplasmatische  Fehllokalisation, die abnormale  Hyperphosphorylierung,
Ubiquitinierung und Fragmentierung von TDP-43 in ca. 25 kDa groRRe C-terminale Fragmente
(enthalten keine NLS-Sequenz) (Abb. 4) (Arai et al. 2006, Neumann et al. 2006, Johnson et

' ..4‘&' “a g‘ A
"." . - * » .
Lk - - ’ :
. ‘:ﬁ { V "‘ - ‘

Abb. 4: Pathophysiologisches Erscheinungsbild der TDP-43-Proteinopathie im Hippocampus
von FTLD-U Patienten. Die Nervenzellen wurden mit einem TDP-43-spezifischen Antikorper
behandelt und zeigen die charakteristische TDP-43-Pathologie mit einer nukleéren Depletion (markiert
mit einem Pfeil) und einer zytoplasmatischen Akkumulation des TDP-43-Proteins (gekennzeichnet mit
einer Pfeilspitze). Histologisch unauffillige Zellen wurden mit einem Stern markiert. Ubernommen
von lgaz et al. 2008.

al. 2009, Lagier-Tourenne und Cleveland 2009, Pesiridis et al. 2009, Urushitani et al. 2010,
Da Cruz und Cleveland 2011). Neben der typischen pathologischen Umverteilung von
TDP-43 vom Zellkern ins Zytoplasma konnen vereinzelt auch intranukledre Aggregate
auftreten. Diese sind ebenso posttranslational modifiziert wie die TDP-43-positiven
zytoplasmatischen Einschliisse (Lee et al. 2011A, Li et al. 2013, Ling et al. 2013, Guerrero et
al. 2016, Prpar Mihevc et al. 2017). Wie diese Verénderungen zur Bildung der
pathologischen TDP-43-Aggregate beitragen, muss noch endgultig gekléart werden (Lee et al.
2011A, Li et al. 2013, Ajroud-Driss und Siddique 2015, Ratti und Bugatti 2016, Prpar
Mihevc et al. 2017). Allerdings ist es denkbar, dass sie toxische Eigenschaften, Aggregation
und Proteinfehlfunktionen bei TDP-43 induzieren (Belzil et al. 2013). Im gesunden Gehirn ist

TDP-43 kaum phosphoryliert oder ubiquitiniert, nur im Zentralnervensystem von ALS- und
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FTLD-Patienten ist TDP-43 abweichend verandert und gespalten (Lee et al. 2011A, Li et al.
2013, Ajroud-Driss und Siddique 2015, Bozzo et al. 2016, Guerrero et al. 2016, Ratti und
Bugatti 2016, Prpar Mihevc et al. 2017).

Zu den abnormalen Modifikationen gehort die Phosphorylierung der in TDP-43
vorkommenden Serinreste (Lee et al. 2011A, Guerrero et al. 2016). Dies hat widerspruchliche
Auswirkungen zur Folge. Einerseits erhoht die Phosphorylierung die Unldsichkeit, die
Halbwertszeit und die Resistenz des Proteins gegenuber dem proteasomalen Abbau (Lee et al.
2011A, Belzil et al. 2013, Fontana et al. 2015). Ferner steigern nachweislich mutierte
Serinreste die TDP-43-bedingte Zytotoxizitat in C. elegans (Guerrero et al. 2016). Auf der
anderen Seite beeinflusst die Phosphorylierung im Zellkultursystem weder die TDP-43-
Aggregation noch die Toxizitat (Guerrero et al. 2016). Einige Autoren vermuten sogar, dass
die Phosphorylierung die Aggregatbildung verhindert und nicht fordert (Bozzo et al. 2016,
Guerrero et al. 2016).

Die TDP-43-Ubiquitinierung ist in einem friihen Krankheitsstadium selten zu beobachten, erst
mit dem Fortschreiten der Erkrankung kann Ubiquitin in TDP-43-postiven Einschlissen
detektiert werden (Lagier-Tourenne et al. 2010, Lee et al. 2011A, Guerrero et al. 2016). Aus
diesem Grund handelt es sich bei dieser Form der Modifikation vermutlich um ein spétes
Krankheitsereignis, dessen genaue Rolle noch nicht vollstandig verstanden wird (Lee et al.
2011A, Guerrero et al. 2016). Jedoch dient die Ubiquitinierung als Signal fiir den Abbau von
TDP-43 Uber die Autophagie und das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) (Scotter et al.
2014).

TDP-43 enthalt drei Schnittstellen fiir die Caspase 3, die das Protein in 25 bzw. 35 kDa grof3e
C-terminale Fragmente spaltet (Lee et al. 2011A, Huang et al. 2014, Guerrero et al. 2016).
Vermutlich handelt es sich bei den Fragmenten um proteolytische Spaltprodukte, die bei der
Beseitigung des Volllangenproteins entstehen (Lee et al. 2011A, Huang et al. 2014, Guerrero
et al. 2016). Pathologische Einschliisse bei ALS-Patienten enthalten ein Gemisch aus normal
langem TDP-43 und gekdrzten Varianten (Lee et al. 2011A).

Die Bildung von TDP-43-Aggregaten kann experimentell durch verschiedene Stimuli, wie
oxidativen Stress oder durch die Hemmung der Proteinabbauwege, gesteigert werden (Bozzo
et al. 2016, Ratti und Bugatti 2016). Die Bedeutung der Aggregate beim ALS- und FTLD-
Krankheitsprozess ist noch nicht endgultig geklart (Ratti und Bugatti 2016). Zum einen
konnen die Aggregate schadlich wirken, indem sie direkt zelluldre Toxizitat induzieren oder
der Zelle aktiv lebensnotwendige Proteine ,,entziehen* (Dantuma und Bott 2014, Cascella et
al. 2016, Ratti und Bugatti 2016). Dabei werden nicht nur TDP-43 und FUS/TLS durch deren
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Selbstaggregation der Zelle entzogen, sondern deren Aggregate kénnen auch andere RNA-
bindende Proteine (RBPs) und mRNAs vereinnahmen (Li et al. 2013, Ratti und Bugatti
2016). Aus diesem Grund wird eine normale RNA-Homoostase verhindert.
Lebensnotwendige Prozesse, wie die Translation von mRNAs, die fiir das Zelluberleben und
die -erholung wichtig sind, sowie deren Prozessierung, Abbau und Sortierung durch die RBPs
konnen nicht im vollen Umfang durchgefiihrt werden und steigern den Neuronenverlust und
die Zelltodrate (Li et al. 2013). Des Weiteren konnten Woerner et al. (2016) zeigen, dass
zytoplasmatische TDP-43-Aggregate den Export von mRNAs aus dem Zellkern in das
Zytoplasma stéren und eine Fehllokalisation und Aggregation zellularer Transportfaktoren
verursachen.

Allerdings bedingen Aggregate im Zytoplasma nicht zwangslaufig eine Toxizitat. Erst wenn
TDP-43 seine C-terminale Region und mindestens ein RRM besitzt, ist das Konstrukt in der
Lage toxische Aggregate zu bilden (Johnson et al. 2008, Armakola et al. 2011, Li et al. 2013,
Cascarina und Ross 2014, Lee und Kim 2015). Dariber hinaus kénnten TDP-43-Aggregate
auch eine protektive Position einnehmen, indem sie mutierte Proteine zuriickhalten, bevor sie
durch den Abbau toxisch in der Zelle wirken (Ratti und Bugatti 2016). Dies ist z. B. bei
priméren Neuronen der Fall, die ein mutiertes Fragment des Huntingtin Proteins exprimieren.

Bei diesen steigt das Uberleben durch die Bildung von Aggregaten (Arrasate et al. 2004).

1.2.4  Bedeutung der TARDBP-Mutationen in der Pathogenese

Die TDP-43-Pathologie tritt, wie bereits erwahnt, zum grofRen Teil unabhéngig von einer
Genmutation auf. Eine strukturelle Proteinveranderung ist daher nicht notwendig, um den
pathogenen Mechanismus in Gang zu setzen (Kabashi et al. 2008). Ferner sind Mutationen
auch deswegen selten, da bereits kleinste negative oder positive Veranderungen in der
TDP-43-Expression fur die Zelle extrem schadlich sind (Buratti 2015). Mutationen in
TARDBP wurden ausschlieBlich bei ALS- und FTLD-Patienten gefunden (Da Cruz und
Cleveland 2011). Jedoch konnten nur 3-5% der fALS und 1-5% der SALS-Félle auf eine
TDP-43-Mutation zurlickgefuhrt werden (Ling et al. 2013, Buratti 2015, Morgan und Orrell
2016, Ratti und Bugatti 2016, Prpar Mihevc et al. 2017). Trotz allem revolutionierte die
Entdeckung der TARDBP-Mutation im Zusammenhang mit der Krankheitsursache die ALS-
Forschung und fokussierte die Aufmerksamkeit auf die RNA-bindenden Proteine und die
RNA-Prozessierung (Ling et al. 2013, Ratti und Bugatti 2016). Sreedharan und Mitarbeiter
(2008) beschrieben die ersten beiden krankheitsassoziierten TDP-43-Varianten. Bis heute ist

die Anzahl auf 52 Missens-Mutationen, eine Abbruch-Mutation und eine
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Insertions-/Deletions-Mutation (Stand 2015) gestiegen (Buratti 2015, Ratti und Bugatti 2016).
Die meisten Genmutationen treten im Exon 6 und somit im C-Terminus vom TDP-43 auf
(Pesiridis et al. 2009, Lee et al. 2011A, Grad et al. 2015). Besonders hdaufig kommt es zu
Substitutionen der Serin- und Threoninreste (Guerrero et al. 2016). Der Austausch von
Methionin gegen Valin an Position 337 (M337V) ist die hdufigste krankheitsassoziierte
TDP-43-Variante (Guerrero et al. 2016). Sie konnte in 11 Patienten mit fALS nachgewiesen
werden (Pesiridis et al. 2009, Buratti 2015). Der Vererbungsgang ist autosomal-dominant
(Lee et al. 2011A, Grad et al. 2015, Morgan und Orrell 2016). Die in einem einzigen SALS-
Fall beschriebene TDP-43-Q331K-Variante ist durch den Austausch von Glutamin gegen
Lysin an Position 331 gekennzeichnet (Pesiridis et al. 2009, Buratti 2015). Die meisten
Mutationen bedingen hauptsachlich eine gain-of-function. Die gain-of-function oder der
toxische Hinzugewinn einer Funktion beschreibt die Bildung von potenziell schadlichem
TDP-43 im Zytoplasma (Cascella et al. 2016). Im Gegensatz dazu definiert die loss-of-
function bzw. der Funktionsverlust die Abnahme von funktionellem TDP-43 im Zellkern und
moglicherweise auch im Zytoplasma (Li et al. 2013, Cascella et al. 2016).
Krankheitsassoziierte TDP-43-Varianten haben eine gesteigerte Aggregationsneigung und
Halbwertszeit. Des Weiteren verdndern sie die subzelluldre Lokalisation (mutiertes TDP-43
ist verstarkt im Zytoplasma lokalisiert) und die Protein-Protein-Interaktionen. Sie haben
Einfluss auf die Morphologie der SG (steigern die Anzahl, die Grolle und deren
Besténdigkeit), auf die mitochondriale Funktion und Dynamik sowie auf den Proteintransport
zwischen ER und Golgi. Uberdies stort mutiertes TDP-43 den Transport der mRNA, bedingt
vermehrt oxidativen Stress und potenziert die TDP-43-bedingte Zytotoxizitat (Johnson et al.
2009, Ling et al. 2010, Braun et al. 2011, Li et al. 2013, Wang et al. 2013, Ajroud-Driss und
Siddique 2015, Aulas und Vande Velde 2015, Buratti 2015, Fukunaga et al. 2015, Lee und
Kim 2015, Soo et al. 2015, Guerrero et al. 2016, Iguchi et al. 2016, Morgan und Orrell 2016,
Ratti und Bugatti 2016, Ederle und Dormann 2017). Die Depletion von TDP-43 aus dem
Zellkern scheint ein frihes Ereignis der ALS-Pathologie zu sein und konnte im
Zentralnervensystem von ALS- und FTLD-Patienten beobachtet werden (Lee et al. 2011A,
Belzil et al. 2013, Ling et al. 2013, Cascella et al. 2016, Morgan und Orrell 2016, Taylor et
al. 2016). Der eindeutig krankheitsrelevante Verlust von TDP-43 im Zellkern geht einher mit
Storungen der Transkription, des SpleiRens und der miRNA-Biogenese (Lee et al. 2011A,
Belzil et al. 2013, Ling et al. 2013, Cascella et al. 2016, Morgan und Orrell 2016, Taylor et
al. 2016, Ederle und Dormann 2017). Wahrscheinlich sind dies die Ursachen fur die

beobachteten  zelluldren Beeintrachtigungen und die abnormen morphologischen
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Veranderungen. So flhrt die Depletion von TDP-43 in Modellsystemen zu einer Verztgerung
der SG Assemblierung und zur Beschleunigung der Disassemblierung (Stabilitét ist limitiert)
(Li et al. 2013, Aulas und Vande Velde 2015). Eine Schlusselkomponente der SG-Dynamik
ist das RNA-bindende Protein G3BP1. Dessen Proteinlevel ist bei depletiertem TDP-43
herunterreguliert (Aulas und Vande Velde 2015). Der Mangel an funktionstlichtigen SGs
konnte die erhohte Anfélligkeit von Neuronen-ahnlichen Zellen gegenuiber oxidativem Stress
erklaren (Aulas und Vande Velde 2015). Hierbei ist zu vermuten, dass vermehrt mMRNAS bei
einer Stressinduktion geschadigt werden. Neben der Modifikation der SGs hat der
Funktionsverlust von TDP-43 moglicherweise Auswirkungen auf die Autophagie und das
UPS. TDP-43 reguliert das Autophagie-relevante Protein Atg7 (Bose et al. 2011). Bei einer
TDP-43-Depletion sinkt das Level an Atg7, welches zu einer Stérung der Autophagie und zu
einer Akkumulation von ubiquitinierten Proteinen in der Zelle fuhrt (Bose et al. 2011, Belzil
et al. 2013). Ferner scheint die Abnahme des TDP-43-Levels auch zytoplasmatische
Funktionen des Proteins zu beeintrachtigen. So konnte in Ruckenmarksproben von ALS-
Patienten ein modifizierter Transport und eine veranderte Translation der Mapl mRNA
nachgewiesen werden (Ederle und Dormann 2017). Somit ist sehr wahrscheinlich, dass
sowohl die gain-of-function als auch die loss-of-function fur die Zelle toxisch sind und dass
die Kombination die TDP-43-Pathologie beglnstigt (Lee et al. 2011A, Ling et al. 2013,
Cascella et al. 2016). Es ist daher lebenswichtig, dass TDP-43 in der Zelle genauestens
reguliert wird (Ratti und Bugatti 2016).

1.2.5  Prion-dhnliche Verbreitung der TDP-43-Proteinopathien

Das Ausbreitungsmuster innerhalb der TDP-43-Proteinopathien wird oftmals als
Prion-ahnlich definiert (Cascarina und Ross 2014). Hierbei erfolgt nach Proteinfehlfaltung
und -aggregation die Ubertragung der TDP-43-Oligomere von Zelle zu Zelle ber
Mikrovesikel oder Exosomen (Cascarina und Ross 2014, Grad et al. 2015, Iguchi et al. 2016,
Ratti und Bugatti 2016, Melentijevic et al. 2017). Die Pinozytose unterstutzt hierbei die
Aufnahme von TDP-43 in die Nachbarzelle. Innerhalb der Zelle sind die TDP-43-Aggregate
in der Lage eine Fehlfaltung von normalstrukturierten TDP-43-Monomeren zu induzieren
(Lee und Kim 2015). Dies erklart moglicherwiese den typischen Beginn der TDP-43-
Proteinopathien an einem Krankheitsherd und deren schnelle horizontale bzw. vertikale
Ausbreitung (Grad et al. 2015, Iguchi et al. 2016, Ratti und Bugatti 2016). Dessen ungeachtet
ist eine Ubertragung von Mensch zu Mensch, wie bei einer klassischen Prionenerkrankung,

nach derzeitigem Kenntnisstand nicht moglich (Cascarina und Ross 2014, Lee und Kim
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2015). Ferner konnen TDP-43-Aggregate keine anderen ALS-assoziierten Proteine, wie z. B.
SOD1, zur Aggregation verleiten (Polymenidou und Cleveland 2011).

Eine ausfiihrliche und liickenlose Erforschung der molekularen Ursachen und Folgen der
TDP-43-Proteinopathien  gelingt nur unter Verwendung von unterschiedlichen
Modellsystemen und -organismen, darunter der eukaryotische Einzeller Saccharomyces

cerevisiae.

1.3  Die Backerhefe S. cerevisiae als Modellorganismus

Die etabliertesten Modelle zur Untersuchung der neurodegenerativen Erkrankungen und im
Speziellen der TDP-43-Proteinopathien sind verschiedene Zelllinien und transgene
Organismen, wie die Maus Mus musculus, die Ratte Rattus norvegicus, der Zebrafisch
Danio rerio, die Fliege Drosophila melanogaster, der Fadenwurm Caenorhabditis elegans
und die Knospungshefe Saccharomyces cerevisiae.

Die TDP-43-Proteinopathien werden durch die Uberexpression wvon wildtypischem,
mutiertem oder fragmentiertem TDP-43 im Modell reproduziert (Braun et al. 2011, Cascella
et al. 2016). Dadurch kann die gain-of-function des Proteins nachgeahmt werden. Die
Erforschung der loss-of-function wird durch den knockdown der TDP-43-codierenden mRNA
durch siRNA ermdglicht (Cascella et al. 2016). Das vollstandige Ausschalten des TARDBP-
Gens ist im transgenen Tiermodell letal (Sephton et al. 2010).

Die Uberexpression von TDP-43 in den Zellsystemen und Modellorganismen bedingt
verschiedene pathophysiologische Effekte, welche in ALS-Patienten charakteristisch sind. So
konnte in Zelllinien eine nukledre Depletion des Proteins, dessen zytoplasmatische
Akkumulation, eine gestorte mitochondriale Funktion und Morphologie sowie eine zellulére
Toxizitat beobachtet werden (Hong et al. 2012, Cascella et al. 2016). Ferner bedingt die
Synthese von exogenem TDP-43 im transgenen Organismus die Bildung von pathologischen,
ubiquitinierten Proteinaggregaten in den Motoneuronen, neuronalen Zellverlust bzw.
Reduktion von dendritischen Verzweigungen sowie einen progressiven, neurodegenerativen
Phénotyp (motorische und kognitive Stérungen) (Wegorzewska et al. 2009, Braun et al. 2011,
Da Cruz und Cleveland 2011, Joyce et al. 2011, Turner et al. 2013, Buratti 2015, Cascella et
al. 2016). Erstaunlicherweise verursacht das selektive Entfernen von TDP-43 &hnliche
pathologische Merkmale wie die gain-of-function, das hei3t die Ausbildung zytotoxischer
zytoplasmatischer TDP-43-Aggregate. Es wurde eine induzierte Toxizitat, altersabhéngige,
progressive Degeneration der Motoneuronen, Bewegungsdefizite und eine teilweise reduzierte
Lebensspanne festgestellt (Da Cruz und Cleveland 2011, Lee et al. 2011A, Ling et al. 2013,
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Romano et al. 2014, Cascella et al. 2016). Es steht auBer Frage, dass die transgenen
Tiermodelle zur Aufklarung von Krankheitsmechanismen beitragen. Allerdings sollten die
Nachteile und Unstimmigkeiten zwischen Modell und Patient nicht aufler Acht gelassen
werden. Zum einen spielt sich der pathophysiologische Verlauf im Modell in einem relativ
kurzen Zeitraum ab, wéhrend beim Menschen Jahrzehnte bis zum Krankheitsausbruch
vergehen (Turner et al. 2013). Zum anderen wird der Fokus stark auf mutiertes TDP-43
gelegt. Jedoch fulit die Krankheitsentwicklung auf mehreren Faktoren und nur selten auf einer
Mutation (Joyce et al. 2011, Turner et al. 2013). Nur die berméaRige Expression von TDP-43
ist im transgenen Tier toxisch und bedingt einen pathologischen Ph&notyp (Joyce et al. 2011).
Dies konnte zum Nachteil haben, dass zelluldre Wege aktiviert werden, die keine Relevanz
flir den ALS-Patienten haben oder dass das exogene TDP-43 zu einer Herunterregulation von
endogenem TDP-43 fiihrt (Joyce et al. 2011). Darlber hinaus gibt es bis heute keine Belege,
dass das Expressionslevel von TDP-43 im ALS-Patienten verandert ist (Joyce et al. 2011).
Aufféallig ist ebenso, dass speziell in der Maus nur sehr selten zytoplasmatische
TDP-43-positive Aggregate aufzufinden sind (Da Cruz und Cleveland 2011, Cascella et al.
2016). Dies ist allerdings ein wesentliches Merkmal der TDP-43-Proteinopathien. Auch ist
eine Ubertragung der Resultate von der Maus zum Menschen auf Grund der Unterschiede in
der Lebenserwartung, Neuroanatomie, Pharmakokinetik und -dynamik schwierig (Turner et
al. 2013).

Daher ist die Backerhefe S. cerevisiae wegen der zahlreichen Vorteile gegeniiber den anderen
Zellsystemen und transgenen Organismen eine sinnvolle Alternative. Technisch gesehen
genugen bei der Hefe einfache sterile Anforderungen und glnstige Wachstumsmedien, um
eine schnelle Kultivierung zu erzielen (Tenreiro et al. 2013). Auch die schnelle
Generationszeit, die leichte genetische Manipulierbarkeit und die Mdglichkeit der langen
Lagerung sind eindeutige Vorzuge dieses Organismus gegenuber anderen (Armakola et al.
2011, Tenreiro et al. 2013). Die gute Charakterisierung des Hefegenoms spiegelt sich in der
Existenz  von  zahlreichen  Deletions-, c¢DNA- und  Uberexpressionsstimmen
bzw. -bibliotheken wieder (Johnson et al. 2008, Braun et al. 2010, Armakola et al. 2011).
Ferner besitzt die Hefe ein groRes Potenzial bei der Erforschung neurodegenerativer
Erkrankungen auf Grund deren Einsatzmdglichkeit in genetischen Hochdurchsatzscreens und
bei pharmakologischen Ansatzen (Kryndushkin und Shewmaker 2011, Tenreiro et al. 2013).
So konnte mittels der Hefe das ALS-assoziierte Protein TAF15 identifiziert werden
(Couthouis et al. 2011). Uberdies dient Hefe als Modellorganismus zum Validieren neuer,

moglicherweise therapeutisch einsetzbarer Substanzen (Prasad et al. 2016). Aber nicht nur die
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hohe Anwenderfreundlichkeit der Hefe, sondern auch ihre biologischen Eigenschaften
sprechen flr die Hefe als Modellorganismus. So handelt es sich um einen sehr einfachen
Organismus, dessen Genom wenige Introns enthélt und sehr kompakt ist (Braun et al. 2010,
Bastow et al. 2011, Tenreiro et al. 2013). Daher ist es nicht verwunderlich, dass die Hefe der
erste eukaryotische Organismus war, dessen Genom vollstandig sequenziert werden konnte
(Tenreiro et al. 2013).

Ungefahr ein Drittel der Hefegene haben ein direktes Homolog im Menschen. Die restlichen
zwei Drittel besitzen Doménen, welche signifikant homolog zu mehreren humanen Genen
sind (Kryndushkin und Shewmaker 2011). Kachroo et al. (2015) zeigten, dass etwa die Halfte
der Hefegene funktionell durch humane Homologe ersetzt werden konnen. Bei Faltung,
Sortierung und Abbau von Proteinen waren es sogar fast zwei Drittel. Die Stammfunktion
vieler Gene und Proteine blieb also trotz mehrerer Millionen Jahre der Entwicklung erhalten.
Ungefahr 290 Gene in der Hefe sind ortholog zu menschlichen Krankheitsgenen (Sarto-
Jackson und Tomaska 2016). Aber nicht nur einzelne Gene bzw. Proteine, sondern gesamte
zelluldre Prozesse und molekulare Mechanismen sind zwischen Hefe und Mensch evolutionér
konserviert oder sind sich sehr dhnlich (Johnson et al. 2008, Armakola et al. 2011,
Kryndushkin und Shewmaker 2011, Sarto-Jackson und Tomaska 2016). Grundlegende
Mechanismen fiir Wachstum, Anpassung und Uberleben sind in ein- und mehrzelligen
eukaryotischen Organismen vergleichbar (Bastow et al. 2011). Auch Zellwege fur die
Signalweiterleitung, Zellmorphologie und Zell-zu-Zell-Kommunikation sind annéhernd
gleich (Sarto-Jackson und Tomaska 2016). Interessanterweise sind evolutionir ,neue®
Spezifikationen des Nervensystems von sehr alten, fundamentalen Prozessen, die bereits in
einzelligen eukaryotischen Organismen vorhanden sind, tbernommen worden (Sarto-Jackson
und Tomaska 2016). Speziell die Hefezellen konnen wahrend des chronologischen Alterns in
ein postmitotisches Stadium wechseln und so die Situation in den Neuronen nachahmen
(Braun et al. 2010). Aber nicht nur physiologische, sondern auch krankheitsrelevante
Prozesse sind zwischen Hefe und Mensch konserviert (Tenreiro et al. 2013). Da sich jede
Zelle, von der einfachen Hefezelle bis zum komplexen humanen Neuron, mit fehlgefalteten
und aggregierten Proteinen auseinandersetzen muss, haben sich grundlegende zelluldre
Proteinfehlfaltungs- und Qualitatskontrollmechanismen kaum veréndert (Armakola et al.
2011, Bastow et al. 2011, Kryndushkin et al. 2011, Tenreiro et al. 2013). Die Stérung dieser
Prozesse sowie weitere pathologische Merkmale, wie oxidativer und ER Stress,
mitochondriale Schédigung, Zytotoxizitat, Zellalterung und —tod konnen sowohl im

Modellorganismus als auch bei neurodegenerativen Erkrankungen beobachtet werden (Braun
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et al. 2010, Armakola et al. 2011, Braun 2015, Sarto-Jackson und Tomaska 2016). Auf Grund
dieser Vorzlge ist die Knospungs-Hefe ein etabliertes und leistungsstarkes Modell zur
Erforschung verschiedener Proteinopathien, wie beispielsweise den a-Synucleinopathien, den
Polyglutaminerkrankungen oder den TDP-43-Proteinopathien (Braun et al. 2010, Braun et al.
2011, Kryndushkin und Shewmaker 2011, Sarto-Jackson und Tomaska 2016).

Jedoch dirfen die offensichtlichen Nachteile der Hefe als Modellorganismus nicht aulRer Acht
gelassen werden. Der einzellige Organismus ist nicht wie ein Neuron in ein Gewebe
eingebettet und kann deshalb keine Zell-Zell-Interaktionsnetzwerke nachahmen (Braun et al.
2010, Kryndushkin und Shewmaker 2011). Die Hefe besitzt keine Neuronen-spezifischen
morphologischen Strukturen, wie Dendriten, Axone oder Synapsen (Braun et al. 2010).
Ferner passen sich Hefen an veranderte Umweltbedingungen rasch an und kénnen sich teilen,
wahrend es sich bei den Neuronen um hochspezifische, differenzierte und postmitotische
Zellen handelt (Braun et al. 2010). Auch besitzen Neuronen, im Vergleich zu Hefe, mehr
Proteine, die am Zelltodmechanismus beteiligt sind (Braun et al. 2010).

Ein scheinbar groRer Nachteil der Hefe bei der Erforschung der TDP-43-Proteinopathien ist
die Tatsache, dass der Organismus kein Homolog fiir TDP-43 besitzt (Johnson et al. 2009).
Jedoch wird auch in vielen anderen Modellen humanes TDP-43 Uberexprimiert, um einen
pathologischen Phanotyp zu imitieren (siehe oben). Des Weiteren rekapituliert die Expression
von menschlichem TDP-43 in der Hefe die krankheitsrelevanten Charakteristika in hoheren
Organismen und Patienten (Braun et al. 2011, Kryndushkin und Shewmaker 2011). Einerseits
kann bei einer starken Synthese von TDP-43 die Translokation des Proteins vom Zellkern ins
Zytoplasma beobachtet werden (Johnson et al. 2008, Braun et al. 2011). Andererseits ist die
dortige Aggregation und Toxizitdt abhangig von der C-terminalen Region und dem RRM
(Johnson et al. 2008, Armakola et al. 2011, Braun et al. 2011). Die durch die TDP-43-
Expression bedingte Toxizitat im Hefekrankheitsmodell korreliert mit einer Reduktion des
Wachstums (Abnahme des klonogenen Potenzials und Zunahme der apoptotischen und
nekrotischen Zellen) und bedingt zelluldre morphologische Verénderungen (Johnson et al.
2008, Braun et al. 2011). Die TDP-43-Aggregate unterscheiden sich in ihren Eigenschaften
von anderen aggregierenden Proteinen. So ist TDP-43 SDS-16slich und reagiert nicht mit
Amyloid-diagnostischen Farbstoffen (Johnson et al. 2008, Johnson et al. 2009, Scotter et al.
2014). Die Synthese von mutiertem TDP-43 verstarkt die Aggregationsneigung, die
Aggregationsanzahl und die Zytotoxizitat (Johnson et al. 2009, Braun et al. 2011). All diese
Merkmale wurden in hoheren Organismen ebenfalls beobachtet. Daruber hinaus konnten

mittels des Modellorganismus Hefe Stoffwechselprozesse und Gene identifiziert werden, die
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als Modulatoren der TDP-43-bedingten Zytotoxizitat dienen. Braun und Mitarbeiter (2011)
zeigten, dass die mitochondriale Atmung die Toxizitat in TDP-43-exprimierenden Hefezellen
beeinflusst. Ferner konnten genetische Suppressoren und Verstarker der TDP-43-Toxizitét in
verschiedenen, pathologischen Hefemodellen erfolgreich auf andere Organismen, wie die
Fliege und den Menschen, ubertragen werden (Elden et al. 2010, Bastow et al. 2011, Lee et
al. 2011B). Beispiele hierfur sind Pbpl in der Hefe bzw. dessen humanes Homolog Ataxin-2
sowie das zum SpleiRen bendtigte Dbrl Protein. Bei ersterem wurde 2010 gezeigt, dass die
Uberexpression oder die Deletion von Pbpl die Zytotoxizitat in TDP-43-synthetisierenden
Hefezellen verstarkt bzw. reduziert (Elden et al. 2010). Die Erkenntnis, dass Pbpl bzw.
Ataxin-2 die TDP-43-bedingte Toxizitat beeinflusst, konnte in S&ugerzellkulturen (HeLa-
Zellen), in D. melanogaster und im Menschen verifiziert werden (Elden et al. 2010, Lee et al.
2011B, Nihei et al. 2012). Auch bei Dbrl handelt sich um einen Regulator der TDP-43-
bedingten Zytotoxizitat. Armakola et al. (2012) wiesen in einem genomweiten Screen nach,
dass die Deletion des am Entzweigen von Lassointrons beteiligte Enzyms Dbrl die durch
TDP-43-verursachte Toxizitat mindert. Die Wissenschaftler stellten die Theorie auf, dass die
Lasso-RNA als ,,Koder fiir toxisches zytoplasmatisches TDP-43 dient und dadurch TDP-43
daran hindert, essentielle RNAs und Proteine zu binden. Dies wiederum bedingt ein
positiveres Wachstum der Zelle. Die durch das Hefemodell erlangten Ergebnisse konnten in
einer Zelllinie und in primaren kortikalen Neuronen aus der Ratte bestatigt werden (Armakola
et al. 2012).

Die aufgeflhrten Beispiele unterstreichen das groRe Potenzial der Hefe als Modellorganismus
fur neurodegenerative Erkrankungen und speziell fur TDP-43-Proteinopathien. Hierbei stellt
die fundierte Beteiligung der mitochondrialen Atmung nur eine Facette des pathologischen
Prozesses dar. Die zellulare Eliminierung von potenziell schadlichen Proteinen wie z. B.
TDP-43 durch proteolytische Abbauwege ist ein weiterer, zentraler Aspekt der TDP-43-
Proteinopathien und aller sonstigen, neurodegenerativen Erkrankungen (siehe Abschnitt 1.1).
Dabei ist es von groflem Vorteil, dass die Maschinerie fir die Proteinfehlfaltung,
Qualitatskontrolle und Proteinabbau zwischen Hefe und Mensch evolutionédr konserviert ist.
Somit steigt die Wahrscheinlichkeit, dass die in der Hefezelle entwickelten

Uberlebensstrategien auf humane Motoneuronen tibertragen werden kénnen.

1.4 Zellulare proteolytische Mechanismen

Die im Zentralnervensystem befindlichen Neuronen und Synapsen sind auf3erordentlich stark

auf die zuverléssige Synthese und den zligigen Abbau von Proteinen angewiesen. Dies liegt
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zum einen darin begrlndet, dass die Regenerationsfahigkeit der Nervenzellen auf Grund der
eingeschrankten adulten Neurogenese stark limitiert ist (Opattova et al. 2015). Das beschrénkt
die Mdoglichkeiten der Zelle, Gberflissige, geschadigte, fehlgefaltete oder aggregierte Proteine
zu eliminieren (Wong und Cuervo 2010). Zum anderen dienen die Proteine in den Synapsen
als Molekdile fir die Signaltransduktion, weswegen eine korrekte Proteinsynthese und Abbau
wichtig flr die Plastizitat und das Gedachtnis sind (Tai und Schuman 2008, Wong und
Cuervo 2010). Die einzigartige Proteinzusammensetzung in den Synapsen benétigt dartiber
hinaus ein komplexes und modifizierbares System der Proteinqualitatskontrolle (Atkin und
Paulson 2014).

Der zellulére Proteinabbau erfolgt im Wesentlichen uber drei Mechanismen: das Ubiquitin-
Proteasom-System (UPS), die Autophagie und das endosomal-lysosomale (in der Hefe das

endosomal-vakuolére) System.

1.4.1  Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS)

Neben der Aufrechterhaltung der synaptischen Plastizitat und der selektiven Eliminierung von
unerwiinschten Proteinen in Zellkern und Zytoplasma reguliert das UPS auch Protein-Protein-
Interaktionen (Atkin und Paulson 2014, Finley et al. 2012, Dantuma und Bott 2014, Opattova
et al. 2015). Ferner ist das UPS an der allgemeinen Zellgesundheit beteiligt, indem es
Rezeptorsignalwege, zellulare Reaktionen auf oxidativen Stress und DNA-Schadigung sowie
die Zellzyklusprogression vermittelt (Atkin und Paulson 2014).

Das UPS besteht aus zwei Teilschritten: dem Markieren der Zielproteine mit Ubiquitin und
deren Abbau im Proteasom (Dantuma und Bott 2014). Die Kennzeichnung der
Substratproteine ist ein enzymatischer kaskadenartiger Prozess und besteht aus drei Stufen
(Finley et al. 2012, Atkin und Paulson 2014, Dantuma und Bott 2014). Bei der ersten erfolgt
die Aktivierung von Ubiquitin durch das Enzym E1 (in der Hefe ausschlie3lich Ubal) unter
Verbrauch von ATP (Finley et al. 2012, Atkin und Paulson 2014). Das evolutionér stark
konservierte Ubiquitinmolekil besteht aus 76 Aminosduren, enth&lt sieben Lysinreste und
wird in allen eukaryotischen Zellen exprimiert (Atkin und Paulson 2014, Braun 2015). Beim
zweiten Schritt, der Ubiquitinkonjugation, wird das Protein auf ein E2 Enzym U(bertragen
(Finley et al. 2012, Atkin und Paulson 2014, Dantuma und Bott 2014). In der Hefe sind 11 E2
Enzyme bekannt (Finley et al. 2012). Bei der letzten Stufe erfolgt die kovalente Bindung von
Ubiquitin an das Zielprotein mit Hilfe einer E3-Ligase (Finley et al. 2012, Atkin und Paulson
2014). Die E3-Ligasen werden in Abhdangigkeit ihrer Doméane in drei Klassen gruppiert:
RING-, HECT- oder E3-Enzyme mit multiplen Untereinheiten (Atkin und Paulson 2014). Das
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Ubiquitin wird primdr mit den Lysinseitenketten des Substratproteins verkniipft, welches
mono-, multi- oder polyubiquitiniert werden kann (Atkin und Paulson 2014, Finley et al.
2012, Braun 2015). Die Polyubiquitinkette wird durch mehrere Zyklen der Ubiquitinierung
synthetisiert (Dantuma und Bott 2014). Die Art der Ubiquitinierung und die Topologie der
Polyubiquitinkette bestimmen das Schicksal des Proteins. So fordert die Monoubiquitinierung
den proteasomalen Abbau, aber auch die Proteinlokalisation, Proteinaktivierung und
Transkription sowie den proteolytischen Abbau Uber die Autophagie oder Uber die
Endozytose (Dantuma und Bott 2014). Eine K48-verkniipfte Ubiquitinkette markiert das
Protein meist flr den Abbau im Proteasom, bestimmt dessen Lokalisation und Aktivitat
(Finley et al. 2012, Dantuma und Bott 2014). Wird das Zielprotein mit einer K63-
verbundenen Ubiquitinkette posttranslational modifiziert, so ist dieses fir die DNA-
Reparatur, den zelluldren Transport oder fir die Proteolyse Uber die Autophagie oder die
Endozytose markiert (Finley et al. 2012, Dantuma und Bott 2014). Im zweiten Schritt des
UPS werden die gekennzeichneten Proteine dem Proteasom zugefihrt. Der evolutiondr
konservierte 26S groRe Multiproteinkomplex setzt sich aus einem proteolytisch aktiven 20S
Kernkomplex und zwei 19S Regulationskomplexen zusammen (Finley et al. 2012, Dantuma
und Bott 2014). Diese befinden sich an beiden Enden des Kerns und dienen der
Substraterkennung (Finley et al. 2012, Dantuma und Bott 2014). Das Proteasom entfaltet das
Substrat, fiihrt die Polypeptidkette durch seinen inneren Kanal und spaltet diese in kurze
Peptide. Die Peptide werden anschlieend von zellularen Aminopeptidasen zu Aminosauren
prozessiert und recycelt (Dantuma und Bott 2014). Das Ubiquitin wird vor dem
Einschleusungsprozess von Deubiquitinasen (DUBS) wieder entfernt und dem zellularen Pool
zur Verfligung gestellt (Atkin und Paulson 2014, Braun 2015). Freies, Protein-ungebundenes
Ubiquitin kann in der Zelle verschiedene Prozesse, wie die Kinase-Aktivierung beeinflussen
(Atkin und Paulson 2014). Die Regulation der proteasomalen Aktivitat erfolgt durch den
Transkriptionsfaktor Rpn4 (Finley et al. 2012). Das Protein steuert durch seine DNA-Bindung
Gene, die fur Komponenten des Proteasoms codieren (Finley et al. 2012). Bei hohem Rpn4-
Level steigt die Transkription der Proteasomuntereinheiten und damit die Aktivitat des
Multiproteinkomplexes (Finley et al. 2012). Eine gesteigerte Proteasomkapazitat verlangert
die replikative Lebensspanne und die Fitness von Hefezellen (Braun 2015). Eine gestorte oder
gehemmte Proteasomleistung fuhrt zur Beeintrachtigung der Aminosaurehoma@ostase, zur
Proteinaggregation, Zytotoxizitat und zum Zelltod (Atkin und Paulson 2014, Braun 2015).
Infolgedessen kommt es zum Verlust der synaptischen Plastizitat, zum Neuronenverlust und

zum Ausbruch neurodegenerativer Erkrankungen (Atkin und Paulson 2014). Mehrere Studien
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konnten belegen, dass das UPS am Abbau von TDP-43 beteiligt ist und dass eine Hemmung
des Mechanismus zum Anstieg des TDP-43-Levels und zur Bildung von TDP-43-positiven
Aggregaten fuhrt (Wang et al. 2010, Urushitani et al. 2010, Huang et al. 2014 Scotter et al.
2014). Hefekrankheitsmodelle fir TDP-43 kénnten zudem zur Unterscheidung der Ubiquitin-
modulierenden Prozesse (darunter UPS, Autophagie und Endoyztose) im Zusammenhang mit
der TDP-43-bedingten Zytotoxizitat, Zelltod und Neuronenverlust beitragen (Braun 2015).

1.4.2  Die Autophagie

1.4.2.1  Uberblick und Definition

Wahrend beim UPS einzelne, spezifisch markierte Proteine abgebaut werden, erfolgt bei der
Autophagie die Eliminierung zellularer Komponenten en masse (Klionsky und Schulman
2014). Dariber hinaus werden beim autophagisch-vakuolaren Prozess vor allem uberfliissige
und beschadigte Organellen sowie langlebige, fehlgefaltete und aggregierte Proteine bzw.
Proteinkomplexe aus der Zelle entfernt. Das UPS hingegen reduziert besonders kurzlebige
und lésliche Proteine (Huang et al. 2014, Scotter et al. 2014, Opattova et al. 2015, Wen und
Klionsky 2016).

Der Begriff Autophagie leitet sich aus dem Altgriechischen ab und bedeutet so viel wie ,,sich
selbst verspeisend/verzehrend* (Klionsky 2007, Boya et al. 2013, Wen und Klionsky 2016).
1963 verwendete de Duve erstmals diesen Begriff, um spezielle morphologische
Mechanismen in der Zelle zu beschreiben (Klionsky 2007). Es handelt sich hierbei um einen
stark regulierten, evolutiondr konservierten Abbau- und Recyclingprozess, der in allen
Eukaryoten vorkommt und ein integraler Bestandteil der normalen Zellfunktion ist (Klionsky
2007, Zappavigna et al. 2013, Wen und Klionsky 2016). Die Autophagie ist ein konstitutiver
Prozess, d.h. er erfolgt zu einem gewissen Grad bei normalen Wachstumsbedingungen (Cvt-
Weg) (Cytoplasm-to-Vacuole Targeting) (Baixauli et al. 2014, Wen und Klionsky 2016).
Allerdings wird der Mechanismus u.a. bei Nahrstoff- und Energiemangel sowie bei
verdnderten Umwelt- oder Entwicklungsbedingungen massiv induziert (Klionsky 2007,
Zappavigna et al. 2013, Baixauli et al. 2014, Wen und Klionsky 2016). Die Uber die
Autophagie abzubauenden, zytoplasmatischen Bestandteile werden in das Lysosom (bei
hoheren Eukaryoten) oder in die Vakuole (bei Hefe) befordert und zu recycelbaren
Makromolekiilen prozessiert (Boya et al. 2013, Feng et al. 2014, Wen und Klionsky 2016).
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1.4.2.2  Arten der Autophagie

Die ersten 15 an der Autophagie beteiligten ATG (AuTophaGy-related) Gene bzw. deren
Produkte wurden zuerst von Tsukada und Ohsumi (1993) im Modellorganismus Hefe
beschrieben. Bis heute dient die Backerhefe S. cerevisiae als Grundlage flr die Erforschung
der Autophagie im S&ugersystem (Klionsky 2007, Zappavigna et al. 2013). Die Anzahl der
Autophagie-relevanten Proteine belduft sich auf aktuell 41 (Wen und Klionsky 2016). 16
dieser 41 Atg Proteine bilden die sogenannte autophagische Kernmaschinerie (Wen und
Klionsky 2016). Sie werden zur Bildung des Autophagosoms bendtigt und sind an fast allen
Typen der Autophagie beteiligt (Inoue und Klionsky 2010, Feng et al. 2014, Huber und Teis
2016, Wen und Klionsky 2016).

Die Autophagie kann in drei Gruppen untergliedert werden: die Chaperon-vermittelte
Autophagie (CMA), die Mikroautophagie und die Makroautophagie (Wong und Cuervo 2010,
Zappavigna et al. 2013, Feng et al. 2014 Wen und Klionsky 2016).

Beim Erstgenannten werden die Zielproteine auf Grund eines spezifischen Motivs (KFERQ)
durch das Chaperon Hsc70 erkannt und gebunden (Huber und Teis 2016). Das Chaperon
entfaltet die Proteine und transportiert sie mit Hilfe des Membrantransporters LAMP-2A
(Lysosomal-Associated Membrane Protein 2A) in das Lysosom (Huber und Teis 2016). Die
CMA kommt in der Hefe nicht vor (Boya et al. 2013, Wen und Klionsky 2016).

Bei der Mikroautophagie werden die Substrate direkt durch die Ein- oder Ausstllpung des
Lysosoms oder der Vakuole aufgenommen und abgebaut (Zappavigna et al. 2013, Feng et al.
2014, Wen und Klionsky 2016). Die Makroautophagie wird haufig mit dem Begriff
Autophagie gleichgesetzt und zeichnet sich durch die Bildung eines Autophagosoms aus. Das
aus einer Doppelmembran bestehende Vesikel wird durch das Verschlielen der Phagophore
gebildet und dient der Selektion der zytosolischen Strukturen, wie Organellen oder Proteinen
(Boya et al. 2013, Zappavigna et al. 2013, Feng et al. 2014, Klionsky und Schulman 2014,
Braun 2015, Wen und Klionsky 2016). In Abh&ngigkeit davon, ob die Absonderung auf
spezielle Komponenten abzielt oder nicht, kann die Makroautophagie, ebenso wie die
Mikroautophagie, in einen selektiven bzw. in einen nichtselektiven Mechanismus unterteilt
werden (Bryant und Stevens 1998, Klionsky 2007). So bezeichnet man den Abbau von
Mitochondrien als Mitophagie bzw. die Eliminierung von Peroxisomen als Pexophagie (Wen
und Klionsky 2016). Die Grundlage der selektiven Autophagie beruht auf den Einsatz von
individuellen Rezeptor- und Adapterproteinen (Boya et al. 2013, Klionsky und Schulman
2014, Braun 2015, Wen und Klionsky 2016).
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1.4.2.3 Molekulare Mechanismen der Autophagie

Ungeachtet der Ladung erfolgt die Makroautophagie in mehreren Stufen: 1. Induktion, 2.
Kernbildung, 3. Expansion und Komplettierung, 4. Andocken und Fusion und 5. Abbau und
Abgabe (Wen und Klionsky 2016). Die Induktion der Autophagie beginnt in der Hefe an
einer einzelnen peri-vakuoléaren Stelle, der sogenannten Phagophor-Assemblierungsstelle
(PAS) (Huber und Teis 2016, Wen und Klionsky 2016). Deren Protein- und
Membranzusammensetzung sowie der Grund fir die Néhe zur Vakuole sind unbekannt (Feng
et al. 2014). Ferner konnte bis heute kein Aquivalent im Séuger beobachtet werden (Feng et
al. 2014, Huber und Teis 2016).

Das erste Protein an der Phagophor-Assemblierungsstelle, Atgl1, ist fiir die Rekrutierung des
Atgl-Komplexes, ein Kernmechanismus, an die PAS zustdndig (Wen und Klionsky 2016).
Der Atgl-Komplex reguliert die Autophagieinduktion und kann durch TORC1 (Target Of
Rapamycin Complex 1) gesteuert werden (Abb. 5) (Huber und Teis 2016, Wen und Klionsky
2016). TORC1 ist eine 290 kDa grof3e Serin-Threonin-Kinase, die im aktiven Zustand die
Autophagie hemmt (Zappavigna et al. 2013). Allerdings konnen verschiedene
Umwelteinflisse das Enzym beeinflussen. So sorgen eine gute Nahrstoffversorgung,
Wachstumsfaktoren und das Hormon Insulin fiir eine Aufrechterhaltung der TORC1-Aktivitat
(Klionsky 2007, Zappavigna et al. 2013). Sinken allerdings das Né&hrstoff- oder
Energieangebot, wird vermehrt das Hormon Glukagon ausgeschuttet oder das Antibiotikum
Rapamycin eingesetzt, erfolgt die TORC1-Inhibierung. Infolgedessen wird die Autophagie
initiiert (Zappavigna et al. 2013, Klionsky und Schulman 2014, Huber und Teis 2016). Durch
die Hemmung des TORC1 wird Atgl3, als regulatorische Untereinheit des Atgl-Komplexes,
teilweise dephosphoryliert und die Affinitat zu Atgl erhoht (Zappavigna et al. 2013, Feng et
al. 2014). Jedoch sind Atgl und Atgl13 nur zwei von insgesamt funf Komponenten des Atgl-
Komplexes. So kann Atgl3 nicht nur mit der Serin-Threonin-Kinase Atgl interagieren,
sondern auch mit Atgl7 (Feng et al. 2014, Suzuki et al. 2015, Wen und Klionsky 2016).
Atgl7 ist halomondférmig gebogen und bildet mit Atg31 und Atg29 einen Komplex. Der
Atgl7-Atg31-Atg29-Komplex lagert sich zu einem Dimer in Form einer Welle oder eines ,,S*
zusammen und stellt das Geriist des Atgl-Komplexes dar (Ragusa et al. 2012, Feng et al.
2014, Wen und Klionsky 2016).

Jedoch interagieren die Atgl-Komplexkomponenten nicht nur untereinander, sondern auch
mit anderen Atg-Gruppen. So werden die fir den zweiten Schritt der Autophagie benétigten
Proteine durch Atgl, Atgl3 und Atgl7 zur PAS rekrutiert. Hierbei regulieren alle drei
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Abb. 5: Schritte der Phagophorenassemblierung. Das Zusammenspiel zahlreicher Atg-Proteine ermdglicht die Etablierung, Erweiterung und den
Zusammenschluss der Phagophorenmembran. Die Autophagie kann durch das Angebot an Nahrstoffen, Hormonen und durch das Antibiotikum Rapamycin
reguliert werden. (1) Bei einer guten Nahrstoffversorgung ist der TOR-Komplex 1 (TORC1), einer Serin-Threonin-Kinase, aktiv und der Abbau zellularer
Komponenten erfolgt in einem geringen Umfang tiber den Cvt-Weg. Hungerbedingungen und Rapamycin fiihren zu einer Hemmung von TORCL1 und zu einer
Aktivierung der Autophagie. (2) Wéhrend der Initiierung wird Atgl3 teilweise dephosphoryliert und interagiert zusammen mit Atgl und anderen Proteinen im
Atgl-Kinase-Komplex. (3) Einige Komponenten des Komplexes und viele weitere Atg-Proteine, wie z. B. Atg2-Atgl8, sind am Atg9-Zyklus beteiligt. Atg9
beférdert Membranlipide und rekrutiert Atg8 und Atgl8 zur PAS. (4) Atgl3 mobilisiert Atg14 zur PAS. Atgl4 ist ein Bestandteil des PI3K-Komplexes 1, der fir
die Synthese von PI3Ps zusténdig ist. (5) + (6) Die Ubiquitin-&hnlichen Konjugationssysteme Atg8 und Atgl12 ligieren Atg8 mit PE bzw. Atgl2 mit Atg5 und
Atgl6. Der Atgl2-Atg5-Atgl6-Komplex unterstiitzt als E3-Enzym die Verknupfung von Atg8 mit PE. Die Produkte der Konjugationssysteme verbinden sich zu
einem Proteingerust an der &ulleren Membran der Phagophore. Weitere Einzelheiten und Abkirzungen sind im Text erldutert.
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Proteine die Bewegung von Atg9 zwischen der PAS und der peripheren Stelle (Webber und
Tooze 2010, Suzuki et al. 2013, Suzuki et al. 2015, Huber und Teis 2016, Wen und Klionsky
2016). Ferner ist Atg9 ein direktes Phosphorylierungsziel von Atgl (Papinski et al. 2014).
Neben der Rekrutierung von Atg9 ist Atgl3 ebenso an der Einbeziehung des Klasse IlI
Phosphoinositid-3-Kinase-Komplexes (PI3K-Komplex 1) (ber dessen Untereinheit Atgl4
beteiligt (Jao et al. 2013, Wen und Klionsky 2016). Mittels dieser Atg-Gruppe erfolgt im
zweiten Schritt der Autophagie, der Kernbildung, die Generierung der Phagophore (Wen und
Klionsky 2016). Der PI3K-Komplex setzt sich aus Vps15, Vps34 (Vacuolar Protein Sorting),
Atg6, Atgl4 und Atg38 zusammen und ist fur die  Synthese von
Phosphatidylinositol-3-Phosphaten (P13P) zustandig (Wong und Cuervo 2010, Zappavigna et
al. 2013, Feng et al. 2014, Huber und Teis 2016). Durch deren Generierung werden andere
PI3P-Proteine, wie Atgl8, Atg20, Atg2l, Atg24 und Atg27 zur PAS rekrutiert (Klionsky
2005, Feng et al. 2014). Das Transmembranprotein Atg9 ist sowohl an der Kernbildung als
auch an der Erweiterung der Phagophore beteiligt (Wen und Klionsky 2016). Das Protein
pendelt zwischen der PAS und der peripheren Struktur und beliefert die PAS mit
Membranlipiden (Suzuki et al. 2013, Wen und Klionsky 2016). Dies fordert das Wachstum
der Phagophore. Die exakte Quelle der Phagophorenmembran wird stark diskutiert.
Mdoglichkeiten waren das ER, die Mitochondrien, der Golgi-Apparat oder die
Plasmamembran (Mari et al. 2011, Suzuki et al. 2013, Zappavigna et al. 2013, Feng et al.
2014, Wen und Klionsky 2016). Der Atg9-Zyklus wird von zahlreichen Proteinen reguliert.
Neben den bereits erwdhnten Proteinen Atgl, Atgl3 und Atgl7 werden Atgll, Atg23 und
Atg27 sowie der Komplex Atg18-Atg2 fir den Transport bendétigt (Webber und Tooze 2010,
Feng et al. 2014, Wen und Klionsky 2016). Auch der PI3K-Komplex ist indirekt durch
Atg18-Atg?2 beteiligt (Webber und Tooze 2010). Atgl18-Atg?2 ist ber PI3P in der Phagophore
verankert, jeweils am Ende der Isolationsmembran lokalisiert und mit Atg9 in einem
Komplex gebunden (Webber und Tooze 2010, Watanabe et al. 2012, Suzuki et al. 2013,
Papinski et al. 2014). Des Weiteren fordert die durch Atgl initiierte Phosphorylierung von
Atg9 die Rekrutierung von Atgl18 und Atg8 zur PAS (Papinski et al. 2014).

Die Atg8 und Atgl2 Ubiquitin-ahnlichen Konjugationssysteme sind fur den dritten Schritt der
Autophagie, der Expansion und der Komplettierung der Phagophore, essentiell (Zappavigna
et al. 2013, Feng et al. 2014, Huber und Teis 2016, Wen und Klionsky 2016). Die
Konjugation von Atg8 mit Phosphatidylethanolamin (PE) sowie deren Integration in die
aullere und innere Membran der Phagophore erfolgt schrittweise mit Hilfe mehrerer Atg-

Proteine. Zundchst wird die im inaktiven Vorlduferprotein synthetisierte C-terminale
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Verlangerung mittels Atg4 entfernt (Klionsky und Schulman 2014, Wen und Klionsky 2016).
AnschlieBend wird Atg8 durch das E1-Enzym Atg7 aktiviert und an das E2-Enzym Atg3
uberfuhrt (Klionsky und Schulman 2014, Wen und Klionsky 2016). Dieses ligiert zusammen
mit dem Atgl2-Atg5-Atgl6é E3-Enzymkomplex Atg8 mit PE zu Atg8-PE (Feng et al. 2014,
Klionsky und Schulman 2014, Wen und Klionsky 2016). Die Dekonjugation von Atg8-PE
erfolgt durch die Spaltung mittels Atg4 (Kaufmann et al. 2014, Wen und Klionsky 2016). Auf
Grund der Tatsache, dass Atg8 sowohl an der PAS, an der Isolationsmembran und am
Autophagosom lokalisiert ist, wird das Protein als Marker fiir den autophagischen Prozess
eingesetzt (siehe Abschnitt 4.2.2) (Suzuki et al. 2013). Die Verlangerung, aber auch die
Biegung der Phagophorenmembran wird durch das Atgl2-Atg5-Atgl6-Konjugationssystem
vorangetrieben (Zappavigna et al. 2013). Hierbei wird Atgl2 kovalent an Atg5 mit Hilfe von
Atg7 und Atgl0 (E2-Enzym) gebunden (Klionsky und Schulman 2014, Wen und Klionsky
2016). Nach erfolgreicher Konjugation wird Atgd mit Atgl6 verknipft (Klionsky und
Schulman 2014, Wen und Klionsky 2016). Der Atgl12-Atg5-Atgl6-Komplex ist mit Atg8-PE
in einem Membrangerist assoziiert (Kaufmann et al. 2014). Das Recyceln von Atg8-PE
mittels Atg4 16st die Disassemblierung des Gerlstproteins aus (Kaufmann et al. 2014). Das
PI13P-Protein Atg21 kann mit Atg8 und Atgl6 (nicht mit Atg5 oder Atgl2) interagieren und
fordert gleichzeitig die Rekrutierung von Atg8 zur PAS (Juris et al. 2015).

Das geschlossene Vesikel, das Autophagosom, fusioniert im vierten Schritt der Autophagie
mit der Vakuole bzw. mit dem Lysosom (siehe Abschnitt 1.4.4) (Zappavigna et al. 2013, Wen
und Klionsky 2016). Die im Autophagosom enthaltenen Proteine und Organellen werden in
der letzten Autophagiestufe durch verschiedene Hydrolasen, wie die Lipase Atgl5 abgebaut
Die Spaltprodukte (Lipide, Kohlenhydrate, Aminosauren) werden anschlieend ins Zytosol
abgegeben (Klionsky und Schulman 2014 Wen und Klionsky 2016).

1.4.2.4  Physiologische Rolle der Autophagie

Die Spaltprodukte des autophagischen Prozesses dienen den Zellen und Axonen zur
Aufrechterhaltung ihrer Protein- und Organellenhomdostase (Wang et al. 2010, Yang et al.
2013, Feng et al. 2014, Klionsky und Schulman 2014, Wong und Holzbaur 2015, Huber und
Teis 2016, Wen und Klionsky 2016). So konnen z.B. die gewonnenen Aminosauren
einerseits fir die Synthese von neuen Proteinen verwendet oder andererseits mit Hilfe des
Citratzyklus in Energie umgewandelt werden (Boya et al. 2013, Yang et al. 2013, Zappavigna
et al. 2013). Somit ist es den Zellen moglich, Hungerphasen zu berdauern (Boya et al. 2013,

Zappavigna et al. 2013). Die Eliminierung tberflissiger Organellen ermdglicht zudem die
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Anpassung an veranderte Umweltbedingungen und wird zur Zelldifferenzierung und
Entwicklung genutzt (Klionsky 2007, Wang et al. 2010, Boya et al. 2013, Zappavigna et al.
2013, Klionsky und Schulman 2014). So wird die selektive Autophagie wahrend der
Erythropoese zur Entfernung der Mitochondrien aus den roten Blutkérperchen und bei der
Umstellung von Olsaure-haltigem Medium auf Glukosemedium zum Abbau der Peroxisomen
in der Hefe benotigt (Bryant und Stevens 1998, Fader und Colombo 2006, Klionsky und
Schulman 2014). Des Weiteren deutet vieles darauf hin, dass die Autophagie eine bedeutende
Rolle bei der Entstehung von Krebs spielt (Klionsky 2007, Boya et al. 2013, Zappavigna et
al. 2013). In Mausen konnte gezeigt werden, dass Beclin-1 (humanes Homolog zu Atg6 der
Hefe) als Tumorsuppressor dient. Die Deletion des Proteins auf einem Allel wurde zudem bei
verschiedenen Krebsarten entdeckt (Wong und Cuervo 2010, Zappavigna et al. 2013). Die
Autophagie ist eine weitere Mdglichkeit, neben der Nekrose und der Apoptose, den Zelltod zu
initiieren (Klionsky 2007, Zappavigna et al. 2013.) Auch bei der angeborenen und adaptiven
Immunantwort ist der autophagische Mechanismus von grofRRer Bedeutung (Klionsky 2007,
Boya et al. 2013, Zappavigna et al. 2013). So werden mit Hilfe der Autophagie invasive
Mikroorganismen und Viren innerhalb der Zelle eliminiert (Klionsky 2007, Zappavigna et al.
2013). Bei der Autophagie handelt es sich um einen primar protektiven
Selbstverteidigungsmechanismus, der durch den Abbau von potenziell toxischen Proteinen
und defekten Organellen die Zellschadigung und den Zelltod unterbindet. Die Aktivierung der
Autophagie fihrt zu einer Reduktion der Toxizitat von verschiedenen aggregationsgeneigten
UPS-resistenten Proteinen, wie z. B. Huntingtin oder SOD1 und verhindert somit die
Entstehung von Proteinopathien und neurodegenerativen Erkrankungen (Klionsky 2007,
Wang et al. 2010, Boya et al. 2013, Yang et al. 2013, Zappavigna et al. 2013, Wong und
Holzbaur 2015). In diesem Zusammenhang wurde die Autophagie als effektiver
Mechanismus zur Eliminierung des neurotoxischen Proteins TDP-43 vorgeschlagen (Wang et
al 2012, Belzil et al. 2013, Barmada et al. 2014, Scotter et al. 2014, Wong und Holzbaur
2015).

1.4.25 Pathophysiologische Rolle der Autophagie

Ist die zellulare Schéadigung zu grol3, die Apoptose oder der autophagische Prozess
beeintréchtigt oder zu exzessiv, kann dies zur Alterung und zum Tod der Zelle beitragen
(Klionsky 2007). Auch im Hinblick auf Krebs wurde ein autophagisches Ungleichgewicht
festgestellt (Wen und Klionsky 2016). In den Krebszellen tritt bei einer Abnahme der

Angiogenese (Blutgefal3bildung) verstarkt metabolischer Stress in Form von Nahrstoffmangel
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und Hypoxie auf. Die Autophagie ermdglicht, durch die Reduktion von oxidativem Stress und
der Aufrechterhaltung der genomischen DNA, das Uberleben und die Metastasierung der
Tumorzellen (Boya et al. 2013, Zappavigna et al. 2013). Eine uneffektive oder maflose
Autophagie fihrt daruber hinaus zur lokalen Akkumulation von Autophagosomen in den
Neuronen, zur Storung in der Proteinhomdostase, zur Aggregation von Proteinen, zur
Dystrophie der Neuriten und zur neuronalen Degeneration (Wong und Cuervo 2010, Yang et
al. 2013, Wong und Holzbaur 2015). Eine intensive Induktion der Autophagie mittels
Rapamycinzugabe forciert die neuronale Degeneration und verkirzt die Lebensspanne in
ALS-Mausen (Yang et al. 2013). Im Einzelnen kann eine starke Mitophagie zur Verkirzung
der Dendriten beitragen und der autophagische Prozess generell akuten und chronischen
Stress induzieren (Yang et al. 2013). Infolgedessen werden die Schadigung und die
Degeneration der Neuriten vorangetrieben (Yang et al. 2013). Diese pathologischen
Merkmale konnen u.a. in Patienten mit einer Alzheimer- und Parkinson-Erkrankung

gefunden werden (Yang et al. 2013).

1.4.2.6 Zusammenhang der Autophagie mit anderen proteolytischen Mechanismen

Die Autophagie steht physiologisch sowohl mit dem UPS als auch mit dem endosomal-
vakuoldren Proteinabbau in Verbindung. So spielt die Autophagie eine kompensatorische
Rolle bei der Aufrechterhaltung des intrazellularen Proteinabbaus wéhrend einer reduzierten
UPS-Aktivitat (Wong und Cuervo 2010, Dantuma und Bott 2014). Auch beeintrachtigt eine
chemische Hemmung der Autophagie das UPS (Dantuma und Bott 2014). Es kann daher
vermutet werden, dass der autophagische Prozess fiir ein zugiges UPS notwendig ist und
diesem bei der Entfernung von aggregierten oder geschadigten Proteinen assistiert (Wong und
Cuervo 2010, Dantuma und Bott 2014). In der Zelle existieren ferner multifunktionelle
Proteine, die sowohl bei der Autophagie als auch beim proteasomalen Abbau verwendet
werden. Beispiele hierfur sind Ubiquilin sowie p62 (Wong und Cuervo 2010, Lee et al.
2011A, Ajroud-Driss und Siddique 2015, Dantuma und Bott 2014).

Eine funktionelle Verknlpfung der vakuoldren Abbauwege beruht zum einen darauf, dass
frihe oder spate Endosomen (auch bekannt als MVBs, MultiVesicular Bodies) als
Membranquelle fiir Autophagosomen dienen konnten (Huber und Teis 2016). Uberdies teilen
sich die drei Kompartimente einige zellulare Komponenten, wie PI(3)P, PIP2
(Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) Rab5 und Rab7 (Huber und Teis 2016). Ferner
reguliert der TORC1 sowohl die Autophagie als auch die Endozytose (Huber und Teis 2016).

Zahlreiche Studien bewiesen, dass die ESCRT-Maschinerie (Endosomal Sorting Complex
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Required for Transport) fir die Vollendung der Autophagie ben6tigt wird (Filimonenko et al.
2007, Lee et al. 2007, Rusten et al. 2007, Rusten und Stenmark 2009, Baixauli et al. 2014,
Oshima et al. 2016). So fihrt die Deletion, die Herabregulation oder die Expression von
mutierten ESCRT-Komponenten zur Anreicherung von Autophagosomen und zur
Aggregation von Rab7-, p62- und Ubiquitin-positiven Proteinen (Filimonenko et al. 2007,
Lee et al. 2007, Rusten et al. 2007, Lee et al. 2009, Oshima et al. 2016). Die
Aufrechterhaltung des Aminosdaurelevels in hungernden Zellen ist sowohl von der Autophagie
als auch vom MVB-Weg abhingig (Muller et al. 2015). Im Ubrigen gehen die Autoren davon
aus, dass der endosomal-vakuolare Prozess Plasmaproteine zur Verfugung stellt, die in der
Vakuole zu Aminosduren abgebaut und speziell zur Neusynthese von Autophagieproteinen
verwendet werden (Miller et al. 2015). Auch sind die vakuoldren Hydrolasen, deren
Transport und Aufbau durch den MVB-Weg unterstiitzt werden, in der Autophagie
unerlasslich (Miller et al. 2015). Kurzlich konnte gezeigt werden, dass das mit der MVB-
Biogenese assoziierte humane Protein Alix (Hefehomologe sind Brol und Rim20) mit der
autophagischen Kernmaschinerie interagiert (Murrow et al. 2015, Huber und Teis 2016).
Daruber hinaus konnten Murrow und Mitarbeiter (2015) beweisen, dass eine gestorte
Atgl12-Atg3-Konjugation zu einer Akkumulation von peri-nuklearen MVBs beitrdgt und
deren Transport zu den Lysosomen reduziert. Auch ist in hoheren Eukaryoten bekannt, dass
die Autophagosomen und die MVBs vor der Verschmelzung mit dem Lysosom fusionieren
kénnen (Rusten et al. 2007, Wong und Cuervo 2010, Baixauli et al. 2014, Huber und Teis
2016). Diese sogenannten Amphisome konnten allerdings bis heute in der Hefe nicht
nachgewiesen werden (Klionsky 2005, Rusten et al. 2007, Demirezen et al. 2012, Manil-
Segalén et al. 2012, Dengjel und Abeliovich 2017).

Zwei weitere potenzielle Schllsselkomponenten im proteolytischen Abbau sind die
AAA-ATPase Cdc48 (VCP im Menschen) und die E3-Ligase Rsp5 (Nedd4 im Menschen)
(Braun 2015). Beide Enzyme werden sowohl im UPS, in der Autophagie und im endosomal-
vakuolaren Abbauweg bendtigt (Braun 2015). Beim letztgenannten wird Rsp5 zur

Markierung der Plasmamembranproteine verwendet.

1.4.3  Der endosomal-vakuolare Abbauweg
1.4.3.1  Uberblick und Definition
Die Entfernung von Plasmamembrankomponenten erfolgt in der Zelle Gber den endosomal-

vakuoldren Abbauweg (Schreij et al. 2016). Dieser kann in die friihe Endozytose und in den
MVB-Weg untergliedert werden (Abb. 6) (Finley et al. 2012).
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Abb. 6: Schritte des endosomal-vakuoldaren Abbauwegs. Im ersten Abschnitt, der friihen
Endozytose, erfolgt die Aufnahme von extrazellularem Material und Plasmamembranbestandteilen
durch die Einstllpung der Zelloberflache. Dieser Prozess bendtigt eine Vielzahl an Proteinen. Das
abgeschnirte Vesikel wird als friihes Endosom bezeichnet. Dieses kann zum spéaten Endosom, dem
MVB, heranreifen. Im zweiten Abschnitt des endosomal-vakuoldren Abbauwegs, dem MVB-Weg,
erfolgt die Sortierung der ubiquitinierten Proteinladung mittels der ESCRT-Maschinerie.
AnschlieBend fusioniert das MVB mit der Vakuole und die enthaltene Proteinladung wird dort
abgebaut. Weitere Einzelheiten sind im Text erlautert.

Die Endozytose ist ein hoch konservierter, essentieller, konstitutiver oder Liganden-
abhangiger Zellprozess (Bryant und Stevens 1998, Dupré et al. 2004, Toret und Drubin 2006,
Weinberg und Drubin 2012, Lu et al. 2016). Es beschreibt die Aufnahme von extrazellularem
Material und Bestandteilen der Plasmamembran durch die Einstilpung der Oberflache ins
Zellinnere (Riezman et al. 1996, Bryant und Stevens 1998, Wendland et al. 1998, Baixauli et
al. 2014, Huber und Teis 2016, Lu et al. 2016). Die Clathrin-vermittelte Endozytose ist die
Haupteintrittsroute fir Nahrstoffe, Wachstumsfaktoren, Signalrezeptoren, lonenkandle,
Transporter, Zelladhé&sionsmolekiile, Lipide und mehrere Pathogene (z. B. Influenza-A und
Listerien), die den Weg okkupieren, um in die Zelle zu gelangen (Finley et al. 2012, Schreij et
al. 2016, Huber und Teis 2016, Lu et al. 2016). Die Materialaufnahme erfolgt durch die
Deformierung der Plasmamembran mittels eines zweidimensionalen Proteingitters, bestehend
aus dem Hullenprotein Clathrin und ca. 60 weiteren assoziierten Proteinen (Toret und Drubin
2006, Williams und Urbé 2007, Weinberg und Drubin 2012, Lu et al. 2016). Die Endozytose
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kann in der Hefe, im Gegensatz zum héheren Eukaryoten, auch unabhangig von Clathrin
erfolgen. Hierbei werden o-Arrestin-regulierende Rezeptoren zur Einstllpung verwendet
(Toret und Drubin 2006, Weinberg und Drubin 2012, Lu et al. 2016). Wichtig daflr ist der
Einsatz von Ubiquitin. Es wird in mehreren Schritten des endosomal-vakuoléren Abbauwegs
benétigt. Es dient als Initiierungssignal fur die Plasmaproteine (z. B. Ste2 und Ste3), indem
frihe Schichtproteine die Ubiquitinierung der zytosolischen Doméne erkennen und die
Endozytose einleiten (Riezman et al. 1996, Katzmann et al. 2002, Weinberg und Drubin
2012, Finley et al. 2012, Lu et al. 2016). Die Markierung der Proteine kann mittels Rsp5
erfolgen (Wendland et al. 1998, Dupré et al. 2004, Finley et al. 2012, Weinberg und Drubin
2012, Lu et al. 2016). Der Eintritt in den MVB-Weg ist ebenfalls Ubiquitin-abhangig
(Williams und Urbé 2007). So werden ausschlieBlich die ubiquitinierten Proteine von den
ESCRTs (Endosomal Sorting Complexes Required for Transport) erkannt und der Vakuole
zum Abbau zugefuhrt, alle anderen Proteine werden zuriick zur Plasmamembran oder zum
Golgi transportiert (Williams und Urbé 2007, Huber und Teis 2016).

1.4.3.2  Molekulare Mechanismen des endosomal-vakuoléren Abbauwegs

Im ersten Schritt des endosomal-vakuoldren Abbaus koénnen die Proteine je nach ihrer
Ankunft am endosomalen Entstehungsort oder nach deren Funktion unterschieden werden. So
existieren friihe Proteine (z. B. Edel), friihe, mittlere und spate Umhllungsproteine (Clathrin,
AP-2 Komplex, Entl, End3, Slal, Panl u.a.), Lasl7, Lasl7-interagierende Proteine und
Myosine (z. B. Vrpl, Bzz1, Myo3 und Myo5), Aktin und Aktin-assoziierte Proteine (z. B.
Arkl, Arp2/3 Komplex, Abpl u. a.) sowie teilungsrelevante Proteine (Rvs161 und Rvs167)
(Toret und Drubin 2006, Weinberg und Drubin 2012, Lu et al. 2016). Im finalen Schritt
schnurt sich das Protein-umhillte Vesikel von der Zellmembran ab, trennt sich von der
endosomalen Schicht und fusioniert mit einem friihen Endosom (Toret und Drubin 2006,
Weinberg und Drubin 2012, Lu et al. 2016). Fir das Andocken und die Fusion der
unverhillten Vesikel wird die aktive GTPase Vps21 (humanes Homolog ist Rab5) bendtigt
(Schreij et al. 2016). Das frihe Endosom hat fur die Ladungsproteine drei Hauptziele:
Recycling zur Plasmamembran, retrograder Transport zum trans-Golgi-Netzwerk und Abbau
in der Vakuole (Katzmann et al. 2002, Schreij et al. 2016). Die friilhe Endozytose stellt daher
ein Hauptknotenpunkt und die erste Sortierungsstation im endosomal-vakuoldren Abbauweg
dar (Williams und Urbé 2007, Schreij et al. 2016). Der Grofteil der endosomalen Ladung
wird zurtick zur Plasmamembran transportiert und nur ein kleiner Prozentsatz verbleibt im

frihen Endosom, das anschlieBend zum MVB reift und in der Vakuole abgebaut wird (Schreij
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et al. 2016, Huber und Teis 2016). Typischerweise werden housekeeping Rezeptoren zuriick
zur Plasmamembran oder zum Golgi-Apparat recycelt (Hurley und Hanson 2010). Andere
Faktoren allerdings, wie die vakuolaren Hydrolasen, werden zur Vakuole transportiert
(Hurley und Hanson 2010). Das friihe Endosom unterscheidet sich sowohl morphologisch als
auch biochemisch vom MVB. So zeichnen sich die friihen Vesikel durch eine tiberwiegend
tubuldre Struktur sowie eine spezifische Lipid- und Proteinzusammensetzung (z. B. PI3P,
Vps21) aus (Bryant und Stevens 1998, Katzmann et al. 2002, Williams und Urbé 2007).
Wihrend des Ubergangs vom friihen Endosom zum MVB wird Vps21 durch Ypt7 (humanes
Homolog ist Rab7) bzw. PI3P durch P14,5P2 ersetzt (Bryant und Stevens 1998, Williams und
Urbé 2007, Huber und Teis 2016). Ferner besitzen die MVBs ein kugeliges, multivesikuléres
Erscheinungsbild, tragen spezifische Bindungskomplexe (HOPS, HOmotypic fusion and
Protein Sorting) sowie definierte  SNAREs (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor
Attachment protein REceptor, z. B. Vam7 und Vtil), die die Fusion mit der Vakuole
unterstitzen (Katzmann et al. 2002, Huber und Teis 2016). Die charakteristischen
intraluminalen Vesikel (ILVs) werden durch die Einstulpung der Membran in das endosomale
Kompartiment gebildet (Williams und Urbé 2007, Finley et al. 2012, Schreij et al. 2016). Die
Vesikelformung und die Einlagerung der Proteine in diese erfolgt in einem mehrstufigen
Sortierungsprozess mit Hilfe der ESCRTs (Endosomal Sorting Complexes Required for
Transport) (Schmidt und Teis 2012, Schreij et al. 2016, Huber und Teis 2016). Die
multimeren Proteinkomplexe wurden erstmal in Hefe beschrieben (Williams und Urbé 2007).
Die Komplexe ESCRT-0, | und Il rekrutieren bzw. konzentrieren die Proteine, wahrend der
ESCRT-I1II- und Vps4-Komplex sie deubiquitinieren und in die modulierten ILVs separieren
(Finley et al. 2012, Huber und Teis 2016). Die ubiquitinierte und damit zum Abbau
bestimmte Proteinladung aus der friihen Endozytose und die biosynthetischen Komponenten
vom trans-Golgi-Apparat (z. B. neusynthetisierte Hydrolasen) werden zunachst vom
ESCRT-0-Komplex erkannt (Abb. 7) (Schmidt und Teis 2012, Balderhaar und Ungermann
2013, Schreij et al. 2016, Huber und Teis 2016).

ESCRT-0 ist ein Heterodimer bestehend aus Vps27 und Hsel (Williams und Urbé 2007,
Schmidt und Teis 2012). Der Komplex ist mittels PI3P in die MVB-Membran verankert und
enthalt insgesamt finf Ubiquitinbindungsdomanen, die die Interaktion mit den Ubiquitin-
markierten Substratproteinen ermdglichen (Schmidt und Teis 2012). Vps27 kann an die
ESCRT-I-Untereinheit Vps23 binden (Williams und Urbé 2007, Hurley und Hanson 2010,
Schmidt und Teis 2012). Der ESCRT-I-Komplex ist ein 16sliches Heterotetramer und setzt
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Abb. 7: Uberblick zur ESCRT-Maschinerie. Die zum Abbau bestimmte, ubiquitinierte
Proteinladung wird von einem ESCRT-Komplex zum néchsten weitergereicht, um anschlieBend in ein
intraluminales Vesikel (ILV) eingeschlossen zu werden. Die Ubiquitinabspaltung erfolgt vor der
Aufnahme des Substrats in ein ILV und wird durch die Deubiquitinase Doa4 initiiert. Die AAA-
ATPase Vps4 unterstiitzt nachfolgend die Disassemblierung der ESCRT-Komplexe. Die Pfeile deuten
die Interaktionspartner zwischen den Komplexen an. Ub steht fir Ubiquitin und PE fir
Phosphatidylinositol-3-Phosphat. Weitere Einzelheiten und Abkirzungen sind im Text erlautert.

sich aus Vps23, Vps28, Vps37 und Mvb12 zusammen (Williams und Urbé 2007, Hurley und
Hanson 2010, Schmidt und Teis 2012). Sowohl Vps23 als auch Mvb12 binden ubiquitinierte
Proteine (Hurley und Hanson 2010, Schmidt und Teis 2012). Vps28 steht mit VVps36, einer
ESCRT-II-Untereinheit, in Kontakt (Hurley und Hanson 2010, Schmidt und Teis 2012). Die
weiteren Bestandteile des ESCRT-II-Komplexes sind Vps22 und zwei Vps25 Molekiile
(Williams und Urbé 2007, Hurley und Hanson 2010 Schmidt und Teis 2012). Vps22 und
Vps36 interagieren miteinander und jeweils ein Vps25 ist an eines dieser Proteine gebunden
(Schmidt und Teis 2012). Hierdurch entsteht eine charakteristische Y-Struktur (Schmidt und
Teis 2012). Vps36 steht dber PI3P mit der Endosomenmembran und (ber eine
Ubiquitinbindungsstelle mit den Ladungsproteinen in Verbindung (Schmidt und Teis 2012).
Die Komplexe ESCRT-I1 und Il stabilisieren bei der Deformierung der Membran den
Knospenhals und induzieren die Knospenbildung (Hurley und Hanson 2010). Die ESCRT-II-
Untereinheit Vps25 bindet, rekrutiert und aktiviert Vps20 des ESCRT-III-Komplexes
(Williams und Urbé 2007, Hurley und Hanson 2010). Das letzte ESCRT ist nur zeitweise an
der MVB-Membran gebunden und katalysiert die Trennung des Knospenhalses von der
Endosomenmembran (Hurley und Hanson 2010). Der Komplex besteht aus den vier
Kernkomponenten Vps20, Snf7, Vps24 und Vps2 sowie aus den drei peripheren
Untereinheiten Istl, Did2 und Vps60 (Williams und Urbé 2007, Hurley und Hanson 2010,
Schmidt und Teis 2012). Die Hauptsegmente enthalten Strukturen zur Membranbindung und
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Dimerisierung (Schmidt und Teis 2012). So bindet Vps20 zuerst an Vps25 und aktiviert
danach schrittweise die Homooligomerisation von Snf7 (Hurley und Hanson 2010, Schmidt
und Teis 2012). Vps2 wird durch Vps24 zur Membran rekrutiert, beendet die Assemblierung
des ESCRT-III-Filaments und begrenzt dadurch dessen GréRRe (Hurley und Hanson 2010,
Schmidt und Teis 2012). Die peripheren Komponenten kommen spater hinzu und spielen eine
zentrale Rolle bei der regulierten Komplexauflosung (Hurley und Hanson 2010). Fir den
Abbau des ESCRT-I1I-Komplexes wird die AAA-ATPase Vps4 benotigt (Williams und Urbé
2007, Lee et al. 2009, Fontana et al. 2015). Diese liegt inaktiv als Mono- oder Dimer im
Zytosol vor und wird durch die Rekrutierung zur MVB-Oberflache aktiviert und an
ESCRT-I1II gebunden (Hurley und Hanson 2010, Schmidt und Teis 2012). Die Einbeziehung
des Enzyms erfolgt mit Hilfe der Proteine Vps2, Did2, Istl und Vps60 (Schmidt und Teis
2012). Die aktive Vps4-Form zeichnet sich durch zwei Ubereinander angeordnete hexamere
Ringe aus, an denen zusétzlich Vtil-Dimere binden (Williams und Urbé 2007, Schmidt und
Teis 2012). Diese Assemblierung steigert die ATPase-Aktivitat (Williams und Urbé 2007,
Schmidt und Teis 2012). Der geformte Zylinder enthélt eine hydrophobe Pore, durch die
mdoglicherweise das ESCRT-III-Polymer gezogen und dessen Monomere ins Zytosol
entlassen werden (Hurley und Hanson 2010). Die Vps4-Aktivitat wird durch Did2 positiv und
durch Istl negativ reguliert (Hurley und Hanson 2010). Die Disassemblierung des
ESCRT-II1-Komplexes, mit Hilfe des Vps4-Komplexes, bendétigt Energie in Form von ATP
(Hurley und Hanson 2010, Schmidt und Teis 2012). Die Deubiquitinierung der Proteinladung
erfolgt, bevor diese in ein intraluminales Vesikel (ILV) aufgenommen wird (Williams und
Urbé 2007). Die Deubiquitinase (DUB) Doa4 wird durch Brol zur MVB-Membran rekrutiert
und sichert durch seine Enzymaktivitat ein konstantes Level an freiem Ubiquitin (Williams
und Urbé 2007, Finley et al. 2012, Schmidt und Teis 2012). Ist die Fracht im MVB verpackt,
kann das Vesikel durch einen retrograden Transport die Ladung zuriick ins Golgi recyceln
oder es fusioniert mit der Plasmamembran und entlasst seine ILVs als Exosomen in die
extrazellulare Umwelt (Baixauli et al. 2014, Schreij et al. 2016). Eine weitere Mdglichkeit ist

die Verschmelzung des MVBs mit der Vakuole und dem Abbau der Proteinladung.

1.4.3.3  Funktionen des endosomal-vakuoldren Abbauwegs

Die Funktionen des endosomal-vakuolaren Wegs sind vielfaltig. So ist er im Allgemeinen fiir
die normale Funktion und das Uberleben der eukaryotischen Zelle notwendig (Schreij et al.
2016). Im Speziellen wird er im humanen System fir die Reifung der Retikulozyten, die

Cytokinese, die Antigenprasentation, die Wiederverwertung von synaptischen Molekidilen, die
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Dendritenintegritit sowie den Erhalt der Neuronen benétigt (Katzmann et al. 2002, Dupré et
al. 2004, Fader und Colombo 2006, Lee et al. 2007, Saksena und Emr 2009). Ferner werden
eine Fllle von Transportern und Rezeptoren der Plasmamembran (ber den endosomal-
vakuoldren Weg abgebaut, sodass zum einen die Signalubertragung moduliert und zum
anderen die zellulare Homdostase aufrechterhalten wird (Katzmann et al. 2002, Dupré et al.
2004, Saksena und Emr 2009, Finley et al. 2012, Schmidt und Teis 2012, Mdiller et al. 2015).
Nicht zuletzt werden Uber diesen Weg fehlgefaltete bzw. aggregierte Proteine abgebaut. Somit
ist er Teil der Proteinqualitatskontrollmaschinerie und schitzt vor Zytotoxizitdt und
Neurodegeneration (Wang et al. 2011, Baixauli et al. 2014, Braun 2015, Oshima et al. 2016).
Eine Stérung im endosomal-vakuoldren Abbauweg spiegelt sich in der Entstehung von
Tumoren, Krebs und neurodegenerativen Erkrankungen wider. So fiihrt eine fehlerhafte
Cytokinese zur Bildung von multinukledren Zellen und zur Entwicklung von Aneuploidien
(Genommutationen, bei der einzelne Chromosomen fehlen oder uberzéhlig vorliegen) und
bdsartigen Tumoren (Saksena und Emr 2009). Des Weiteren kann eine mangelnde Regulation
der Zellmembranrezeptoren Krebs, Diabetes oder kardiovaskuldaren Erkrankungen
verursachen (Saksena und Emr 2009, Schmidt und Teis 2012). Der eingeschrénkte Transport
von vakuolaren bzw. lysosomalen Hydrolasen bedingt eine eingeschrankte Aktivitat des
Organells und fuhrt zur Akkumulation von nichtabgebauten, mdglicherweise toxischen
Makromolekulen (Schreij et al. 2016). Nachgewiesenermallen sind Neuronen besonders
anfallig fur lysosomale Fehlfunktionen (Schreij et al. 2016). So konnte ein abnormaler
endosomal-vakuolarer Abbauweg mit mehreren neurodegenerativen Krankheiten, wie ALS
oder FTD in Zusammenhang gebracht werden (Skibinski et al. 2005, Parkinson et al. 2006,
Filimonenko et al. 2007, Saksena und Emr 2009, Urwin et al. 2010, Schmidt und Teis 2012).

Die Fusion des endosomalen Vesikels und des Autophagosoms mit der Vakuole ist eine

weitere, bisher noch nicht erlauterte Gemeinsamkeit beider proteolytischer Abbauwege.

1.4.4  Die Vakuolenfusion — das Bindeglied zwischen Autophagie und
endosomalem Abbau

Die Autophagie und der endosomal-vakuoldre Weg benétigen dieselbe Fusionsmaschinerie,

bestehend aus den Rab/Ypt GTPasen, deren interagierende Effektoren sowie SNARES

(Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment protein REceptor) (Abb. 8) (Klionsky

2005, Rusten et al. 2007, Balderhaar und Ungermann 2013, Auffarth et al. 2014, Huber und

Teis 2016). Die Rab-Proteine im humanen System bzw. die Ypt-Proteine in der Hefe kénnen

in einer inaktiven GDP oder in einer aktiven GTP Form vorliegen (Balderhaar und
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Ungermann 2013). Sie dienen somit als Organellen-spezifische ,,Schalter”, die durch GEFs
(Guaninnukleotid-Austauschfaktor) und GAPs (GTPase-aktivierende Proteine) reguliert
werden konnen (Wickner 2002, Balderhaar und Ungermann 2013, Auffarth et al. 2014). Die
aktiven Rabs/Ypts konnen verschiedene Effektoren binden, wodurch das Andocken der
Proteine an die Membran ermdglicht wird (Wickner 2002). Der frihe Endosomenmarker
Vps21 kann mit den Effektoren Vacl, Vps34, Vps3 und Vps8 interagieren, um die Fusion
von endozytotischen oder Golgi-abgeleiteten Vesikeln mit den frihen Endosomen zu
initiieren (Balderhaar und Ungermann 2013). Wéhrend der Reifung wird Vps21 durch Ypt7
ersetzt, welches anschlielend die Verschmelzung der MVBs mit der Vakuole reguliert
(Balderhaar und Ungermann 2013). Der Mon1-Ccz1-Komplex unterstitzt als GEF von Ypt7
die Aktivierung der GTPase (Balderhaar und Ungermann 2013, Auffarth et al. 2014). Das
aktivierte Ypt7 Protein, welches sowohl in der Vesikelmembran, als auch in der Vakuole

lokalisiert ist, interagiert im Fusionsprozess mit den hexameren Anbindungskomplexen

Abb 8: Die  Fusions-
maschinerie.  Fur  die
Fusion zweier Kompar-
Vesikel/ timente, _Wie etwa dem
| Nyv1/Ykt6 ] Vakuole autophagischen oder dem

Vakuole [ vam? endosomalen Vesikel mit
Vtil ) der Vakuole werden die

GTPase Ypt7, der Effektor-
komplex  HOPS  und
spezielle t- und v-SNAREs
bendtigt.  Ferner unter-
stitzen Nhx1 und der
Vps18 Vpsil Mon1-Cczl-Komplex die

Verbindung.
Vpsal E ’ NG HOPS

Vps16 - Vps33

CORVET (class C core Vacuole/Endosome Tethering) oder HOPS (HOmotypic fusion and
Protein Sorting) (Wickner 2002, Balderhaar und Ungermann 2013, Auffarth et al. 2014).
Wéhrend der CORVET-Komplex die Fusion von Endosom mit Endosom (friihe
homotypische Fusion) vermittelt, wird HOPS fur die Verschmelzung der Vakuole mit der
Vakuole (homotypische Fusion) sowie der MVBs, Autophagosomen und Golgi-abgeleiteten
Vesikeln mit der Vakuole (heterotypische Fusion) benétigt (Balderhaar und Ungermann
2013). Der HOPS-Komplex setzt sich aus Vpsl11, Vpsl6, Vpsl8, Vps33, Vps39 (Vam6) und
Vps4l zusammen (Wickner 2002, Ostrowicz et al. 2008, Balderhaar und Ungermann 2013).
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Die Untereinheiten Vps39 und Vps41 sind an beiden gegentberliegenden Seiten des HOPS-
Komplexes lokalisiert und binden Ypt7 sowie den Monl1l-Ccz1l Komplex (Balderhaar und
Ungermann 2013). Durch die Verbindung mit Ypt7 verknipft HOPS die Membranen zweier
Kompartimente (z. B. Autophagosom mit Vakuole) (Ostrowicz et al. 2008, Balderhaar und
Ungermann 2013). Die Proteine Vps16 und Vps33 konnen mit SNAREs in Kontakt treten
(Balderhaar und Ungermann 2013). Die Regulation des HOPS-Komplexes und somit der
gesamten Fusion kann durch die Caseinkinase Yck3 erfolgen (Ostrowicz et al. 2008,
Balderhaar und Ungermann 2013). Die konservierten SNARE-Proteine sind in den
Membranen beider Fusionskompartimente lokalisiert (Wickner 2002, Ostrowicz et al. 2008).
Die SNAREs sind an drei Verschmelzungsereignissen beteiligt: an der Fusion von ER
abgesonderten Vesikel mit dem Golgi-Apparat, an der homo- bzw. heterotypischen
Vakuolenfusion und an der Verbindung von Vesikeln mit der Plasmamembran (McNew et al.
2000). Die SNAREs konnen in mehrere Formen und Klassen unterteilt werden. Beispielweise
verdeutlicht die cis-Form, dass das Protein nur in einer Membran befestigt ist (Wickner 2002,
Ostrowicz et al. 2008). Bei der trans-Form sind die SNARES in beiden aneinander liegenden
Membranen der andockenden Kompartimente verankert (Wickner 2002, Ostrowicz et al.
2008). Die sogenannten t-SNARE (Target membrane) Proteine sind in der Zielmembran, wie
z. B. in der Plasmamembran oder der VVakuole, lokalisiert (McNew et al. 2000, Wickner 2002,
Ostrowicz et al. 2008). Vam3 (VAcuolar Morphogenesis) ist ein t-SNARE-Protein, interagiert
mit Vps18 und ist zugleich ein multispezifischer Rezeptor (Darsow et al. 1997, Bryant und
Stevens 1998, Wickner 2002). Die v-SNAREs (Vesikular) bilden mit den t-SNAREs Paare
und sind in einer heterotyischen Fusion im Vesikel bzw. in einer homotypischen Fusion in der
Vakuole verankert (McNew et al. 2000, Wickner 2002, Ostrowicz et al. 2008). Bekannte
v-SNARE-Proteine sind Nyv1l (bei der homotypischen Fusion benétigt) und Ykt6 (bei der
heterotypischen Fusion bendétigt) (McNew et al. 2000, Wickner 2002). Die SNARES kdnnen
durch die ATPase Secl18 und dessen Co-Chaperon Secl7 recycelt werden (Wickner 2002,
Ostrowicz et al. 2008).

Die homotypische bzw. heterotypische Fusion lauft identisch ab und wird generell in drei
Schritte untergliedert (Wickner 2002, Ostrowicz et al. 2008, Auffarth et al. 2014). Im ersten
Schritt, der Vorbereitung oder Priming, werden die Vakuolen und Vesikel fur den ersten
Kontrakt und die anschlielende Fusion prépariert (Ostrowicz et al. 2008). Hierbei unterstiitzt
die durch Sec18 herbeigefuhrte ATP-Hydolyse die Freisetzung von Secl7 aus der Vakuole
und die Disassemblierung des cis-SNARE-Komplexes (Wickner 2002, Ostrowicz et al.
2008). Wahrend des Komplexabbaus 16st sich Vam7, verbleibt allerdings als peripheres
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Membranprotein an der Fusionsstelle (Wickner 2002). Nach der Demontage befinden sich die
SNARE-Komplexe in einem aktiven, fusionskompetenten Zustand (Ostrowicz et al. 2008).
Im selben Schritt aktiviert der HOPS-Komplex Ypt7 und bleibt als Effektor an der GTPase
gebunden (Wickner 2002). In der nachsten Stufe erfolgt das Anbinden oder Tethering der
Membranen. Diese reversible Reaktion ben6tigt aktiviertes Ypt7 und HOPS (Wickner 2002,
Ostrowicz et al. 2008). Der letzte Schritt, das Andocken (Docking) und die Fusion, wird
durch Ypt7, HOPS und durch die Paarung von v- und t-SNARES eingeleitet (Wickner 2002).
Die zytoplasmatischen Doménen von Vam3, Vam7 und Vtil bilden mit Nyvl oder Ykt6
einen Komplex, der die beiden zu fusionierenden Membranen verbindet (Ostrowicz et al.
2008). Die Membranfusion kann u.a. durch Ca®* und durch die Ansduerung der
Kompartimente (Nhx1 agiert hierbei als lonenaustauscher) unterstiitzt werden (Wickner
2002).

Fur die Erforschung der Vakuolenfusion ist die Hefe aus mehreren Griinden besonders gut
geeignet. So steht ein simpler in vitro Fusionsassay zur Verfligung. Ferner kann die Vakuole
schnell und leicht angefarbt oder isoliert werden (Wickner 2002, Ostrowicz et al. 2008).

Die Vakuole ist das zentrale Organell der Hefe fir die Aufrechterhaltung der Physiologie
(Bryant und Stevens 1998). Der saure pH-Wert im Inneren ist die Voraussetzung fur die
Funktionstatigkeit der vakuolaren Hydrolasen (Ostrowicz et al. 2008). Enthalt die Vakuole
seinen kompletten Proteinbesatz, so kdnnen verschiedene zellulare Aufgaben, wie die pH-
und Osmoregulation, die Lagerung von Aminosauren, kleinen lonen und Phosphaten oder die
Sporulation reibungslos erfolgen (Bryant und Stevens 1998). Ebenso werden fehlgefaltete
oder aggregierte Proteine, die sonst die Zelle schadigen kénnten, tber die Vakuole eliminiert.
In der vorliegenden Arbeit sollen Gene fir unterschiedliche Eliminierungs-relevante
Organellen, wie die Vakuole und Wege, wie die Autophagie, identifiziert werden, die die
TDP-43-bedingte Toxizitdt modifizieren. Ferner sollen die Auswirkungen der TDP-43-
Expression auf die Vakuolenmorphologie, die proteolytischen Abbauwege und die
Vakuolenfusion bestimmt werden. Im letzten Abschnitt dieser Arbeit wird der Effekt der
TDP-43-Uberexpression auf die Proteinzusammensetzung einer Hefezelle mittels eines

quantitativen proteomischen Ansatzes (SILAC) untersucht.
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2 Zlelsetzung

2.1 ldentifikation zellularer Einflussfaktoren auf die
TDP-43-bedingte Zytotoxizitat

Die Beseitigung geschadigter oder tberflissiger Organellen sowie fehlgefalteter, potenziell
toxischer Proteine ist fur die Zelle ein Uberlebenswichtiger Prozess (Bjegrkey et al. 2005,
Levine und Yuan 2005, Tai und Schuman 2008, Ciechanover und Kwon 2015, Franz et al.
2015, Opattova et al. 2015). Durch die Anreicherung von aggregierten Proteinen lauft die
Zelle Gefahr irreparabel geschadigt zu werden und abzusterben. Speziell Neuronen sind auf
Grund ihrer Physis anféllig fur diese Art von Schadigung. Die Aufklarung der molekularen
Prozesse, welche zur Proteinfehlfaltung und —aggregation sowie zum Absterben der Zelle
flihren, spielt eine zentrale Rolle in der humanen Forschung. So kdnnten der Entstehung von
neurodegenerativer Erkrankungen vorgebeugt oder die Heilungschancen geférdert werden.
Das neurotoxische Protein TDP-43 ist der bei ALS-Patienten am haufigsten in pathologischen
Einschlissen detektierte Bestandteil (Taylor et al. 2016).

Um die zytotoxische Auswirkung von TDP-43 auf eine eukaryotische Zelle zu untersuchen
wurde der Modellorganismus S. cerevisiae verwendet. Die Expression eines humanen
TDP-43-Konstrukts fiihrt bei der Hefezelle zur Minderung des Wachstums. Dieses Defizit
kann mit Hilfe eines Tupfeltest nachgewiesen werden. Hierbei werden die Zellen, die
entweder ein Kontrollplasmid bzw. ein TDP-43-Konstukt enthalten, in unterschiedlichen
Verdlnnungsstufen auf eine Agarplatte getupfelt und mehrere Tage inkubiert. Die TDP-43-
bedingte Zytotoxizitat ist auf Grund des verminderten Wuchses gegenuber der Kontrolle
erkennbar. Mit Hilfe eines groRR angelegten Tupfeltestscreens sollten die TDP-43-induzierten
Wachstumsdefizite in Hefe-Deletionsstdmmen systematisch bestimmt werden. Die
ausgeschalteten Gene codieren fir Komponenten der Proteinabbauwege sowie fr
Organellen-assoziierte Proteine. Ziel dieser Arbeit ist es die Gene bzw. Proteine zu
identifizieren, die die TDP-43-induzierte Zytotoxizitdt modulieren, d.h. sie abschwéchen oder
verstarken. Ausgehend von den Ergebnissen kdnnen Hypothesen aufgestellt werden, wie
diese Proteinabbauwege oder Organellen-assoziierten Prozesse beim Abbau oder der

Modulierung von zytotoxischem TDP-43 eine Rolle spielen kénnten.
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2.2 Bestimmung des Einflusses von TDP-43 auf die
vakuolare Morphologie

Ein typisches Merkmal der ALS-Pathologie ist die morphologische und funktionelle
Veranderung bestimmter Organellen wie z. B. der Mitochondrien oder der VVakuole (Joyce et
al. 2011, Jiang et al. 2015, Edens et al. 2016). Darlber hinaus konnte mittels des in dieser
Arbeit durchgefuhrten Tupfeltestscreens (siehe oben) Vakuolenfusionsproteine gefunden
werden, durch deren Verlust die TDP-43-bedingte Zytotoxizitat deutlich anstieg. Ferner ist
die Vakuole ein zentraler Bestandteil bei der Eliminierung von Zellbestandteilen. Auf Grund
dieser Tatsachen soll das Erscheinungsbild der VVakuole im Fokus dieser Arbeit stehen.

In  mehreren fluoreszenzmikroskopischen Experimenten erfolgt unter Zuhilfenahme
spezifischer Marker die Analyse der vakuolaren Morphologie in der Gegenwart von TDP-43.
Neben der Uberexpression von wildtypischem TDP-43 werden mehrere ALS-assoziierte
Varianten getestet. Hierbei soll geklart werden, ob die mdoglicherweise pathogenen Effekte
durch krankheitsassoziierte TDP-43-Varianten verstarkt werden.

Daruber hinaus werden die Auswirkungen von Propranolol, einer pharmakologischen
Substanz, die die Vakuolenfragmentierung forciert (Sasser et al. 2012 (A)), auf TDP-43-
exprimierenden Hefezellen untersucht. Analysiert wird der Einfluss von Propranolol auf die

durch TDP-43-Expression veranderte VVakuolenmorphologie bzw. Zytotoxizitéat.

2.3 Bestimmung des Einflusses von TDP-43 auf verschie-
dene Proteinkontrollmechanismen

Die Prasenz von TDP-43 beeinflusst neben den Organellen nachweislich auch Proteine der
Proteinqualitatskontrolimechanismen. So zeigten Bose et al. (2011), dass TDP-43 das
MRNA-Level von Atg7 (beteiligt an der Autophagie) reguliert. Um maogliche Veranderungen
in den vakuoldren Proteinabbauwegen, speziell in der Autophagie, wéhrend der Expression
von TDP-43 zu uberprufen, werden bereits etablierte biochemische Untersuchungsmethoden
angepasst. Sowohl der GFP-Atg8-Prozessierungsassay (Shintani und Klionsky 2004), als
auch der Atg8-Lipidierungsansatz (Xie et al. 2008) sollen dazu genutzt werden, um die
Autophagierate in TDP-43-expremierenden Zellen zu bestimmen. Mit Hilfe dieser Arbeit
konnte der postulierte Einfluss von TDP-43 auf den autophagischen Prozess validiert und
erhartet werden.

Neben der Autophagie z&hlen die Endozytose und der MVB-Weg zu den vakuoldren
Proteinabbauwegen. Im TDP-43 Tupfeltestscreen konnte nachgewiesen werden, dass die
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Storung des MVB-Wegs die TDP-43-bedingte Zytotoxizitat forciert. Madogliche
pathophysiologische Veranderungen dieser Wege durch die Expression von TDP-43 sollen
fluoreszenzmikroskopisch und biochemisch detektiert werden. Flr die Bestimmung der
Endozytose-Aktivitat werden der Farbstoff Lucifer Yellow, der durch Endozytose in die Zelle
aufgenommen wird, untersucht. Ferner wird der endozytotische Abbau des Fusionsproteins
Ste3-GFP, ein Plasmamembranprotein, verfolgt. Zur Analyse des MVB-Wegs soll die
vakuoldre Spaltung des MVB-Substrats Sna3-GFP bestimmt werden. Neben der
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung wird zudem die vakuoldre Prozessierung von
Sna3-GFP zu GFP mittels der biochemischen Western Blot Methode ermittelt.

2.4  Analyse von TDP-43 als potenzielles Substrat
vakuolarer Abbauwege

Die explizite Beteiligung der proteolytischen Abbauwege beim Eliminieren von TDP-43 aus
der Zelle wird in der Fachwelt stark diskutiert. Eine Reihe wissenschaftlicher Abhandlungen
beschreibt die komplexen Verflechtungen von Autophagie und UPS beim TDP-43-Abbau
(Urushitani et al. 2010, Wang et al. 2010, Huang et al. 2014, Scotter et al. 2014). Ferner
konnte in dieser Arbeit mit Hilfe des Tipfeltestscreens eine Verschlechterung im Wachstum
bei Hefezellen mit gestortem MVB-Weg oder vakuoldrer Fusion bei der Expression von
TDP-43 festgestellt werden. In Bezug auf die Beseitigung des neurotoxischen Proteins
werden proteolytisch relevante Wege, wie die Autophagie, das UPS, der MVB-Weg und die
vakuoldre Fusion in Hefe néher analysiert. Mittels Fluoreszenzmikroskopie und Western Blot
sollen das TDP-43-Proteinlevel, die Anzahl der TDP-43-Aggregate und die Kolokalisation
von TDP-43 mit Komponenten der Proteinabbauwege identifiziert werden. Zur Bestimmung
dieser drei Faktoren werden Einfach- und Doppeldeletionsstimme verwendet. Die
Doppeldeletionsstamme enthalten Genmutationen, die flir Proteine aus zwei unterschiedlichen
proteolytischen Mechanismen codierten. So ist bei Avam3Aatgl sowohl die vakuolare Fusion
als auch die Autophagie gestort. Mit Hilfe der Einfach- und Doppeldeletionsstamme kdnnen
die Auswirkungen der Proteinabbauwege allein oder in Kombination mit einem weiteren
Mechanismus beim TDP-43-Eliminierungsprozess verfolgt werden. Ist eine TDP-43-
Anreicherung bzw. Steigerung von TDP-43-Aggregaten nachweisbar, gibt dies einen Hinweis
darauf, dass der betroffene Prozess beim Abbau des neurotoxischen Proteins eine Rolle spielt.
Gleiches gilt bei einer Kolokalisation von TDP-43 mit einem Protein fir einen

proteolytischen Prozess. Eines dieser Proteine ist Rsp5. Die E3-Ligase, die u.a. an der
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Ubiquitinierung mehrerer Plasmaproteine beteiligt ist (Morvan et al. 2004, Wang et al. 2011).
Die Ubiquitinierung von Proteinen ist ein essentieller Schritt bei allen proteolytischen
Abbaumechanismen. Interessanterweise besitzen viele ALS-Patienten und Modellorganismen
ubiquitinierte TDP-43-Aggregate (Neumann et al. 2006, Wegorzewska et al. 2009, Igaz et al.
2009). Maoglicherweise markiert Rsp5 auch TDP-43 fir dessen Eliminierung. Eine starke
Uberlagerung beider Proteine sprache fir eine unmittelbare Beteiligung von Rsp5 am
TDP-43-Abbauprozess. Wird die Aktivitat der Ubiquitinligase modifiziert, konnte dies auch
Auswirkungen auf den TDP-43-Metabolismus haben. Diese Aussage wird mit Hilfe mehrerer
Rsp5-Varianten  untersucht. Die Mutanten variieren in  ihrer  Fahigkeit der
Proteinubiquitinierung (Wijayanti et al. 2015). Weisen die Varianten unterschiedliche Level
an TDP-43 auf oder variieren sie in ihrer TDP-43-Aggregatanzahl, kénnte das ein Hinweis

auf einen Rsp5-abhangigen TDP-43-Abbau sein.

2.5  Bestimmung des Einflusses von TDP-43 auf das
Proteom von Hefezellen

TDP-43 als DNA- und RNA-bindendes Protein Ubernimmt essentielle Funktionen in der
RNA-Homd@ostase. Polymenidou et al. (2011) konnten fiir TDP-43 mehr als 6000 Ziel-RNAs
im murinen Gehirn identifizieren. Die Depletion von TDP-43 verédnderte das Level von mehr
als 600 mMRNAs und beeinflusste mehr als 950 Spleil3ereignisse. Auf Grund der Funktion von
TDP-43 auf die Transkription von Genen fiir die Autophagie und des UPS (Atg7 oder VCP)
wirken sich Regulationsstérungen ebenso auf die Proteinebene aus (Bose et al. 2011;
Polymenidou et al. 2011). Nicht nur die Depletion, sondern auch die Anreicherung von
TDP-43 konnte einen Einfluss auf die Proteinbiosynthese besitzen. Neben diesen direkten
Effekten von TDP-43 auf die steady-state level einzelner Proteine, kann es auch
Proteinveranderungen geben, die indirekt durch die Zytotoxizitat von TDP-43 entstehen.
Auch diese Veranderungen konnten wichtig fur die Umsetzung oder Verhinderung der
Zytotoxizitat von TDP-43 sein.

Fur die Identifizierung TDP-43-induzierter Verdnderungen in der zelluldren
Proteinzusammensetzung wurde das neurotoxische Protein in Hefekulturen Uberexprimiert,
Zellextrakte isoliert und diese anschlieBend massenspektrometrisch analysiert. Hierbei wird
die quantitative proteomische Methode SILAC (Stable Isotope Labeling by Amino acids in

Cell culture) angewandt. Die gewonnenen Erkenntnisse konnen zur Detektion von weiteren
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TDP-43-Interaktoren dienen und moglicherweise Aufschluss uber die Ursache verschiedener
Krankheiten liefern.
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3 Material und Methoden

3.1  Uberblick uiber Hefestimme, Plasmide und Primer

Die in dieser Arbeit verwendeten Hefestdimme sind in der Tabelle 1 aufgefiihrt. Die selbst
hergestellten haploiden Einfach- und Doppeldeletionsstdimme entstanden aus der Paarung von
BY4741 (MATa) und BY4742 (MATa) Einfachdeletionsstammen mit anschlieRender
Sporulation und Tetradendissektion und sind isogen zu den BY-Stdmmen (siehe Abschnitt 3.5
und 3.6).

Die Plasmide und Primer, welche bei der vorliegenden Arbeit eingesetzt wurden, sind in den
Tabellen 2 bzw. 3 zusammengefasst. Die in der PCR (Polymerasekettenreaktion) verwendeten
Primer wurden von Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA), Microsynth AG (Balgach,

Schweiz) oder metabion international AG (Planegg, Deutschland) erworben.

Tab.1: In dieser Arbeit verwendete Hefestamme.

systema- | Stamm-
Standard- . .
tischer hinter- Genotyp Referenz
name
Genname | grund
Brachmann et al.
. 1998
wit BY4741 MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 . .
Wijayanti et al.
2015
wt (fur SILAC- BY4741 MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 Buttner et al.
Analysen) Aargd::kanMX4 Alys2::URA3 2013
Brachmann et al.
wt BY4742 MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 1998,
Dharmacon
wit BY4742 MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 diese Arbeit
Deletionsstamme - selektive und nichtselektive Autophagie
. Giaever et al.
. MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aaim26 YKLO37W BY4742 Aaim26:-kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatgl YGL180W | BY4742 Aatg1::kanMXx4 2002,
Dharmacon
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 . .
Aatgl YGL180W | BY4742 Aatgl::kanMX4 diese Arbeit
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatg2 YNL242W | BY4742 Aatg2-:kanMX4 2002,
Dharmacon
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systema- | Stamm-
Standard- . .
tischer hinter- Genotyp Referenz
name
Genname | grund
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatg3 YNROO7C BY4742 Aatg3::kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatg5 YPL149W BY4742 Aatg5::kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatg6 YPL120W BY4742 Aatg6:kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatg7 YHR171W BY4742 Aatg7:kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatg8 YBLO78C BY4742 Aatg8:kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatg9 YDL149W BY4742 Aatg9::kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatgl10 YLLO42C BY4742 Aatg10::kanMx4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatgll YPR049C BY4742 Aatgl1:-kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatgl2 YBR217W BY4742 Aatg12:-kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatgl3 YPR185W BY4742 Aatg13:-kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatgl4 YBR128C BY4742 Aatg14::kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatgl5 YCR068W BY4742 Aatg15::kanMx4 2002,
Dharmacon
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 . .
Aatg15 YCRO68W | BY4742 Aatg15::kanMX4 diese Arbeit
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatgl6 YMR159C BY4742 Aatg16::kanMx4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatgl7 YLR423C BY4742 Aatg17:kanMx4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
Aatg18 YERO21W BY 4742 MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 2002,

Aatg18::kanMX4

Dharmacon
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systema- | Stamm-
Standard- . .
tischer hinter- Genotyp Referenz
name
Genname | grund
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatg19 YOLO082W BY4742 Aatg19:kanMx4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatg20 YDL113C BY4742 Aatg20:kanMx4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatg21 YPL100W BY4742 Aatg21::kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatg22 YCLO038C BY4742 Aatg22:-kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatg23 YLR431C BY4742 Aatg23::kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatg24 YJLO36W BY4742 Aatg24:kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatg27 YJL178C BY4742 Aatg27::kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatg29 YPL166W BY4742 Aatg29::kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatg31 YDR022C BY4742 Aatg31:-kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatg32 YIL146C BY4742 Aatg32:-kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatg33 YLR356W BY4742 Aatg33::kanMx4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatg34 YOLO083W BY4742 Aatg34:kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatg36 YJL185C BY4742 Aatg36::kanMx4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatg4l YPL250C BY4742 Aatgd1:kanMx4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Amdm10 YAL010C BY4742 Amdm10--kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
Amdm12 YOL009C BY 4742 MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 2002,

Amdm12::kanMX4

Dharmacon
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systema- | Stamm-
Standard- . .
tischer hinter- Genotyp Referenz
name
Genname | grund
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Amdm34 YGL219C BY4742 Amdm34:-kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Ammm1 YLLO06W BY4742 Ammmi:kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Apbs2 YJL128C BY4742 Apbs2::kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
Apep4 YPL154C BY4742 MATa his3A1 Ieu"2AO lys2A0 ura3A0 2002,
Apep4::kanMX4
Dharmacon
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 . .
Apep4 YPL154C Apepa::kanMx4 diese Arbeit
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aptc6 YCRO79W BY4742 Aptc6::kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
. MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Asir2 YDL042C BY4742 Asir2:-kanMx4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aslgl YORO008C BY4742 AslgL:-kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aslt2 YHRO030C BY4742 Aslt2--kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Asnx4 YJLO36W BY4742 Asnxd-kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
Ayil165¢ YIL165C | BY4742 MATo h'szAilll'gzio r'}’,’\;iﬁo urasa0 2002,
y C.-ka Dharmacon
Mitochondrien-assoziierte Deletionsstamme
. Giaever et al.
. MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Acisl YLR346C BY4742 Acis1:-kanMx4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Afmcl YIL098C BY4742 Afmed:-kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Ageml YAL048C BY4742 Agem1::kanMx4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
Amdm3s YOL027C BY 4742 MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 2002,

Amdm38::kanMX4

Dharmacon
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systema- | Stamm-
Standard- . .
tischer hinter- Genotyp Referenz
name
Genname | grund
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Ampcl YGLO80OW BY4742 Ampcl:kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Ampc2 YHR162W | BY4742 AMpc2:-kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Ampc3 YGR243W | BY4742 Ampc3:-kanMxa 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aporl YNLO055C BY4742 Apor1:-kanMx4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Apor2 YIL114C BY4742 Apor2::kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Authl YKRO042W BY4742 Auth1::kanMX4 2002,
Dharmacon
Deletionsstdmme - retrograde Stressantwort
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Abmhl YER177W BY4742 Abmh1:-kanMx4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Abmh2 YDR0O99W | BY4742 Abmh2:kanMx4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
. MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Acit2 YCRO005C BY4742 Acit2: kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Adld3 YELO71W BY4742 Adld3:-kanMXx4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Artg3 YBL103C BY4742 Artg3:kanMX4 2002,
Dharmacon
Peroxisomen-assoziierte Deletionsstamme
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aadrl YDR216W | BY4742 AadrL:-kanMxa 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aoafl YALO51IW BY4742 AoafL:-kanMx4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
Apex3 YDR329C BY4742 MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 2002,

Apex3::kanMX4

Dharmacon
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systema- | Stamm-
Standard- . .
tischer hinter- Genotyp Referenz
name
Genname | grund
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Apex11 YOL147C BY4742 Apex11:kanMx4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Apex13 YLR191W BY4742 Apex13:kanMx4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Apex14 YGL153W BY4742 Apex14:-kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Apex25 YPL112C BY4742 Apex25:-kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Apex27 YOR193W | BY4742 Apex27:-kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
Apip2 YOR363C BY 4742 MATa h|53A1_ IeLf.ZAO lys2A0 ura3A0 2002,
Apip2::kanMX4
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Ayll054c¢ YLLO54C BY4742 Ayl054c::kanMX4 2002,
Dharmacon
Deletionsstimme - Ubiquitin-Proteasom-System
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Arpn4 YDL020C BY4742 Arpna:-kanMX4 2002,
Dharmacon
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 . .
Arpn4 YDLO020C Arpnd:-kanMx4 diese Arbeit
. Giaever et al.
. MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aubi4 YLLO39C BY4742 Aubid:kanMX4 2002,
Dharmacon
. MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 . .
Aubi4 YLL039C BY4742 Aubid:-kanMXx4 diese Arbeit
Deletionsstimme - Vakuolenfusion
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Acczl YBR131W BY4742 Acczl:-kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Amonl YGL124C BY4742 Amont:kanMx4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Anhx1 YDR456W | BY4742 Anhx--kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
Avam3 YOR106W | BY4742 MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 2002,

Avam3::kanMX4

Dharmacon
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systema- | Stamm-
Standard- . .
tischer hinter- Genotyp Referenz
name
Genname | grund
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 . .
Avam3 YOR106W BY4742 Avam3:-kanMxa diese Arbeit
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Avam6é YDLO77C BY4742 Avamé: kanMXa 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Avam7 YGL212W BY4742 Avam7:-kanMxa 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Avps33 YLR396C BY4742 Avps33:kanhiX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Avps4l YDRO08OW BY4742 Avpsa1:kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aybtl YLLO48C BY4742 Aybtl::kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aypt7 YMLOOIW | BY4742 Aypt7:-kanMXa 2002,
Dharmacon
Deletionsstdamme - endosomal-vakuolarer Abbauweg
MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0
Vps2-GFP YKL002W BY4741 Huh et al. 2003
Vps2-GFP::HIS3MX4
MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0
Vps27-GFP YNROO6W BY4741 Vps27-GFP-:HIS3MX4 Huh et al. 2003
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aarkl YNL020C BY4742 Aarkl--kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Adoa4 YDRO069C BY4742 Adoad:-kanMxa 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aedel YBL047C BY4742 Aedel:-kanMx4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aend3 YNLO084C BY4742 Aend3:-kanMxa 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aentl YDL161W BY4742 Aentl:-kanMx4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Anprl YNL183C BY4742 Anpri::kanMx4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
Aslal YBLOO7C BYA4742 MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 2002,

Aslal::kanMX4

Dharmacon
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systema- | Stamm-
Standard- . .
tischer hinter- Genotyp Referenz
name
Genname | grund
: Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Avps2 YKLOO2W | BY4742 Avps2:-kanMX4 2002,
Dharmacon
: Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Avpsd YPR173C BY4742 Avpsd:-kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Avps21 YORO089C BY4742 Avps21:-kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Avps22 YPLO002C BY4742 Avps22:kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Avps23 YCLO008C BY4742 Avps23:kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Avps24 YPLOG5W BY4742 Avps24::kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Avps25 YKLO41W BY4742 Avps25::kanMX4 2002,
Dharmacon
M. Michalski,
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 Universitat
Avps25 YKLOAIW | BY4742 Avps25::kanMX4 Bayreuth,
Deutschland
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Avps27 YNROO6W | BY4742 Avps27:-kanhiX4 2002,
Dharmacon
M. Michalski,
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 Universitat
Avps27 YNROOBW | BY4742 Avps27::kanMX4 Bayreuth,
Deutschland
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Avps28 YDR486C BY4742 Avps28:-kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Avps60 YJR102C BY4742 Avps60::kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Avtal YLR181C BY4742 Avtal-kanMX4 2002,
Dharmacon
Doppeldeletionsstamme
Aatgl YGL180W MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 . .
Arpnd yDLo20C | BY4742 Aatgl::kanMX4 Arpnd::kanMX4 diese Arbeit
Aatgl YGL180W MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 diese Arbeit
Aubi4 YLL039C Aatgl::kanMX4 Aubi4::kanMX4
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systema- | Stamm-
Standard- . .
tischer hinter- Genotyp Referenz
name
Genname | grund
Avam3 YOR106W MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 . .
Aatgl vGLigow | DY4r42 Avam3::kanMX4 Aatgl::kanMX4 diese Arbeit
Avam3 YOR106W MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 . .
Aatgl5 YCR068W BY4742 Avam3::kanMX4 Aatg15::kanMX4 diese Arbeit
Avam3 YOR106W MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 . :
Apep4 YPL154C BYa4r42 Avam3::kanMX4 Apep4::kanMX4 diese Arbeit
M. Michalski,
Avam3 YOR106W BY4742 MATo his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 Universitat
Avps24 YKLO41W Avam3::kanMX4 Avps24::kanMX4 Bayreuth,
Deutschland
M. Michalski,
Avam3 YOR106W MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 Universitat
Avps25 YJR102C Avam3::kanMX4 Avps25::kanMX4 Bayreuth,
Deutschland
M. Michalski,
Avam3 YOR106W BY4742 MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 Universitat
Avps27 YNROO6W Avam3::kanMX4 Avps27::kanMX4 Bayreuth,
Deutschland
Weitere Deletionsstamme
MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 Wijayanti et al.
rsp5-A401E YER125W BY4741 RSP5::rsp5-A401E 2015
MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 Wijayanti et al.
RSP5-P343S YER125W BY4741 RSP5:'RSP5-P343S 2015
. Giaever et al.
Aacsl YALOS4C | BY47a2 | MAT@ h'SSAA;C'SelLf_Zki?”\'X;iAO urasao 2002,
v Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aatg26 YLR189C BY4742 Aatg26:-kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Agatl YFLO21W | BY4742 Agatl:kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Ahogl YLR113W | BY4742 Ahogl::kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Apho85 YPLO031C BY4742 Apho85:-kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Aspel YKL184W BY4742 Aspel::kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
Atco89 YPL180W BY 4742 MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 2002,

Atco89::kanMX4

Dharmacon
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. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Atorl YJR066W BY4742 AtorL:-kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
. MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Awhi2 YORO043W BY4742 Awhi2:-kanMX4 2002,
Dharmacon
. Giaever et al.
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
Ayor019w YORO019W BY4742 Ayor019w:kanMx4 2002,
Dharmacon

Tab. 2: In dieser Arbeit verwendete Plasmide.

Dox .
pCM190 2U URA3 TetOff AmpR Gari et al.1997
R. Braun, Universitat
pCM190- Dox '

TDP-43-wt 2U URA3 TetOff AmpR Bayreuth,

Deutschland
U. Guldener und J.

Hegemann,

pUG35-EGFP CENG6 URA3 MET25 AmpR Universitat
Dusseldorf,

Deutschland

R. Braun, Universitat

pUG35-TDP-43- CENG URA3 MET25 AmpR Bayreuth,

WEEGFP Deutschland
pESC-HIS 2U HIS3 GAL10 AmpR Agilent Technologies
pESC-HIS-

TDP-43-wt 21 HIS3 GAL10 AmpR Braun et al. 2011
pRS415-GFP- Bockler und
Atg8 CENG6 LEU2 endogen AmpR Westermann 2014
S. Bockler,
pRS415-HA-Atg8 | CENG6 LEU2 endogen AmpR Universitat Bayreuth,

Deutschland

PRS316-Ste3-
GFP

pRS416-Sna3-
GFP

CENG6 URA3 endogen AmpR Wang et al. 2002

CENG URA3 endogen AmpR Wang et al. 2002
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Kopien-

Auxotrophie-

E. coli

Plasmidname Promotor . Referenz
anzahl marker Resistenz
DNASU Plasmid
Repository, Arizona
ZM552 2u LEU2 CMD1 AmpR State University,
USA
DNASU Plasmid
Repository, Arizona
ZM552-VAM 2 LEU2 MD1 AmpR S
55 3 H U ¢ mp State University,
USA
p416RFP-VAM3 | CENG6 URA3 endogen AmpR Reggiori et al. 2005
pAD54-mRFP- Kanneganti et al.
VPS27 2u LEU2 ADH1 AmpR 2011
pAG413GAL- .
ccdB-DsRed CENG6 HIS3 GAL1 AmpR, CamR | Alberti et al. 2007
PAG413GAL- H. Seebach,
TDP-43-wt- CENG6 HIS3 GAL1 AmpR Universitat Bayreuth,
DsRed Deutschland
pAG423GAL- .
ccdB-DsRed 21 HIS3 GAL1 AmpR, CamR | Alberti et al. 2007
pAG423GAL- R. Weinmann,
TDP-43-wt- 2uU HIS3 GAL1 AmpR Universitat Bayreuth,
DsRed Deutschland
pAG423GAL- .
ccdB-EGFP 21 HIS3 GAL1 AmpR, CamR | Alberti et al. 2007
H. Seebach
pAG423GAL- L ’
TDP-43-Wt-EGFP 21 HIS3 GAL1l AmpR Universitat Bayreuth,
Deutschland
pAG416GDP- .
EGEP-ccdB CENG6 URA3 GPD AmpR, CamR Alberti et al. 2007
M. Michalski,
PAGA16GDP- CENG6 URA3 GPD AmpR Universitat Bayreuth,
EGFP-Rsp5
Deutschland
pAG416GAL- )
ccdB-DsRed CENG6 URA3 GAL1 AmpR, CamR | Alberti et al. 2007
H. Seebach
pAG416GAL- o ’
EN RA ALl AmpR B h
TDP-43-DsRed CENG6 URA3 G mp Universitat Bayreuth,
Deutschland
PAGA26GAL- 21 URA3 GAL1 AmpR, CamR | Alberti et al. 2007

ccdB
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Plasmidname | [<oPIen- | Auxotrophie- | o o £ coli Referenz
anzahl marker Resistenz
p_ArgﬁfiQ't" 2u URA3 GALL AmpR Johnson et al. 2009
T"&?jf@g% 2u URA3 GALL AmpR Johnson et al. 2009
'IPI'DA\F? :':65;;'{*( 2u URA3 GAL1 AmpR Johnson et al. 2009

Tab. 3: Primer fur die Deletionsnachweis- bzw. Paarungstyp- (Mating Type) PCR.

Primer Sequenz (5°- 3Y)
ATGla AAGTTAAGTACCAAGGCCATCTTTT
ATGl1b TAAAATGGGTAAGTTGTAGATCCCA
ATGlc CTGAAAATCAAACTTTGGAAGAAAA
ATG1d TATAGCCAAAGGCAAGTACTAAACG
ATG15a GAAAGCATTTCCAGTTGAATACAGT
ATG15b AAGTAGTAAGCAATAAGGCAGAGCA
PEP4a AGTAAAGAAGTTTGGGTAATTCGCT
PEP4b TCAGTGTAATATTGTGCGTTCAAGT
RPN4a CTAATAGCCGTTTACAGTGATGGTT
RPN4b TATCCGTTAAGGTTCTTTTTAGGCT
RPN4c TAGTAACAGTAATGAAAACGGCACA
RPN4d CAAGAATGTTGATATTCCAAATGGT
UBl4a AATAATCCTGGATAAACCAATTTCG
UBI4b GGATGTTGTAGTCAGACAAGGTTCT
UBl4c AGAACCTTGTCTGACTACAACATCC
UBl4d CTTTTCCCTTTTGGTAGTCACAATA
VAM3a GACACAGGAAGAGCAAAACTAAGAT
VAM3b TGGATGTCTTTTCTTTCCTTAGATG
kanB CTGCAGCGAGGAGCCGTA
kanC TGATTTTGATGACGAGCG
Matl AGTCACATCAAGATCGTTTATGG
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Primer Sequenz (5°- 3)
Mat2 GCACGGAATATGGGACTACTTCG
Mat3 ACTCCACTTCAAGTAAGAGTTTG

3.2  Kultivierung und Lagerung von E. coli

Die E. coli TOP10 Zellen wurden mit Hilfe von LB-Medium kultiviert. Dieses bestand aus
1% Pepton, 0,5% Hefeextrakt, 0,5% NaCl und flr die Herstellung von Platten aus 1,5% Agar.
Zur Selektion plasmidhaltiger Stdimme erfolgte die Zugabe von Ampicillin (Amp., 1 ml/l,
0,1 mg/ml). Die Zellkultivierung aus einer E. coli Kryokultur erfolgte direkt durch das
Animpfen von LB-Flussigmedium (+Amp.) oder durch das Ausstreichen auf eine LB-Platte
(+Amp). Die Inkubationstemperatur betrug 37°C und die Schittelgeschwindigkeit im Falle
einer Flussigkultur 150 rpm.

Fur die Lagerung von E. coli TOP10 Zellen wurde eine stationdre Kultur 1:1 mit 30%igem

Glycerin vermischt und bei -80°C eingefroren.

3.3  Plasmidtransformation in E. coli

Die in dieser Arbeit erwahnten Plasmide sind in der Tabelle 2 aufgefiihrt und wurden in
Puffer oder auf Filterpapier zur Verfugung gestellt. Bei Letzterem erfolgten die Elution des
Plasmids mittels EB-Losung (QIAGEN®, Hilden, Deutschland) und die Uberfiihrung in ein
ReaktionsgefalR.

Fur die Plasmidtransformation wurde ein 50 pl Aliquot hitzekompetenter E. coli TOP10
Zellen auf Eis aufgetaut und mit 50 ng Plasmid-DNA resuspendiert. Es erfolgten eine
Inkubation der Zellen fiir 10 Min. auf Eis und ein 1-minutiger Hitzeschock bei 42°C. Danach
wurden die Zellen auf Eis gekihlt und in 500 ul SOC-Medium (2% Pepton, 0,5%
Hefeextrakt, 0,0186% KCI, 1% 1 M MgCl,, 1% 1 M MgSO,, 0,4% Glukose, 0,05% NacCl,
pH7) fir 30 Min. bei 37°C unter Schitteln (600 rpm) kultiviert. Nach einem
Zentrifugationsschritt (1 Min., 900 rcf) erfolgten die Abnahme von 400 ul des Uberstandes
und das Vermengen des Zellpellets mit dem restlichen SOC-Medium. Die Kultur wurde auf
eine Ampicillin-haltige LB-Platte (LB+Amp.) verteilt und fur einen Tag bei 37°C kultiviert.
Eine Einzelkolonie wurde entweder erneut auf eine LB+Amp. Platte tberstrichen oder direkt

in 50 ml LB+Amp. Flussigmedium angeimpft. Die Zellen wurden tiber Nacht im Kolben
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angezogen (37°C, 150 rpm). Es erfolgte die Herstellung einer Kryokultur (siehe Abschnitt
3.2) oder die Plasmidisolation mittels QLAGEN® Plasmid Plus Kit (siehe Abschnitt 3.4).

3.4  Plasmidpréparation aus E. coli

Die Isolation des Plasmids erfolgte Gber die Zentrifugation (10 Min., 4°C, 2880 rcf) einer
50 ml stationdren E.coli TOP10 Kultur, welche Uber Nacht in Ampicillin-haltigem
Flussigmedium angezogen wurde. Die Reinigung der Plasmid-DNA wurde geméalR den
Angaben des Herstellers QIAGEN® durchgefiihrt und die DNA-Konzentration anhand des
NanoDrop™1000 Spectrophotometers  (Thermo  Scientific™, Wilmington, USA)

photometrisch bei 260 nm bestimmt.

3.5 Kultivierung und Lagerung der Hefestdmme
3.5.1 Allgemeines

Die Hefestaimme wurden standardmalig mittels néhrstoffreichem Vollmedium (YP),
synthetischem Komplett- (SC) oder synthetischem Minimalmedium (SM) kultiviert (Sherman
2002). Das Vollmedium enthielt 1% Hefeextrakt, 2% Pepton, 2% Glukose (Dextrose, D) und
2% Agar fur die Herstellung von Platten. Die bei -80°C tiefgefrorenen, untransformierten
Hefestdamme wurden auf YPD-Platten ausgestrichen und fur zwei bis drei Tage bei 30°C
inkubiert.

Fur die Selektion von transformierten Stammen wurden synthetische Medien verwendet.
Diese setzten sich aus 0,67% Hefe-Stickstoff-Medium (YNB, mit Ammoniumsulfat und ohne
Aminosauren) und 2% einer Kohlenstoffquelle, wie Glukose (SCD/SMD), Galaktose
(SCGal/SMGal) oder Raffinose (SCRD/SMRD) bzw. einer Kombination von diesen,
zusammen. Ferner enthielten die SC-Medien einen Supplementmix, welcher mehrere
Aminosauren enthielt (Sherman 2002). Fir die Herstellung von Platten wurde 2% Agar
hinzugeflgt. In Abhdngigkeit des Stammhintergrundes und der Plasmidmarker wurden die
Einzelkomponenten Tryptophan (Trp), Histidin (His), Methionin (Met), Leucin (Leu), Lysin
(Lys) und Uracil (Ura) zugegeben (Sherman 2002). Fiur die Genrepression von TDP-43
(ausschlief3lich bei den pCM190 Konstrukten) enthielten die Selektionsmedien zusétzlich das
Antibiotikum Doxycyclin (Dox, Sigma-Aldrich®, Endkonz.: 10 pg/ml bei Platten und 2 pg/ml
bei Flussigmedien). Falls nicht anders beschrieben, wurden die Flissigkulturen in 96 Deep-
Well Platten (Vmax = 500 ul) bei 250 rpm, in Réhrchen oder in Kolben bei 150 rpm kultiviert.

Die Inkubationstemperatur betrug sowohl bei Flissigmedien als auch bei Platten 30°C.
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Die in die Hefestamme transformierten Plasmide unterlagen der Kontrolle von endogenen,
konstitutiven (GPD, CMD1, ADH1) oder regulierbaren (induzierbaren bzw. reprimierbaren)
Promotoren (GAL1/10, Met25, TetOff). Die Galaktose-induzierbaren Promotoren GAL1 bzw.
GAL10 sowie die Doxycyclin-reprimierbaren TetOff-Promotoren waren von besonderer
Bedeutung (siehe Tab.?2). Grundsatzlich galt bei allen Experimenten folgende
Herangehensweise: Fur die Genexpression von induzierbaren Plasmiden wurden die Hefen
zunichst in einer Ubernachtkultur in Nichtexpressionsmedium angeimpft. Die Zellen
erreichten die stationdare Phase und wurden anschlieend in Nichtexpressionsmedium auf eine
ODggo von 0,2 verdinnt und fur sechs bis acht Stunden inkubiert. Die logarithmisch
wachsenden Kulturen wurden danach pelletiert und im gleichen Volumen an
Expressionsmedium aufgenommen (Medienwechsel). In Abh&ngigkeit des Promotors erfolgte
die Aktivierung der Genexpression durch den Wechsel in Medium ohne Doxycyclin (TettOff)
bzw. Methionin (MET25) oder durch den Austausch der Kohlenstoffquelle Glukose in
Galaktose (GAL1, GAL10). Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide mit ihren
Charakteristika sind in der Tabelle 2 aufgefihrt.

Die Hefekulturen wurden in einem Glycerin-Stock (15% Glycerin) bei -80°C eingefroren und

gelagert.

3.5.2  Kultivierungsbedingungen zur Herstellung von Doppeldeletions-
stammen

Fur die Generierung von Doppelmutanten wurden zwei Deletionsstdmme unterschiedlichen
Paarungstyps (MATa und MATa) in 500 pl YPD Medium fiir 6 Std. bei 30°C inkubiert. Nach
der Paarung der haploiden Zellen, erkennbar durch deren Ausflockung im Medium, wurden
100 pl der Hefekultur auf synthetisches Komplettmedium ohne Methionin und Lysin (SCD-
Met-Lys) ausplattiert. Das diente der Selektion auf diploide Zellen. Nach einem Tag der
Inkubation erfolgte der Umstrich auf frische SCD-Met-Lys Platten. Fir die anschlielende
Sporulation wurden die diploiden Zellen auf Platten mit 1% Kaliumacetat, 0,005%
Zinkacetat, 0,25% Uracil, 0,05% Histidin und 0,15% Leucin Ubertragen. Die Sporulation
erfolgte bei 22°C fur ein bis zwei Wochen. Die Tetraden wurden auf YPD-Platten dissektiert
und mehrere Tage inkubiert (siehe Abschnitt 3.6). Anschlielend wurden die Tetraden zur
Kontrolle des Auxotrophiemarkers auf synthetische Komplettmedien (SCD-Met oder SCD-
Lys) Ubertragen und bei 30°C angezogen. Ferner erfolgte die Kultivierung auf YPD Platten
mit 0,25 mg/ml G418 (Geneticin) zur Uberpriifung der Gendeletion.
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3.5.3  Kultivierungsbedingungen fir transformierte, dem Tupfeltest
bestimmte Stdmme

Die fur die verschiedenen Tpfeltests verwendeten transformierten Hefekulturen wurden Gber
Nacht in 96 Deep-Well Platten mit 300 pl Nichtexpressionsmedium kultiviert. Diese waren in
Abhangigkeit des Experiments SCD-Ura+Dox (beim Tupfeltestscreen), SCD-Ura-Leu+Dox
(beim VAM3-Komplementationsassay) und SCD-Ura (beim Tipfeln der TDP-43-Varianten
Q331K und M337V). Anschlielend wurden die Stdamme auf eine einheitliche optische Dichte
von 0,2 ODggo normalisiert und in funf Verdunnungsstufen (je 1:10) in ddH,O verdinnt. Pro
Verdinnungsstufe wurden 5 pl Kultur auf Expressions- und Nichtexpressionsplatten
getlpfelt. Hierbei handelte es sich beim Tupfeltestscreen um SMD+His+Leu+Lys (bzw.
SMD-Ura) mit oder ohne Doxycyclin, bei der Komplementation mit VAM3 um SCD-Ura-
Leu+/-Dox und Dbeim Wachstumstest unterschiedlicher =~ TDP-43-Varianten um
SMD+His+Leu+Lys bzw. SMDGal+His+Leu+Lys (oder SMDGal-Ura, 0,02% Glu., 2%
Gal.). Beim letzten experimentellen Ansatz wurde den Platten zusatzlich die pharmakologisch
wirksame Substanz Propranolol (2 mM, Sigma®) beigemengt. Hiermit sollte eine
Fragmentierung der Vakuolen in den Hefezellen forciert werden (siehe Abschnitt 3.8). In
einem Vorexperiment, zum Ermitteln des optimalen Propranololgehalts, wurden wildtypische
Hefen mit einem pCM190 Konstrukt tiber Nacht in 300 pl SCD-Ura+Dox Medium angezogen
und auf SMD+His+Leu+Lys+/-Dox (bzw. SMD-Ura+/-Dox) Platten mit unterschiedlichen
Propranololkonzentrationen (0; 1; 1,5; 2 mM) getestet. Die deutlichsten Effekte traten bei
2 mM auf. Zur Uberpriifung der vakuolaren Fragmentierung mit und ohne Propranolol bei
einer TDP-43-Expression wurden die Zellen nach drei Tagen von der Platte in ddH,0
uberfuhrt, mit CMAC (7-Amino-4-chloromethylcoumarin, Stammkonzentration: 10 mM,
CellTrackerBlue, Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA) inkubiert und
mikroskopisch analysiert (siehe Abschnitt 3.8 und 3.10). Die Selektionsplatten aller

Tupfeltestassays wurden flr drei bzw. sechs Tage bei 30°C kultiviert und dokumentiert.

3.5.4  Kultivierungsbedingungen fir CMAC und Lucifer Yellow behandelte
Zellen

Die mikroskopische Auswertung der mittels CMAC markierten Vakuolen erfolgte nicht nur

bei Zellen auf Medienplatten, sondern auch von in Flissigmedium angewachsenen Kulturen.

So wurden wildtypische Zellen mit einem pCM190 Konstrukt in 300 pl

SMD+His+Leu+Lys+Dox (bzw. SMD-Ura+Dox) Nichtexpressionsmedium angeimpft und

uber Nacht inkubiert. Die stationdre Kultur wurde mit frischem Nichtexpressionsmedium
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verdunnt und nach 7 Std. in das Expressionsmedium (SMD-Dox) uberfuhrt. Die Zellen
wurden geerntet und mit CMAC geféarbt. Bei Zellen mit verschiedenen ALS-assoziierten
TDP-43-Varianten erfolgte derselbe experimentelle Ablauf. Bei dem
Nichtexpressionsmedium handelte es sich um SMD+His+Leu+Lys welches durch SMDGal
(0,5% Glu., 1,5% Gal., identische Supplemente) ausgetauscht wurde. Auch bei einigen
Kolokalisationsstudien wurde CMAC zur Vakuolenmarkierung eingesetzt. Die Medien zur
Genrepression und -expression richteten sich nach den transformierten Plasmiden (siehe
Tab. 2). Detaillierte Angaben zur Medienzusammensetzung sind flr jedes Experiment im
Ergebnissteil aufgeschlusselt. Prinzipiell wurden auch diese Kulturen tiber Nacht angezogen,
in die logarithmische Phase durch Medienzugabe uberfuhrt und in Expressionsmedium
resuspendiert. Nach ca. 16 Std. wurden die Zellen geerntet, mit CMAC behandelt und
mikroskopisch ausgewertet (siehe Abschnitt 3.10).

Die Anzucht von Lucifer Yellow gefarbten Zellen erfolgte im Flissigmedium. Wildtypzellen
mit einem pCM190 Plasmid wurden in 500 pul synthetisches Minimalmedium
(SMD+His+Leu+Lys+Dox) angeimpft und im Ro6hrchen (30°C, 150 rpm, (ber Nacht)
inkubiert. Am nachsten Tag erfolgten die Einstellung der Zellen auf eine ODggo von 0,15 in
1 ml Nichtexpressionsmedium mit Hilfe des BioMate™ 3 Spectrophotometers (Thermo
Scientific™) und die Kultivierung fir 6 — 7 Std. Die logarithmische Kultur wurde in 1 ml
SMD+His+Leu+Lys Expressionsmedium tberfiihrt und erneut Gber Nacht angezogen. Es
erfolgten die Verdiinnung der Kultur durch Zugabe von 2 ml frischem Expressionsmedium
und die Inkubation fur 3 Std. AnschlieBend wurden 1,5 ml Kultur in ein Reaktionsgefal
uberfuhrt, pelletiert, in 90 pl SMD+His+Leu+Lys Medium resuspendiert und mit 10 pl
Lucifer Yellow (Stammkonz.: 40 mg/ml, Sigma®) vermengt. Die Zellsuspension wurde fiir
eine Stunde bei 30°C unter Schitteln inkubiert, mehrmals mit Kaliumphosphatpuffer (KPi)

gewaschen und mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert (siehe Abschnitt 3.10).

3.5.,5  Kultivierungsbedingungen gehungerter Zellen

Hefezellen, die zu einem spéateren Zeitpunkt Hungerbedingungen ausgesetzt werden sollten,
wurden zunéchst in 300 pl Nichtexpressionsmedium angezogen. In Abhangigkeit des
Versuchsaufbaus handelte es sich hierbei um SMD+His+Leu+Lys+Met (bzw. SMD-
Ura+Met) oder SMGalRD+His+Lys (bzw. SMGalRD-Ura-Leu) Medium mit 2% Galaktose,
2% Raffinose, 0,02% Glukose und 2 pg/ml Doxycyclin. Das erste Medium wurde zur
Auswertung der TDP-43-Aggregate in unterschiedlichen BY4742 Stdammen verwendet. Das
synthetische Minimalmedium SMGalRD+/-Dox wurde fir die Analyse der GFP-Atg8-
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Prozessierung und der Atg8-PE-Konjugation eingesetzt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte
uber Nacht in 96 Deep-Well Platten bei 30°C. Am darauffolgenden Tag wurden die Kulturen
auf eine identische ODgy von 0,1 bzw. 0,2 bei einem Gesamtvolumen von 500 pl
Nichtexpressionsmedium mittels FLUOstar® Omega Mikroplatten-Readers (BMG Labtech,
Ortenberg, Deutschland) eingestellt. Es erfolgte eine Inkubation flir weitere 6 - 7 Std. Nach
einem Waschschritt wurden die Zellpellets mit Expressionsmedium (max. 500 pl, abhé&ngig
vom Zellwachstum) vermengt. Fur die Aktivierung bzw. Steigerung der Genexpression wurde
das Antibiotikum Doxycyclin oder die Aminoséure Methionin aus dem Medium entfernt.
Ersteres erfolgte bei der Prozessierung bzw. Lipidierung von Atg8, letzteres bei der TDP-43-
Aggregatanalyse bei den BY4742 Stdmmen. Nach der Inkubation der Kulturen (liber Nacht,
30°C) wurde die erste Probe zum Zeitpunkt t = 0 entnommen. Die restliche Hefekultur wurde
erneut mit sterilem ddH,O gewaschen und in SD-N (max. 300 pl) gehungert. Das Medium
bestand aus 0,17% YNB (ohne Ammoniumsulfat und ohne Aminoséauren), 2% Glukose und
den oben aufgefiihrten Einzelkomponenten. Hinsichtlich des Experiments wurde nach 1 -
4 Std. (bei GFP-Atg8-Prozessierung), 24 Std. (bei Atg8-PE-Konjugationsassay) bzw. nach 6
und 24 Std. (bei Analyse der TDP-43-Aggregate) Probenmaterial entnommen, teilweise
fixiert und mittels Western Blot Analyse oder Mikroskopie untersucht (siehe Abschnitt 3.10,
3.11und 3.12).

Fir die Bestimmung des TDP-43-Abbaus im Wildtyp und in verschiedenen Deletions- bzw.
Doppeldeletionsstimmen wurde eine ahnliche Prozedur verwendet. Es erfolgten die Anzucht
der Zellen in SMGalRD+His+Leu+Lys+Dox und die Uberfiihrung in die logarithmische
Phase mittels Zugabe frischen Mediums. Die Plasmidexpression wurde nach 6 - 7 Std. durch
den Wechsel zu SMGalRD induziert. Es erfolgten eine Inkubation iber Nacht und die erste
Probenentnahme (t =0 Std.). AnschlieBend wurden die Kulturen gewaschen und in SD-N
Medium resuspendiert. Dieses enthielt, im Gegensatz zu den oben beschriebenen
Experimenten, das Antibiotikum Doxycyclin fur die TDP-43 Repression. Die Proben wurden
nach 1, 2, 4, 6, 24, und 48 Std. Hungern entnommen und mit Hilfe des Western Blots
analysiert (siehe Abschnitt 3.11 und 3.12).

3.5.6  Kultivierungsbedingungen fir Rsp5-Mutationsstimme und Ste3- bzw.
Sna3-exprimierende Stamme

Die Rsp5-Varianten wurden hinsichtlich der TDP-43-GFP-Punkte und des TDP-43-GFP-

Levels mikroskopisch oder biochemisch analysiert. Die Hefen mit einem BY4741

Stammhintergrund wurden in SCD-His Medium tber Nacht kultiviert und am néchsten Tag in
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die logarithmische Phase durch Medienzugabe uberfihrt. AnschlieRend erfolgte der
Austausch des Mediums in SCGal-His. Die Kultivierungsdauer im Expressionsmedium
betrug ca. 16 Std. Die Zellen wurden geerntet und mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie oder
der Western Blot Analyse ausgewertet (siehe Abschnitt 3.10, 3.11 und 3.12).

Die Lokalisation von Ste3-GFP bzw. Sna3-GFP erfolgte mikroskopisch in wildtypischen
Hefen bei gleichzeitiger TDP-43-Expression. Ferner wurde die Prozessierung von Sna3
biochemisch analysiert. Bei allen drei Ansdtzen wurden die Zellen in 300 pl
Nichtexpressionsmedium (SMD+Leu+Lys bzw. SMD-Ura-His) angezogen, am nachsten Tag
bei einer ODgo auf 0,15 in 500 pl SMD+Leu+Lys eingestellt und fur ca. 6 Std. inkubiert. Der
Expressionsbeginn erfolgte durch den Wechsel in SMGal+Leu+Lys (bzw. SMGal-Ura-His)
Medium. Nach ca. 16 Std. Kultivierung wurden die Zellen geerntet und mittels Western Blot
oder Mikroskopie untersucht (siehe Abschnitt 3.10, 3.11 und 3.12).

3.5.7  Kultivierungsbedingungen fir SILAC-Kulturen

Der SILAC (Stable Isotope Labeling by Amino acids in Cell culture) Wildtypstamm enthielt
ein pESC-His-Kontroll- bzw. -TDP-43-codierendes Konstrukt (siehe Abschnitt 3.7) und
wurde auf synthetischem Komplettmedium nach Sherman (2002) ohne Histidin mit 80 mg/I
Lysin, 50 mg/l Arginin und 30 mg/l Prolin ausplattiert. Die Zellen wurden in Réhrchen oder
Kolben mit Medien inkubiert, die entweder die leichten Aminosduren Lysin und Arginin
(LysO und Arg0) oder aber die schweren isotopenmarkierten Aminoséuren Lys8 und Argl0
(Silantes, Munchen, Deutschland) enthielten. Um eine optimale Markierungseffizienz der
schweren Aminosauren zu gewahrleisten, erfolgte die Inkubation fortlaufend Uber mehrere
Tage in frischem SCD-His Medium. Nach insgesamt fiinf Tagen in Nichtexpressionsmedium
wurden die Zellen in einer Ubertagkultur, mit 200 ml SCD-His und einer Ausgangs-ODggo
von 0,15, in die logarithmische Phase Uberfiihrt. Nach einer Inkubationsdauer von 6 Std.
erfolgten die Uberfiihrung der Kulturen in Expressionsmedium mit 1,8% Galaktose und 0,2%
Glukose (SCDGal-His) und die Anzucht fir 20 Std. bei 30°C. Das Volumen des
Expressionsmediums variierte in Abhangigkeit der gemessenen ODggo zwischen 218 und
250 ml. Ziel war die Angleichung der Zellkonzentrationen aller vier Kulturen durch eine
entsprechende Verdiunnung mit dem N&hrmedium. Im Anschluss an die 20-stiindige
Inkubation wurden das Zellwachstum mittels Photometer bestimmt und die Kulturen mit
Kontroll- und TDP-43-codierendem Plasmid im Verhéltnis 1:1 vermengt. Die Mischkulturen
wurden mehrfach mit 1x PBS gewaschen, pelletiert und fur den Zellaufschluss vorbereitet

(siehe Abschnitt 3.13). In einem biologischen Replikat erfolgte der Austausch des Mediums
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zwischen den Kontroll- und den TDP-43-exprimierenden Kulturen, so dass schlussendlich

zwei Mischkulturen vorlagen.

3.6 Herstellung von Doppeldeletionsstammen

Nach der erfolgreichen Paarung, Selektion und Sporulation (siehe Abschnitt 3.5.2) erfolgte
die Uberprifung der Sporulationseffizienz mittels Lichtmikroskopie. War diese ausreichend,
wurde eine geringe Zellmenge in 185 pl ddH,O resuspendiert und mit 7 pl Zymolyase 20T
(Seikagaku Biobusiness, Tokyo, Japan, Stammkonzentration: 40 mg/ml), zur enzymatischen
Zersetzung der Ascuswand, vermengt. Die Inkubation erfolgte fur 10 Min. bei RT.
AnschlieBend wurden 50 ul der Zellsuspension partiell auf eine YPD-Platte verteilt und
getrocknet. Es erfolgten die Separierung der Tetraden mit Hilfe eines Mikromanipulators
(Singer MSM System series 300 mit acer n30 Pocket PC, Singer Instruments, Roadwater,
GB) und das Ablegen der Sporen auf die restliche YPD-Platte. Die vereinzelten Zellen
wurden fiir ein bis zwei Tage bei 30°C angezogen. Danach erfolgten die Ubertragung der
Kulturen auf verschiedene Selektionsplatten und die Uberpriifung hinsichtlich ihrer
Auxotrophie und Deletion (siehe Abschnitt 3.5.2). Eine genauere Untersuchung der
geeigneten Klone erfolgte per Deletionsnachweis- und Paarungstyp- (Mating Type) PCR.

Zur Vorbereitung auf die PCR wurde die genomische DNA mit dem MasterPure™ Yeast
Pure Purification Kit (epicentre® eine Illumina® company, Madison, Wisconsin, USA) aus
den Hefezellen isoliert. Die Zellen wurden aus YPD-Flissigmedium geerntet. Die DNA-
Préparation erfolgte mit geringen Abweichungen nach den Angaben des Herstellers. So
wurden 200 pl statt 300 pl Yeast Cell Lysis Solution und 100 ul statt 150 pul MPC Protein
Precipitation Reagent eingesetzt. Die DNA-Konzentration wurde mit Hilfe des NanoDrop™
Photometers bei 260 nm ermittelt und auf 50 ng/ul eingestellt. Die genomische DNA wurde
anschlieBend bei -20°C eingefroren oder direkt fur die PCR verwendet.

Mit Hilfe der PCR erfolgten die Ermittlung des Paarungstyps und der Deletionen. Die
Reagenzien wurden, mit Ausnahme der Primer, der DNA und dem H,0, von Promega
Corporation (Madison, Wisconsin, USA) erworben. Bei dem PCR-Gerét handelt es sich um
den Mastercycler® Gradient EP S von Eppendorf (Hamburg, Deutschland). Das
Pipettierschema, die Primerkombination und das PCR-Programm fiir den Deletionsnachweis
sind in den Tabellen 4, 5 und 6 aufgefuhrt. Die Elongationszeit variierte in Abhéngigkeit des

zu amplifizierenden PCR-Produkts.
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Tab. 4: Pipettierschema fur die Deletionsnachweis-PCR.

Reagenz Volumen [pl] fir einen Ansatz
5x Green GoTaq® Reaction Buffer 4
PCR Nucleotide Mix (10 mM) 0,4
ddH,0 14,12
Forward Primer (100 pumol) 0,2
Reverse Primer (100 pumol) 0,2
GoTaq® G2 DNA-Polymerase (5 u/pl) 0,08
genomische DNA (50 ng/ul) 1
Gesamtvolumen 20

Tab. 5: Primerkombination fur den Nachweis des Wildtyp- oder Deletionsallels mittels PCR.

Gen Forward Primer Reverse Primer Allel
ATGla ATG1b wildtypisch
ATGla kanB deletiert
ATG1
ATGIlc ATG1d wildtypisch
ATG1d kanC deletiert
ATG15a ATG15b wildtypisch
ATG15
ATG15a kanB deletiert
PEP4a PEP4b wildtypisch
PEP4
PEP4a kanB deletiert
RPN4a RPN4b wildtypisch
RPN4a kanB deletiert
RPN4
RPN4c RPN4d wildtypisch
RPN4d kanC deletiert
UBl4a UBIl4b wildtypisch
UBIl4a kanB deletiert
UBI4
UBl4c UBI4d wildtypisch
UBIl4d kanC deletiert
VAM3a VAM3b wildtypisch
VAM3
VAM3a kanB deletiert
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Tab. 6: PCR-Programm fir den Nachweis einer Gendeletion.

1 95°C 5 Min. Initiale Denaturierung
95°C 1 Min. Denaturierung

35 50°C 30 Sek. Annealing
72°C 1.30 Min. — 3.30 Min. Elongation

1 72°C 5 Min. Finale Elongation
10°C )

Der Ansatz fur die Paarungstyp-PCR und dessen Programm sind in den Tabellen 7 und 8

aufgefuhrt.

Tab. 7: Pipettierschema fur die Paarungstyp-PCR.

5x Green GoTaq® Reaction Buffer 4
PCR Nucleotide Mix (10 mM) 0,4
ddH,0 13,92
Matl Primer (100 pM) 0,2
Mat2 Primer (100 uM) 0,2
Mat3 Primer (100 uM) 0,2
GoTaq® G2 DNA-Polymerase (5 u/pl) 0,08
genomische DNA (50 ng/ul) 1
Gesamtvolumen 20

Tab. 8: PCR-Programm flir den Nachweis des Paarungstyps.

1 95°C 5 Min. Initiale Denaturierung
95°C 1 Min. Denaturierung

35 50°C 30 Sek. Annealing
72°C 1.30 Min. Elongation
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Anzahl der _
Zyklen Temperatur Dauer Beschreibung
1 72°C 5 Min. Finale Elongation
10°C 0

Das amplifizierte PCR-Produkt wurde zusammen mit einem DNA-Langenstandard (Thermo
Scientific™ GeneRuler™ 1 kb DNA-Ladder) auf ein 0,8%iges Agarosegel (Biozym LE
Agarose in 1x TBE (89 mM Tris, 89 mM Borséure, 2,5 mM EDTA, pH 8,35) gelost und
aufgekocht) aufgetragen. Die Probe wurde fir ca. 30 Min. elektrophoretisch
(Spannungsquelle von Amersham Biosciences, GB) bei 120 V getrennt. Als Laufpuffer diente
1x TBE. AnschlieBend erfolgten die Farbung des Agarosegels im Ethidiumbromidbad fir 10 -
15 Min. und die Detektion mittels UV-Licht (VWR® GenoSmart und GenoView, Radnor,
Pennsylvania, USA).

3.7  High-efficiency Transformation von Hefe

Fur die High-efficiency Transformation wurden die Hefestimme in einer Ubernachtkultur (ca.
15 ml YPD) bei 30°C und 150 rpm kultiviert. Die Bestimmung des Zellwachstums erfolgte
bei einer ODgyo Mit Hilfe des BioMate™ 3 Spectrophotometers. AnschlieBend wurden die
Kulturen auf eine identische Ausgangs-ODgy von 0,5 in 50 ml YPD eingestellt und fir 2 - 3
Std. inkubiert. Es erfolgte eine Wachstumskontrolle der logarithmischen Kultur, welche
idealerweise 0,8 — 1 ODgg betrug. Daran schloss sich ein zweimaliger Waschschritt (5 Min.,
2880 rcf) an. AnschlieBend wurden die Zellpellets in 1 ml ddH,O resuspendiert und pro
Versuchsansatz jeweils 100 pl in ein 1,5 ml Reaktionsgefal aliquotiert. Die Kultur wurde
aufkonzentriert (30 Sek., 18000 rcf), der Uberstand verworfen und das Zellpellet mit dem
Transformationsmix (T-Mix: 240 ul 50% PEG 4000; 36 ul 1 M LiOAc (pH 7.4); 50 ul carrier
DNA aus Lachsspermien (2 mg/ml); 34 ul ddH,O mit 1 — 2 pug Plasmid-DNA) vermengt. Die
im T-Mix enthaltene carrier DNA wurde zuvor fiir 15 Min. bei 99°C aufgekocht und bis zur
Verwendung auf Eis aufbewahrt. Die Zellen, zusammen mit dem T-Mix, wurden fur 30 Min.
bei 42°C unter Schiitteln inkubiert. Es erfolgten ein erneuter Zentrifugationsschritt (30 Sek.,
5000 rcf) und das sorgfaltige Entfernen des Uberstandes. Das Zellpellet wurde in 1 ml ddH,0
gelost und ein Teil der Suspension auf synthetische Komplettmedien ausplattiert. Das
Volumen variierte hierbei zwischen 200 und 400 pl, je nach Anzahl der transformierten
Plasmide. Die getrockneten Selektionsplatten wurden fir zwei bis drei Tage bei 30°C
inkubiert. Es erfolgten ein Reinigungsausstrich auf frische Selektionsplatten mit erneuter
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Inkubation und das Animpfen in selektives Flissigmedium, zur Herstellung von Kryostocks

(siehe Abschnitt 3.5.1) bzw. flr den experimentellen Gebrauch.

3.8 Bestimmung der Zytotoxizitdt in Hefe mittels Serial
Spot Dilution Assays (TUupfeltests)

Mit Hilfe des Tupfeltestscreens wurde die TDP-43-bedingte Zytotoxizitdt in mehreren
Deletionsstdmmen bestimmt. Die Zytotoxizitdt konnte auf Grundlage der zelluléren
Wuchsdefekte ermittelt werden. Pro Stamm wurden jeweils vier verschiedene Hefeklone mit
dem pCM190-Kontroll- oder -TDP-43-Plasmid untersucht. Die Anzucht der Zellen erfolgte
im SCD-Ura+Dox Nichtexpressionsmedium (siehe Abschnitt 3.5.3). Die ber Nacht
kultivierten Zellen befanden sich zum Zeitpunkt des Experiments in der stationaren Phase.
Die exakte Bestimmung der Zelldichte erfolgte bei ODggo mit Hilfe des Mikroplatten-Readers.
Die Kulturen wurden auf eine einheitliche ODggo von 0,2 mittels ddH,O verdinnt. Es erfolgte
die Generierung einer seriellen Verdinnungsreihe, mit insgesamt sechs Verdinnungsstufen in
1:10er Schritten. Pro Verdinnungsstufe wurden 5 pl der sorgfaltig durchmischten
Zellsuspensionen auf die synthetischen Minimalmedien SMD+His+Leu+Lys (oder SMD-Ura)
bzw. SMD+His+Leu+Lys+Dox (bzw. SMD-Ura+Dox) aufgetragen. Die Selektionsplatten
wurden bei 30°C kultiviert und nach drei bzw. sechs Tagen dokumentiert. Die quantitative
Auswertung der Platten erfolgte durch die Berechnung des Wachstumsindexes (siehe
Abschnitt 3.9).

Im VAM3-Komplementationsassay wurden der Wildtyp und der Avam3-Stamm mit zwei
Plasmiden transformiert. Es handelte sich hierbei um das pCM190-Kontroll- oder -TDP-43-
codierende Konstrukt und um das ZM552-Kontroll- oder -VAM3-codierende Plasmid. Es
ergaben sich somit vier Kombinationsmdglichkeiten. Der Stamm enthielt entweder beide
Kontrollplasmide, jeweils ein Kontroll- und ein proteincodierendes Konstrukt (TDP-43 bzw.
VAM3) oder zwei Protein-codierende Plasmide (TDP-43 und VAM3). Pro Zusammensetzung
wurden jeweilig zwei Klone auf eine ODggo von 0,2 eingestellt, mit ddH,O verdinnt und nach
oben erwahntem Schema getiipfelt. Die Ubertragung der Zellsuspension erfolgte auf SMD-
Ura-Leu+/-Dox (bzw. SMD+His+Lys+/-Dox) Platten, welche nach drei bzw. sechs Tagen
Inkubation fotografiert wurden.

Um das Wuchsverhalten von wildtypischen Zellen, welche mit einem TDP-43-codierenden
Konstrukt  transformierten  wurden, in  Abhangigkeit des pharmakologischen

Vakuolenfusionsinhibitors Propranolol zu untersuchen, erfolgte zundchst ein Test mit
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mehreren  Konzentrationen. Ein  mit pCM190-Kontroll- bzw. -TDP-43-Konstrukt
transformierter ~ Wildtypstamm  wurde auf SMD+His+Leu+Lys+Dox und auf
SMD+His+Leu+Lys (bzw. SMD-Ura+/-Dox) mit jeweils 0, 1, 1,5 und 2 mM Propranolol
getlpfelt. Das Vorgehen entsprach hierbei den oben beschriebenen Experimenten. Als
optimale Konzentration wurde 2 mM festgelegt. In einem zweiten Versuch erfolgte die
Analyse wildtypischer Hefen mit verschiedenen ALS-assoziierten TDP-43-Varianten. Jeweils
zwei unabhéngige Klone mit pAG426Gal-Kontroll, -TDP-43-wt, -TDP-43-Q331K oder -
TDP-43-M337V  Konstrukt  wurden getlipfelt. Es wurden die Minimalmedien
SMD+His+Leu+Lys (bzw. SMD-Ura) und SMDGal+His+Leu+Lys (SMDGal, 0,02% Glu.,
2% Gal.) zur Genrepression bzw. -expression verwendet. Die Dokumentation der Platten

erfolgte nach drei und sechs Inkubationstagen bei 30°C.

3.9  Auswertung des Tupfeltestscreens

Mit Hilfe der quantitativen Analyse des Tupfeltestscreens sollte das Zellwachstum der
Deletionsstdmme im Vergleich zum Wildtypstamm ermittelt werden. Daflir wurde den
Tupfelplatten, mit ihren insgesamt sechs Verdinnungsstufen, ein Wachstumswert von Null
bis Sechs zugeordnet. Konnte z.B. ein Wachstum bis in die flinfte Verdunnungsstufe
beobachtet werden, erhielt der Klon den Wert Finf (G = 5). Lag keinerlei Wachstum vor, so
wurde dies mit einer Null (G = 0) gekennzeichnet. AnschlieRend erfolgte die Bestimmung des
Mittelwerts aller vier Klone bei allen vier Bedingungen. Diese fassten das Wachstum beim
Wildtyp mit einem Kontroll- oder TDP-43-codierenden Plasmid bzw. die des
Deletionsstamms mit einem Kontroll- oder TDP-43-codierenden Konstrukt (Gut+kontrolle,
Guwi+TDP-43, Ga+kontrolles Ga+TpP-43) ZUSAMmMen. Die Berechnung des Wachstumsindex erfolgte

uber folgende Formel:

(GA+TDP—43 - th+TDP—43) - (GA+Kontrolle - th+Kontrolle)

Wachstumsindex =
|GA+Kontrolle - th+Kontrolle| +1

Ein Wachstumsindex unter null signalisierte ein reduziertes Wachstum der Mutante
gegentber dem Wildtyp. Lag der Wert Gber null war das Wachstum des Deletionsstamms im
Vergleich zum Wildtypstamm gesteigert.

Zum besseren Verstandnis der arithmetischen Herangehensweise wurden exemplarisch einige

Deletionsstdmme nach drei Tagen Inkubation mit deren Wachstumsindex in Tabelle 9
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aufgefuhrt. Eine ausfihrliche Darstellung aller im Screen untersuchten Deletionsstdimme mit

deren Wachstumsindex ist im Abschnitt 4.1 und im Anhang Abb. I und Il zu finden.

Tab. 9: Exemplarische Wachstumsindizes ausgewahlter Deletionsstamme. Auflistung des
Wachstums aller vier Klone, welche entweder ein Kontroll- oder ein TDP-43-codierendes Plasmid
enthielten, dem daraus resultierenden Mittelwert (MW) und der Berechnung des Wachstumsindex.

Wachstumontrolie MW Wachstumrpp_s3 MW Wachstumsindex

wit
BY4742

Avps28 4 4 3 4 137% | 01| 0| 0| 0| 000

5 5 5 4 | 475 | 3 | 4| 3| 3 | 325 0,000

Avps60 4 6 6 5 | 525 | 3 | 3| 2 3 | 2,75

Avtal 5 4 4 4 | 425 | 3 4 | 5 | 4 | 400 0,833

3.10 Farbung von Hefezellen und Fluoreszenzmikroskopie

Fur die mikroskopische Untersuchung wurden die Hefekulturen zunédchst, wie in
Abschnitt 3.5 beschrieben, kultiviert und in Abhéangigkeit der Fragestellung mit einem
Farbstoff inkubiert, mit Formaldehyd fixiert (siehe unten) oder direkt analysiert.

Zur Charakterisierung der genomischen DNA, der vakuolaren Fragmentierung und der
endosomal-vakuolaren Aktivitat wurden die Zellen mit DAPI (4°,6-Diamidin-2-phenylindol,
Stammkonz.: 1 mg/ml, Sigma®), CMAC oder Lucifer Yellow gefarbt.

Fur die Messung der Vakuolenfragmentierung mit Hilfe des Vakuolenfarbstoffs CMAC
wurden wildtypische Hefen mit dem Doxycyclin-regulierbaren pCM190 Konstrukt in
Flussigmedium oder auf Platte angezogen. Die genauen Kultivierungsbedingungen sind in
Abschnitt 3.5.4  beschrieben. Von den stationdren, (ber Nacht in flissigem
Expressionsmedium kultivierten Stdmmen wurden 200 pl mit 2 yl CMAC (Stammkonz.:
10 mM) gefarbt und fir 30 Min. bei 30°C unter Schitteln inkubiert. Es erfolgten das
Entfernen des Farbstoffs ber mehrmaliges Waschen in ddH,O und das Resuspendieren in
20 pI Wachstumsmedium (SMD+His+Leu+Lys bzw. SMD-Ura). Die aufkonzentrierte
Suspension wurde anschlieBend mikroskopiert (siehe unten). Kulturen, welche auf
Expressionsplatten (SMD+His+Leu+Lys bzw. SMD-Ura) ohne oder mit 2 mM Propranolol
flr drei Tage bei 30°C wuchsen, wurden von der Agarplatte abgekratzt und in ddH,O gel6st.
Das weitere Prozedere zur Féarbung der Vakuolen mit CMAC entsprach dem, der in
Flissigmedium angezogenen Kulturen. Die Bestimmung der Vakuolenfragmentierung in

wildtypischen Zellen mit verschiedenen ALS-assoziierten TDP-43-Varianten erfolgte durch
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das Induzieren des Galaktose-regulierbaren Promotors tUber Nacht in SMDGal (0,5% Glu.,
1,5% Gal.) Flissigmedium.

Bei der mikroskopischen Auswertung zur Vakuolenfragmentierung wurden tber 100 Zellen
bei mehreren Klonen, in wenigstens zwei unabhangigen Experimenten analysiert. In
Abhangigkeit ihrer Vakuolenanzahl erfolgte die Zuordnung der Zellen einer bestimmten
Gruppe (ein, zwei, drei oder mehr als drei Vakuolen).

Neben der Charakterisierung vakuolarer Fragmentierung erfolgte die CMAC-Behandlung bei
einigen Kolokalisationsstudien zwischen einem fluoreszenzmarkierten Protein (z. B. Sna3-
GFP) und einem C-terminal GFP- oder DsRed-markierten TDP-43. Die Uber Nacht in
flussigem Expressionsmedium kultivierten Stdmme (siehe Abschnitt 3.5) wurden in einem
ReaktionsgefaR gesammelt und in einem Verhéltnis von 1:100 mit CMAC gefarbt.
AnschlieRend erfolgten die Anreicherung der gewaschenen Kulturen und deren Mikroskopie
(siehe unten).

Der Fluoreszenzfarbstoff Lucifer Yellow ist ein Naphthalimid-Derivat, welches (ber die
Endozytose in die Zelle aufgenommen und primédr zur Bestimmung der endosomal-
vakuoldaren Aktivitat in S. cerevisiae eingesetzt wird (Stewart 1978, 1981). Gleichzeitig
ermdoglicht der Farbstoff die Analyse der Vakuolenmorphologie, da der Farbstoff letztendlich
in die Vakuole gelangt. Dies erlaubte eine Auswertung der Zellen analog zur Untersuchung
mit CMAC. Zur Bestimmung der endosomal-vakuolaren Aktivitdt wurden wildtypische
Zellen, die ein pCM190-Kontroll- oder -TDP-43-Plasmid enthielten, nach einigen Tagen der
Vorinkubation (siehe Abschnitt 3.5.4) durch Zugabe frischen Mediums in die logarithmische
Phase uberfiihrt und mit Lucifer Yellow (Stammkonz.: 40 mg/ml) 1:10 behandelt. Nach einer
einstundigen Inkubation wurden die Zellen dreimal mit eiskaltem Kaliumphosphatpuffer
(KPi) gewaschen, in 50 pl KPi resuspendiert und mittels GFP-Filter mikroskopiert (siehe
unten).

Bei umfangreichen experimentellen Ansédtzen, wie bei der Bestimmung der TDP-43-
Aggregation in unterschiedlichen Deletions- und Doppeldeletionsstimmen zu mehreren
Zeitpunkten, wurden die Zellen zusétzlich mit 37%igem Formaldehyd fixiert. Die
Zellsuspension wurde mit Formaldehyd im Verhéltnis 1:10 versetzt und bei RT fur 30 Min.
inkubiert. AnschlieRend erfolgten ein zwei- bis dreimaliger Waschschritt (5 Min., 2880 rcf)
mit 1xPBS und die Resuspension des Zellpellets in ddH,O.

Die Zellproben wurden zur mikroskopischen Analyse konzentriert, 1:1 mit 0,5%iger Agarose
Low Melt (Roth® Karlsruhe Deutschland) vermengt und zwischen Objekttrager und

Deckglas immobilisiert. Die Analyse der Mikroskopiepraparate erfolgte mit dem Axiophot
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Epifluoreszenzmikroskop (Carl Zeiss Mikroskopie, Gottingen, Deutschland) unter
Verwendung des Plan-Neofluar 100x/1.30 Ph3 Olobjektivs (Carl Zeiss). Ferner war das
Mikroskop mit einem DIC-, DAPI-, DsRed- (TxRed ET) und GFP- (AHT EGFP HC)
Filterset ausgestattet. Die mikroskopischen Aufnahmen erfolgten mit einer Leica DCF360FX
Kamera und wurden mit der Leica LAS AF Version 2.2.1 Software (Leica Microsystems,
Wetzlar, Deutschland) verarbeitet. Die Bildbearbeitung erfolgte mit Hilfe der Adobe
Photoshop CS5 Software (Adobe Systems Inc., Munchen, Deutschland). Es wurden
ausschlieBlich Veranderungen in Helligkeit, Kontrast und Tonwert vorgenommen. Dariber
hinaus wurden den Kandlen Falschfarben zugeordnet. So erhielten z. B. CMAC-geférbte
Zellen die Farbe blau und GFP-markierte Proteine die Farbe grun. Die separaten Kandle
wurden in einer Uberlagerung zusammengefasst, um Kolokalisationen der Proteine

detektieren zu konnen.

3.11 Herstellung von Hefezellextrakten

Fur die Bestimmung der Gesamtproteinmenge einer geernteten Zellprobe musste die genaue
Zelldichte mit Hilfe des Mikroplatten-Readers bei ODgy ermittelt werden. Die restliche
Kultur wurde pelletiert (30 Sek., 18000 rcf) und nach der Methode von Kushnirov 2000 mit
kleineren Modifikationen oder nach Yen et al. 2007 aufgeschlossen. Bei der ersten Variante
erfolgten das Vermischen des Zellpellets mit 200 pl 0,21 M NaOH Lésung und die Inkubation
fir 10 Min. bei RT. Nach einer erneuten Zentrifugation erfolgte die Zugabe des SDS-
Probenpuffers (5% Glycerin, 2% SDS, 4% p-Mercaptoethanol, 60 mM Tris-HClI,
Bromphenolblau). Das Volumen des Laemmli-Puffers (in pl) richtete sich nach der
Wachstumsdichte der geernteten Zellen (gemessene ODgoo * Verdunnungsfaktor), dem
Ausgangsvolumen der entnommenen Probe (V zeen in ml), der gewtinschten Proteinmenge auf
der Membran (soll ODggo, diese betrug 0,1 bis 0,3) und dem Auftragsvolumen in die
Geltaschen (V aufirag, diese betrug entweder 10 oder 15 pl). Somit ergab sich folgende Formel:

v ] gemessene ODggo * Verdinnungsfaktor * Vzejen * Vayfirag
SDS-Probenpuffer L = soll OD600

Der Probenpuffer wurde sorgfaltig mit dem Zellpellet resuspendiert und fir 15 Min. bei 99°C
aufgekocht. Fir die spatere Verwendung des Zellextraktes erfolgte das Einfrieren bei -80°C

oder das Herunterkthlen auf Eis fir den sofortigen Gebrauch.



Material und Methoden

Die Methode nach Yen et al. (2007) wurde ausschlieBlich fir den Atg8-PE-Lipidierungsassay
verwendet. Hierfir erfolgten das Vermengen des Zellpellets mit 200 pl 10%igem TCA
(Trichloressigsaure) und die Inkubation fir 15 Min. auf Eis. Nachdem die Suspension
zentrifugiert (5 Min., 18000 rcf) und der Uberstand entfernt wurde, erfolgten ein Waschschritt
mit 100%igem Aceton und ein zweiter Zentrifugationsschritt (5 Min., 18000 rcf). Das Pellet
wurde luftgetrocknet und mit MURB-Puffer (50 mM Na;HPO,, 25 mM MES, 3 M Harnstoff,
0,5% B-Mercaptoethanol, 1 mM NaNs3, 0,05% Bromphenolblau, 1% SDS) resuspendiert. Das
Volumen des MURB-Puffers berechnete sich aus der oben aufgefuhrten Formel. Der Extrakt
enthielt neben dem Puffer 0,25 bis 0,5mm groRBe Glasperlen. Der anschlieende
Zellaufschluss erfolgte mittels eines Disruptors (Disruptor Genie® Scientific Industries, VWR
International) fir 5 Min. und mit einem Warmeschuttler fir 10 Min. bei 70°C. Nach Zugabe
von 100%igem Glycerin, wobei das eingesetzte Volumen 10% des Gesamtvolumens
entsprach, wurde der Extrakt bei -80°C eingefroren oder sofort auf ein Harnstoffgel

aufgetragen.

3.12 SDS-PAGE und Western Blot Analyse

Die Proteinauftrennung erfolgte in 10%igen SDS-Polyacrylamid-Gelen oder in 15%igen
SDS-Polyacrylamid-Harnstoffgelen. Die SDS-Gele setzten sich aus einem Trenn- und einem
Sammelgel zusammen. Die Harnstoffgele bestanden aus einem Bodengel mit 2% Agar, einem
Trenn- und einem Sammelgel. Die genauen Bestandteile beider Gelarten sind in den
Tabellen 10 und 11 aufgelistet.

Tab. 10: Bestandteile eines 10%igen SDS-Gels.

Reagenz Trenngel [ml] Sammelgel [ml]
ddH,O 19 1,4
Rotiphorese® Gel 30 (Roth®) 1,7 0,33
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 1,3
1,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 0,25
10%ige SDS-Lésung (Roth®) 0,05 0,02
10%iges Ammoniumpersulfat (APS, Roth®) 0,05 0,02
TEMED (Roth®) 0,002 0,002
Gesamtvolumen 5,0 2,0
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Tab. 11: Bestandteile eines 15%igen Harnstoffgels.

Reagenz Trenngel [ml] Sammelgel [ml]
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 3,1
1,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 0,18
ddH,0 1,8 34
10%ige SDS-Lésung (Roth®) 0,125 0,045
Rotiphorese® Gel A (Roth®) 6,7 0,75
Rotiphorese® Gel B (Roth®) 0,675 0,075
Harnstoff (Merck®) 45¢
Substanzen werden bei 30°C unter Schtteln (150 rpm) erwdrmt und
bei RT abgekiihlt
10%iges(§g1$rt1%rgt%rg)persuIfat 0,0625 0,0225
TEMED (Roth®) 0,004 0,0045
Gesamtvolumen 12,46 4,48

Die bei -80°C gelagerten Zellextrakte wurden bei RT aufgetaut und fur 30 Sek. bei 18000 rcf
zentrifugiert. Es erfolgte das Auftragen des Uberstands (10 oder 15 pl) auf die SDS- bzw.
Harnstoffgele. Die Proteintrennung erfolgte unter Verwendung des Mini-PROTEAN® Tetra
Cell Systems (Bio-Rad®, Hercules, Kalifornien, USA) fir die SDS-Gele. Bei den
Harnstoffgelen wurde eine Sonderanfertigung (Mechanik NW1 Universitat Bayreuth,
Deutschland) eingesetzt. Bei beiden Separierungsmethoden wurde ein SDS-PAGE-Laufpuffer
(1% SDS, 25 mM Tris, 192 mM Glycin) bei folgenden experimentellen Bedingungen
gebraucht: 10 bis 15 mA fir ca. 60 Min. bei den SDS-Gelen und 20 bis 30 mA fur ca. 60 Min.
bei den Harnstoffgelen.

Der Transfer der getrennten Proteine erfolgte beim Western Blot mit Hilfe des Tank-Blot-
oder des Semidry-Blot-Verfahrens auf eine PVDF-Membran (Immuno-Blot® PVDF
Membrane For Protein Blotting von Bio-Rad®, PorengroRe 0,2 um). Fir das erste System
wurde der Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad®) Apparat verwendet. Das Gel wurde
zusammen mit zwei Fiberglaspolstern, zwei Bogen Filterpapier (Whatman™, GE Healthcare,
Little Chalfont, GB) und der PVDF Membran in eine Gelhalterkassette eingespannt. Nach
dem Einsetzen der Kassette in das Elektrodenmodul erfolgte das Uberfiihren in den Tank. Der

Behélter enthielt ein Kiihlelement und wurde mit 4°C kaltem Transferpuffer (12,5 mM Tris,
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96 mM Glycin und 10% Methanol) beflllt. Es erfolgte die Proteiniibertragung bei 175 mA fir
60 Min. Bei der Semidry Methode wurde das Harnstoffgel, die PVDF-Membran und das
Filterpapier mit gekuhltem Transferpuffer (20 mM Tris, 150 mM Glycin, 20% Methanol)
befeuchtet. Das Gel wurde auf eine PVDF-Membran mit drei Lagen Filterpapier aufgelegt
und mit drei weiteren Bogen Filterpapier bedeckt. AnschlieBend erfolgte der Transfer der
Proteine bei 150 mA fiir 75 Min.

Im Anschluss an den Proteintransfer erfolgte die Farbung der Membran mit Ponceau S
Losung (0,5% Ponceau S, 1% Essigsdure). Nach einer 5-mindtigen Inkubation wurden die
unspezifischen Markierungen mit einer Entfarbeldsung (10% Essigséure, 40% Ethanol)
beseitigt und die Membran dokumentiert. Die volistandige Entfarbung erfolgte mit TBS-T
(49,9 mM Tris, 146 mM NaCl, 0,5% Tween 20, pH 7,5) und die Blockierung unspezifischer
Antikorperbindestellen mittels einer 5%igen Milchpufferlosung (5% fettarmes Milchpulver
(Roth®) in TBS-T). Im Anschluss an eine einstiindige Inkubation wurde die Membran mit
dem ersten Antikorper (in Milchpuffer geldst) fur 1 - 4 Std. bei RT oder (iber Nacht bei 4°C
behandelt. Der Blot wurde, nach einem dreimaligen Waschschritt in TBS-T (je 10 Min.), fur
max. 4 Std. mit dem zweiten Antikorper (in Milchpuffer geldst) Uberschichtet. Die
verwendeten Erst- und Zweitantikdrper sind in der Tabelle 12 zusammengefasst. Die
Detektion der Proteine erfolgte nachdem die Membran erneut dreimal in TBS-T gewaschen

wurde.

Tab. 12: In dieser Arbeit verwendete Erst- und Zweitantikdrper.

Antikorper Organismus Verdinnung Quelle
. Hase, ) ® i
Anti-GFP ab6556 1:3000 Abcam”, Cambridge, GB
polyklonal
. Hase, . ®
Anti-GFP ab32146 1:10000 Abcam
monoklonal
Anti-HA Ratte, 1:200 unbekannt
monoklonal
. . Hase, . Biotrend Biochemikalien
Anti-Hexokinase polyklonal 1:15000 GmbH (K6lIn, Deutschland)
Anti-TDP-43 ab41881 Hase, 1:2000 Abcam®
polyklonal
Anti-Hase 1gG HRP Ziege 1:10000 Promega
Anti-Ratte 1gG HRP Ziege 1:25000 Sigma-Aldrich®

Die immunologische Analyse des Blots erfolgt am ImageQuant™ LAS (GE Healthcare) unter
Verwendung von selbsthergestellter Luminollésung. Diese setzte sich aus 2 ml Ldsung 1
(100 mM Tris, 1,4 mM Luminol (Roth®)), 800 pl Lésung 2 (1,1% Coumarinsaure (Sigma®)
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in DMSO) und 2,2 ml ddH,0 zusammen. Die Aktivierung des Gemisches erfolgte kurz vor
Gebrauch mit 2,4 pl H,O,. Im Bedarfsfall, zur Verstarkung der Signale, wurde bis zu 100 pl
industriell hergestellte Luminollésung der eigenen Suspension beigemengt. Die kauflich
erworbene Lumingen TMA-6® (Lumigen Inc., Southfield, Michigan, USA) Lésung setzte
sich aus Losung A und B zusammen und wurde 1:1 zum Gebrauch vermengt. Es erfolgten die
Inkubation der Membran mit der Luminollésung fir 1 bis 2 Min. und die Detektion am
LAS4000 Gerat, welches mit einer Fujifilm™ CCD Kamera ausgestattet war. Bei der
datenverarbeitenden Software handelte es sich um den Image Reader LAS. Die
experimentellen Einstellungen waren: Chemilumineszenz, mit steigender Belichtungszeit und
hoher Auflésung. Nach der immunologischen Untersuchung wurde die Membran im
Bedarfsfall gestrippt. Dies war notwendig, um die gebundenen Antikorper zu zerstéren und
um weitere Proteine immunologisch zu detektieren. Die Membran wurde hierfir mit
Stripping-Puffer (51 mM Tris pH 6,8, 1% SDS, 0,7% (-Mercaptoethanol) bei 50 bis 60°C fir
15 Min. inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit TBS-T konnte die Membran mit
Blockierungslosung, erstem und zweiten Antikdrper behandelt und die Proteine am LAS4000
detektiert werden.

Die Bearbeitung der digitalisierten Bilder mit der Adobe Photoshop CS5 Software erfolgte
ausschlieBlich in Helligkeit, Kontrast und Tonwert.

Die Quantifizierung des Western Blots erfolgte mit Image] 1.46r. Die Peakflache des
immunologischen Signals fiir das Protein von Interesse wurde unter Abzug des Hintergrunds
bestimmt. Die Signalintensitdt wurde auf die Peakflache der Ladekontrolle Hexokinase

normalisiert.

3.13 Quantitative Proteomanalyse (SILAC-Analyse)

Die massenspektrometrische nichtradioaktive SILAC- (Stable Isotope Labeling by Amino
acids in Cell culture) Methode bietet eine hervorragende Mdoglichkeit, Veranderungen in der
Proteinexpression quantitativ zu untersuchen. Mit Hilfe isotopenmarkierter Aminosauren
kénnen Proteine differenziert und mengenmalig, bei unterschiedlichen Bedingungen,
analysiert werden (Ong et al. 2002).

In dieser Arbeit wurden Kulturen mit normalen bzw. schweren Aminosauren miteinander
verglichen, die einerseits das Kontrollplasmid, andererseits das TDP-43-Konstrukt enthielten.
Die Anzucht der Hefen erfolgte tber mehrere Tage in SCD-His Medium. AnschlieRend
erfolgte die Uberfithrung fir 20 Std. in Expressionsmedium (siehe Abschnitt 3.5.7). Nach der
Expression von TDP-43 wurden die Kulturen zu gleichen Teilen vermischt, mehrfach
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gewaschen, zu langlichen diinnen Hefepellets verarbeitet und mit Hilfe der CryoMill (Retsch,
Haan, Deutschland) aufgeschlossen. Auf Grund des Aminosdureaustausches (normale gegen
schwere Aminoséauren und umgekehrt) in den N&dhrmedien lagen zwei biologische Replikate
vor (Mischkultur 1und 2). So bestand z.B. die Mischkultur 1 aus wt-Zellen, die das
Kontrollplasmid enthielten und in Medium mit leichten Aminosduren inkubiert worden
waren. Ferner beinhaltete die Mischkultur 1 wildtypische Zellen, die TDP-43 exprimierten
und in Medium mit schweren Aminosauren kultiviert worden waren. Die Bestimmung der
Proteinmenge erfolgte mittels Pierce® BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific™). Des
Weiteren wurden die Proteine mittels SDS-PAGE getrennt und mit einer Coomassie-Féarbung
behandelt, um eine Proteolyse auszuschlieBen. Die aufgeschlossenen Hefen wurden
anschlieBend zur massenspektrometrischen Analyse nach Freiburg in die Core Facility
Proteomics versendet. Eine graphische Darstellung des Versuchsaufbaus ist in der Abb. 9
dargestellt.

Die Herstellung der langen und dinnen Hefepellets erfolgte nach zweimaligem Waschen mit
1x PBS und diente der OberflachenvergréRerung und dem optimalen Aufschluss des

Zellpellets mit der CryoMuill. Die gereinigten, in 5 ml 1x PBS gel6sten Zellen wurden in einer

Abb.9: Graphische Darstellung des

Kontrolle/ :Lysc,: :W: Kontrolle/ SILAC-Experiments. Die mit einem

TOP-43 TOP-43 Kontroll- bzw. TDP-43-codierenden Plasmid

. - transformierten Zellen wurden in SCD-His
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J werden. Nachdem die Zellen durch die

Zellaufschluss mittels CryoMill Zugabe von frischem Medium in die

/ \ logarithmische ~ Phase  dberfiihrt ~ waren,

Bestimmung der Proteolyse Freiburg wurden sie mit SCDGal-His Expressions-
bzw. Proteinkonzentration LC-MS/MS-Analyse medium vermischt und fir 20 Std. kultiviert.

In Abhéangigkeit ihrer ODgqo erfolgte das
Vermengen der Kulturen, die entweder ein
Kontroll- oder TDP-43-codierendes Plasmid
enthielten, im Verhéltnis 1:1. Mit Hilfe der
CryoMill wurden die Zellen aufgeschlossen
und die Proteinmenge in Bayreuth durch das Pierce® BCA Protein Assay Kit bestimmt. Dariiber

hinaus wurde mittels der Coomassie-Farbung eine Proteolyse ausgeschlossen. Ein weiterer Teil der
Proben wurde nach Freiburg zur LC-MS/MS Analyse versendet.
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Coomassie Protein Kit

15 ml Spritze pelletiert. Hierflr wurde der Kolben aus der Spritze entfernt, die Diise mit

einem Stopfen verschlossen und die Suspension fur 5 Min. bei 4°C und 2000 rcf zentrifugiert.
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Nachdem der Uberstand verworfen war, erfolgte die Uberfiihrung des Pellets in ein mit
flissigem Stickstoff gefiilltes 50 ml ReaktionsgefaR. Die langgezogenen diinnen Hefefaden
wurden in der stickstoffgekihlten CryoMill mittels Metallkugeln zu Hefepulver zermahlen
und bei -80°C eingefroren. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration und der
massenspektrometrischen Analyse wurden 100 mg des Pulvers entnommen und auf Eis mit
200 pl frischem RIPA-Puffer (radioimmunoprecipitation assay) vermengt. Der Puffer bestand
aus 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0,5% Natriumdeoxycholat, 0,1% SDS, 50 mM Tris-HCI
pH 7,4, 2 mM EDTA, 5mM Chloracetamid, 2 mM PMSF, einer
Proteaseinhibitorcocktailtablette  (cOmplete™ Mini EDTA-frei, Roche, Mannheim,
Deutschland) und einer Phosphataseinhibitortablette (Pierce™ Protease Inhibitor Mini
Tablets, EDTA-frei, Thermo Scientific™). Das Gemisch wurde bei 4°C fir 30 Min. auf
einem Drehrad (Stuart® SB 3 Rotators, VWR International) inkubiert und fiir 10 Min. bei 4°C
und 9168 rcf zentrifugiert. Es erfolgten die Uberfilhrung des Uberstandes in ein neues
ReaktionsgefaR und die Lagerung bei -80°C. Ein Teil des Gemisches wurde zur Analyse mit
dem Pierce® BCA Protein Assay Kit und zur Coomassie-Farbung verwendet. Die
Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Pierce® BCA Protein Assay Kit erfolgte gemaR
den Angaben des Herstellers. Die Absorption des Standards und der Proben wurde mit Hilfe
des Mikroplatten-Readers bei 562 nm detektiert.

Bei der Coomassie-Féarbung wurden 20 pl der in RIPA-geldsten Proteinsuspension mit 20 pl
2x SDS-Probenpuffer vermengt und eine Verdinnungsreihe erstellt (Konzentration: 2,5 ug -
100 pg). Nach dem Auftrag der verdiinnten Proben, erfolgte die Auftrennung der Proteine bei
5 mA fir ca. 60 Min. Das SDS-Gel wurde nach dem Protokoll von Braun et al. (2009) mit
kolloidalem Coomassie behandelt. Als erstes erfolgte eine zweimalige Inkubation mit einer
kolloidalen Coomassie-Fixierldsung (20% Methanol, 10% Phosphorsaure) fiir jeweils 15 Min.
Nach einer dreimaligen Behandlung mit 10%iger Phosphorsdure (jeweils 10 Min.) wurde das
Gel einmal fir 15 Min. mit kolloidaler Coomassie-Aquilibrierungslésung (20% Methanol,
10% Phosphorsaure, 10% Ammoniumsulfat) berschichtet. Die Markierung der
Proteinbanden erfolgte mit einer 1,2%igen Coomassie G-250 Férbelésung. Anschliefend

wurde das Gel digitalisiert.

3.14 Statistik

Die statistische Auswertung zweier Gruppen erfolgte bei fast allen Experimenten durch einen
ungepaarten zweiseitigen Student‘schen t-Test. Die einzige Ausnahme stellte die GFP-Atg8-

Prozessierung dar. Hier erfolgte die Auswertung mit dem Mann-Whitney Rank Sum Test.
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4 Ergebnisse

4.1  Identifizierung von Modulatoren der TDP-43-

induzierten Zytotoxizitat
4.1.1  Allgemeines zum TDP-43-Tpfeltestscreen

Die Eliminierung neurotoxischer Proteine, wie TDP-43, iber potenzielle zelluldre Abbauwege
ist fur die Zelle uberlebenswichtig. Ferner ist der zugrundeliegende Prozess fiir das
Krankheitsverstdndnis unerlasslich. Die konkrete Beteiligung des UPS und der vakuoldren
Abbauwege, zu denen der endosomale Transport (bestehend aus friher Endozytose und
MVB-Weg) und die Autophagie gehdren, ist bei der Beseitigung von TDP-43 in der Fachwelt
umstritten (Scotter et al. 2014, Huang et al. 2014). Dariber hinaus liegt die Vermutung nahe,
dass nicht nur Stoffwechselprozesse durch die TDP-43-Expression beeinflusst werden,
sondern auch verschiedene Zellorganellen auf die Anwesenheit von TDP-43 reagieren. So
konnten u.a. geschadigte und in ihrer Morphologie verénderte Mitochondrien in ALS-
Patienten und in Tiermodellen nachgewiesen werden (Chung und Suh 2002, Natale et al.
2015). Im Falle einer mitochondrialen Beeintrachtigung ist die Zelle in der Lage einen
intrazellularen Signalweg zu induzieren. Die sogenannte retrograde Stressantwort aktiviert
Transkriptionsfaktoren und ist mit weiteren zelluldren Prozessen, wie der Apoptose und der
Autophagie verkniipft (Jazwinski und Kriete 2012, Zdralevi¢ et al. 2012). Neben den
Mitochondrien sind die Peroxisomen an mehreren metabolischen Prozessen (z.B.
Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsel) und Entgiftungsreaktionen beteiligt (Tam et al. 2003,
Sibirny 2016).

Um die molekularbiologischen Mechanismen und die daflir bendtigten Organellen zur
Auflosung von fehllokalisiertem, aggregiertem TDP-43 in der Zelle zu verstehen, wurde eine
Auswahl an Deletionsstdammen mit einem Plasmid, welches fiir das humane TDP-43 codierte
(pCM190), transformiert und systematisch mittels Tupfeltests (semiquantitative Messung von
Wachstumsdefiziten auf Agarplatten, siehe unten) untersucht. Unter den deletierten Stammen
befanden sich Abbaukomponenten, Stoffwechselmodulatoren und -regulatoren.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag hierbei auf der Analyse verschiedener
Quialitatskontrollmechanismen, besonders auf der der Autophagie. Des Weiteren wurden der
endosomal-vakuoldre Transportweg sowie die Vakuolenmaschinerie, die sowohl fur die
Endozytose als auch fur die Autophagie bendtigt wird, analysiert. Um den Einfluss von
TDP-43 auf die unterschiedlichen Zellkompartimente und der von ihnen induzierten

Stressreaktionen zu untersuchen, wurden geeignete Deletionsstdmme genutzt. Diesen
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Stammen fehlten Peroxisomen- oder Mitochondrien-assoziiertes Gene bzw. Gene fur die
retrograde response. Neben den Genen, die sich eindeutig zuordnen lassen, wie ATG1
(AuTophaGy related, beteiligt an der Autophagie) und VPS27 (Vacuolar Protein Sorting,
ESCRT-Komponente), existieren in der Zelle Proteine mit multifunktionalen Aufgaben. Zu
diesen gehdren u. a. Pho85 und TORC1 (Target Of Rapamycin Complex 1). Letzteres ist an
der Autophagie, an der Endozytose, am Zellwachstum und am Zellzyklus beteiligt (Loewith
und Hall 2011, MacGurn et al. 2011, Dobzinski et al. 2015). Die Proteinkinase Pho85
reguliert neben dem Zellzyklus, die Morphogenese und die Autophagie (Carroll und O Shea
2002, Huang et al. 2007, Yang et al. 2010). Alle im TDP-43-TUpfeltestscreen untersuchten
Deletionsstdmme wurden mit einem Kontroll- bzw. TDP-43-Plasmid transformiert. Ziel war
es die pathophysiologischen Auswirkungen der TDP-43-Expreession auf das Zellwachstum
zu untersuchen.

In diesem Screen wurde das pCM190 Kontroll- oder TDP-43-codierende Plasmid in die
ausgewahlten Deletionsstdmme transformiert. Der Vorteil des pCM Konstrukts gegenuber
anderen Vektoren ist der TetOff Promotor. Die Expression von TDP-43 erfolgt ausschliellich
bei der Kultivierung der Stdimme auf Doxycyclin-freiem Medium (Gari et al. 1997). Dies
ermdglicht die Untersuchung der TDP-43-Zytotoxizitit ohne den Austausch der
Kohlenstoffquelle. Der Wechsel von z. B. Glukose auf Galaktose hatte den Nachteil, dass sich
das Zellwachstum auf den Kontroll- und auf den Expressionsplatten erheblich unterscheidet.
Dieses Defizit kann mit Hilfe des pCM Konstrukts umgangen werden.

Der Tupfeltestscreen stellt eine hervorragende Mdoglichkeit dar, eine Vielzahl von
Deletionsstdmmen phanotypisch zu charakterisieren. Die Analysemethode erlaubt den
quantitativen Vergleich des Zellwachstums von wildtypischen und mutierten Stdammen bei der
Expression neurotoxischer Proteinen wie TDP-43. Bereits vorherige Studien konnten zeigen,
dass die Expression von TDP-43 die Vitalitat der Zellen im Tupfeltest negativ beeinflusst
(Johnson et al. 2008 und 2009, Elden et al. 2010, Braun et al. 2011, Armakola et al. 2012).
Die zytotoxischen Auswirkungen der TDP-43-Expression auf die Deletionsstdmme wurden
nach drei bzw. sechs Tagen Inkubation dokumentiert und das Zellwachstum quantifiziert
(siehe Abschnitt 3.7 und 3.8). Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe des Wachstumsindex.
Bei diesem wird das wildtypische Wuchsverhalten mit dem des Mutationsstamms verglichen
(siehe Abschnitt 3.9). Die insgesamt 109 (nach drei Tagen) bzw. 105 (nach sechs Tagen)
untersuchten Deletionsstimme wurden in 11 Hauptgruppen eingeteilt (siehe Tab. 13). Sie
enthielten Stdmme, denen Gene fir ATG-Kernkomponenten fehlten, welche fir die

Ausbildung des Autophagosoms erforderlich sind (Inoue und Klionsky 2010), Gene fir die



TN Ergebnisse

selektive Autophagie oder weitere fir die Autophagie relevantes Gene. Ferner wurden
Stamme analysiert, deren deletierte Gene fur das UPS oder die retrograde response gebraucht
werden bzw. deren Expressionsprodukte in den Mitochondrien oder Peroxisomen lokalisiert
sind. Die letzten vier Fraktionen enthielten Stdmme, denen Gene fehlten, welche fiir die
Endozytose, fur die Bildung der ESCRT- (Endosomal Sorting Complex Required for
Transport) Komplexe oder fur die vakuoldre Fusion benétigt werden bzw. die keiner der
aufgezahlten Gruppen eindeutig oder alleinig zugeordnet werden konnten. Die selektive
Autophagie wurde zusétzlich in drei Untergruppen gegliedert: die Mitophagie, die Pexophagie
und der Cvt-Transportweg (Cytoplasm-to-Vacuole Targeting). Einige ATG-Gene konnten
mehreren dieser Teilfraktionen zugeordnet werden. Ein Beispiel ist ATG11. Das Protein wird
in allen drei untersuchten selektiven Autophagiewegen bendtigt und z&hlt zugleich zu den in
der unspezifischen Autophagie bendtigten Proteinen. Des Weiteren wurden vier Stamme
(Aatgll, Arpn4, Aubi4 und Agatl) nach sechs Tagen nicht dokumentiert und ausgewertet. All
diese Stamme wurden in der Tabelle farbig gekennzeichnet (siehe Tab. 13). Drei der 11
Hauptgruppen (Stamme, denen Gene fir die Autophagosomenausbildung, ESCRT- und
Vakuolenfusionsgene fehlten) wurde in dieser Arbeit eine besondere Bedeutung beigemessen
und aus diesem Grund mit Farbe hervorgehoben (siehe Tab. 13). Die Untersuchung der
Deletionsstdmme erfolgte zumeist einmal. Einige Stdmme, wie Aatgl, Avam3, Avps24,
Avps25 und Avps27, wurden auf Grund ihres signifikanten Effekts und ihrer Relevanz fiir die
TDP-43-Eliminierung mehrfach untersucht und der Wachstumsindex (siehe Abschnitt 3.9)
aller Durchgange gemittelt. Die Stdmme mit ihren exakten Wachstumsindizes flr die Tage
drei und sechs sind in den Tab. I und Il im Anhang aufgelistet. Die durch die Expression von
TDP-43-bedingte Wachstumsveranderung der 109 bzw. 105 Deletionsstdmme im Vergleich
zum Wildtyp ist graphisch in der Abb. 10 aufgefuhrt.

Allgemein konnte festgestellt werden, dass nach drei Tagen Inkubation 42 Deletionsstamme
(38,5%) ein verbessertes, 60 Stamme (55%) ein verschlechtertes und sieben Mutationsstimme
(6,4%) ein &hnliches Wachstum zum TDP-43-exprimierenden Wildtypstamm aufwiesen.
Nach sechs Tagen Kultivierung war die Fraktion der deletierten Stimme mit gesteigertem
Zellwuchs erhoht. So konnten bei 56 Stammen (53,3%) ein verstarktes Wachstum gegeniber
dem Wildtyp nachgewiesen werden. 44 Stamme (41,9%) zeigten ein vermindertes und fiinf
Stdmme (4,8%) ein gleiches Wuchsverhalten wie der wt-Stamm wahrend der Expression von
TDP-43.

Als ndchstes sollen die Auswirkungen einer Deletion in Organellen-assoziierten

Qualitatsprozessen auf die TDP-43-bedingte Zytotoxizitat ndher betrachtet werden.



Tab. 13: Uberblick Uber die analysierten Deletionsstamme. 109 Deletionssstamme wurden gemaR der Funktion des deletierten Gens in eine von insgesamt 11
Hauptgruppen eingeordnet. Die Gruppe der selektiven Autophagiegene wurde in drei Fraktionen (Cvt-Transportweg, Mitophagie und Pexophagie (v. 0. n. u.,
abgegrenzt durch einen dunklen Strich)) strukturiert. Die farbig gekennzeichneten Gene konnten entweder mehreren Gruppen zugeordnet (lila) und/oder nicht
nach sechs Tagen dokumentiert (griin) werden. Die Gene in den hervorgehobenen Hauptgruppen (Kerngene fiir die Autophagosomenausbildung, ESCRT- und
Vakuolenfusionsgene) waren fiir die vorliegende Arbeit von besonderer Bedeutung (siehe Text).

Kerngene fur die | Gene flr weitere mitochon- Geng fur | peroxisomale .
Autophagosomen- | die selektive | Autophagie-| UPS Endozytose- | ESCRT- driale die Gene und weitere
ausbildung Autophagie gene gene Gene Gene retrograde | Transkriptions-| Gene
response faktoren
ATG1 ATG11 AIM26 RPN4 ARK1 DOA4 Ccz1 Cls1 BMH1 ADR1 ACS1
ATG2 ATG19 ATG11 UBl4 EDE1 VPS2 MON1 FMC1 BMH2 OAF1 ATG26
ATG3 ATG20 ATG17 END3 VPS4 NHX1 GEM1 CIT2 PEX3 GAT1
ATG5 ATG21 ATG23 ENT1 VPS22 VAM3 MDM38 DLD3 PEX11 HOG1
ATG6 ATG23 ATG27 NPR1 VPS23 VAM6 MPC1 RTG3 PEX13 PHO85
ATG7 ATG24 ATG29 SLAL VPS24 VAM7 MPC2 PEX14 SPE1
ATG8 ATG27 ATG31 VPS21 VPS25 VPS33 MPC3 PEX25 TCO89
ATG9 ATG34 ATG41 VPS27 VPS41 POR1 PEX27 TOR1
ATG10 SNX4 PEP4 VPS28 YBT1 POR2 PIP2 WHI2
ATG12 AIM26 SIR2 VPS60 YPT7 UTH1 YLLO54C YORO19W
ATG13 ATG11 VTAL
ATG14 ATG32
ATG15 ATG33
ATG16 MDM10 m
ATG18 MDM12 |
ATG22 MDM34 7
D
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Abb. 10: Uberblick der durch TDP-43-Expression verursachten Wachstumsveranderung (A) in 109 (nach drei Tagen Inkubation) bzw. (B) 105 (nach
sechs Tagen Inkubation) Deletionsstamme im Vergleich zum Wildtyp. Die TDP-43-exprimierenden Deletionsstamme deren Wachstumsindex unter 0,00 lag
wuchsen schlechter als der zum Vergleich herangezogene TDP-43-exprimierende Wildtypstamm. Die deletierten Stamme, die TDP-43 synthetisierten und einen
Wachstumsindex Uber 0,00 aufwiesen, wuchsen besser, als der zum Vergleich herangezogene TDP-43-exprimierende Referenzstamm. Die Deletionsstamme,
denen Gene fehlen, die physiologisch fir die Autophagosomenausbildung, fir die ESCRT-Komplexe oder firr die vakuolare Fusion bendtigt werden, wurden
farbig hervorgehoben. Die Deletionsstdmme mit ihren exakten Wachstumsindizes sind im Anhang Tab. I und Il aufgefuhrt.
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4.1.2  Modifizierung der TDP-43-bedingten Zytotoxizitat in Peroxisomen-
und Mitochondrien-assoziierten Deletionsstdmmen und in Stammen fur
die retrograde Stressantwort

Von den 109 ausgewerteten Deletionsstimmen fehlten bei 10 ein Mitochondrien-assoziiertes

Gen. Es handelte sich hierbei um Gene, deren Expressionsprodukt in der duf3eren oder der

inneren Mitochondrienmembran bzw. in der Matrix lokalisiert ist. Zu den Aufgaben der

funktionellen Proteine gehoren u. a. der Austausch von lonen und Stoffwechselprodukten, die
zellulére Stressantwort oder die Induktion der Mitophagie (Bandara et al. 1998, Kissova et al.

2004, Frazier et al. 2006, Herzig et al. 2012). Nach drei Tagen Inkubation konnte bei sieben

Stammen (70%) ein verbessertes und bei drei (30%) ein vermindertes Wachstum gegentiber

dem Wildtyp bei der Expression von TDP-43 festgestellt werden (siehe Anhang Abb. I1I).

Nach sechs Tagen zeigten 50% der Mutanten ein verbessertes und 50% ein verschlechtertes

Wachstum. Auf Grund dieser Datenlage, sollten weitere Kandidaten untersucht werden, um

die Rolle der mitochondrialen Prozesse bei der TDP-43-bedingten Zytotoxizitat aufzuklaren.

Die TDP-43 Fehllokalisation und Aggregation kénnte zu einer mitochondrialen Schadigung

fuhren. Aus diesem Grund wurden finf Deletionsstimme untersucht, denen Gene der

retrograden response fehlten. Die Expressionsprodukte dienen als Transkriptionsfaktoren und

Stoffwechselenzyme, deren Eigenschaften in mehreren zelluléren Prozessen bendtigt werden.

So sind die Proteine Bmhl und Bmh2 nicht nur an der mitochondrialen Stressantwort

beteiligt, sondern werden auch fur den Vesikeltransport rekrutiert (Gelperin et al. 1995). Drei

der untersuchten Deletionsstamme (60%) zeigten nach drei Tagen ein verbessertes und zwei

(40%) ein reduziertes Wachstum im Vergleich zum Wildtyp (siehe Anhang Abb. IV). Nach

sechs Tagen hatten nur noch zwei Stdmme ein gesteigertes Wachstum. Drei Deletionsstamme

besaBen gegeniber dem Referenzstamm einen verminderten Wuchs. Anhand dieser

Ergebnisse kann keine eindeutig schadliche oder protektive Wirkung der retrograden

response auf die TDP-43-bedingte Zytotoxizitat nachgewiesen werden.

Unabhéngig von den Mitochondrien stellen die Peroxisomen ein bedeutendes, an vielen

Funktionen beteiligtes, Zellorganell dar. Es wurden 10 Deletionsstimme untersucht, denen

peroxisomale Gene und Transkriptionsfaktoren fehlten. Die Uberwiegende Anzahl der

Expressionsprodukte ist in der Peroxisomenmembran lokalisiert und tragt zur

Proteinstabilisierung, peroxisomalen Proliferation, Teilung und Vererbung bei (Hohfeld et al.

1991, Marshall et al. 1995, Smith et al. 2002). Ferner wurden Proteine, wie Oafl, untersucht

die die Transkription der Peroxisomengene férdern (Karpichev und Small 1998). Nach drei

Kultivierungstagen hatten acht der 10 Stamme (80%) einen negativen und nur zwei (20%)
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einen leicht positiven Wachstumsindex (siehe Anhang Abb. V). Bei sechs Tagen Inkubation
hatten immerhin noch 50% der Deletionsstamme ein reduziertes, 40% der Stdmme ein
verbessertes und 10% ein &hnliches Wachstum im Verhaltnis zum Wildtyp. Eine Stérung der
peroxisomalen Biogenese hat besonders am Beginn der Zellkultivierung einen verstarkenden
Effekt auf die Zytotoxizitdt von TDP-43. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass

funktionelle Peroxisomen fir die Detoxifizierung von TDP-43 in der Zelle ben6tigt werden.

4.1.3  Wachstumsanalyse von Stammen mit einem deletierten multifunktio-
nalen Gen in der Gegenwartvon TDP-43

Die Hauptgruppe ,,weitere Gene* bestand aus 10 Deletionsstimmen. Die in diesen Stdmmen
fehlenden Gene codieren multifunktionale Proteine, die in vorhergehenden TDP-43-Screens
aufgetreten sind oder eine noch unbekannte Funktion besalen. Von den untersuchten
Stammen waren nach drei Tagen Inkubation sechs (60%) protektiv und vier (40%) TDP-43-
Toxizitat steigernd (sieche Anhang Abb. VI). Zur letzteren Gruppe gehorte der Apho85-
Stamm. Dieser Deletionsstamm besal? mit -2,23 den niedrigsten Wachstumsindex von allen
109 analysierten Stdmmen. Die Komponenten des TORC 1, Torl und Tco89, besalien ebenso
negative Werte. Auf der anderen Seite flihrte die Deletion von HOG1 zu einem stark
verbesserten Wachstum (1,00). Nach sechs Tagen Kultivierung konnten nur noch neun
Stamme ausgewertet werden. Erneut zeigten sechs Deletionsstamme (66,6%) ein verbessertes
Wachstum gegeniiber dem Wildtyp. Drei (33,3%) wuchsen schlechter. Hogl gehorte zu den
Stdmmen mit dem hdchsten Wachstumsindex (1,22). Bei diesem Protein handelt es sich um
eine Kinase, welche die Zellteilung fordert und an der Osmoregulation und der Mitophagie
beteiligt ist (Brewster et al. 1993, Mao et al. 2011). Das Ausschalten von Pho85, Torl und
Tco89 forcierte die TDP-43-bedingte Zytotoxizitat. Alle drei Proteine werden bei zahlreichen
zellul&ren Prozessen benétigt, einer davon ist die Autophagie (Kamada et al. 2000, Wang et
al. 2001). Diese Daten suggerieren eine mdogliche Beteiligung der selektiven oder

nichtselektiven Autophagie bei der Modulierung der Zytotoxizitat von TDP-43 (siehe unten).

414  TDP-43-bedingte Zytotoxizitat in Stdmmen mit einem deletierten
Proteinqualitatskontrollgen

Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) ist eines von mehreren Mechanismen der

qualitativen Proteinkontrolle. Getestet wurden zwei Deletionsstamme, denen entweder RPN4

oder UBI4 fehlten. RPN4 codiert fur einen Transkriptionsfaktor, welcher durch seine DNA-

Bindungsfahigkeit Gene reguliert, deren Expressionsprodukte als Komponenten des
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Proteasoms dienen (Finley et al. 2012). UBI4 codiert fur Stress-reguliertes Ubiquitin, welches
an Proteine konjugiert wird und damit die Proteine zum Abbau im Proteasom markiert
(Ozkaynak et al. 1987). Beide Deletionsstamme, Arpn4 und Aubi4, hatten nach drei
Inkubationstagen ein verschlechtertes Wachstum (Abb. 11). Dieses trat bei Arpn4 deutlicher
(-0,73) hervor als bei Aubi4 (-0,21). Der Wuchs nach sechs Tagen wurde nicht dokumentiert.
Es ist moglich, dass das UPS eine protektive Rolle auf TDP-43-exprimierende Zellen hat,
maoglicherweise weil es am Abbau von TDP-43 beteiligt ist.

Die Autophagie ist ein zellularer Abbauweg um Uberfllssige, geschédigte Organellen oder
fehlgefaltete, toxische Proteine aus der Zelle zu entfernen (Bjarkay et al. 2005, Reggiori und
Klionsky 2013, Feng et al. 2014). Sie dient der Generierung neuer Stoffwechselbausteine,
welche zum Aufbau neuer Strukturen benétigt werden. Die Autophagie gehort zu einem von

mindestens sechs vakuoldren Transportwegen (Mullins und Bonifacino 2001). Neben der

Kontrolle TDP-43 Kontrolle TDP-43 Autophagie zahlen die Endozytose, die

' g L . L Vererbung der Vakuolen bei der

wt Zellteilung, der Cvt-Transportweg und
BY4742 zwei alternative biosynthetische Wege
b A 4! (Alkalische Phosphatase (ALP) und

Carboxypeptidase Y (CPY)) zu dieser
Arpn4 Gruppe. Der Cvt-Abbauweg kann auch bei

A Ak A der selektiven Autophagie eingeordnet
4 N/ N
werden, da einige, im  Cvt-Weg
Aubi4 verwendete, Atg Proteine an weiteren
\ autophagischen Prozessen beteiligt sind.
A AL 4 bhag J
Auf Grund der anhaltenden Diskussion
SMD-URA + Dox SMD-URA
alie Expresilon Expreasion uber die mogliche Beteiligung der

Abb. 11: Die Expression von TDP-43 bedingt ~ Autophagie Dbei der Eliminierung von
eine Wachstun?sredl{ktion beim Wildtyp upd TDP-43, wurden schwerpunktmaRig 44
den UPS Deletionsstdmmen Arpn4 und Aubi4.

Der Wildtyp und die Deletionsstamme wurden  Deletionsstamme im TDP-43-
mit einem Doxycyclin-abhéngigen Kontroll- oder N .
TDP-43-codierenden Konstrukt transformiert, auf Tupfeltestscreen untersucht. Die in  den
Expressions- und Nichtexpressionsplatten (SMD-  stammen  fehlenden Gene  codierten
Ura+/-Dox) getiipfelt und fiir drei Tage inkubiert.

Beide Deletionsstimme zeigten ein vermindertes ~ sogenannte Atg-Kernproteine, die fur die
Wachstum gegeniiber dem wt und hatten negative

Wachstumsindizes (-0,73 und -0,21). Bildung des Autophagosoms benétigt

werden, Proteine fir die selektive

Autophagie und weitere fir die Autophagie relevante Proteine. Von den 44 analysierten
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Stammen zeigten nach drei Tagen Inkubation 21 Stdmme (47,7%) ein verbessertes, 18 (41%)
ein vermindertes und finf (11,3%) ein &hnliches Wachstum wie der Referenzstamm. Nach
sechs Kaultivierungstagen wurden 43 Stdmme untersucht. Von denen besalen 28
Deletionsstaimme (65,1%) einen erhohten und 15 (34,9%) einen verminderten Wuchs.

Die ATG-Kernkomponenten werden fir die Autophagosomenausbildung benétigt, welches zu
den wichtigsten Ereignissen der Autophagie hinsichtlich des Verstdndnisses des Prozesses
zahlt (Inoue und Klionsky 2010). Aus diesem Grund hatten die 16 analysierten
Deletionsstimme von allen Autophagie-relevanten Stdmmen die hdchste Prioritadt. Die
Stamme zeigten eine relativ gleichméRige Verteilung uber das gesamte Wachstumsspektrum.
So wurden nach drei Tagen sechs Stamme (37,5%) mit verbessertem, sechs (37,5%) mit
reduziertem und vier (25%) mit gleichem Wachstum beobachtet (Abb. 12). Nach weiteren
drei Tagen zeigten 10 Stdmme (62,5%) ein erhohtes und sechs (37,5%) ein vermindertes
Wachstum. Der Aatg9 Deletionsstamm war nach drei Inkubationstagen der Stamm mit dem
zweithdchsten Wachstumsindex (1,00). Nach sechs Tagen besal} er noch einen Wert von 0,77.
Aatg7 zeigte an beiden analysierten Tagen ein stark reduzierten Wachstum (-0,90 bzw. -0,60).
Der Aatgl Deletionsstamm hingegen schwankte leicht in Bezug auf seinen Wachstumsindex
zwischen leicht negativ (-0,19 am dritten Tag) und leicht positiv (0,08 am sechsten Tag). Der
Stamm wurde auf Grund seiner Relevanz beim Autophagieprozess fir weitere
Fragestellungen verwendet (siehe Abschnitt 4.2.2, 4.3.1 und 4.3.2).

Im Allgemeinen konnte keine eindeutig protektive oder Toxizitat-verstarkende Tendenz der
16 analysierten Stamme festgestellt werden. Daher lasst sich schlussfolgern, dass die
Komponenten fiir die Bildung des Autophagosoms wahrscheinlich keinen wesentlichen
Effekt auf die TDP-43-verursachte Zytotoxizitat haben.

Unabhangig von den Genen, deren Expressionsprodukte generell fur den autophagischen
Prozess benotigt werden, existieren Gene fur die selektive Autophagie (Cvt-Weg, Mitophagie,
Pexophagie) (siehe Anhang Abb. VII). Diese codieren Proteine die speziell zum Transport
und Abbau bestimmter Organellen, wie z. B. der Mitochondrien oder des ER, rekrutiert
werden. Es wurden insgesamt 23 unterschiedliche Deletionsstdmme analysiert, denen Gene
fur die selektive Autophagie fehlten. 14 dieser 23 Stdmme wiesen eine Deletion in einem
Mitophagie-relevanten Gen auf. Acht Deletionsstimme zeigten am dritten Inkubationstag
einen positiven Wachstumsindex, sechs einen negativen. Am sechsten Tag wurden 13
Stamme untersucht, von diesen acht ein verbessertes und flnf ein verschlechtertes Wachstum

gegenliber den wt-Stamm aufwiesen. Der Aslgl-Stamm war einer der auffélligsten
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Abb. 12: Abbildungsbeschreibung siehe Fortsetzung néachste Seite.
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Abb. 12 Fortsetzung: Die Expression von TDP-43 verursacht ein Wachstumsdefizit beim wt und
den ATG-Kernkomponenten. Der Wildtyp und die Deletionsstimme wurden mit einem Doxycyclin-
abhangigen Kontroll- oder TDP-43-codierenden Konstrukt transformiert. Anschielend erfolgten das
Tupfeln auf Expressions- und Nichtexpressionsplatten (SMD-Ura+/-Dox) und die Inkubation flr drei
Tage. Das Wuchsverhalten der 16 analysierten Deletionsstdimme gegenuber dem wt umfasste ein
breites Spektrum wvon stark reduziert bis deutlich verbessert (Zahlen entsprechen dem
Wachstumsindex). Unabhdngige Experimente wurden mit Hilfe einer Trennlinie gekennzeichnet. Die
mit einem * gekennzeichneten wt-Stdmme werden wiederholt in dieser und gegenbenfalls anderen
Bildtafeln als Referenzstamm gezeigt, da sie in einem Experiment zusammen mit mehreren
Deletionsstimmen getupfelt und thematisch neu angeordnet wurden (z. B. Mitophagie-assoziierte
Deletionsstdmme alphabetisch hintereinander geordnet).

Deletionsstamme. Er besall sowohl nach drei als auch nach sechs Tagen den hdchsten
Wachstumsindex (1,485 und 1,60) aller 109 bzw. 105 untersuchten Mutationsstdmme. Slgl
ist ein stressinduzierbarer Zellwandsensor, der die Mitophagie fordert (Ketela et al. 1999,
Lodder et al. 1999, Mao et al. 2011). Auch andere, an der Mitophagie beteiligte



MY Ergebnisse

Deletionsstimme, wie Apbs2 und Aatg32, zeigten ein verbessertes Wachstum gegeniiber dem
Wildtyp. Im Gegensatz dazu war Amdm34 mit -1,5 (Tag3) und -0,6 (Tag6) ein
Deletionsstamm mit einem stark negativen Wachstumsindex.

Neben den Mitophagie-relevanten Genen wurden Deletionsstamme fiir den Cvt-Weg und die
Pexophagie ausgewertet (siehe Anhang Abb. VII). Bei beiden Wegen konnten Stdimme mit
reduziertem oder verbessertem Index identifiziert werden. Beispiele hierfur waren Aatg21l
(Cvt-Weg) und Aatg36 (Pexophagie) mit einem positiven Wachstum an beiden
Dokumentationstagen. Andererseits besaBen Aatgll und Aatgl9 ein negatives Wachstum
gegentiber dem Referenzstamm (siehe Anhang Tab. | und Il). Diese Ergebnisse lassen bei
keinem der untersuchten selektiven Autophagiewege eine eindeutige Schlussfolgerung zu.
Sowohl bei der Mitophagie als auch bei der Pexophagie und beim Cvt-Weg konnten
Deletionsstdmme mit verbesserten und verschlechterten Wachstumsindizes gefunden werden.
Jedoch zeigten Deletionsstamme, denen bedeutende Schlisselkomponenten, wie Atg32 und
Atg36 fehlten, einen positiven Wachstumsindex. Dies ist erstaunlich, da der Verlust dieser
Gene/Proteine eine Stérung der Mitophagie bzw. Pexophagie induziert, die TDP-43-bedingte
Zytotoxizitét allerdings reduziert. Als Konsequenz wirde das fur eine schadliche Wirkung
beider selektiven Wege sprechen. Insofern sollten weitere Stamme analysiert werden, um die
Rolle der selektiven Autophagieprozesse bei der TDP-43-verursachten Zytotoxizitét eindeutig
zu klé&ren.

In der letzten Untergruppe wurden weitere Autophagie-relevante Stdmme analysiert. Zu
diesen zéhlten, mit einem verbesserten Wachstum, der Aatg31- und der Aatg4l-Stamm.
Aatgl7 und Aatg29 hingegen zeigten einen verminderten Wuchs gegeniiber dem Wildtyp.
Des Weiteren zeigte der Apep4 Deletionsstamm einen interessanten Phanotyp. Er besal
sowohl nach drei Tagen (-0,448), als auch nach sechs Tagen (-0,300) ein reduziertes
Wachstum (siehe Anhang Abb. VII11). Interessant ist der Stamm auf Grund seiner Funktion als
vakuoldre Proteinase und wegen seiner Rolle bei der posttranslationalen Reifung weiterer
vakuolarer Hydrolasen (Ammerer et al. 1986, Woolford et al. 1986). Es ist moglich, dass die
verstarkte Wachstumsreduktion auf eine gestorte vakuoldre TDP-43-Eliminierung und eine
toxische Anreicherung von TDP-43 in der Zelle zuriickzufthren ist. Um die Bedeutung von
Pep4 beim Abbau von TDP-43 ndher zu untersuchen, wurden weitere Experimente mit dem
Deletionsstamm durchgefihrt (siehe Abschnitt 4.3.1). Im Allgemeinen war bei dieser Gruppe,
wie bereits bei den anderen beiden Untergruppen, keine eindeutige TDP-43-Toxizitét

verstarkende bzw. reduzierende Wirkung erkennbar.
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Auf Grundlage der bisherigen Ergebnisse ist keine eindeutige Aussage zur Rolle der
Autophagie bei der TDP-43-bedingten Zytotoxizitdt moglich. Die Wachstumsindizes der
Autophagie-relevanten  Deletionsstimme variierte von stark verbessert bis stark
verschlechtert. Mdoglicherweise sind die Mitophagie, die Pexophagie und die vakuolare
Aktivitat (Pep4) negative bzw. positive Modulatoren der TDP-43-Toxizitat (siehe oben). Die
Makroautophagie (in Abhédngigkeit der Autophagosomenbildung) hingegen scheint eine
untergeordnete Rolle bei der TDP-43-verursachten Zellschadigung zu spielen. Deswegen
wurden andere proteolytische Mechanismen, wie der endosomal-vakuoldare Weg im
Zusammenhang mit der TDP-43-Zytotoxizitat untersucht.

Der endosomal-vakuoldre Transportweg ist eine zweite, potenzielle Mdglichkeit toxische
Proteine, wie TDP-43, aus der Zelle zu entfernen. Dieser setzt sich aus der friihen Endozytose
und dem multivesikularen-Korper (MVB)- Weg mit den ESCRT-Komplexen zusammen. Um
deren Rolle bei der Entfernung von TDP-43 zu untersuchen, wurden sieben bzw. 11
Deletionsstamme getipfelt.

Bei der Endozytose zeigten zwei Stamme (28,6%) ein verbessertes, vier (57,1%) ein
reduziertes und einer (14,3%) ein &hnliches Wachstum am dritten Tag (Abb. 13). Am
sechsten Inkubationsstag hatten vier Deletionsstamme (57,1%) ein erhohtes, einer (14,3%) ein
vermindertes und zwei (28,6%) ein identisches Wachstum verglichen mit dem Wildtyp.
Interessanterweise z&hlte zu den wachstumsfordernden Deletionsstdmmen der Anprl-Stamm.
Er zeigte an beiden Dokumentationstagen einen stark positiven Wachstumsindex (0,528 an
Tag3 und 1,00 an Tag6). Nprl ist eine Proteinkinase und inhibiert durch die
Phosphorylierung von Ldb19 die Endozytose (MacGurn et al. 2011). Auf Grund der Deletion
von NPR1 wird die Hemmung von Ldb19 verhindert und die Endozytose gesteigert. Dariiber
hinaus konnten am dritten Tag vier Stimme (Aedel, Aentl, Aend3, Aslal) mit negativen
Wachstumsindizes identifiziert werden. Eine Hemmung der Endozytose fuhrte bei diesen
Deletionsstimmen zu einer Steigerung der TDP-43-bedingten Zytotoxizitat. Diese Resultate
lassen vermuten, dass die Endozytose eine protektive Wirkung auf TDP-43-exprimierende
Zellen hat, mdglicherweise weil dieser Prozess an der Beseitigung von TDP-43 beteiligt ist.
Noch eindeutiger scheint der MVB-Weg (bzw. die ESCRT-Komplexe) die TDP-43-bedingte
Zytotoxizitdt zu mindern. Von den 11 untersuchten Deletionsstdmmen zeigten neun (81,8%)
einen negativen Wachstumsindex an Tag 3. Ein weiterer Stamm war positiv (9,1%) und einer
(9,1%) &hnlich dem Referenzstamm (Abb. 13). Nach sechs Inkubationstagen hatten noch funf
Stamme (45,4%) ein reduziertes, vier (36,4%) ein gesteigertes und zwei (18,2%) ein gleiches
Wachstum wie der wt Stamm.
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Abb. 13: Abbildungsbeschreibung siehe Fortsetzung néachste Seite.
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Abb. 13 Fortsetzung: TDP-43 verursacht ein Zellwachstumsdefizit beim wt und bei
verschiedenen Deletionsstimmen fir die frihe Endozytose und den MVB-Weg. Der Wildtyp und
die Mutationsstdmme wurden mit einem Doxycyclin-abhéngigen Kontroll- oder TDP-43-codierenden
Konstrukt transformiert, auf Expressions- und Nichtexpressionsplatten (SMD-Ura+/-Dox) getiipfelt
und fiir drei Tage inkubiert. Die 18 untersuchten Deletionsstimme zeigten im Vergleich zum Wildtyp
ein Oberwiegend vermindertes Wachstum (Zahlen entsprechen dem Wachstumsindex). Unabhéngige
Experimente wurden mit Hilfe einer Trennlinie gekennzeichnet. Die Doppellinie grenzt die Stamme
fir die Endozytose (erster Teil) und den MVB-Weg (zweiter Teil) ab. Die mit einem *
gekennzeichneten wt-Stamme werden wiederholt in dieser und gegenbenfalls anderen Bildtafeln als
Referenzstamm gezeigt, da sie in einem Experiment zusammen mit mehreren Deletionsstimmen
getlpfelt und thematisch neu angeordnet wurden.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass das Ausschalten eines ESCRT-Proteins eine erhebliche
Verschlechterung des Zellwachstums zur Folge hat. Somit tragt eine funktionierende ESCRT-
Maschinerie maRgeblich zur Linderung der durch TDP-43-verursachten Toxizitat bei. Dies
kdnnte daran liegen, dass der MVB-Weg (und damit die ESCRT-Maschinerie) am Abbau von
schadlichem TDP-43 beteiligt ist.

4.1.5  Veranderung der TDP-43-bedingten Zytotoxizitat bei verschiedenen
Vakuolenfusionsmutanten

Die in der Autophagie und im MVB-Weg gebildeten Vesikel verschmelzen unweigerlich mit
der Vakuole. Bei dieser vakuoldaren Fusion koénnen Vakuolen entweder mit Vakuolen
(homotypische Fusion) oder mit anderen Vesikeln (heterotypische Fusion) verschmelzen
(Wickner 2002, Klionsky 2005, Ostrowicz et al. 2008). Molekulargenetische Studien haben
gezeigt, dass sich die bendtigte Proteinmaschinerie bei beiden Arten nicht unterscheidet
(Klionsky 2005). Bei beiden vakuolédren Transportwegen verschmelzen die gebildeten Vesikel
(Autophagosomen bzw. MVBs) mit der Vakuole, um die transportierten Materialien in
wiederverwendbare Stoffwechselbausteine umzusetzen.

Es wurden 10 Stamme mit deletierten Vakuolenfusionskomponenten untersucht. Am dritten
und am sechsten Inkubationstag besaRen acht (80%) der 10 Stdimme ein verschlechtertes und
zwei (20%) ein verbessertes Wachstum gegentiber dem Referenzstamm (Abb. 14). An beiden
Dokumentationstagen wurden fiur Aybtl, im Gegensatz zu den meisten anderen
Deletionsstaimmen, tendenziell positive Wachstumsindizes ermittelt (0,20 an Tag 3 und 0,33
an Tag 6). Wahrend bei den restlichen Stammen die Deletion zu einer Beeintrachtigung der
Vakuolenfusion fiihrt, forciert Aybtl die Verschmelzung. Ybtl ist ein ABC- (ATP-
Binding Cassette) Transporter und in der Vakuolenmembran lokalisiert. Urspringlich wurde
Ybtl als ATP-abhangiger Gallensauretransporter und Ca**-Regulator in der Zelle identifiziert
(Ortiz et al. 1997, Sasser et al. 2012 B). Sasser et al. 2012 (B) konnten nachweisen, dass die
Deletion von YBT1 eine Steigerung der homotypischen Vakuolenfusion zur Folge hat. Die
Autoren zeigten, dass der Aybtl-Stamm einerseits eine verlangerte Ca**-Aufnahme in die
Vakuolen und andererseits eine verzogerte SNARE- (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive
factor Attachment protein REceptor) abhangige Ca®’-Abgabe aufwies. Dies ist
moglicherweise die Ursache fur eine verbesserte Funktion der SNARE-Proteine und fur die

forcierte VVakuolenfusion.
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Abb. 14: Abbildungsbeschreibung siehe Fortsetzung néachste Seite.
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Die Blockierung der vakuoldren Fusion in den tbrigen Deletionsstimmen flihrte zu einer
starken Zunahme der TDP-43-bedingten Toxizitat und einer starken Wachstumsreduktion.
Beispiele hierfur sind Avam6 (-1,33 an Tag 3 und -0,50 an Tag 6), Avam3 (-0,74 an Tag 3
und -0,58 an Tag 6) oder Aypt7 (-0,66 an Tag 3 und -0,62 an Tag 6). Der Avam3
Deletionsstamm wurde exemplarisch fir eine gestorte Vakuolenfusion in weiteren
Experimenten eingesetzt (siehe Abschnitt 4.3.1). Zusammenfassend kann gesagt werden, dass
eine funktionierende vakuoldre Verschmelzung die TDP-43-verursachte Toxizitat mildert und
das zelluldre Wachstum verbessert. Dies kdnnte daran liegen, dass schadliches TDP-43 uber
vakuoldre Proteinabbauwege eliminiert wird.

Mit Hilfe des Tupfeltestscreens konnten insgesamt 109 Deletionsstamme methodisch auf ihr
Wachstumsverhalten wahrend der Expression von TDP-43 untersucht und verglichen werden.
Es zeigte sich, dass die Peroxisomen moglicherweise an der Detoxifizierung von TDP-43
beteiligt sind. Allerdings war der protektive Effekt hauptsachlich nach drei Tagen erkennbar.
Ferner konnte das UPS an der Beseitigung des toxischen Proteins involviert sein. Die
Beteiligung des endosomalen Proteinwegs (Endozytose und MVB-Weg) und der vakuolaren
Fusion erscheinen hingegen eindeutig. Beide bedingen eine Linderung der durch TDP-43-
verursachten Toxizitat. Nicht relevant ist mit grofRer Wahrscheinlichkeit die Makroautophagie
bei der TDP-43-Zytotoxizitat.
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4.2  TDP-43 verandert die Vakuolenmorphologie und
beeinflusst verschiedene vakuoldre Abbauwege

Mit Hilfe des Tupfeltestscreens konnten erste Hinweise fur die Beteiligung der vakuoldren
Fusion und des endosomal-vakulérenTransportwegs bei der TDP-43-bedingten Zytotoxizitat
gefunden werden. Daruber hinaus konnten in mehreren Verdffentlichungen phanotypische
Verénderungen in Zellorganellen, wie den Mitochondrien, bedingt durch die Expression von
ALS-assoziierten Proteinen nachgewiesen werden (Hirano et al. 1984, Chung und Suh 2002,
Vande Velde et al. 2011, Magrané et al. 2014). Auf Grund der Beteiligung der Vakuole am
Eliminierungsprozess von Proteinen wurden die Auswirkungen der TDP-43-Expression auf
die Vakuolenmorphologie und die vakuoldren Transportwege (Autophagie, Endozytose und
MVB-Weg) mit verschiedenen fluoreszenzmikroskopischen, biochemischen und

zellbiologischen Methoden untersucht.

4.2.1  TDP-43-Expression fihrt zur Fragmentierung der Vakuolen

Unter Zuhilfenahme der Fluoreszenzmikroskopie und unterschiedlicher Marker wurde das
phanotypische Erscheinungsbild der Vakuole analysiert. Des Weiteren kamen mehrere
Medienarten, TDP-43-codierende Expressionskonstrukte und die chemische Substanz
Propranolol zum Einsatz. Es sollte untersucht werden, ob die Expression von TDP-43 eine
vakuolédre Fragmentierung per se bedingt und ob eine forcierte VVakuolenfragmentierung die
TDP-43-verursachte Toxizitét steigert oder reduziert.

Im ersten Assay wurden wildtypische Hefezellen, welche ein Kontroll- oder TDP-43-
codierendes Konstrukt (pCM190) enthielten, in Flissigmedium (SMD-Ura) angezogen. Nach
16 Stunden Expression erfolgten die Behandlung mit dem Vakuolenfarbstoff CMAC und die
fluoreszenzmikroskopische Analyse (siehe Abschnitt 3.5.4 und 3.10). Die analysierten Zellen
unterteilten sich in vier Gruppen: Zellen mit einer, zwei, drei oder mehr als drei Vakuolen.
Bei der Expression von TDP-43 wurde eine eindeutige Abnahme der Zellen mit einer
Vakuole und eine signifikante Zunahme der Vakuolenanzahl je Zelle beobachtet (Abb. 15).
Der Einsatz eines zweiten vakuoldren Farbstoffs konnte diese Resultate bestatigen. Der
primér fur die Endozytose eingesetzte Marker Lucifer Yellow ist ein Naphthalimid-Derivat,
das nach erfolgreicher Aufnahme in die Zelle dessen Vakuole farbig kennzeichnet (Stewart
1978, 1981, Riezman 1985). Im entsprechenden Experiment wurden logarithmische
wildtypische Hefen, welche das Kontrollplasmid enthalten bzw. TDP-43 exprimieren, mit
Lucifer Yellow behandelt und mikroskopisch untersucht (siehe Abschnitt 3.5.4 und 3.10). Im
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Wesentlichen konnten mit diesem Ansatz die Ergebnisse des CMAC-Versuchs bestatigt

werden. Es wurde eine signifikante Abnahme der Zellpopulation mit einer Vakuole

beobachtet. Zugleich stieg die Anzahl der Zellen mit zwei, drei oder mehr als drei Vakuolen

(Abb. 16).
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Abb. 15: Die Expression von
TDP-43 bedingt eine Frag-
mentierung der Vakuolen
(CMAC, Flussigkultur). (A)
Die Bestimmung der Vakuo-
lenanzahl pro Zelle erfolgte
von, in Flussigkultur (SMD-
Ura) angezogenen, fruhstat-
iondren wildtypischen Kul-
turen. Die Zellen enthielten
entweder ein  Doxycyclin-
regulierbares Kontroll- oder
TDP-43-codierendes Plasmid.
Die Expressionsdauer betrug
16 Stunden. Die Vakuolen

wurden mit CMAC angefarbt. MaRstab: 5 um. Pfeile: Zellen mit vakuolarer Fragmentierung. (B)
Quantifizierung der Vakuolenanzahl pro Zelle, wie in (A) beschrieben. Die Expression von TDP-43
fihrte zu einer signifikanten Abnahme der Zellen mit einer Vakuole. Im Gegenzug stieg die
Zellanzahl mit mehreren Vakuolen. Der Mittelwert wurde von vier Klonen (Uber 100 Zellen) aus zwei
unabhéngigen Experimenten bestimmt. Fehlerbalken: Standardfehler; Student’s t-test: p-Werte:

*p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001.



Ergebnisse [ELeE]

Kontrolle TDP-43

I 1 T ]
Lucifer Yellow Lucifer Yellow

(B) Abb. 16: Die Expression
*Kk von TDP-43 verursacht

1009 @ Kontrolle eine Fragmentierung der
95 = B TOP-43 Vakuolen (Lucifer Yellow,

Flussigkultur). (A) Die
wildtypischen  Zellen mit
einem Doxycyclin-regulier-
barem Kontroll- oder
TDP-43-codierenden  Kon-
strukt wurden in FIissig-
kultur (SMD-Ura) in die
logarithmische Phase Uber-
fihrt und mit Lucifer Yellow
Anzahl derVakuolen gefarbt.  Mafstab: 5 pm.
Pfeile: Zellen mit vakuol&rer
Fragmentierung. (B) Quantifizierung der Vakuolenanzahl pro Zelle wie in (A) beschrieben. Die
TDP-43-Expression bedingte eine signifikante Abnahme der Zellen mit einer Vakuole. Gleichzeitig
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Der Effekt der vakuoldren Fragmentierung konnte mit verschiedenen TDP-43-
Expressionsvektoren, beobachtet werden. So flihrte die Expression von TDP-43 mittels eines
Galaktose-induzierbaren Konstrukts ebenfalls zu einer signifikanten Abnahme der Zellen mit
nur einer Vakuole und zu einem pragnanten Anstieg der Zellpopulation mit mehr als drei
Vakuolen (Abb. 17). Neben dem wildtypischen TDP-43 wurden auch ALS-assoziierte
Varianten, wie TDP-43-Q331K und TDP-43-M337V, analysiert. Bei beiden Varianten konnte
eine verstéarkte pathophysiologische Vakuolenmorphologie im Vergleich zum wildtypischen
TDP-43 beobachtet werden (Abb. 17).

Interessanterweise zeigte die Q331K-Variante den stdrksten Effekt. Diese Mutation wurde
erstmals von Johnson et al. (2009) fir die Hefe beschrieben. Die Autoren wiesen mit Hilfe
der Tupfeltestmethode nach, dass die Q331K-Maodifikation einen deutlich toxischeren Effekt
auf die Zellen hatte, als die Wildtypvariante. Diese Beobachtung konnte in der eigenen Arbeit
verifiziert werden (siehe unten). Daher liegt die Vermutung nahe, dass die vakuoldre
Fragmentierung und die Zytotoxizitat miteinander korrelieren.

Um weitere Indizien fur diese Behauptung zu erlangen, wurden TDP-43-exprimierende Zellen
nicht nur in Flussigkultur, sondern auch auf festen Medien angezogen (Abb. 18). Die drei
Tage alten Zellen wurden geerntet, mit CMAC gefarbt und mikroskopisch analysiert (siehe
Abschnitt 3.5.4 und 3.10). Die Vakuolenfragmentierung war bei dieser Art der Kultivierung
sehr viel starker ausgepragt als bei den Zellen im Flissigmedium. Diese Beobachtung kann
vermutlich darauf zurtickgefiihrt werden, dass die Expressionsdauer drei Tage und nicht nur
16 Stunden betrug. Zusatzlich zu der Zellpopulation mit einer Vakuole nahm auch die Gruppe
mit zwei Vakuolen dramatisch ab. Im Gegenzug war die Zellgruppe mit mehr als drei
Vakuolen markanter ausgepréagt, als die im flissigen Medium.

In einem weiteren experimentellen Ansatz wurde die Vakuolenfragmentierung
pharmakologisch mit Propranolol forciert. Propranolol ist ein Betablocker, welches in der
Humanmedizin zur Behandlung von Hypertonie eingesetzt wird (Black et al. 1964, Stapleton
1997). In der Hefe flhrt diese Chemikalie u.a. zur Hemmung der Phosphatidséure (PA)
Phosphatase und bedingt nachweislich die Fragmentierung und Deformierung der Vakuole
(Sasser et al. 2012A). In der vorliegenden Arbeit wurde Propranolol festem Medium
beigemengt (siehe Abschnitt 3.5.3 und 3.8). Die ph&notypische Untersuchung wildtypischer
Zellen, welche TDP-43 exprimierten, erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie bzw.
Tupfeltest. Mit Hilfe der CMAC-Farbung konnte die Aussage bestatigt werden, dass

Propranolol zu einer Fragmentierung der Vakuolen beitragt (Abb. 19). Es wurden signifikant
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Abb. 17: Bestimmung der vakuoldren Fragmentierung bei der Expression verschiedener
TDP-43-Varianten. (A) Die wildtypischen Zellen enthielten entweder das Kontrollplasmid oder
exprimierten Galaktose-induzierbare TDP-43-wt, TDP-43-Q331K oder TDP-43-M337K-Varianten.
Die Expressionsdauer betrug 16 Stunden im Flissigmedium (SMDGal-Ura). Die Vakuolen wurden
mit CMAC angefarbt. MaRstab: 5 pum. Pfeile: Zellen mit vakuoldrer Fragmentierung. (B)
Quantifizierung der Vakuolenanzahl pro Zelle wie in (A) beschrieben. Im Vergleich zur Kontrolle
flhrte die Expression von TDP-43 zu einer Fragmentierung der Vakuolen, erkennbar durch die
Zunahme der Zellen mit mehreren Vakuolen. Die Q331K-Variante zeigte hierbei den stérksten Effekt.
Der Mittelwert wurde von acht Klonen (uber 100 Zellen) aus zwei unabhangigen Experimenten
ermittelt. Fehlerbalken: Standardfehler; Student’s t-test: p-Werte: *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001.

105




Ergebnisse

wt
(A) | |
Kontrolle

CMAC

100 -
@ Kontrolle
oy
80 - ETDP-43
9
|°_| 60 -
c Yook
= 1
S 40 A
Yokok
20 A 1
0 .
1 2 3 >3
Anzahl derVakuolen

Abb. 18: Die Expression von TDP-43 forciert die vakuolare Fragmentierung von Zellen auf
festem Kultivierungsmedium. (A) Die wildtypischen Zellen, welche ein Doxycyclin-induzierbares
Kontroll- oder TDP-43-codierendes Plasmid enthielten, wurden drei Tage auf Expressionsplatten
(SMD-Ura) kultiviert. Die Vakuolen wurden mit CMAC angefarbt. MaRstab: 5 um. Pfeile: Zellen mit
vakuolérer Fragmentierung. (B) Quantifizierung der Vakuolenanzahl pro Zelle wie in (A) beschrieben.
Die Expression von TDP-43 verursachte eine signifikante Abnahme der Zellen mit einer Vakuole. Im
Gegenzug nahm die Zellanzahl mit mehreren VVakuolen zu. Der Mittelwert wurde von 13 Klonen (iiber
100 Zellen) aus vier unabhangigen Experimenten berechnet. Fehlerbalken: Standardfehler; Student’s
t-test: p-Werte: *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001.
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Abb. 19: Die Zugabe der pharmakologischen Substanz Propranolol férdert die vakuolare
Fragmentierung bei der Expression von TDP-43. (A) Die Bestimmung der Vakuolenanzahl erfolgte
von wildtypischen Kulturen, welche auf festem Expressionsmedium (SMD-Ura) mit 2 mM
Propranolol angezogenen wurden. Die Zellen enthielten ein Doxycyclin-regulierbares Kontroll- bzw.
TDP-43-codierendes Plasmid. Die Kultivierungsdauer betrug drei Tage. Die Vakuolen wurden mit
CMAC angeféarbt. MaRstab: 5 pum. Pfeile: Zellen mit vakuolérer Fragmentierung. (B+C)
Quantifizierung der Vakuolenanzahl pro Zelle wie in (A) beschrieben. Durch die Zugabe von
Propranolol konnte bei der Expression von TDP-43 eine signifikante Zunahme der Vakuolenanzahl
beobachtet werden. Der Mittelwert berechnete sich aus 10 Klonen (uber 100 Zellen) von drei
unabhé&ngigen Experimenten. Pro: Propranolol; Fehlerbalken: Standardfehler; Student’s t-test:
p-Werte: *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001.
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mehr Zellen mit drei Vakuolen gezahlt. Des Weiteren flihrte auch in diesem Experiment die
Expression von TDP-43 zu einer Steigerung der Vakuolenanzahl. Bemerkenswert war erneut
der Umstand, dass die vakuoldre Fragmentierung bei TDP-43-exprimierenden Zellen deutlich
starker hervortrat, als in den Flussigkulturen. Ferner konnte im Tupfeltest nachgewiesen
werden, dass die Chemikalie eine Wachstumsreduktion in TDP-43-exprimierenden
Hefezellen verursacht (Abb. 20).

Zusétzlich zu Doxycyclin-regulierbaren TDP-43-Expressionsvektoren wurden Zellen mit
Galactose-regulierbaren TDP-43-Expressionsvektoren auf Propranolol-haltigen Platten
getlpfelt (Abb. 21). Die bereits bekannten Unterschiede in der Toxizitdt konnten bei den
ALS-assoziierten Varianten verifiziert werden (Johnson et al. 2009). Das wildtypische
TDP-43 und das TDP-43-M337V hatten vergleichbare wachstumshemmende Auswirkungen.
Die Q331K-Variante hatte den toxischsten Effekt auf das Zellwachstum. Die Zugabe von
Propranolol fiihrte zu einer Steigerung der TDP-43-bedingten Zytotoxizitdt und zu einer
Abnahme des Wachstums bei allen TDP-43-Varianten.

Bei allen Experimenten zur Untersuchung der VVakuolenmorphologie konnte eine signifikante
vakuoldre Fragmentierung bei der Expression von TDP-43 in den Zellen festgestellt werden.
Die bisherigen Ergebnisse weisen darauf hin, dass pathophysiologisches TDP-43 den
vakuoldren Phénotyp nachhaltig verdndert. Ursache hierfir konnte die Storung der
Vakuolenbiogenese oder -fusion sein. Die pharmakologische Induktion der vakuoldren
Fragmentierung steigerte die TDP-43-bedingte Zytotoxizitat. Dieser Aspekt untermauert die
Vermutung, dass die vakuoldre Fragmentierung und die TDP-43-Toxizitdt miteinander

korrelieren.
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Kontrolle TDP-43 Kontrolle TDP-43 Abb. 20: Auswirkungen von Pro-
= s L L ' Propranolol  pranolol auf die TDP-43-bedingte
‘ Zytotoxizitat. Wildtypzellen mit
0mM einem Doxycyclin-regulierbaren
Kontroll- oder TDP-43-codierenden
\ ‘ Konstrukt wurden auf Expressions-
- 1- — und Nichtexpressionsplatten —ge-
tlpfelt und fir drei Tage inkubiert.
1T mM Die Platten enthielten unter-
schiedliche  Konzentrationen an
\ Propranolol (0, 1, 1,5 oder 2 mM).
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Abb. 21: Veranderungen im Wachs- TDP-43 TDP-43
tum bei der Expression unter- Cox 2t T xS
schiedlicher TDP-43-Varianten und % E 0 o -”§ < m o
unter Einsatz von Propranolol. Wild- i Ol%', L S e B FTSBISHBIO)
typische Zellen enthielten entweder das ! I 1
Kontrollplasmid  oder  exprimierten
Galaktose-induzierbare TDP-43-wt, 0mM
TDP-43-Q331K oder TDP-43-M337V-
Varianten. Die Kolonien wuchsen drei wt| & .
Tage auf Nichtexpressions- bzw. Ex-
pressionsplatten, welche kein oder 2 mM 2 M
Propranolol enthielten. Wéahrend bei der
Kontrolle keine Wachstumsreduktion /

erkennbar war, zeigten die Hefen mit -
wildtypischem TDP-43 und der M337V- SMDIURA SM?GaI;URA
Variante eine dhnlich starke Zyto- Wi Emion S

toxizitat. Die Q331K-Variante bedingte den hochsten Wachstumsriickgang. Die Zugabe von
Propranolol steigerte bei allen TDP-43-Varianten das Wachstumsdefizit.

Es ist zu vermuten, dass die Expression von TDP-43 nicht nur morphologische
Veranderungen der Vakuole bedingt, sondern auch verschiedene vakuoldre Transportwege,
wie die Autophagie, die Endozytose und den MVB-Weg verdndert. Diese moglichen

Modifikationen sollen im nachsten Abschnitt untersucht werden.
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4.2.2  Die TDP-43-Expression forciert den terminalen Abschnitt der
Autophagie

Die Verdnderungen im autophagischen Prozess wurden mit Hilfe unterschiedlicher
experimenteller Ansédtze Uberpriuft. Der sogenannte GFP-Atg8-Prozessierungsassay
ermoglicht es die Autophagierate unter verschiedenen Bedingungen und in mehreren
Stdmmen zu beobachten. Die Methode beruht auf der Messung von degradiertem GFP-Atg8
in der Vakuole. GFP-Atg8 ist ein Fusionsprotein, welches im Laufe des autophagischen
Prozesses in die Phagophorenmembran verankert wird. Das geschlossene Vesikel oder
Autophagosom wird in der Vakuole lysiert und das GFP-Atg8 zu GFP abgebaut. Das freie
GFP-Signal gibt den Grad der Autophagie wieder und kann mittels Fluoreszenzmikroskopie
bzw. Western Blot bestimmt werden (Abb. 22, 23; Shintani und Klionsky 2004). Fur den
GFP-Atg8-Assay wurde in einem Vorversuch der Wildtypstamm mit einem Kontroll- bzw.
TDP-43-codierenden Konstrukt (pCM190), sowie mit dem GFP-Atg8-Plasmid transformiert
(siehe Abschnitt 3.7). Der Grad der Autophagie wurde unter ndhrstoffreichen Bedingungen
(SMGalRD-Leu-Ura+Dox), nach ca. 16 Stunden Inkubation, fluoreszenzmikroskopisch
ausgewertet (siehe Abschnitt 3.10). Die Zellen, welche das Kontrollplasmid oder das TDP-43-
codierende Konstrukt enthielten, zeigten keinen signifikant optischen Unterschied in Bezug
auf die vakuol&re GFP-Prozessierung. In beiden Gruppen konnten Zellen mit nur punktartigen
Strukturen, ausschlie3lich vakuoldrer Farbung oder mit beiden Merkmalen beobachtet werden
(Abb. 22). Bei den punktuellen zytoplasmatischen Formen handelt es sich mit groRer
Wahrscheinlichkeit um Phagophoren oder Autophagosomen.

In einem weiteren Ansatz wurde neben dem wildtypischen Stamm auch der Aatgl-
Deletionsstamm, in welchem die Autophagie blockiert ist, analysiert. Die Zellen wurden
zunachst tber Nacht in nahrstoffreichem Medium (SMGalRD) inkubiert und anschlief3end in
Hungermedium (SD-N) Uberfuhrt (siehe Abschnitt 3.5.5). Die Kultivierung in
nahrstoffarmem Medium sollte die Autophagie forcieren. Die Auswertung der GFP-
Abspaltung bei fortwahrender TDP-43-Expression erfolgte mittels Western Blot (siehe
Abschnitt 3.11 und 3.12). Wéhrend bei Aatgl ausschlieBlich das Volllangenfusionsprotein
nachgewiesen werden konnte, fand beim wt-Stamm eine GFP-Prozessierung statt (Abb. 23).
Freies GFP wurde sowohl unter Nicht-, als auch unter Hungerbedingungen nachgewiesen.
Die GFP-Freisetzung beim Kontrollplasmid, wahrend der Inkubation in nahrstoffreichem
Medium, ist moglicherweise darauf zurlickzufiihren, dass Uber den Cvt-Weg (selektiver Weg

der Autophagie) in geringem Umfang GFP-Atg8 zu GFP prozessiert wurde oder das sich die
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Abb. 22: Schematische Darstellung und
mikroskopische Auswertung des GFP-
Atg8-Prozessierungsassays. (A) Wahrend
des autophagischen Prozesses werden
Uberschissige bzw. geschadigte Organellen
und zytosolische Komponenten von der
Phagophorenmembran umschlossen und in
einem  vollstdindigen  Vesikel,  dem
Autophagosom, zur Vakuole transportiert.
Durch die posttranslationale Lipidierung
von Atg8 mit Phosphatidylethanolamin (PE)
wird das  markierte  Fusionsprotein
GFP-Atg8 in die Lipiddoppelmembran
verankert und gelangt so mit der vesikularen
Fracht in die Vakuole. Dort wird es
gespalten. (B) Die Prozessierung von
GFP-Atg8 zu GFP war mikroskopisch auf
Grund  der vakuolaren  Griunfarbung
erkennbar. Die Vakuole wurde zusatzlich
mit CMAC visualisiert. Ferner konnten
mittels  Fluoreszenzmikroskopie = Phago-
phoren oder Autophagosomen durch zyto-
plasmatische Punkte in den Zellen
identifiziert werden. Die wildtypischen
Kulturen enthielten neben dem GFP-Atg8-
codierenden Konstrukt ein Doxycyclin-
regulierbares Kontroll- oder TDP-43-
codierendes Plasmid. Die Expressionsdauer
betrug ca. 16 Stunden in SMGalRD

Flussigmedium. Ein mikroskopischer Unterschied zwischen den Kontroll- oder TDP-43-enthaltenden
Wildtypzellen war nicht existent. Bei beiden Populationen konnten Zellen mit nur punktartigen
Strukturen (Bildreihe 3), ausschliel3lich vakuolarer Farbung (Bildreihe 2) oder mit beiden Merkmalen
(Bildreihe 1) beobachtet werden. MaRstab: 5 pum.
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(B) 500 Abb. 23: Bestimmung der Autophagierate mit
2op | BKontrolle TDP-43 ok Hilfe der Prozessierung von GFP-Atg8 zu
600 | ' ' GFP. (A) Die wildtypischen und Aatgl Zellen,
N o ] o8 welche neben dem GFP-Atg8-codierenden
55 400 | Konstrukt ein Doxycyclin-regulierbares Kontroll-
25 oder TDP-43-codierendes Plasmid enthielten,
=0 300 -
6 Ly | wurden nach ca. 16 Stunden im Expressions-
s medium (SMGalRD) und nach mehreren Stunden
o 100 -
. im Hungermedium (SD-N) geerntet. Wahrend bei
ungehungert . gehungert Aatgl keine GFP—Freisetzun_g nachgewit_esen
werden konnte, zeigte der Wildtyp bei beiden

Néhrstoffbedingungen eine Prozessierung von GFP-Atg8 zu GFP. Dieser wurde mit einem *
gekennzeichnet. Als Ladekontrolle diente die Hexokinase. (B) Quantifizierung des prozessierten GFP-
Levels im wt wie in (A) beschrieben. Auf Grund der Expression von TDP-43 wurde vermehrt GFP-
Atg8 zu GFP abgebaut. Diese Beobachtung war bei beiden Nahrstoffbedingungen signifikant. Der
Mittelwert berechnete sich aus funf biologischen Klonen von drei unabhdngigen Experimenten.
Zusatzlich angegeben wurde. Fehlerbalken: Standardfehler; Mann-Whitney Rank Sum Test: p-Werte:
*p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001.

Zellen bereits in einem frihstationaren Stadium befanden und Autophagie zur Nahrstoff- und
Energiegewinnung nutzten. Mit Hilfe des Western Blots konnte zu beiden Zeitpunkten ein
statistisch signifikanter Anstieg an prozessiertem GFP wahrend der Expression von TDP-43
nachgewiesen werden (Abb. 23). Dies ist ein Hinweis darauf, dass TDP-43 den Grad der
Autophagie steigert.

Zusétzlich zum Autophagieprozess erfolgte die Quantifizierung des GFP-Atg8-Proteinlevels
(Abb. 24). Im nahrstoffreichen Zustand konnte eine Anreicherung des Fusionsproteins,
sowohl im Wildtyp als auch in Aatgl, beobachtet werden. Allerdings war nur im
Deletionsstamm die Anreicherung signifikant. Wahrend des Hungerns konnten keine
Unterschiede im Proteinlevel festgestellt werden. Da die Expression von GFP-Atg8 durch
einen endogenen ATG8-Promotor kontrolliert wurde, liegt die Vermutung nahe, dass die
Anwesenheit von TDP-43 die Transkription autophagischer Gene zu einem Zeitpunkt

induziert, in der normalerweise kaum Autophagie stattfindet.
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Abb. 24: Bestimmung des GFP-Atg8-Levels im (A) Wildtyp und (B) Aatgl-Stamm. Wahrend der
Kultivierung im nahrstoffreichen Medium (SMGalRD) konnte bei beiden Stdmmen eine Zunahme des
GFP-Atg8-Levels bei der Expression von TDP-43 beobachtet werden. Bei Aatgl war diese signifikant.
Im Hungerzustand (SD-N) war sowohl beim wt, als auch bei der Deletionsmutante kein Unterschied
zwischen den Zellen mit Kontrollplasmid und TDP-43-exprimierenden Zellen hinsichtlich des
GFP-Atg8-Levels erkennbar. Auf Grund des endogenen Promotors des fur GFP-Atg8-codierenden
Konstrukts kann vermutet werden, dass die Expression von TDP-43 frihzeitig die Autophagie
induziert. Der Mittelwert berechnete sich aus flnf biologischen Klonen aus drei unabhédngigen
Experimenten. Standardfehler; Mann-Whitney Rank Sum Test: p-Werte: *p<0,05, **p<0,01 und
***p<0,001.

In einem zweiten experimentellen Ansatz sollten die Resultate aus dem GFP-Atg8-
Prozessierungsassays Uberprift werden. Hierfir wurde die Lipidierung von Atg8 zu Atg8-PE
untersucht. Die Konjugation von Atg8 ist ein essentielles Ereignis in der Reifung eines
Autophagosoms. Hierbei wird Atg8 mit Hilfe der Atg-Proteine 4, 7 und 3 sowie durch den
Atgl2-Atg5-Atgl6 E3-Komplex mit Phosphatidylethanolamin (PE) verkniipft und in die
Phagophore eingebaut. Wéhrend die Abspaltung von GFP im GFP-Atg8-Versuch erst in der
Vakuole stattfindet, ist das Einbinden von Atg8-PE in die Lipiddoppelmembranen ein frih
stattfindendes Autophagieereignis (Abb. 22, Kirisako et al. 1999, 2000, Huang et al. 2000,
Nair et al. 2012). Die Lipidierung von Atg8 mit PE wurde im Rahmen dieser Arbeit in einem
Wildtypstamm und in einer Negativkontrolle (Aatg3) mittels Western Blot untersucht. Der
Stamm Aatg3 ist nicht in der Lage Atg8-PE zu synthetisieren. Flr das Experiment erfolgte die
Transformation beider Stdmme mit einem Kontroll- bzw. TDP-43-codierenden Plasmid
(pCM190) und einem HA-Atg8-codierenden Konstrukt (siehe Abschnitt 3.7). Das Atg8-PE-
Level wurde unter néahrstoffreichen (SMGalRD-Ura-Leu) und nahrstoffarmen (SD-N)
Bedingungen bestimmt (Abb. 25).

Mit Hilfe des Western Blots konnte eine Atg8-Lipidierung sowohl in ungehungerten,
frihstationdren als auch in gehungerten Wildtypzellen beobachtet werden. Erwartungsgeman

war kein Atg8-PE im Aatg3-Stamm nachweisbar. Ferner kam es zu keiner sichtbar
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gesteigerten Prozessierung von Atg8 wéhrend der TDP-43-Expression im Wildtyp. Eine
Quantifizierung der Banden war auf Grund deren N&he im Western Blot nicht mdglich.

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass das neurotoxische Protein TDP-43 keinen Einfluss
auf die Lipidierung von Atg8 hat. Allerdings konnte eine friihzeitige Induktion der
Autophagie und eine Steigerung des autophagischen Flusses beobachtet werden. Die
Expression von TDP-43 verstarkte demnach den autophagischen Prozess.

—ngehlingert’  GEhungert Abb. 25: Bestimmung der Atgs-
= = Lipidierung im wt und in Aatg3.
= £ Beide Stamme enthielten ein
|§2” HA-Atg8 "§2| HA-Atg8-codierendes  Konstrukt
und ein Kontroll- oder TDP-43-
Ith . ||Aatg3n . ||Aatg3th| codierendes Plasmid. Auf Grund
= 2 o = o = o = o = der Deletion von ATG3 konnte
g g d g d % d § d § keine Prozessierung von Atg8 mit
e X X F X F XF X FX PE beobachtet werden. Allerdings
a_HA‘ 15{ R | —_— HA-Atg8 wurde im wt sowohl bei Nicht-
- HAAGBPEC)  hungerbedingungen  (SMGalRD),
a-TDP-43 | 35J - - =

; als auch bei Hunger-bedingungen
a-ka‘ 554- - - - (SD-N) eine post-translationale
Modifikation von Atg8 zu

Atg8-PE festgestellt. Diese Prozessierung erfolgte bei Zellen mit einem Kontrollplasmid und einem
TDP-43-codierenden Konstrukt. Ein optischer Unterschied im Grad der Atg8-Lipidierung war bei den
Plasmiden nicht ersichtlich. Als Ladekontrolle diente die Hexokinase.

4.2.3  Die TDP-43-Expression behindert die Endozytose und den MVB-Weg

Die Detektion pathophysiologischer Veranderungen auf Grund der Expression von TDP-43
erfolgte fir die Endozytose mit dem Fluoreszenzfarbstoff Lucifer Yellow und dem
Fusionsprotein Ste3-GFP. Die Einlagerung der Marker in die Vakuole fihrt zu einer
mikroskopisch erkennbaren vakuoldaren Farbung. Ein funktioneller endozytotischer Prozess
kann daher durch optische Analyse identifiziert werden. Fir den Lucifer Yellow Assay
wurden wildtypische Zellen mit einem Kontroll- oder TDP-43-Konstrukt (pCM190)
transformiert (siehe Abschnitt 3.5.4 und 3.7) und in SMD-Ura Medium kultiviert. Die
Kulturen wurden anschliefend mit Lucifer Yellow behandelt und mittels Mikroskopie
ausgewertet (siehe Abschnitt 3.10). In Abhé&ngigkeit der Lokalisation des Farbstoffs erfolgte
die Unterteilung der Zellen in vier Gruppen. Sie waren entweder vakuol&r markiert, ungefarbt,
besallen zytoplasmatische Punkte oder anderweitige Farbungen (Abb. 26). Die Expression
von TDP-43 fuhrte zu einem signifikanten Anstieg der ungefarbten Zellen und der Zellen mit
zytoplasmatischen Punkten (Abb. 26). Dies deutete auf eine Stérung des endozytotischen

Prozesses wahrend der TDP-43-Expression hin.
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Abb. 26: Die Expression von

(B) 80 - TDP-43 stort die Endozytose.
(A) Wildtypische Zellen, die

70 1 B Kontrolle ein Kontroll- oder TDP-43-

60 WTDP-43 codierendes  Plasmid  expri-

50 mierten, wurden in Expres-

40 - sionsmedium (SMD-Ura) an-

gezogen, mit Lucifer Yellow

30 - Sk ) . h

|—| IJ'I gefarbt und  mikroskopiert.
20 ~ Eine funktionelle Endozytose
10 A - war durch eine vakuolére
0 - : : Féarbung erkennbar (extrazel-

vakuolar ungefirbt  cytoplas.  andere lulére Aufnahme von Lucifer
Punkte Yellow durch Endozytose in

die Vakuole). Lag eine Stor-

ung des Transports vor, so waren die Zellen ungeférbt (gekennzeichnet mit einer Pfeilspitze) oder sie
wiesen zytoplasmatische Punkte auf (markiert mit einem Pfeil). MaRstab: 5 um. (B) Quantifizierung
der Zellen in Abhéngigkeit der Lokalisation von Lucifer Yellow wie in (A) beschrieben. Die
Expression von TDP-43 flihrte zu einer markanten Zunahme ungeféarbter Zellen und Zellen mit
zytoplasmatischen Punkten. Gezeigt wird der Mittelwert aus sechs biologischen Proben zweier
unabhéngiger Versuche. Fehlerbalken: Standardfehler; Student’s t-test: p-Werte: *p<0,05, **p<0,01
und ***p<0,001.
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Neben der Farbung mit Lucifer Yellow wurde ein  mit GFP-markierter
Paarungspheromonrezeptor Ste3 zur Beobachtung der Endozytose eingesetzt (Bryant und
Stevens 1998, Toret und Drubin 2006). Die Proteinsynthese erfolgt ausschlieSlich in a-Zellen
und dient der Kommunikation und Paarung der Zellen (Hagen et al. 1986). Der Ste3-Rezeptor
ist in der Zelloberflache verankert und wird nach der Bindung eines Liganden mittels
Endozytose in die VVakuole transportiert (Bryant und Stevens 1998, Toret und Drubin 2006).
Das Ste3-GFP-codierende Plasmid wurde zusammen mit einem Kontroll- oder TDP-43-
codierenden Konstrukt (pESC) in den Wildtyp und in den Deletionsstamm Acczl
transformiert und mikroskopisch nach der Kultivierung in SMGal-Ura-His ausgewertet. Eine
funktionelle Endozytose fuhrt, auf Grund der vakuoldren GFP-Prozessierung, zu einer
Vakuolenfarbung. Bei einem gestorten Proteinweg kann Ste3-GFP nicht in die Vakuole
aufgenommen werden und liegt peri-vakuol&r im Zytoplasma vor (Wang et al. 2002). Eine
solch fehlerhafte Endozytose konnte sowohl bei Wang et al. (2002) als auch in der hiesigen
Arbeit im Accz1-Stamm beobachtet werden (siehe Anhang Abb. 1X). Dariber hinaus zeigte
ein geringer Teil der TDP-43-exprimierenden Wildtypzellen ein punktférmiges GFP-Signal
(Abb. 27). Dieser lag signifikant hoher als bei den Zellen mit einem Kontrollplasmid.
Gleichzeitig konnte eine markante Abnahme der vakuoldren Farbung der TDP-43-
synthetisierenden Zellen gezeigt werden. Auch in diesem zweiten Experiment wurde eine
Beeintrachtigung der Endozytose infolge einer Expression von TDP-43 beobachtet.

Die frihe Endozytose kann physiologisch im MVB-Weg minden. Dessen Aktivitat wurde mit
Hilfe des mit GFP-markierten Proteins Sna3 wahrend der Expression eines Kontroll- oder
TDP-43-codierenden Plasmids untersucht. Sna3-GFP ist ein gangiges Modellsubstrat flr den
MVB-Weg (Wang et al. 2002) und unterstitzt die Sortierung anderer Proteine im MVB-
Vesikel (MacDonald et al. 2012). Ebenso wie beim Endozytosemarker Ste3-GFP wird das
Fusionsprotein Sna3-GFP in die Vakuole aufgenommen und das GFP-Protein abgespalten.
Dadurch wird die VVakuole grin gefarbt. Ist die Bildung der MVBs oder deren Fusion mit der
Vakuole gestort entsteht ein peri-vakuoléres Signal im Zytoplasma. Dieses Phdnomen wurde
in der Publikation von Wang et al. (2002) im Accz1-Stamm gezeigt und konnte in der
vorliegenden Arbeit bestétigt werden (siehe Anhang Abb. X). Neben dem Deletionsstamm
wurde auch der Wildtyp analysiert. Wahrend in den Hefen, welche das Kontrollplasmid
(pESC) enthielten, nur wenige Zellen ein zytoplasmatisches Signal aufwiesen, zeigten die
Zellen mit einem TDP-43-codierenden Konstrukt eine erhohte Vesikelanzahl im Zytoplasma

(Abb. 28). Ferner zeigten insgesamt weniger TDP-43-exprimierende Zellen ein vakuolares



Abb. 27: Die Expression
von TDP-43 stort die
Endozytose. (A) Die
wildtypischen Zellen,
welche entweder ein

Kontroll- oder ein
TDP-43-codierendes
Plasmid und ein

Ste3-GFP-codierendes
Konstrukt enthielten,
wurden flr ca. 16 Std. in
Expressionsmedium
(SMGal-Ura-His) ange-
zogen. Der Paarungs-
pheromonrezeptor Ste3-
GFP wurde bei erfolg-
reicher Endozytose in die
Vakuole aufgenommen
und féarbte diese grin.
War der Transportpro-
zess gestort entstanden
peri-vakuolére, zytoplas-
matische Punkte (siehe
Pfeile). Zellen mit einem
TDP-43-codierenden
Plasmid wiesen vermehrt
punktformige  griinfluo-
reszierende  Strukturen
auf. Die  Vakuolen
wurden mit CMAC
gefarbt. Malstab: 5 pm.
(B) Quantifizierung der
Ergebnisse aus (A). Die
TDP-43-Expression ver-
ursachte eine Reduktion
der Zellen mit einer
vakuoldren Farbung und
steigerte die Anzahl an
peri-vakuolaren Punkten.
Es wurden sieben bio-
logische Proben aus zwei
unabhéngigen  Experi-
menten gemittelt. Fehler-
balken: Standardfehler;
Student’s t-test: p-Werte:
*p<0,05, **p<0,01 und
***p<0,001.
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Abb. 28: Die Expression von TDP-43
stort den MVB-Weg. (A) Wildtypzellen
enthielten ein Kontroll- oder TDP-43-
codierendes Plasmid und ein Konstrukt,
welches fiir das MVB-Substrat Sna3-GFP
codierte. Die Zellen wurden Uber Nacht
in Expressionsmedium (SMGal-Ura-His)
kultiviert und anschlieBend mikrosko-
piert. Das Fusionsprotein Sna3-GFP
farbte die Vakuole griin, wenn dieses
durch den MVB-Weg in das Organell
transportiert und dort gespalten wurde.

Bei der Hemmung des vakuolaren Abbauwegs entstanden in der Zelle peri-vakuoldre Punkte (markiert
durch Pfeile). Die vakuolare Féarbung erfolgte mittels CMAC. MaRstab: 5 um. (B) Quantifizierung der
Resultate aus (A). Auf Grund der TDP-43-Expression konnte eine Reduktion der Zellen mit einer
vakuoldren Farbung und eine Steigerung der Anzahl an peri-vakuoldren Punkten beobachtet werden.
Darstellt wurde der Mittelwert von sieben biologischen Proben aus drei unabhangigen Experimenten.
Fehlerbalken: Standardfehler; Student’s t-test: p-Werte: *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001.
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Signal im Vergleich zu Zellen mit einem Kontrollplasmid. Dies ist ein Hinweis darauf, dass
TDP-43 nicht nur die Endozytose, sondern auch den MVB-Weg beeintréchtigt.

In einem weiteren Experiment sollte die Prozessierung von Sna3-GFP wéahrend der TDP-43-
Expression biochemisch mittels Western Blot untersucht werden. Die analysierten
Wildtypzellen enthielten ein Kontroll- bzw. TDP-43-codierendes Konstrukt (pESC) und ein
Sna3-GFP-codierendes Plasmid. Die Kulturen wurden nach ca. 16 Stunden im
Expressionsmedium (SMD-Ura-His) geerntet, aufgeschlossen und fir den Western Blot
prapariert (siehe Abschnitt 3.5.6, 3.11 und 3.12). Die Auswertung zeigte eine signifikante
zelluldre Akkumulation des Fusionsproteins Sna3-GFP und eine stark reduzierte GFP-

Umsetzung in den TDP-43-exprimierenden Zellen (Abb. 29).
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Abb. 29: Die Expression von TDP-43 hemmt die Prozessierung des MVB-Substrats Sna3-GFP.
(A) Wildtypische Zellen enthielten ein Kontroll- oder TDP-43-codierendes Plasmid und ein Konstrukt,
welches fur das MVB-Substrat Sna3-GFP codierte. Die Zellen wurden Uber Nacht in
Expressionsmedium (SMGal-Ura-His) kultiviert und anschlieBend fir die Western Blot Analyse
geerntet und aufgeschlossen. Wahrend die Zellen, die ein Kontrollplasmid enthielten, ein &hnliches
Level an Sna3-GFP und GFP (markiert mit einem *) aufwiesen, flihrte die TDP-43-Expression zu
einer Anreicherung von nichtprozessiertem Sna3. Als Ladekontrolle diente die Hexokinase. (B)+(C)
Quantifizierung des GFP-Levels von Sna3-GFP und freiem GFP wie in (A) beschrieben. Ferner wurde
das Verhdltnis prozessiertes GFP zu Sna3-GFP ermittelt. Das exprimierte TDP-43 fihrte zu einer
signifikanten Zunahme an Sna3-GFP und zu einer Reduzierung der Prozessierung von Sna3-GFP zu
GFP. Gezeigt ist der Mittelwert von funf biologischen Klonen aus einem Experiment. Fehlerbalken:
Standardfehler; Student’s t-test: p-Werte: *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001.
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Folglich konnten die fluoreszenzmikroskopischen Beobachtungen durch den Western Blot
untermauert werden. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von TDP-43 die
vakuoldre Fragmentierung induziert, die Autophagie fruhzeitig auslost, den autophagischen
Prozess steigert und den gesamten endosomal-vakuolaren Prozess, also die Endozytose und
den MVB-Weg, stort.

4.3  Die Bedeutung zelluldrer Abbauwege beim Entfernen
von TDP-43

Mit Hilfe der bisherigen Resultate konnte gezeigt werden, dass eine gestérte Vakuolenfusion,
ein beeintrachtigter endosomal-vakuolédrer Prozess und ein reduziertes UPS die TDP-43-
verursachte Zytotoxizitét steigern. Andererseits wurden wéhrend der Expression von TDP-43
eine pathophysiologische VVakuolenmorphologie und ein fehlerhafter Endozytose- und MVB-
Verlauf nachgewiesen. Hingegen ist die Beteiligung der Autophagie bei der TDP-43-
bedingten Toxizitat nicht eindeutig. Zum einen scheint die Autophagie bei der
Detoxizifierung von TDP-43 keine eindeutige Rolle zu spielen. Zum anderen wird durch die
TDP-43-Expression die Autophagie ungewohnlich zeitig induziert und der Prozess insgesamt
beschleunigt.

Es wurden verschiedene Proteinabbauwege (Autophagie, UPS, endosomal-vakuolarer
Prozess) und die zellulare Vakuolenfusion auf ihre Beteiligung am TDP-43
Eliminierungsprozess untersucht. Es sollte ermittelt werden, ob TDP-43 ein Substrat von
einem oder mehreren Auflésungsprozessen ist und welche Rolle die vakuolare

Verschmelzung hierbei spielt.

4.3.1  Eine gestorte Vakuolenfusion flihrt zu einer Anreicherung von TDP-43
Im Tpfeltestscreen wurde bei verschiedenen deletierten vakuoldren Fusionsmutanten eine
verstarkte Reduktion des Zellwachstums bei Expression von TDP-43 nachgewiesen. Einer
dieser Deletionsstdmme war Avam3. Das SNARE-Protein Vam3 wird in beiden vakuoléren
Fusionstypen (homo- und heterotypisch) benétigt und ist fir eine funktionierende
Verschmelzung unerléasslich (Darsow et al. 1997). Das Wachstumsdefizit bei Avam3,
wéhrend der TDP-43-Expression, konnte teilweise in einem Komplementationsassay
aufgehoben werden (Abb. 30). Hierfur wurden der Wildtyp und der Avam3-Stamm mit einem
Plasmid fur Vam3 und TDP-43 transformiert und gettipfelt (siehe Abschnitt 3.5.3, 3.7 und

3.8). Im Wildtypstamm konnte kein Wachstumsunterschied zwischen der Kontrolle und
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Vam3 bei TDP-43-Expression festgestellt werden. Jedoch war das TDP-43-bedingte
Wachstumsdefizit in Avam3 leicht reduziert, wenn dieser gleichzeitig Vam3 exprimierte.
Diese  Daten  unterstitzen  die  Vorstellung, dass eine  funktionierende

Vakuolenfusionsmaschinerie fiir die Minderung der TDP-43-Toxizitét bendtigt wird.

Kontrolle VAM3  Kontrolle ~ VAM3 Abb. 30: Die Expression von Vam3 mildert
. ' den TDP-43-verursachten Wachstums-
defekt. Wt und Avam3-Zellen wurden mit
zwei Plasmiden in vier verschiedenen
Kombinationen transformiert, auf Nicht-
expressions- und Expressionsplatten (SMD-
Ura-Leu+/-Dox) getlpfelt und nach drei
Inkubationstagen ausgewertet. Die Expres-
sion von TDP-43 fiihrte in beiden Stdmmen
zu einer Wachstumsreduktion, welche bei
Avam3 deutlicher ausgepragt war als im wt.
Die zeitgleiche Expression von Vam3 fiihrte
beim Deletionsstamm zu einer leichten
Vi Minderung der TDP-43-bedingten Zyto-
toxizitat.
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Ein weiterer experimenteller Ansatz sollte Einblick dartiber geben, ob die Autophagie
mdoglicherweise doch an der TDP-43-bedingten Zytotoxizitat beteiligt oder ob die
Vakuolenfusion fir diese verantwortlich ist. Hierfir wurden der Wildtyp und die
Deletionsstimme Aatgl, Aatgl5, Apep4, Avam3, Avam3Aatgl, Avam3Aatgl5 und
Avam3Apep4 untersucht. Atgl ist ein Protein, welches zu Beginn der Autophagie benétigt
wird und bei Deletion im Tipfeltest keinen Unterschied im Wachstum gegeniiber dem
Wildtyp zeigte (siehe Abschnitt 4.1.4). Atgl kommt vor Vam3 zum Einsatz, welches erst bei
der Fusion des Autophagosoms mit der VVakuole rekrutiert wird. Der Doppeldeletionsstamm
Avam3Aatgl sollte sich dementsprechend wie Aatgl verhalten, wenn nicht die vakuolére
Fusion die entscheidende Rolle spielt. Die Protease Pep4 und Lipase Atgl5 hingegen werden
erst in der Vakuole bendtigt und sind dem Vakuolenfusionsprotein Vam3 untergeordnet.
Daher miussten die Doppeldeletionsstamme Avam3Apep4 und Avam3Aatgl5 eine gesteigerte
TDP-43-Zytotoxizitat, ahnlich Avam3, aufweisen. Mit Hilfe des Tlpfeltests konnte bei allen
Doppeldeletionsstammen  ein  ahnliches Wuchsverhalten wie beim Avam3-Stamm
nachgewiesen werden (Abb. 31). Dies lasst vermuten, dass die VVakuolenfusion und nicht die

Autophagie einen starken Einfluss auf die TDP-43-verursachte Zytotoxizitét ausibt.
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Kontrolle TDP-43 Kontrolle TDP-43 Abb. 31: Die TDP-43-bedingte Zytotoxizitét

L L LI i 1= steigt bei einer gestorten Vakuolenfusion. Die
Doppeldeletionsstdmme wurden mit einem

wt Kontroll- oder TDP-43-codierenden Konstrukt
BY4742 transformiert, auf  Nichtexpressions- und

Expressionsplatten (SMD-Ura+/-Dox) getlipfelt

A di ] und nach drei Tagen ausgewertet. Bei allen
v v \ Deletionsstimmen konnte eine stark erhohte,
Avam3 durch TDP-43-Expression verursachte, Toxizitat
Aatg] im Vergleich zum wt nachgewiesen werden.
BY4742 Der Wachstumsindex beitrug bei
A 1 / Avam3Aatgl -0,9, bei Avam3Aatgl5-1,40 und
4 P \ bei Avam3Apep4 -1,29. Dieses Wachstums-
Avam3 defizit war dhnlich dem Deletionsstamm Avam3
Aatg15 mit -0,74 (siehe Abschnitt 4.1.4).
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Ob die verstarkte Toxizitdt von Avam3 auf ein gesteigertes TDP-43-Level bzw. auf eine
vermehrte Anzahl an TDP-43-Aggregaten zuriickzufiihren ist, sollte in den néachsten
Experimenten analysiert werden. Mit Hilfe des Western Blots wurde das TDP-43-GFP-
Niveau (pUG35) im Wildtyp und im Avam3-Stamm bei Expressionsbedingungen bestimmt.
Die Kulturen wurden in einer frihstationdren Phase (t=0) und nach sechs bzw. 24 Stunden
Hungern geerntet und biochemisch ausgewertet (siehe Abschnitt 3.5.5, 3.11 und 3.12).
Wahrend der Hungerperiode konnte beim Wildtyp eine Abnahme des TDP-43-GFP-Levels
festgestellt werden (Abb. 32). Im Gegensatz dazu war das Niveau bei Avam3 uber die
gesamte Zeit relativ konstant. Ferner zeigte der Deletionsstamm zu allen Messpunkten ein
hoheres TDP-43-GFP-Niveau als der wt. Besonders auffallig war die Anreicherung von
SDS-unldslichen hochmolekularen TDP-43-GFP-Spezies im Avam3-Deletionsstamm. Diese
war im Wildtyp kaum sichtbar. Ubereinstimmend zu den bisherigen Ergebnissen konnte eine
Akkumulation von nichtmarkiertem TDP-43 (pCM190) im Avam3-Deletionsstamm
beobachtet werden (Abb. 33). Untersucht wurden der Wildtyp und der Deletionsstamm aus
einer fruhstationdren Glukose- oder Galaktose-haltigen Kultur. Zusatzlich zur Anreicherung

von normalem und hochmolekularem TDP-43 in Avam3 konnte eine verstarkte Akkumulation
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im Expressionsmedium mit Galaktose festgestellt werden. Zusammengefasst lassen diese
Resultate vermuten, dass die vakuolare Fusion an der Entfernung von TDP-43 beteiligt ist.

Neben dem Avama3-Deletionsstamm wurden auch dessen Doppeldeletionsstamme
fluoreszenzmikroskopisch und biochemisch auf ihr TDP-43-GFP-Niveau analysiert. Die
Kultivierung der mit dem TDP-43-GFP-Konstrukt (pUG35) transformierten Zellen erfolgte
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Abb. 32: Die Hemmung der Vakuolenfusion fuhrt zu einer Anreicherung von TDP-43-GFP. (A)
Wildtypische und Avam3-Zellen, welche TDP-43-GFP exprimierten, wurden unter nahstoffreichen
(SMD-Ura) und nahrstoffarmen (SD-N) Bedingungen analysiert. Wahrend beim wt eine Abnahme des
TDP-43-GFP-Niveaus Uber die Zeit erkennbar war, blieb das Level bei Avam3 relativ konstant. Ferner
konnte in diesem Stamm hochmolekulares SDS-unlésliches TDP-43 nachgewiesen werden. (B)
Quantifizierung des TDP-43-GFP-Niveaus aus (A). Gezeigt wird der signifikante Abbau von
TDP-43-GFP beim wt, welcher aus 17 Proben ermittelt wurde und das relativ konstante Proteinlevel
bei Avam3, dass sich aus 12 biologischen Proben berechnete. Bei beiden Stammen wurden flnf
unabhéngige Experimente durchgefiihrt. (C) Quantifizierung des TDP-43-GFP-Levels aus (A). Das
Niveau an TDP-43-GFP war im Deletionsstamm zu allen Zeitpunkten, im Vergleich zum
normalisierten wt, signifikant erhght. Der Mittelwert ergab sich aus 15 biologischen Proben aus flnf
unabhéngigen Experimenten. (B)+(C) Fehlerbalken: Standardfehler; Student’s t-test: p-Werte:
*p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001.
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( A) wt  Avam3 wt  Avam3 Abb. 33: Bestimmung des
we K LI TDP-43-Levels im wt und im
TDP-43 Avam3-Stamm  wahrend  der
Kultivierung in verschiedenen
Medien. (A) Beide Stamme wurden
mit einem Doxycyclin-induzier-
baren Kontroll- oder TDP-43-
codierenden Konstrukt transform-
iert und nach ca. 16 Stunden im
Expressionsmedium (SMD-Ura
oder SMGal-Ura) geerntet. Beim
55— Deletionsstamm konnte eine
E—— _d Steigerung _des TDP—43—I\_liveat_Js,
sowohl bei der Expression im
Glukose-, als auch im Galak-
tosemedium  festgestellt werden.
hochmolekulares ~ Ferner zeigte der Avam3-Stamm
" || TDP-43 eine Anreicherung von hochmole-
kularem TDP-43. (B) Quantifi-
zierung des TDP-43-Levels aus (A).
Die Akkumulation von TDP-43 war
im Deletionsstamm bei Galaktose-
haltigem Medium statistisch signi-
fikant gesteigert. Der Mittelwert
berechnete sich aus sechs biolo-
gischen Proben zweier unabhéng-
— — i — - iger Experimente. Fehlerbalken:
Standardfehler; Student’s t-test: p-
SMD-Ura SMGal-Ura Werte:  *p<0,05, **p<0,01 und
***p<0,001.
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flir beide Untersuchungsmethoden zundchst (Gber Nacht in  n&hrstoffreichem
Expressionsmedium (SMD-Ura). Nach ca. 16 Stunden wurde ein Teil der frihstationdren
Kultur geerntet. Der Rest wurde in stickstoffarmes Medium (SD-N) bei anhaltender TDP-43-
Expression uberfuhrt und fir sechs bzw. 24 Stunden gehungert (siehe Abschnitt 3.5.5). In
Ubereinstimmung mit den bisherigen Daten konnten in der Fluoreszenzmikroskopie fiir

Avam3 mehr TDP-43-GFP-Aggregate wahrend des Hungerns (sechs und 24 Stunden) gezahlt
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werden, als im wt (Abb. 34 und Anhang Abb. XI). Auch Avam3Aatgl und Avam3Apep4
wiesen signifikant mehr TDP-43-GFP-Punkte auf. Im Gegensatz dazu besalen Aatgl und
Apep4 im Vergleich zum Wildtyp ahnlich viele TDP-43-GFP-Aggregate.
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Abb. 34: Die Hemmung der Vakuolenfusion steigert die Anzahl der TDP-43-GFP-Aggregate.
(A) Die wildtypischen, Aatgl, Apep4, Avam3, Avam3Aatgl und Avam3Apep4 Zellen, welche eine
GFP-markierte Kontrolle oder TDP-43-GFP exprimierten, wurden wahrend nahrstoffreichen (SMD-
Ura) und nahrstoffarmen (SD-N) Bedingungen kultiviert und mikroskopiert. Exemplarisch zeigt der
Uberblick in (A) die Anzahl der TDP-43-GFP-Punkte in den Zellen nach sechs Stunden Hungern
(andere Zeitpunkte sind im Anhang Abb. XI zu finden). (B) Quantifizierung der TDP-43-GFP-Punkte
pro Zelle, wie in (A) beschrieben. Eine Zunahme der TDP-43-GFP-Punkte konnte bei den Stdmmen
Avam3, Avam3Aatgl und Avam3Apep4 beobachtet werden. Der Mittelwert berechnete sich aus sechs
biologischen Proben zweier unabhéngiger Experimente. Fehlerbalken: Standardfehler; Student’s t-test:
p-Werte: *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001.

Parallel zur Fluoreszenzmikroskopie wurden die Proben mittels Western Blot untersucht.
Anders als bei den vorherigen Analysen war das TDP-43-GFP-Level der einzelnen Klone
sehr unterschiedlich (Abb. 35). Ferner muss beachtet werden, dass hochmolekulares TDP-43

nicht in die Quantifizierung einbezogen wurde. Auf Grund der groRen Schwankungen ist eine
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eindeutige Aussage Uber das zelluldre TDP-43-GFP-Level schwierig. Tendenziell besal3en die
Deletionsstimme Aatgl und Apep4 ein &hnliches TDP-43-GFP-Niveau wie der Wildtyp. Der
Deletionsstamm Avam3 zeigte, konform zu den anderen Experimenten, eine starke
TDP-43-GFP-Anreicherung nach sechs Stunden Hungern. Diese nahm nach 24 Stunden
wieder ab. Die Abreicherung war in den anderen Western Blot Analysen ebenfalls, wenn auch

nicht so deutlich, zu erkennen. Auch der Doppeldeletionsstamm Avam3Aatgl zeigte ein
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Abb. 35: Die Stérung der vakuolaren Fusion fihrt zur Steigerung des zellularen TDP-43-GFP-
Levels. (A) Die Zellkulturen vom wt, Aatgl, Apep4, Avam3, Avam3Aatgl und Avam3Apep4, welche
eine GFP-markierte Kontrolle oder TDP-43-GFP exprimierten, wurden wéhrend nahrstoffreichen
(SMD-Ura) und néhrstoffarmen (SD-N) Bedingungen kultiviert, geerntet, aufgeschlossen und per
Western Blot untersucht. Optisch konnte bei allen Stimmen ein Anstieg des TDP-43-GFP-Niveaus
nach sechs Stunden und eine Stabilisierung nach 24 Stunden Hungern beobachtet werden. (B)
Quantifizierung des TDP-43-GFP-Levels aus (A). Der Mittelwert des Proteinlevels errechnete sich aus
sechs biologischen Proben fur den wt und drei Proben fiir die Deletionsstdmme aus einem Experiment.
Fehlerbalken: Standardfehler; Student’s t-test: p-Werte: *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001.
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vergleichsweise hohes TDP-43-GFP-Niveau nach sechs und 24 Stunden Hungern.
Erstaunlicherweise lag Avam3Apep4 auf einem Level mit dem Wildtyp, Aatgl und Apep4.
Ursache hierfur konnte moglicherweise eine zu geringe TDP-43-GFP-exprimierende
Zellpopulation sein. Unabhangig davon, zeigte der Doppeldeletionsstamm wahrend der
Hungerperiode eine signifikante Zunahme des TDP-43-GFP-Levels. Zur Validierung der
vorliegenden Ergebnisse sollte das Experiment allerdings wiederholt werden.

Nimmt man die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie und der Western Blot Analyse
zusammen, so konnte wahrend der Kultivierung im néhrstoffarmen Medium eine mehr oder
minder starke TDP-43-GFP-Anreicherung in den Stdmmen Avam3, Avam3Aatgl und
Avam3Apep4 beobachtet werden. Bei den Autophagie-relevanten Deletionsstimmen Aatgl
und Apep4 konnte hingegen keine Zunahme der TDP-43-GFP-Aggregate bzw. des
TDP-43-GFP-Levels festgestellt werden. Dies spricht dafur, dass die Vakuolenfusion, aber
nicht die Autophagie, die Akkumulation von toxischem TDP-43 verhindert.

Als Nachstes sollte Uberpruft werden, ob TDP-43 mit einer Komponente der
Vakuolenmaschinerie direkt interagiert. Fur dieses Experiment wurde der Wildtyp und Avam3
mit einem Kontroll-GFP- oder TDP-43-GFP-codierenden Konstrukt (pAG423) zusammen mit
dem RFP-Vam3-codierenden Plasmid transformiert (siehe Abschnitt 3.7). Die Zellen wurden
uber Nacht in Expressionsmedium (SMGal+Leu+Lys) kultiviert und anschlieRend
mikroskopiert (siehe Abschnitt 3.5.6 und 3.10). Weder im wildtypischen, noch im deletierten
Stamm konnte eine Kolokalisation der fluoreszenzmarkierten Proteine gefunden werden
(Abb. 36). Anhand der Daten lasst sich mutmalen, dass die Vakuolenmaschinerie fir das
Entfernen von zytotoxischem TDP-43 benétigt wird, allerdings nicht direkt (und dauerhaft)
mit TDP-43 interagiert.
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Abb. 36: Kolokalisationsanalyse von TDP-43-GFP und RFP-Vam3. Wildtyp- und Avam3-Zellen,
welche TDP-43-GFP und RFP-Vam3 exprimierten, wurden nach ca. 16 Stunden im
Expressionsmedium (SMGal-Ura-His) wahrend der frihstationdren Phase mikroskopiert. Eine
Kolokalisation beider Fluoreszenzproteine konnte nicht beobachtet werden. Mafstab: 5 pum.

4.3.2  Die TDP-43-Eliminierung mittels Autophagie und UPS ist kontrovers

Die bisherigen Ergebnisse suggerieren eine untergeordnete Rolle der Autophagie beim
TDP-43-Eliminierungsprozess. Zwar verandert die Expression von TDP-43 die Autophagie,
indem es diese forciert und ungewohnlich friih induziert, allerdings konnte durch die
Hemmung des autophagischen Prozesses keine eindeutige Zytotoxizitatssteigerung
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu fuhrte die Deletion von UPS-Komponenten zu
einer Zunahme der TDP-43-bedingten Toxizitat. In den ndchsten Versuchen sollten beide
Transportwege genauer und im Zusammenhang betrachtet werden.

Im ersten experimentellen Ansatz wurde das GFP-markierte autophagische Protein Atg8
zusammen mit TDP-43-DsRed fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Hierfir wurde der
Wildtyp mit einem GFP-Atg8-codierenden Plasmid und einem DsRed-fusionierten Kontroll-
bzw. TDP-43-codierenden Konstrukt (pAG423) transformiert (siehe Abschnitt 3.7).

Ausgewertet wurden frihstationdre Zellen nach ca. 16 Stunden im Expressionsmedium
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(SCGal-Leu-His). Bei 31% (+/-3%) aller detektierbaren TDP-43-DsRed-Aggregate
(Mittelwert aus drei verschiedenen Klonen aus zwei unabhangigen Experimenten mit
Standardfehler) konnte eine Kolokalisation mit GFP-Atg8 gefunden werden (Abb. 37).

g Abb. 37:  Lokalisation

| |
DIC CMAC GFP-Atg8 DsRed Uberlagerung ~ Von  GFP-Atg8 und

TDP-43-DsRed. Wild-
typzellen wurden mit ei-
nem Galaktose-induzie-
rbaren TDP-43-DsRed-
codierenden  Konstrukt
und einem GFP-Atg8-
codierenden Plasmid
transformiert und wah-
rend der frihstationaren
Phase, nach 16 Std. im
Expressionsmedium
(SCGal-Leu-His), mikro-
skopisch ~ ausgewertet.
Ungefdahr  31%  der
TDP-43-DsRed-Aggre-
gate kolokalisier-ten mit
GFP-Atg8. Malstab:
5 um.

Kontrolle

TDP-43-DsRed

Dieses Ergebnis deutet auf, dass TDP-43-Aggregate ein Substrat der (Makro-)Autophagie
darstellen und mit Hilfe von Atg8 fiir den autophagischen Prozess markiert werden. Jedoch
hat die (Makro-)Autophagie keinen Einfluss auf die TDP-43-bedingte Zytotoxizitat, wodurch
vermutet werden kann, dass nur geringe Mengen an TDP-43 abgebaut oder vor allem
nichttoxische TDP-43-Spezies (z. B. nichttoxische GrolRaggregate) durch die Autophagie
eliminiert werden.

Als néchstes sollten die Auswirkungen der TDP-43-Expression auf Doppeldeletionsstdamme
flr die Autophagie und des UPS analysiert werden. Dazu wurde der Aatgl-Stamm mit Arpn4
bzw. Aubi4 gepaart und die haploiden Zellen mit einem TDP-43-codierenden Plasmid
(pCM190) transformiert (siehe Abschnitt 3.6 und 3.7). Mit Hilfe des Tupfeltests sollte die
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durch TDP-43-verursachte Zytotoxizitat in den Doppeldeletionsstimmen bestimmt werden
(Abb. 38).

IKontm”e” TDP-43 ”Kontm“e” TDP-43I Abb. 38: Die Hemmung des autophagischen

v T ~ und proteasomalen Abbauwegs erhoht die
TDP-43-bedingte Zytotoxizitat. Der Wildtyp
wt und die Doppeldeletionsstimme wurden mit
BY4742 einem Doxycyclin-abhangigen Kontroll- oder
TDP-43-codierenden Konstrukt transformiert,
,\ A'l 1 auf Expressions- und Nichtexpressionsplatten
(SMD-Ura+/-Dox) getlpfelt und fur drei Tage
Aatgl inkubiert. Die  Expression von TDP-43
Arpn4 verursachte eine Reduktion des Zellwachstums
BY4742 _ sowohl im wt als auch in den Deletionsstammen.
Adi 4 Im Vergleich zum wt war das Wachstumsdefizit
P W Y in den Doppeldeletionsstammen  verstarkt.
Aatgl AatglArpnd  besal einen  Wachstumsindex
Aubi4 von -1,33 und AatglAubi4 von -0,18. Die
deletierten Stamme zeigten somit ein &hnliches
BY4742 A AN 4 Wuchsverhalten  wie  die  UPS-Einfach-
deletionsstdimme  (siehe  Abschnitt  4.1.3.

SMD-URA +Dox  SMD-URA Arpn4: -0,73; Aubi4: -0,21).

keine Expression Expression

Im Wildtyp konnte eine Wachstumsreduktion bedingt durch die Expression von TDP-43
beobachtet werden. Diese war in den Doppeldeletionsstdmmen gegeniiber der wildtypischen
Kontrolle verstarkt. Jedoch wiesen AatglArpn4 und AatglAubi4 keine additiven Effekte zu
ihren Einzeldeletionsstammen auf (siehe Abb. 11 und 12). Daher bleibt die Vermutung
bestehen, dass weder das UPS noch die Autophagie vorrangig fir die Minderung der TDP-43-
Toxizitat bendtigt werden.

Um zu Gberprufen, ob TDP-43 ein Substrat der Autophagie oder des UPS ist, wurden die
TDP-43-Level beim wt, bei den Deletionsstimmen Aatgl bzw. Arpnd4 und beim
Doppeldeletionsstamm AatglArpn4 untersucht. Die Kulturen wurden bei néhrstoffarmen
Bedingungen (SD-N) bei reprimierter TDP-43-Expression tber 48 Stunden kultiviert und
mittels Western Blot ausgewertet (siehe Abschnitt 3.5.5, 3.11 und 3.12). Bei allen
analysierten Stdammen konnte eine kontinuierliche Abnahme des TDP-43-Levels (ber die Zeit
beobachtet werden (Abb. 39). Bemerkenswert war hierbei, dass beim Wildtyp und bei allen
Einzeldeletionsstdmmen eine Reduktion des TDP-43-Levels um ca. 40% beobachtet werden
konnte. Ferner zeigte der Arpn4-Stamm nach sechs Stunden im Hungermedium eine leichte

Zunahme des Niveaus um ca. 10%. Nur AatglArpn4 wies zu Beginn der Kultivierung einen
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Abb. 39: Abbau von TDP-43 bei reprimierter Expression wahrend des Hungerns in Staimmen
mit beeintrachtigter Autophagie und/oder UPS. (A) Der Wildtyp und die Deletionsstimme Aatgl,
Arpn4d und AatglArpn4 wurden mit einem Doxycyclin-regulierbaren TDP-43-codierenden Plasmid
transformiert und wéhrend né&hrstoffreichen (SMDGalRD, t=0) Expressionsbedingungen bzw.
néhrstoffarmen (SD-N+Dox) Nicht-Expressionsbedingungen auf das zellulare TDP-43-Level
analysiert. Die Hexokinase diente als Ladekontrolle. (B) Quantifizierung des TDP-43-Niveaus aus
(A). Uber die Zeit war bei allen analysierten Stammen eine kontinuierliche Abnahme des TDP-43-
Niveaus zu beobachten. Das Level berechnete sich aus dem Mittelwert von 16 (wt), zwei (Aatgl), vier
(Arpnd) bzw. finf (AatglArpn4) biologischer Proben zweier unabhéngiger Experimente.
Fehlerbalken: Standardfehler.
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leichten TDP-43-Anstieg um 20% auf. Nach zwei Stunden sank das Niveau fortwédhrend auf
den niedrigsten Stand von allen untersuchten Stdammen. Zum Messzeitpunkt 48 Stunden lag
der Wert fir TDP-43 bei AatglArpn4 bei nur noch 26%. Diese Ergebnisse lassen darauf
schlielen, dass weder die Autophagie noch das UPS vorrangig fir den Abbau von TDP-43
benotigt werden. Bei der Doppelmutante ist anfanglich eine leichte Anreicherung von TDP-43
zu beobachten. Allerdings sank das Niveau fir das neurotoxische Protein anschlief3end
drastisch. Vielleicht werden beide Wege zu Beginn des Eliminierungsprozesses benétigt.
Jedoch erfolgt die spatere Reduktion des TDP-43-Levels hdchstwahrscheinlich tber einen
anderen Abbauprozess, wie z. B. die Endozytose und den MVB-Weg.

Zusammengenommen sind die Resultate bezlglich der Eliminierung von TDP-43 Uber die
Autophagie und das UPS widersprichlich. Einerseits kolokalisiert Atg8 mit TDP-43, was fur
eine Markierung des toxischen Proteins fiir die Autophagie spricht. Andererseits erfolgt eine
stetige Abnahme des TDP-43-Levels trotz Hemmung des autophagischen oder proteasomalen
Wegs. Speziell fur das UPS kann die im Tupfeltest beobachtete erhdhte Zytotoxizitat nicht
auf ein gesteigertes TDP-43-Niveau zuruckgefiihrt werden. Insgesamt liegt die Vermutung
nahe, dass ein dritter proteolytischer Prozess, wie etwa der MVB-Weg, primar fur den
TDP-43-Abbau verantwortlich ist und nicht die Autophagie oder das UPS.

4.3.3  Ein gestorter MVB-Weg forciert die TDP-43-Akkumulation

Alle vorausgegangenen Experimente wiesen darauf hin, dass der endosomal-vakuolare
Transportweg und die Vakuolenfusion am Entfernen von TDP-43 aus der Zelle beteiligt sind.
Um zu Uberprifen, ob neben der vakuoldren Fusion auch die Endozytose und der MVB-Weg
am Abbau von TDP-43 mitwirken, wurden mehrere Deletionsstimme mikroskopisch und
biochemisch analysiert. Abgesehen vom wt und vom Avam3-Stamm, wo bereits eine TDP-43-
Akkumulation nachgewiesen werden konnte, erfolgte die Auswertung von Anprl, Avps24 und
Avps25. Nprl ist ein negativer Regulator der Endozytose. Wird das Gen deletiert bedingt dies
eine Endozytoseinduktion und fuhrt zu einer Minderung der TDP-43-verursachten Toxizitat
(MacGurn et al. 2011; siehe Abschnitt 4.1.4). Werden allerdings Avps24 oder Avps25
(ESCRT-1I bzw. Ill) mutiert fuhrt dies zu einer Stérung des MVB-Wegs und zu einer
Steigerung der TDP-43-Zytotoxizitat (Rothman et al. 1989, Babst et al. 2002A, 2002B; siehe
Abschnitt 4.1.4). Fir die Bestimmung der TDP-43-Aggregate in den Deletionsstimmen
erfolgte deren Transformation mit einem Kontroll-GFP- oder TDP-43-GFP-codierenden
Plasmid (pUG35) (siehe Abschnitt 3.7). Die Kulturen wurden zundchst in n&hrstoffreichem

Expressionsmedium (SMD+Lys+Leu+His) angezogen und nach ca. 16 Stunden geerntet
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(t=0). Die ubrige Zellkultur wurde in stickstoffarmes Medium (SD-N) bei fortlaufender
TDP-43-Expression Uberfuhrt und fur sechs bzw. 24 Stunden gehungert (siehe Abschnitt
3.5.5). Es konnte erneut eine TDP-43-GFP-Aggregatanreicherung in Avam3 nach sechs und
24 Stunden Hungern gezeigt werden (Abb. 40 und Anhang Abb. XII). Auch in beiden MVB-
Deletionsstimmen wurde eine signifikante TDP-43-GFP-Akkumulation wahrend des
Hungerns nachgewiesen. Lagen die TDP-43-GFP-Punkte beider Stdmme nach sechs Stunden
noch unterhalb von Avam3, so besaR Avps24 mit 6,2 Aggregaten pro Zelle die meisten Punkte
nach 24 Stunden. Etwas schwaécher in der Ausprdgung war die Anreicherung von
TDP-43-GFP in Avps25. Jedoch konnte auch hier eine stetig markante Zunahme beobachtet
werden. Des Weiteren war aufféllig, dass im Anprl-Stamm keine dramatische Reduktion der
TDP-43-GFP-Menge belegbar war. Trotz der signifikanten Abnahme der TDP-43-GFP-
Punkte zwischen sechs und 24 Stunden, verhielt sich der Deletionsstamm im Allgemeinen
wie der Wildtyp. Im GrofRen und Ganzen kann nicht restlos ausgeschlossen werden, dass die
Endozytose bei der Beseitigung von TDP-43 involviert ist. Allerdings gilt es als
wahrscheinlich, dass der MVB-Weg benétigt wird, um TDP-43 abzubauen.

Um diese These zu untermauern, wurden verschiedene MVB-Komponenten und das MVB-
Substrat Sna3-GFP néher auf eine mdgliche Interaktion mit TDP-43 Uberprift. Als
Bestandteil des MVB-Wegs dienten hierbei Vps27 (ESCRT-0), Vps2 und Vps24
(ESCRT-III). Die ESCRT-IlI-Komponenten waren genomisch mit GFP markiert und
enthielten entweder das Kontrollplasmid pAG416GAL-ccdb-DsRed oder das TDP-43-
codierende Konstrukt pAG416GAL-TDP-43-DsRed (siehe Abschnitt 3.1 und 3.7). Die
Probengenerierung und die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen mit Vps2 bzw. Vps24
erfolgten unter Anleitung durch Robin Weinmann (Bachelorarbeit WS 2015/2016) Das
MRFP-Vps27 Plasmid wurde zusammen mit einem Kontroll-GFP- bzw. TDP-43-GFP-
codierenden Konstrukt (pUG35) in den Wildtyp und in die Deletionsmutante Acczl
transformiert (siehe Abschnitt 3.7). Das Plasmid fiir das Fusionsprotein Sna3-GFP wurde mit
einem pAG423-Kontroll- oder TDP-43-DsRed Vektor in den Wildtyp und in Avam3
eingebracht. Die Zellkultivierung bei den ESCRT-Komponenten und beim Sna3-GFP-Assay
erfolgte in SMD+Lys+His bzw. in SMD+Leu+Lys Expressionsmedium. AnschlieBend
wurden die Zellen geerntet, mit CMAC gefarbt und mikroskopisch analysiert (siehe Abschnitt
3.5.4 und 3.10). Bei keinem der MVB-Komponenten konnte eine Kolokalisation mit TDP-43
beobachtet werden (Abb. 41). Dies traf sowohl fur den Wildtyp, als auch fir Acczl zu.
Allerdings kolokalisierten im Wildtyp 17% (+/-3%) und in Avam3 4% (+/-0,5%) der TDP-43-

Aggregate mit Sna3-GFP (Mittelwert aus zwei Klonen eines Experiments mit Standardfehler)
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(Abb. 42). Diese Daten untermauern die Aussage, dass der MVB-Weg am Abbau von
TDP-43 involviert ist.
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Abb. 40: Die Hemmung des MVB-Wegs steigert die Anzahl der TDP-43-GFP-Aggregate. (A) Die
Stdmme (wt, Avam3, Anprl, Avps24, Avps25), welche TDP-43-GFP exprimierten, wurden wéhrend
néhrstoffreichen (SMD-Ura) und nahrstoffarmen (SD-N) Bedingungen kultiviert und geerntet. Als
Beispiel wurde die Anzahl der TDP-43-GFP-Punkte nach sechs Stunden Hungern ausgewdhlt. Die
Bildtafeln fir 0 und 24 Std. sind im Anhang Abb. XII zu finden. (B) Quantifizierung der
TDP-43-GFP-Punkte pro Zelle wie in (A) beschrieben. Uber die Zeit konnte eine signifikante
Zunahme der TDP-43-GFP-Punkte in den Stammen mit einer gestérten Vakuolenfusion und einem
gehemmten MVB-Weg beobachtet werden. Gezeigt wird der Mittelwert aus sechs biologischen
Proben von zwei unabhdngigen Versuchen. Fehlerbalken: Standardfehler; Student’s t-test: p-Werte:
*p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001.
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Abb. 41: Kolokalisationanalyse von Vps2-GFP, Vps24-GFP, mRFP-Vps27 mit TDP-43-DsRed
bzw. TDP-43-GFP. (A) Wildtypische Zellen mit einem genomisch markiertem Vps2 bzw. Vps24
wurden mit einem TDP-43-DsRed-codierenden Konstrukt transformiert und wahrend der
frihstationdren Phase von Robin Weinmann (Bachelorarbeit WS 2015/2016) mikroskopiert. (B) Die
wt und Acczl Zellen enthielten ein mRFP-Vps27 und TDP-43-GFP Konstrukt und wurden nach ca. 16
Stunden im Expressionsmedium (SMD-Ura-Leu) analysiert. Sowohl bei (A) als auch bei (B) konnte
keine Kolokalisation der Fluoreszenzproteine beobachtet werden. Die Vakuole wurde mittels CMAC
geféarbt. Malistab: 5 pm.
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Abb. 42: Lokalisation des MVB-Substrats Sna3-GFP und TDP-43-DsRed. Wildtypische und
Avam3 Zellen wurden mit Sna3-GFP- und TDP-43-DsRed-codierenden Konstrukten transformiert und
wahrend der fruhstationdren Phase, nach 16 Stunden im Expressionsmedium (SMD-Ura-His),
ausgewertet. Im wt kolokalisierten ca. 17% und im Avam3-Stamm ca. 4% der TDP-43-DsRed-
Aggregate mit Sna3-GFP-Punkten. Die Vakuole wurde mittels CMAC gefarbt. Mal3stab: 5 pum.

4.3.4  Die Ubiquitinligase Rsp5 ist eine Schlusselkomponente fiir den Abbau
von TDP-43

Die Hemmung des MVB-Wegs resultierte in einer gesteigerten TDP-43-bedingten
Zytotoxizitdt und in einer Anreicherung von TDP-43. Um zu klaren, wie das neurotoxische
Protein in den MVB-Weg eingreift bzw. Uber diesen Weg abgebaut wird, wurde das
multifunktionale Protein Rsp5 analysiert. Rsp5 ist eine Ubiquitinligase (E3), welche
zahlreiche zelluldre Prozesse reguliert (Belgareh-Touzé et al. 2008). So ist es an der
Ubiquitinierung mehrerer Plasmaproteine und deren Aufnahme durch die Endozytose
beteiligt. Ferner fordert die Anlagerung von Ubiquitin die Sortierung der abzubauenden
Proteine im MVB-Weg. Rsp5 ist am Proteintransport vom Golgi-Apparat zum MVB, bei der
Beseitigung hitzeschockgeschédigter Proteine Giber das UPS und an der Ubiqutin-abh&ngigen
Autophagie beteiligt (Jarmoszewicz et al. 2012, Fang et al. 2014, Lu et al. 2014).

In ALS-Patienten und mehreren Modellorganismen wurden ubiquitinierte TDP-43-Aggregate
entdeckt (Neumann et al. 2006, Igaz et al. 2009, Wegorzewska et al. 2009). Im folgenden

Experiment sollte die Lokalisation von TDP-43 und Rsp5 untersucht werden. Hierftr erfolgte



Ergebnisse

die Transformation wildtypischer und Avam3-Zellen mit einem GFP-Kontroll- oder
GFP-RSP5-codierenden Plasmid und einem Kontroll-Ds-Red bzw. TDP-43-Ds-Red-
codierenden Konstrukt (pAG423) (siehe Abschnitt 3.7). Die Kulturen wurden tber Nacht in
SMGal+Leu+Lys Expressionsmedium inkubiert und mikroskopiert (siehe Abschnitt 3.5.6 und
3.10). Sowohl im wt, als auch im Deletionsstamm konnte eine starke Uberlagerung beider
Proteine festgestellt werden (Abb. 43). Die Kolokalisationsrate der TDP-43-Aggregate lag im
Wildtyp bei 42% (+/-4%) (Mittelwert aus vier Klonen zweier unabhangiger Experimente mit
Standardfehler). Der Prozentsatz im Avam3-Stamm konnte auf Grund der unibersichtlichen
Menge an TDP-43-Punkten nicht ermittelt werden. Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass
TDP-43 von Rsp5 fiir den Abbau tiber den MVB-Weg markiert wird.

wt Avam3
[ | [ ]
DsRed  Uberlagerung DsRed  Uberlagerung

Kontrolle

+ Kontrolle + GFP-Rsp5 + Kontrolle

TDP-43-DsRed Kontrolle

TDP-43-DsRed
+ GFP-Rsp5

Abb. 43: Lokalisation von GFP-Rsp5 und TDP-43-DsRed. Wildtyp- und Avam3-Zellen, welche
GFP-Rsp5 und TDP-43-DsRed bzw. deren Kontrollen enthielten, wurden {ber Nacht in
Expressionsmedium (SMGal-Ura-His) kultiviert und wéhrend der frihstationdren Phase untersucht.
Beide Proteine zeigten eine starke Kolokalisation sowohl im wt (42%) als auch im Deletionsstamm.
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In einem umgekehrten Fall kdnnte eine Steigerung bzw. eine Reduktion der Rsp5-Funktion
das Level von TDP-43 in der Zelle verandern. Diese Hypothese sollte mit den Rsp5-Varianten
rsp5-A401E und RSP5-P343S bestatigt werden. Der erste Aminosaureaustausch fihrt zu einer
herabgesetzten Rsp5-Aktivitat (loss-of-function), wohingegen P343S die Ubiquitinierung von
Proteinen steigert (Wijayanti et al. 2015). Als erstes wurden die Veranderungen im Wachstum
mittels Tupfeltest analysiert. Hierzu erfolgte die Transformation des Wildtyps und der beiden
Varianten fur Rsp5 mit einem Kontroll- oder einem TDP-43-codierenden Konstrukt
(pCM190) (siehe Abschnitt 3.7). Es zeigte sich, dass im rsp5-A401E-Stamm die TDP-43-
verursachte Toxizitat stark erhoht war (Abb. 44). Andererseits besall RSP5-P343S einen
ahnlichen Wuchs, wie der Kontrollstamm. Somit kann vermutet werden, dass ein Herabsetzen
der Rsp5-Aktivitat die TDP-43-Toxizitat verstarkt, weil der Abbau des Proteins beeintrachtigt

ist.

IKontrO"e“ TDP-43 ”Kontrolle” TDP-43 | Abb. 44: TDP-43-bedingte Zytotoxizitat im
r 'y Wildtyp und in Stdimmen mit Rsp5-
Varianten verschiedener Aktivitat. Die drei
wt Stdamme wurden mit einem Doxycyclin-
BY4741 regulierbaren TDP-43-codierenden Konstrukt
transformiert, auf Expressions- und
ko A‘k A Nichtexpressionsplatten ~ (SMD-Ura-/+Dox)
v getlipfelt und fir drei Tage inkubiert. Die
rsp5- Expression von TDP-43 verursachte eine
A401E Reduktion des Wachstums sowohl im wt als
] auch in den Stdmmen, die die beiden Rsp5-
BY4741 k\ ik 4 Varianten exprimierten. Die Zytotoxizitat war
v beim wt und RSP5-P343S (mit erhohter
RSP5- Ubiquitinierungsaktivitdt) ~ &hnlich  stark
ausgepragt. Jedoch konnte bei rsp5-A401E
P3435 (mit niedrigerer Rsp5-Aktivitdt) eine stark
BY4741 erhdhte Toxizitdt bei der Expression von

b Ak o TDP-43 beobachtet werden.

SMD-URA + Dox SMD-URA

keine Expression Expression

Daher sollte tberprift werden, ob die gesteigerte TDP-43-Toxizitat auf ein erhohtes TDP-43-
Level zurlckzufihren ist. Hierflr wurden der Wildtyp und beide Rsp5-Varianten mit einem
Kontroll-GFP- oder TDP-43-GFP-codierenden Konstrukt (pAG423) transformiert (siehe
Abschnitt 3.7). Die Zellen wurden fiir ca. 16 Stunden in Expressionsmedium (SCGal-His)
kultiviert und mittels Fluoreszenzmikroskopie und Western Blot Analyse untersucht (siehe
Abschnitt 3.10, 3.11 und 3.12). Bei beiden Untersuchungsmethoden konnte fir die
rsp5-A401E-Variante eine Anreicherung von TDP-43-GFP-Aggregaten bzw. eine signifikante
Steigerung des TDP-43-GFP-Niveaus gegenlber dem wt festgestellt werden (Abb. 45 und
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46). Bei RSP5-P343S waren die TDP-43-GFP-Punkte signifikant im Vergleich zur Kontrolle
und zur rsp5-A401E-Variante reduziert. Auch beim Western Blot war das Level fur
TDP-43-GFP gegeniuber dem rsp5-A401E-Stamm markant erniedrigt. Zusammengenommen
sprechen all diese Resultate fiir eine direkte Beteiligung der Ubiquitinligase Rsp5 am

TDP-43-Eliminierungsprozess.

wt rsp5-A401E RSP5-P343S
(A)
GFP

& & -

Kontrolle

"
] -
paes — Al
| R
= At

TDP-43-GFP

(B) Abb. 45: Die Rsp5-Aktivitat deter-
8 * k% miniert die Anzahl der zellularen
7 ! * *kk ! TDP-43-GFP-Aggregate.  (A)  Der
! " ! Wildtyp und die RSP5-Varianten A401E
- und P343S wurden mit einem Galaktose-
regulierbaren Kontroll- oder
TDP-43-GFP-codierenden Konstrukt
3 transformiert, in Expressionsmedium
2 (SCGal-His) ca. 16 Stunden kultiviert
und mikroskopiert. (B) Quantifizierung
. der TDP-43-GFP-Punkte pro Zelle wie
wt BY4741 rsp5-Ad01E RSP5-P343S in (A) beschrieben. Die Abnahme der
Rsp5-Aktivitat im A401E-Stamm fihrte
zu einem signifikanten Anstieg der TDP-43-GFP-Aggregate. Andererseits verursachte die gesteigerte
Funktion von Rsp5 im P343S-Stamm eine markante Reduktion der TDP-43-GFP-Punkte pro Zelle.
Dargestellt wurde der Mittelwert aus acht biologischen Proben von zwei unabhé&ngigen Experimenten.
Fehlerbalken: Standardfehler; Student’s t-test: p-Werte: *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001.

TDP-43-GFP-Punkte pro Zelle
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Abb. 46: Die Rsp5-Aktivitat bestimmt das TDP-43-GFP-Level. (A) Hefestdmme, die wildtypisches
Rsp5 oder die Rsp5-Varianten A401E und P343S exprimierten, wurden mit einem Galaktose-
regulierbaren Kontroll- oder TDP-43-GFP-codierenden Konstrukt transformiert, in Expressions-
medium (SCGal-His) fiir ca. 16 Stunden kultiviert, geerntet, aufgeschlossen und mittels Western Blot
biochemisch analysiert. A: rsp5-A401E; P: RSP5-P343S (B) Quantifizierung des TDP-43-GFP-
Niveaus wie aus (A) erlautert. Der partielle Funktionsverlust von Rsp5 im A401E-Stamm bedingte
eine  Zunahme des TDP-43-GFP-Levels. Die P343S-Variante, mit seiner verbesserten
Ubiquitinierungsaktivitét, flhrte zu einer Abnahme des TDP-43-GFP-Niveaus. Bestimmt wurde der
Mittelwert aus vier biologischen Proben aus einem experimentellen Versuch. Fehlerbalken:
Standardfehler; Student’s t-test: p-Werte: *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001.

4.4  Quantitative Veranderung der zellularen Proteinzusam-
mensetzung bei TDP-43-Expression

Die Expression von TDP-43 ist in der Hefe nachweislich zytotoxisch (Johnson et al. 2008)
und wirkt sich u. a. auf die Vakuolenmorphologie und die vakuolaren Proteinabbauwege aus
(siehe Abschnitt 4.2). Mit Hilfe einer quantitativen Proteomanalyse sollten Proteine
identifiziert werden, die bei der TDP-43-Expression verdnderte zelluldre Proteinmengen
aufwiesen. Zu diesem Zweck eignet sich die massenspektrometische nichtradioaktive SILAC-
(Stable Isotope Labeling by Amino acids in Cell culture) Analyse (de Godoy et al. 2006 und
2008, Schitz et al. 2010). Bei dieser Methode werden Aminosduren eingesetzt, die stabile,
nichtradioaktive Isotope (Atomkerne besitzen die ibliche Anzahl an Protonen, aber mehr
Neuronen) enthalten. Diese sogenannten schweren (oder heavy) Aminosduren weisen eine
exakt definierte Anzahl an isotopisch markierten Kohlenstoff- (**C), Wasserstoff- (°H)
und/oder Stickstoffatomen (*°N) auf. In dieser Arbeit wurden die schweren Aminoséuren
Lys8 und Argl0 verwendet. Sie enthielten *C- und **N-markierte Atome. Da Arginin sechs
B3C- bzw. vier *N-markierte Atome beinhaltet ist diese insgesamt 10 Da schwerer als die
unmarkierte (auch leichte oder light) Aminoséure. Die Isotopen-gekennzeichneten
Aminosduren, welche Hefekulturmedien beigemengt waren, wurden in die Hefezelle
aufgenommen und in neu synthetisierte Proteine eingebaut. Verglichen wurden zwei SILAC-

Kulturen, die entweder das Kontrollplasmid oder das TDP-43-codierende Konstrukt
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enthielten. Die Kultivierung der Zellen erfolgte tiber mehrere Tage im selben Medium. Damit
sollte eine hohe Integrationsrate der markierten Aminoséduren in die Proteine sichergestellt
werden (siehe Abschnitt 3.13). Nach der Inkubation im Expressionsmedium wurden die zu
vergleichenden Kulturen (Kontrolle versus TDP-43- exprimierende Zellen) zu gleichen Teilen
vermengt (Mischkultur 1 oder 2) und mit Hilfe einer CryoMill aufgeschlossen (siehe
Abschnit 3.13). Die Bestimmung der Proteinmenge erfolgte in Bayreuth mittels Pierce® BCA
Protein Assay Kit. Zuséatzlich wurde ein SDS-Gel mit Hilfe von Coomassie geféarbt, um eine
Proteolyse auszuschlieBen (siehe Abschnitt 3.13 und Abb. 47). Die in RIPA gel6sten Proteine
wurden anschlielend zur Analyse nach Freiburg in die Core Facility Proteomics versendet.
Hier wurden die Proteine mit Proteasen verdaut und die Peptide massenspektrometrischen
analysiert. Fur jedes Peptid ergab sich ein spezifisches Signalpaar, das sich auf Grund der
isotopisch markierten Aminosauren in ihrer Masse unterschied. Die unterschiedliche
Signalstérke innerhalb des Paares gibt hierbei die verénderte Proteinexpression wieder
(Proteine sind an- bzw. abgereichert) (Schutz et al. 2010).

Kultur 1 Kultur 2
| 1T 1
Konzentration 1,

Abb. 47: Ausschluss einer Proteolyse
mittels Coomassie-Farbung. Die mit Hilfe
der CryoMill aufgeschlossenen und in
RIPA-Puffer gelosten Zellkulturen wurden
mit SDS-Probenpuffer verdinnt und in einer
Konzentrationsreihe auf ein 10%iges SDS-
Gel aufgetragen. Eine Proteindenaturierung
. lag in beiden Kulturen nicht vor.
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Die SILAC-Untersuchung ergab, dass bei der Expression von TDP-43 insgesamt 18 Proteine
markant angereichert und 33 abgereichert wurden (Abb. 48). Zu den herunterregulierten
Proteinen zahlten einige ATP-Untereinheiten der mitochondrialen F;Fo-Synthase (u. a. Atp4,
7, 14, 17 und 18), wohingegen die Hitzeschockproteine Ssa4 und Hsp31 heraufreguliert
waren (Abb. 49A). Erstaunlicherweise zahlen fast alle gefunden ATP-Proteine zum
sogenannten ,,Stangel” (stator) der ATP-Synthase (Abb. 49B). Dieser ist nicht direkt an der
katalytischen Funktion des Proteins beteiligt, sondern fixiert die F;-Untereinheit und
ermoglicht dadurch dessen Rotation (Xu et al. 2015).

Die vermehrte Expression verschiedener Hitzeschockproteine ist hingegen nicht Giberraschend
(Abb.49B). In  mehreren Publikationen wurde die Bedeutung verschiedener
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Abb. 48: Durch TDP-43-Expression markant veranderte Proteine. Dargestellt sind die x-fache
An- oder Abreicherung von 18 bzw. 33 Proteinen im Vergleich zur Kontrolle beider biologischer
Replikate (Mischkultur 1 und 2).
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Hitzeschockproteine bei der TDP-43-Aggregation in der Zelle nachgewiesen (Chang et al.

2013, Udan-Johns et al. 2013). Es ist somit zu vermuten, dass die Zelle auf Stress in Form

von TDP-43-Anreicherung mit der verstarkten Produktion von Hitzeschockproteinen reagiert.

Bemerkenswert allerdings ist die Tatsache, dass Hsp3l neben der Beteiligung an der

oxidativen Stressresistenz am diauxischen Shift und am Uberleben in der stationdren Phase

mitwirkt. Ferner ist Hsp31 das Hefehomolog zum humanen DJ-1-Protein. DJ-1 wiederum

wird mit der Parkinson-Erkrankung und Krebs in Verbindung gebracht (Wilson et al. 2004,
Skoneczna et al. 2007, Hasim et al. 2014, Miller-Fleming et al. 2014).
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Abb. 49: Zusammenfassung der an-
und abgereicherten Proteine und
deren Interaktionen. (A) Darstellung
aller im SILAC-Experiment unter-
suchten Proteine. Gekennzeichnet sind
einige besonders auffallige Proteine,
wie Hsp31 oder Atp18. (B) Uberblick
der Interaktionen der ATP-Unterein-
heiten fur die FiFo-Synthase und der
Hitzeschockproteine Hsp31, Ssa4 und
Yro2. Das Interaktionsnetzwerk wurde
mit Hilfe der STRING-Datenbank
erstellt ~ (www.string-db.org).  Die
farbigen Linien verdeutlichen die Art
der Interaktion: pink steht flr eine
experimentell bestimmte Interaktion,
bei hellblau wurden die Daten aus
betreuten Datendanken entnommen,
bei griin wurden die Interaktionen uber
eine Textanalysesoftware ermittelt und
dunkelblau steht fir eine Protein-
koexpression.
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5 Diskussion und Ausblick

5.1  Auswirkungen der TDP-43-Expression auf die Vakuole
und die proteolytischen Kontrollmechanismen

5.1.1 TDP-43 induziert die Autophagie

Der Funktionsverlust und die Anreicherung von zytoplasmatischem TDP-43 haben globale
Auswirkungen auf die Physiologie der Zelle (siehe Abschnitt 1.2). Ein zusétzlicher Beweis
fir diese Aussage konnte in dieser Arbeit erbracht werden. Es wurde eine durch TDP-43-
Expression verstarkte Autophagie beobachtet.

Die Autophagie ist ein konstitutiv stattfindender Mechanismus und erfolgt in geringem
Umfang sogar unter néhrstoffreichen Bedingungen (Baixauli et al. 2014, Wen und Klionsky
2016). Der in einem solchen Fall wirkende Cvt-Weg bendtigt, ebenso wie die Stress-
induzierte Autophagie, das Membranprotein Atg8 (Kirisako et al. 2000). In der vorliegenden
Arbeit konnte, unter Zuhilfenahme des GFP-Atg8-Prozessierungsassays, gezeigt werden, dass
TDP-43 eine Anreicherung des Fusionsproteins GFP-Atg8 sowohl in wildtypischen als auch
in Aatgl Zellen im nahrstoffreichen Zustand zur Folge hat (nur beim Deletionsstamm
signifikant; Abb. 24). Auf Grund der Tatsache, dass das GFP-Atg8-Konstrukt durch einen
endogenen Promoter reguliert wird, kann vermutet werden, dass die TDP-43-Expression die
Synthese von autophagischen Genen friihzeitig in einer Phase stimuliert, in der so gut wie
keine Autophagie stattfindet.

Weitere Untersuchungen mittels Fluoreszenzmikroskopie und Western Blot konnten die
Annahme erhérten, dass TDP-43 ein positiver autophagischer Regulator darstellt. So wurde
keine zytoplasmatische Akkumulation von GFP-Atg8 in TDP-43-synthetisierenden Zellen
beobachtet, welches auf eine Stérung des autophagischen Flusses hingewiesen hétte
(Abb. 22). Vielmehr fuhrte die Expression von TDP-43 zu einer Beschleunigung des
autophagischen Flusses. Diese konnte infolge der verstarkten vakuoldren Prozessierung von
GFP-Atg8 zu GFP im Western Blot belegt werden (Abb. 23). Die Forcierung der Autophagie
erfolgte sowohl unter nahrstoffreichen als auch unter nahrstoffarmen Bedingungen. Das fiihrt
zu der Annahme, dass TDP-43 das autophagosomale System aktiviert, wahrend es den
endozytotischen Mechanismus hemmt (siehe Abschnitt 4.2.3).

Darliber hinaus legten die in dieser Arbeit gewonnenen Resultate nahe, dass der
autophagische Weg erst am Prozessende durch TDP-43 modifiziert wird. So wurde keine
eindeutige Induktion der Autophagie auf Grundlage eines erhohten Atg8-PE/Atg8-
Verhéltnisses bei der Expression von TDP-43 im Wildtyp beobachtet (Abb. 25).
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Dieses Ergebnis unterscheidet sich von publizierten Beobachtungen, die eine Aktivierung der
Autophagie zum Beginn des Prozesses beschrieben (Wang et al. 2015A, 2015B). Die Autoren
zeigten in verschiedenen Publikationen, dass die Expression von wildtypischem, mutiertem
(A315T) oder fragmentiertem TDP-43 (25 kDa Fragment) in SH-SY5Y-Zellen zu einem
signifikanten Anstieg von Beclin-1 (Vps30 Homolog, PI3K-Untereinheit) und des
LC3-11/LC-I-Verhaltnisses fihrte. LC3-11 und LC-I sind das humane Aquivalent zu Atg8-PE
und Atg8 in der Hefe. Die Zunahme von LC3-Il und Beclin-1 kann dadurch begriindet
werden, dass die Autophagie induziert wird. Allerdings ist es auch mdglich, dass die Fusion
der Autophagosomen mit der VVakuole gestort ist. Aus diesem Grund ist die Anreicherung von
beiden autophagischen Markern nicht mit einer gesteigerten Autophagierate gleichzusetzen.
Ausschliellich die Prozessierung in der Vakuole/ im Lysosom l&sst diese Vermutung zu.

Eine solche Untersuchung flihrten Xia et al. (2015) durch. Sie analysierten die Auswirkungen
einer TDP-43-Depletion auf die Autophagie in verschiedenen Zellarten und in der Fliege. Die
Verfasser konnten, ahnlich wie Wang und Mitarbeiter (2015A, 2015B), eine Anreicherung
von Beclin-1 und LC3-I1 feststellen. Ein Anstieg der Autophagosomenanzahl wurde optisch
verifiziert. Neben der Induktion der Autophagie wurde eine Reduktion des autophagischen
Stroms, bedingt durch die gehemmte Fusion zwischen Autophagosom und Lysosom,
beobachtet.

Die Tatsache, dass TDP-43 in den autophagischen Prozess eingreift, wurde ferner von Bose et
al. (2011) belegt. Die Wissenschaftler konnten nachweisen, dass TDP-43 das Autophagie-
relevante Protein Atg7 reguliert. Durch das Einbringen von siRNA wurde die TDP-43-
Expression in Neuro2a Zellen gemindert und eine Depletion des neurotoxischen Proteins
hervorgerufen. Der Verlust fuhrte zur Abnahme von Atg7 auf mRNA- und Proteinebene. Der
Rickgang des Proteins korrelierte mit der Reduktion der Autophagie und der Akkumulation
von ubiquitinierten Proteinen in den Zellen. Bose et al. (2011) sahen einen direkten
Zusammenhang zwischen dem nukledren Funktionsverlust von TDP-43, der Stérung der
Autophagie, bedingt durch die Abnahme von Atg7 und einer Fehlregulation der
Proteinhomoostase, die zu einer Proteinanreicherung fuihrte. Solche Proteinablagerungen sind
ein charakteristisches Merkmal vieler neurodegenerativer Erkrankungen, wie etwa der ALS.
Daher ist es nicht Uberraschend, dass Mause mit fehlendem Atg7 in ihren Neuronen
polyubiquitinierte, akkumulierte Proteine und Symptome fur Neurodegeneration aufwiesen
(Komatsu et al. 2006).

Aber nicht nur Atg7 wird durch TDP-43 beeinflusst, sondern auch andere, fur die Autophagie

bedeutsame Komponenten. Zu nennen waren hierbei VCP und HDACSG. Bei letzterem handelt
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es sich um eine Histondeacetylase, die an der Eliminierung von Proteinaggregaten durch die
Forcierung des autophagischen Abbaus beteiligt ist (Iwata et al. 2005, Boyault et al. 2007,
Pandey et al. 2007, Lagier-Tourenne 2010, Lee et al. 2010). Die mRNA von HDAC6 wird
durch TDP-43 stabilisiert (Kim et al. 2010, Ratti und Bugatti 2016). Fiesel et al. (2010)
konnten zeigen, dass die Depletion von TDP-43 durch den Einsatz von siRNA in HEK293T-
und SH-SY5Y-Zellen sowie in Drosophila eine Herabregulation von HDAC6 zur Folge hat.
Dies wiederum forderte die Proteotoxizitat, welche mdoglicherweise ein Baustein in der
neurodegenerativen Pathogenese darstellt. Allerdings scheinen auch TDP-43-Oligomere,
welche durch ROS induziert wurden, das Proteinlevel der Histondeacetylase zu beeinflussen.
Chang und Koautoren (2013) zeigten in HEK293T-Zellen, dass sowohl Volllangen als auch
mutiertes TDP-43 die Synthese von HDAC6 markant reduziert. Das neurotoxische Protein
reguliert damit nachweislich die Autophagiekomponente und kdnnte dadurch indirekt den
autophagosomalen Prozess drosseln.

Interessanterweise ist HDAC6 mit VCP (Cdc48 in der Hefe) assoziiert (Boyault et al. 2006,
Fiesel und Kahle 2011). VCP ist eine AAA-ATPase, die ubiquitinierte Proteine erkennt und
deren Abbau ber das UPS, die Autophagie oder den endosomal-lysosomalen Weg reguliert
wird (Romisch 2006, Rumpf und Jentsch 2006, Ju et al. 2009, Ritz et al. 2011, Ling et al.,
2013, Ajroud-Driss und Siddique 2015). Der Verlust von VVCP resultiert in der Akkumulation
von Autophagosomen. Das ALS-assoziierte Gen wird durch TDP-43 gebunden, wodurch
dessen Expression durch noch nicht naher definierte Mechanismen reguliert wird
(Polymenidou et al. 2011 (Supplemente), Fiesel et al. 2010, Ling et al. 2013). Die Depletion
von TDP-43 korreliert mit einer Reduktion des VCP mRNA-Levels (Fiesel et al. 2010).
Insofern ist es moglich, dass eine pathologische Abnahme von TDP-43 und damit verbunden
ein Funktionsverlust des Proteins die Autophagie indirekt tUber VCP drosselt und eine
Anreicherung von fehlgefalteten toxischen Proteinen induziert. Dies wiederum kdnnte den
Zelltod und die Neurodegeneration beschleunigen.

Alle diese Veroffentlichungen zeigen, dass TDP-43 auf Grund der nukledren Regulation von
verschiedenen Autophagie-relevanten Proteinen am proteolytischen Abbauprozess beteiligt
ist. Allerdings stutzten sich viele Ergebnisse ausschliellich auf den Funktionsverlust von
TDP-43. Bei den meisten neurodegenerativen Erkrankungen, wie etwa bei der ALS, sind
jedoch die TDP-43-positiven Proteinablagerungen charakteristisch. Bereits Woerner et al.
(2016) konnten beweisen, dass Proteinaggregate im Zytoplasma, darunter auch fragmentiertes

TDP-43, den nukledren Import und Export von Proteinen sowie mRNAS storen.
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Die in dieser Arbeit nachgewiesene Autophagie-induzierende Wirkung von TDP-43 (siehe
Abschnitt 4.2.2) ist ein neuer Aspekt in der TDP-43-Pathogenese. Sowohl fiir die Steigerung
des Autophagieprozesses, als auch fur dessen frihzeitige Aktivierung, gibt es keine
publizierte Datenlage. Ferner wurden (berwiegend die Auswirkungen der TDP-43-Depletion
auf den Abbaumechanismus untersucht. Jedoch wére es eine Bereicherung zum Verstandnis
der Pathogenese, wenn gezeigt werden konnte, dass ebenso zytoplasmatisch akkumuliertes
TDP-43 Komponenten der Autophagie beeinflusst. Zumal eine verminderte oder extrem
erhdhte Autophagieleistung nachweislich zu Neurodegeneration beitragt (siehe Abschnitt
1.4.2.5). Aus diesen Griinden sollten weitere Anstrengungen, sowohl in Hefe als auch in
héheren Modellorganismen unternommen werden, um die Rolle von TDP-43 bei der
Autophagieregulation zu analysieren.

Maoglicherweise kann der Anstieg des Autophagieprozesses und die vermehrte Induktion bei
nahrstoffreichen Bedingungen auch auf die Hemmung des endosomal-vakuolaren Wegs durch
TDP-43 zurlckgefihrt werden.

5.1.2 TDP-43 stort den endosomal-vakuolaren Weg

Die Beeintrachtigung des endosomal-vakuoldren Prozesses auf Grund der Expression von
TDP-43 konnte durch folgende Beobachtungen belegt werden: zum einen war der vakuolare
Abbau der endozytotischen Substrate Lucifer Yellow und Ste3-GFP reduziert (Abb. 26 und
27). Bei beiden Markern war eine signifikante Abnahme des vakuolédren Signals und eine
Anreicherung von peri-vakuoléren zytoplasmatischen Punkten erkennbar. Zum anderen
behinderte TDP-43 die Prozessierung des MVB-Substrats Sna3-GFP in der Vakuole. Sowohl
fluoreszenzmikroskopisch als auch biochemisch war eine Anreicherung des Fusionsproteins
zu beobachten (Abb. 28 und 29).

Allerdings legen nicht nur die eigenen Resultate nahe, dass TDP-43 in den endosomal-
vakuolaren Mechanismus eingreift, sondern auch wissenschaftliche Publikationen. Schenk
und Mitarbeiter (2016) verwendeten siRNA um das Level von TDP-43 in primdren Neuronen
zu reduzieren und eine Hemmung des endosomalen Riicktransports von Endosomen zur
Plasmamembran zu induzieren. Die Abnahme in der Anzahl und in der Beweglichkeit der
recycelnden Endosomen wurde auf eine verstarkte Expression von Vps4B wéhrend der
TDP-43-Depletion zuriickgefuhrt. Auf Grund des Mangels an Oberflachenrezeptoren
atrophierten die Dendriten, welches zum Absterben der Neuronen und zu Neurodegeneration
fuhrte. Interessanterweise konnten Schenk et al. eine gesteigerte Beweglichkeit der MVBs
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feststellen, welches fur einen vermehrten Abbau von essentiellen Proteinen bei gleichzeitiger
TDP-43-Reduktion sprechen wurde.

Ferner diskutierten mehrere Autoren die Verbindung der Autophagie mit dem endosomal-
vakuolaren Mechanismus. Allerdings erfolgte dies ausschlieflich im Zusammenhang mit
einer simultanen funktionellen Stérung beider Prozesse (Filimonenko et al. 2007, Lee et al.,
2007, Rusten et al. 2007, Lee und Gao 2009, Oshima et al. 2016). Das wurde oftmals damit
begriindet, dass die MVBs mit den Autophagosomen vor der Fusion mit dem Lysosom zu
Amphisomen verschmelzen kénnen (Rusten et al. 2007, Wong und Cuervo 2010, Baixauli et
al. 2014, Huber und Teis 2016). Jedoch existieren diese Kompartimente in der Hefe nicht,
wodurch die Moglichkeit gegeben ist, beide Wege getrennt zu betrachten.

Die in dieser Arbeit beschriebene negative Regulation des endosomal-vakuoldren Systems
durch die Synthese von TDP-43 ist mdglicherweise auf zwei Ursachen zurlckzufuhren.
Erstens konnte die Uberexpression von TDP-43 im Hefemodell die Mobilitit der MVBs
einschranken. Eine Vermutung, die auf Grund der Beobachtungen von Schenk et al. (2016) in
Betracht kommt. Die reduzierte Beweglichkeit der MVBs wirde schwere zelluldre Schaden
hervorrufen. Diese konnten z.B. durch eine dezimierte Vakuolenfunktion (Mangel an
Hydrolasen), eine  Fehlregulation der Plasmaproteine oder eine  gesteigerte
Proteinakkumulation hervorgerufen werden. Der zelluldre Verlust wiirde die in dieser Arbeit
beobachtete erhdhte Zytotoxizitat bei den endozytotischen Deletionsstdammen wahrend der
Expression von TDP-43 erklaren (siehe Abschnitt 4.1.4). Eine zweite mogliche Ursache fur
die Stérung des endosomal-vakuoldren Prozesses konnte die Bindung oder Behinderung von
endozytotischen Komponenten durch die zytoplasmatischen TDP-43-positiven Aggregate sein
(siehe Woerner et al. 2016). Infolgedessen wird die Autophagie, als kompensatorischer
Mechanismus, induziert.

Die hier beschriebenen gegensatzlichen Auswirkungen der TDP-43-Expression auf die
proteolytischen Wege wurden zuvor in keinem wissenschaftlichen Artikel beschrieben. Das
Augenmerk sollte deswegen vermehrt auf das endosomal-vakuoldre System als
Eliminierungsweg fir TDP-43 gerichtet werden, da dessen Hemmung durch TDP-43 den
eigenen Abbau sowie den vieler weiterer Proteine (siehe Sna3 und Ste3) bedingt (siehe
Abschnitt 4.2.3). Dieser proteolytische Mechanismus ist hochstwahrscheinlich am
neurodegenerativen Prozess beteiligt.

Die vermeintliche Beeintrachtigung der ESCRT-Komponenten durch TDP-43 wére auch eine

maogliche Erklarung fur die Fragmentierung der Vakuole.
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5.1.3  TDP-43 flhrt zur Fragmentierung der Vakuole

Dass TDP-43 die Funktion, die Morphologie und die Lokalisation von Organellen, wie den
Mitochondrien und dem Golgi-Apparat, in der Zelle verandert, konnten bereits mehrere
Studien belegen (Fujita et al. 2008, Shan et al. 2010, Tong et al. 2012, Wang et al. 2013,
Magrané et al. 2014, Sundaramoorthy et al. 2015). So waren beispielweise die Lange der
Mitochondrien signifikant reduziert oder das Golgi-Netzwerk fragmentiert (Fujita et al. 2008,
Tong et al. 2012, Magrane et al. 2014).

Die Vakuole, als hoch dynamisches Organell, ermdglicht es der Zelle auf extrazellulére
Signale und Umwelteinflisse zu antworten. So kénnen Hungerphasen durch den Abbau von
Zellkomponenten berdauert und Signale durch die Regulation der Rezeptoren gesteuert
werden (Ostrowicz et al. 2008). Jedoch handelt es sich bei der Vakuole auch um ein
empfindliches Kompartiment, welches auf Stress in Form von Fragmentierung reagiert.
Solche morphologischen Veranderungen kdnnen u. a. durch osmotische Bedingungen und
verschiedene Proteine (u. a. TORC1) induziert werden (Li und Kane 2009, Michaillat et al.
2012, Stauffer und Powers 2015). Die Expression von TDP-43 in der Hefe hatte eine solche
vakuolare Fragmentierung zur Folge.

Die Bestimmung der Vakuolenanzahl erfolgte durch die Verwendung der Farbstoffe Lucifer
Yellow und CMAC. Beide belegten einen signifikanten Anstieg der VVakuolenanzahl bei der
Synthese von TDP-43 (Abb. 15 und 16). Bemerkenswert war hierbei, dass die Dauer der
Expression mit der Fragmentierung des Kompartiments korrelierte (Abb. 18). Es konnten
eindeutig mehr Vakuolen pro Zelle vom Festmedium als vom Flissigmedium bestimmt
werden. Ferner wiesen die ALS-assoziierten TDP-43-Varianten Q331K und M337V nicht nur
eine verstarkte Zytotoxizitat im Tupfeltest auf, sondern besal3en auch aufféllig mehr Vakuolen
(Abb. 17 und 21). Die vorliegenden Resultate bewiesen: TDP-43 verdndert die vakuolare
Morphologie (siehe Abschnitt 4.2.1).

Aber wie ist diese Vakuolenfragmentierung zu erklaren? Sowohl Seeley et al. (2002) als auch
Michaillat und Mayer (2013) konnten in groRBen Hefescreens zeigen, dass Mutanten fir die
vakuolare Proteinsortierung (ESCRTs) und die Vakuolenfusion zu einer starken
Fragmentierung des Organells beitrugen. Beispiele hierftr waren Mvb12, Vps36, Snf7, Brol,
Yptl, Vam3 und alle HOPS-Untereinheiten. Michaillat und Mayer (2013) spekulierten, dass
die ESCRTs auf Grund ihrer Fahigkeit, die Plasmamembran zu verformen und zu trennen,
ebenso in der Lage wéren, die Vakuole direkt zu fragmentieren.

Eine weitere mogliche Ursache fur die vakuoladre Fragmentierung lieferten Wang et al.

(2011). Die Autoren exprimierten in der Hefe das mutierte Plasmamembranprotein Wscl1*-
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6R, welches auf Grund seiner Modifikationen nicht in die MVBs einsortiert werden konnte.
Infolgedessen wurde das Protein in toxische Spaltprodukte prozessiert, die eine
Fragmentierung der Vakuole und eine erhthte Zytotoxizitat zur Folge hatten.

Auf Grundlage dieser Veroffentlichungen ergeben sich zwei Mdglichkeiten, wie TDP-43 die
Vakuolenmorphologie verandert. Entweder direkt, durch die Spaltung in toxische
Spaltprodukte oder indirekt, indem die zytoplasmatischen TDP-43-Aggregate die ESCRT-
Komponenten in ihrer Funktion stéren und dadurch die vakuoléare Fragmentierung induzieren.
Auch eine Beeintrachtigung von fusionsrelevanten Proteinen durch TDP-43 wére mdglich.
Das dadurch entstehende Ungleichgewicht zwischen vakuolarer Teilung und Fusion wirde
die beobachtete Vakuolenfragmentierung erklaren. Die Menge an akkumuliertem TDP-43
konnte hierbei mit der vakuol&ren Fragmentierung zusammenhdangen. Dies wirde die deutlich
erhdhte Anzahl an Vakuolen pro Zelle in den ALS-assoziierten TDP-43-Varianten Q331K
und M337V erklaren, die nachweislich mehr Aggregate pro Zelle gegenlber dem Wildtyp
aufweisen (Johnson et al. 2009).

Eine Fragmentierung der Vakuole bzw. des Lysosoms durch Expression von TDP-43 wurde
bis dato in keiner Publikation untersucht oder beschrieben. Die in dieser Arbeit gewonnenen
Ergebnisse bilden einen potenziell neuen Aspekt im TDP-43-Krankheitsbild. Eine grindliche
Erforschung des Organells im Zusammenhang mit TDP-43 ist u.a. dadurch sinnvoll, da
fehlgefaltete und aggregierte Proteine, wie TDP-43, iber die Vakuole eliminiert werden.

5.2  Beteiligung proteolytischer Abbauwege an der Elimi-
nierung von TDP-43

5.2.1 TDP-43 ist kein primdres Substrat des Ubiquitin-Proteasom-Systems
(UPS)

Das UPS ist ein wichtiger zelluldrer Proteinqualitatskontrollmechanismus, um fehlgefaltete
oder aggregierte Proteine aus der Zelle zu entfernen (siehe Abschnitt 1.4.1). Auf Grund
dessen ist es moglich, dass auch TDP-43 tber das UPS abgebaut wird.

Mit Hilfe des Tupfeltestscreens konnte gezeigt werden, dass die Hemmung des UPS eine
Verstarkung der TDP-43-verursachten Zytotoxizitat bedingt. Beide UPS-Deletionsstdimme,
Aubi4 und Arpn4 (RPN4 codiert fur einen Transkriptionsfaktor (Finley et al. 2012) und UBI4
flr Stress-reguliertes Ubiquitin (Ozkaynak et al. 1987)), zeigten ein vermindertes Wachstum
wéhrend der Expression von TDP-43 gegeniiber dem Wildtyp (Abb. 11). Die TDP-43-

Toxizitdt war in den Stammen, denen sowohl ein Gen fiir das UPS als auch fir die
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Autophagie fehlte, nicht erhoht. Die Doppeldeletionsstamme AatglAubi4 bzw. AatglArpn4
besalRen ein &hnliches Wachstumsdefizit wie die UPS-Einfachdeletionsstamme (Abb. 38).
Aus den Ergebnissen des Tlpfeltests kann geschlussfolgert werden, dass das UPS, aber nicht
die Makroautophagie, die TDP-43-verursachte Zytotoxizitdt mutmallich reduziert. Dies
konnte daran liegen, dass TDP-43 Uiber das UPS abgebaut wird.

Mittels der Western Blot Analyse wurde die Abbaurate von TDP-43 im UPS-Deletionsstamm
Arpn4 untersucht. Das TDP-43-Level sank in dhnlicher Weise wie im Wildtyp (Abb. 39).
Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass das UPS unter den gegebenen Bedingungen keine
ausschlaggebende Rolle beim TDP-43-Abbau spielt.

Diese Erkenntnis ist verbluffend, da mehrere Autoren das UPS als wichtigen
Eliminierungsweg fiir TDP-43 beschrieben. Bereits Wang et al. (2010) dokumentierten in
Zellkulturlinien einen Anstieg von exogenem und endogenem TDP-43 sowie von TDP-25
(prozessiertes TDP-43-Fragment) bei der Hemmung des UPS. Des Weiteren forderte die
verminderte UPS-Aktivitat die Aggregatbildung von exogenem TDP-43 im Zellkern und von
TDP-25 im Zytoplasma.

Zu ahnlichen Erkenntnissen gelangten Zhang und Mitarbeiter (2010). Sie analysierten die
Auswirkungen der pharmakologischen UPS-Inhibition auf das C-terminale TDP-43-Fragment
TDP20-414 In der Neuroblastomazelllinie M17D3. Sie beobachteten eine sowohl biochemische
als auch fluoreszenzmikroskopisch nachweisbare Anreicherung des Proteingehalts. Die
Autoren schlussfolgerten daraus, dass das C-terminale Fragment bevorzugt Uber den
proteasomalen Mechanismus abgebaut wird.

Van Eersel et al. (2011) erforschten primédre Neuronen auf die Lokalisation und die
posttranslationale Verdnderung von TDP-43 bei einem eingeschrdnkten UPS. Die
Wissenschaftler stellten eine signifikante zytoplasmatische Akkumulation von TDP-43 bei
einer gleichzeitigen nukledren Depletion fest. Ferner beginstigte die UPS-Blockierung die
Unloslichkeit, die Phosphorylierung und die Ubiquitinierung des Proteins. Die gewonnenen
Daten stellten einen starken Bezug zwischen der Rolle des Proteasoms bei der Lokalisation
und Modifikation von TDP-43 sowie der moglichen Krankheitsrelevanz her.

Die Resultate von 2010 und 2011 wurden 2014 von zwei weiteren Arbeitsgruppen bestatigt
und erweitert. So zeigten Scotter et al. (2014), dass die chemische Inhibierung des UPS das
TDP-43-Level in HEK293- und SH-SY5Y-Zellen steigerte. Darliber hinaus kam es zur
Bildung von zytoplasmatischen, Ubiquitin- und TDP-43-positiven Makroaggregaten und zum
Zelltod. Bei einer Wiederherstellung des proteolytischen Wegs l6sten sich die TDP-43-

Aggregate bei den Zellen wieder auf, die die Hemmung tberlebten und das relative TDP-43-
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Level in den Zellen sank. Die Autoren stellten die Vermutung auf, dass l6sliches, monomeres
TDP-43 primdr tber das UPS abgebaut wird.

Vergleichbar mit anderen Forschungsgruppen untersuchten Huang und Mitarbeiter (2014) in
Neuro2a-Zellen die Auswirkungen des UPS auf TDP-43. Die Wissenschaftler konnten eine
Anreicherung der Zellen mit TDP-43-Aggregaten sowie eine Steigerung des Proteinlevels fiir
TDP-43 und seiner Spaltprodukte bei der pharmakologischen Blockierung des UPS
nachweisen. Weiterhin zeigten Huang et al. (2014), dass das neurotoxische Protein vorrangig,
vor der Chaperon-vermittelten Autophagie und der Makroautophagie, ber das UPS abgebaut
wird.

Nichtdestotrotz liegen publizierte Studien vor, die keinen Zusammenhang zwischen dem UPS
und dem Abbau von TDP-43 feststellten. Zwar demonstrieren Urushitani et al. (2010) in
Zellkulturexperimenten, dass wildtypisches und mutiertes TDP-43 wahrend der UPS-
Hemmung in der unléslichen Zellfraktion und im Zytoplasma akkumulierten. Jedoch hatte die
Inhibierung keine Auswirkungen auf die zeitnahe Entfernung beider TDP-43-Formen. Die
Eliminierungsraten waren mit denen von unbehandelten Zellen vergleichbar.

Wie jedoch ist die erhdhte TDP-43-Zytotoxizitat im Tulpfeltestscreen bei den UPS-
Deletionsstammen zu erklaren, wenn nicht durch eine Anreicherung von TDP-43? Eine
Antwort darauf konnten die Beobachtungen von Hebron und Mitarbeiter (2013) geben. Sie
zeigten, dass die TDP-43-Expression die Proteasomfunktion in M17-Neuroblastomazellen
und im Gehirn von Ratten signifikant reduziert. Eine eingeschrénkte proteasomale Aktivitat
hat gravierende Auswirkungen auf die Zellgesundheit (siehe Abschnitt 1.4.1). Daher kann die
in dieser Arbeit beobachtete Reduktion des Zellwachstums vermutlich auf eine TDP-43-
bedingte Blockierung des UPS und eine dadurch hervorgerufene unerwiinschte Akkumulation
von anderen Proteinen zuriickgefuhrt werden.

Zusammenfassend konnen folgende Aussagen getroffen werden: die UPS-Hemmung fordert
die TDP-43-bedingte Zytotoxizitat. Jedoch ist das UPS mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht
der primédre TDP-43-Abbaumechanismus. Andere proteolytische Mechanismen, wie die
Autophagie oder der endosomal-vakuoldre Weg, kdnnten vorrangig an der Entfernung von
TDP-43 in der Hefe beteiligt sein (siehe Abschnitt 5.2.2 und 5.2.3).

5.2.2  TDP-43 ist kein priméres Substrat der Autophagie

Der autophagosomal-vakuoldare Weg ist eine weitere wichtige Mdoglichkeit der Zelle,
zytoplasmatisches TDP-43 abzubauen. In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene
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Autophagiedeletionsmutanten im Tupfeltestscreen untersucht und mittels Western Blot bzw.
Fluoreszenzmikroskopie spezifischer erforscht.

Von den insgesamt 44 ausgewerteten Deletionstdmmen, denen Autophagie-relevante Gene
fehlen, zeigte ca. die Halfte ein vermindertes und die zweite Halfte ein verbessertes
Wachstum gegeniber dem Wildtyp wahrend der Expression von TDP-43 (Abb. 12 sowie
Abb. VII und VIII im Anhang). Das Verhalten dhnelte sich am dritten und am sechsten
Inkubationstag (siene Tab. I und Il. im Anhang). Aus diesen Resultaten kann geschlossen
werden, dass die Autophagie in der Hefe keine primére Bedeutung bei der Eliminierung von
TDP-43 hat. Auch die Auswertung der Doppeldeletionsstamme aus UPS und Autophagie
zeigte keine drastische Verdnderung des Wuchsverhaltens gegenuber den UPS-
Einfachdeletionsmutanten (Abb. 38 und Abschnitt 4.3.2)

Die fluoreszenzmikroskopische und biochemische Analyse von Aatgl im Hungerexperiment
ergab, dass weder die Anzahl der TDP-43-GFP-Aggregate, noch das zellulare Level an
TDP-43-GFP sich veranderte (Abb. 34, 35 und Anhang Abb. XI). Beides Indizien dafiir, dass
die Autophagie nicht vorrangig TDP-43 entfernt, da sonst der Deletionsstamm im
Allgemeinem mehr TDP-43-GFP gegeniiber dem Wildtyp aufgewiesen hatte.

Der Nachweis des Abbaupotenzials sowie der -geschwindigkeit von TDP-43 in Autophagie-
und UPS-Einfach- bzw. Doppelsstammen erfolgte biochemisch mit Hilfe der Western Blot
Analyse (Abb. 39). Die Reduktion der Proteinlevel wurde tber zwei Tage nach Abschaltung
der TDP-43-Expression beobachtet. Ahnlich wie beim UPS-Deletionsstamm und beim
Wildtyp war eine stetige Abnahme des Proteinlevels bei Aatgl messbar. Auch beim
Doppeldeletionsstamm AatglArpn4 war nach anfanglich leichter Zunahme (ca. 20%) eine
drastische Reduktion des TDP-43-Levels feststellbar. Weder die Autophagie noch das UPS
allein oder in Kombination zeigten eine Verzdgerung in der TDP-43-Eliminierung oder eine
Stabilisierung des Proteinlevels tber den beobachteten Zeitraum. Daher ist zu vermuten, dass
keiner der beiden proteolytischen Prozesse vorrangig eine Rolle beim TDP-43-Abbau spielt.
Allerdings konnte die Autophagie, wenn auch nicht primér, ein kompensatorischer
Mechanismus zur Beseitigung von TDP-43 darstellen. Dafiir spricht eine deutliche
Uberlagerung von 31% zwischen den Fusionsproteinen GFP-Atg8 und TDP-43-DsRed in
einer fluoreszenzmikroskopischen Kolokalisationsstudie (Abb. 37). Um die These zu
validieren, konnten Doppeldeletionsstdmme untersucht werden, bei denen sowohl die
Autophagie als auch der endozytotische Prozess blockiert sind. Solche Stdmme sollten
deutlich mehr TDP-43-Aggregate aufweisen, als Stdmme mit ausschliellich eingeschrénkter
Endozytose oder deletiertem MVB-Weg.
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Der Effekt eines inhibierten bzw. induzierten autophagischen Mechanismus auf TDP-43 war
Gegenstand zahlreicher Studien. Ju und Mitarbeiter (2009) stellten fest, dass die Hemmung
der autophagosomalen Reifung die Menge an zytosolischem TDP-43 in U20S Zellen
verstarkte. Die pharmakologisch hervorgerufene autophagische Stérung flihrte zur
Akkumulation von TDP-43, welches ein charakteristisches Krankheitsmerkmal darstellt.
Caccamo et al. (2009) analysierten die Rolle der Autophagie beim TDP-43-Metabolismus in
Neuro2a- und SH-SY5Y-Zellen. Sie stellten fest, dass die Autophagieinhibition eine
Akkumulation von C-terminalem TDP-43-Fragmenten bedingte. Dagegen reduzierte die
Induktion der Autophagie die Anreicherung des 25 kDa groRRen Proteinfragments und stellte
die ursprungliche nukledre Lokalisation wieder her. Interessanterweise konnten die
Wissenschaftler beim Vollldéngenprotein einen Abbau trotz autophagosomaler Blockierung
feststellen. Daruiber hinaus war der Riickgang des ungekirzten TDP-43-Proteins wahrend der
forcierten Autophagie nicht beschleunigt. Nichtdestotrotz sahen die Verfasser in der
autophagischen Induktion eine potenzielle therapeutische Mdglichkeit, um TDP-43-
Proteinopathien zu behandeln.

In Ubereinstimmung mit Caccamo et al. (2009) konnten Wang und Koautoren (2012) zeigen,
dass die Aktivierung des autophagosomalen Wegs generell positive Auswirkungen hatte. In
einem FTLD-U-Mausmodell verminderte sich durch die Autophagieinduktion die Anzahl der
Zellen sowie die Menge der zytoplasmatischen, TDP-43-positiven Einschlisse. Des Weiteren
wurde im Zellextrakt eine Abnahme von Volllangen-TDP-43 sowie dessen Spaltprodukte
festgestellt. Infolgedessen reduzierte sich der Neuronenverlust im Tiermodell so dass Lern-,
Erinnerungs- und motorische Stérungen abnahmen.

Barmada et al. (2014) zeigten protektive Effekte der Autophagie in primaren murinen und
humanen Neuronen. Die Wissenschaftler bewiesen, dass die pharmazeutische Induktion des
autophagischen Wegs die TDP-43-Eliminierung steigerte, da sowohl das Level von
wildtypischen als auch von mutiertem TDP-43 in den Zellen sank. Bei letzterem verringerte
sich zusétzlich die Anzahl der Zellen mit TDP-43-Aggregaten. Die Menge an
fehllokalisiertem Protein nahm ab. Die Verfasser schlossen daraus, dass die Aktivierung der
Autophagie das Risiko fir Zelltod senkt, das Uberleben verbessert und Neurodegeneration
mildert.

Viele Autoren betrachten die Autophagie und das UPS allerdings nicht getrennt voneinander,
sondern beschreiben ein Ineinandergreifen beider proteolytischer Prozesse beim Eliminieren
von TDP-43. Beispielsweise untersuchten Urushitani und Mitarbeiter (2010) nicht nur die

Effekte der UPS-Hemmung auf das Verhalten von TDP-43, sondern auch die der reduzierten
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Autophagie. Diese fuhrte zu einer verzogerten Reduktion von wildtypischem und mutiertem
TDP-43. Die Inhibierung beider Wege induzierte zudem TDP-43-Aggregate. Die Verfasser
argumentierten, dass sowohl die Autophagie wie auch das UPS am TDP-43-Abbau beteiligt
sind.

Zu &hnlichen Resultaten gelangten Wang et al. (2010), Scotter et al. (2014) und Huang et al.
(2014). Erstere analysierten neben den Folgen des eingeschrankten UPS auch die der
autophagischen Blockierung auf die Entfernung von TDP-43. Diese verursachte, ahnlich wie
bei der proteasomalen Inhibition, einen Anstieg des Proteinlevels von exogenem TDP-43 und
besonders von TDP-25 in den HEK293-Zellen. Die autophagische Steigerung hingegen
verringerte den Gehalt beider Proteinarten. Sowohl das UPS als auch die Autophagie werden
zur Eliminierung von TDP-43 und seiner Spaltprodukte benétigt.

Bei Scotter und Mitarbeitern (2014) fihrte die chemische autophagosomale Hemmung zum
Anstieg des TDP-43-Levels. Parallel dazu senkte eine Forcierung die Proteinmenge im
Zytoplasma. Die Autoren stellten die These auf, dass monomeres TDP-43 primar ber das
UPS abgebaut wird. Der autophagische Prozess hingegen eliminiere vorrangig aggregiertes
TDP-43, d.h. besonders Oligomere und Mikroaggregate. Aullerdem sei die Autophagie nicht
in der Lage, eine Stérung des UPS vollstandig zu kompensieren.

Neben dem UPS wurden bei Huang et al. (2014) die Chaperon-vermittelte Autophagie
(CMA) und die Makroautophagie untersucht. Analog zum reduzierten UPS forderte die
verminderte proteolytische Aktivitat der Makroautophagie und der CMA das Level von
exogenem TDP-43 und dessen Spaltprodukten. Ferner war die Zellanzahl mit exogenen
TDP-43-positiven Aggregaten erhoht. Diese pathophysiologischen Merkmale waren
allerdings weniger préagnant ausgepragt als bei einem blockierten UPS. Die Wissenschaftler
entwarfen das Modell, dass das Volllangenprotein direkt Uber UPS, CMA oder
Makroautophagie abgebaut oder zundchst gespalten und anschliefend eliminiert wird.
Letzteres gilt als Hauptabbauweg fiir TDP-43.

Watabe et al. (2014) analysierten die Auswirkungen einer UPS-, Autophagie- oder ESCRT-
Inhibition auf das Aggregationsverhalten von TDP-43. Durch das Einbringen von shRNA in
verschiedene Zelltypen reduzierten sie die Aktivitat eines der drei proteolytischen Systeme.
Die Kotransfektion mit wildtypischem oder mutiertem TDP-43 zeigte eine Steigerung der
Aggregation im Vergleich zu den Zellen ohne shRNA-Behandlung. Daraus l&sst sich
schlussfolgern, dass alle drei Prozesse am Abbau von TDP-43 beteiligt sind.

Die Uberwiegende Mehrheit der Studien zeigte, dass nicht nur die Autophagie, sondern auch

das UPS, ebenso wie der endosomal-vakuoldre Weg an der Reduktion von TDP-43 beteiligt
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sind. Dafur spricht ebenso die Tatsache, dass TDP-43 sowohl mit Autophagie als auch mit
UPS-Komponenten kolokalisiert. Beispiele dafir lieferten u. a. Kim et al. (2009), Urushitani
et al. (2010), Wang et al. (2010) und Scotter et al. (2014). Sie sahen eine Uberlagerung von
TDP-43 bzw. TDP-25 mit Ubiquilin 1 (Cochaperon, welches ubiquitinierte Proteine dem
autophagischem oder proteasomalen Abbau zufiihrt), p62 (Ubiquitin-bindendes Protein flr
die selektive Autophagie) und LC3 (Autophagiemarker).

Eine Kolokalisation zwischen TDP-43 und Atg8 (LC3 Homolog) konnte ebenso in der
vorliegenden Arbeit festgestellt werden (Abb. 37). Dies spricht fir eine Beteiligung der
Autophagie am TDP-43-Eliminierungsmechanismus. Jedoch ist diese wahrscheinlich nur
kompensatorisch, da das Level an TDP-43 trotz autophagischer Hemmung kontinuierlich
abnahm, keine Akkumulation von TDP-43-GFP-Aggregaten sowie kein Anstieg im
TDP-43-GFP-Level festzustellen war. Diese Resultate unterscheiden sich groftenteils zu
vielfach publizierten Beobachtungen. Die Erkenntnisse dieser Arbeit er6ffnen die in
Publikationen kaum berticksichte Mdglichkeit, dass der endosomal-vakuoldre Abbauweg das
entscheidende System zur Eliminierung von TDP-43 darstellt.

5.2.3 TDP-43 st ein Substrat des endosomal-vakuoldren Abbauwegs

Ein weiterer zelluldrer Schutzmechanismus, um potenziell toxisches TDP-43 zu eliminieren,
ist der endosomal-vakuolare Weg.

Im Tupfeltestscreen wurden insgesamt 18 Komponenten fiir die friilhe Endozytose und den
MVB-Weg untersucht (Abb. 13). Drei der Deletionsstimme zeigten einen verbesserten, zwei
einen dhnlichen und 13 einen verschlechterten Wuchs gegentiber dem Wildtyp wahrend der
Expression von TDP-43 (Tag 3). Besonders die MVB-Deletionsstdamme wuchsen mit 81%
mehrheitlich schlechter als der Kontrollstamm (Tag 3). Einer der drei deletierten Stamme mit
einem positiven Wachstumsindex war Anprl (0,528 an Tag 3 und 1,00 an Tag6). Im
Gegensatz zu den ubrigen Mutanten bedingt die Deletion von NPR1 eine Induktion der
Endozytose (siehe Abschnitt 4.1.4). Diese Beobachtung deckt sich mit der Vermutung, dass
die frihe Endozytose mdglicherweise und der MVB-Weg mit groRer Wahrscheinlichkeit an
der Eliminierung von TDP-43 beteiligt sind.

Belege hierflr lieferten die zwei MVB-Deletionsstimme Avps24 und Avps25 sowie der
Deletionsstamm fiir die Endozytose Anprl. Die fluoreszenzmikroskopische Analyse
offenbarte einen signifikanten Anstieg an TDP-43-GFP-Punkten in den beiden MVB-
Stimmen wihrend des Hungerns. Beim Anprl-Stamm konnte eine Abnahme der

TDP-43-GFP-Aggregate zwischen sechs und 24 Stunden festgestellt werden. Allerdings
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reduzierte sich die Anzahl der TDP-43-Aggregate im selben Zeitraum im Wildtyp. Eine
Beteiligung der friihen Endozytose kann auf Grund der Datenlage nicht vollstandig
ausgeschlossen werden. Jedoch scheinen die MVBs mutmallich am Abbau von TDP-43
beteiligt zu sein.

Mittels Kolokalisationsstudien konnte verifiziert werden, dass TDP-43 ein Substrat des
endosomal-vakuolaren Prozesses darstellt. Es wurde eine ca. 17%ige Uberlagerung zwischen
TDP-43-DsRed und dem MVB-Substrat Sna3-GFP im Wildtyp beobachtet (Abb. 42).

Dass der endosomal-vakuolare Weg am Entfernen von neurotoxischen Proteinen beteiligt ist,
zeigt sich an den Beispielen von APP (Amyloid-Vorlauferprotein) und a-Synuclein. Die
Akkumulation von APP sowie dessen Spaltprodukt AB42 in extrazelluldre amyloide Plaques
ist ein charakteristisches histopathologisches Merkmal der Alzheimer-Krankheit (Edgar et al.
2015). Intrazellulér sind beide Proteine in der Néhe der MVBs lokalisiert (Takahashi et al.
2002, Morel et al. 2013). 2002 erforschten Takahashi und Mitarbeiter Gehirnschnitte von
Mausen, Ratten und Menschen. Hierbei stellten sie fest, dass bereits im gesunden Gehirn
AB42 vor allem an der MVB-Membran akkumulierte. Diese Anreicherung nahm im Alter,
besonders in den Dendriten, zu. Die Verfasser spekulierten, dass Ap42 durch die MVBs
transportiert wird, deren Struktur schadigt und dadurch vermehrt ins Zytosol stromt oder den
Transport der MVBs beeintréchtigt. Beides konnten kritische neurotoxische Ereignisse im
Krankheitsverlauf von Alzheimer-Erkrankung darstellen. Morel et al. (2013) bewiesen in
HeLa-Zellen und Neuronen, dass APP ebenso in die intraluminalen Vesikel (ILV) der MVBs
einsortiert wird. In H4-Zellen zeigten Edgar und Mitarbeiter (2015), dass ein Teil des
Vorlauferproteins tber die MVBs zu den Lysosomen transportiert und dort abgebaut wird.
Die Depletion der ESCRT-Komponenten Hrs (Hefehomolog ist Vps27) bzw. Tsgl01
(Hefehomolog ist Vps23) fuhrte zur Abnahme von APP in den ILVs sowie in den Lysosomen.
Darliber hinaus stieg das intrazelluldre Level an AB und dessen Sekretion nahm dramatisch
ab. Die Autoren vermuten eine duale Rolle der MVBs. Zum einen fiihren sie APP und dessen
Spaltprodukte dem lysosomalen Abbau zu. Zum anderen unterstiitzen sie die Abgabe von A
aus der Zelle.

Tofaris und Koautoren (2011) bewiesen, dass a-Synuclein tber den endosomal-lysosomalen
Weg eliminiert wird. Das vor allem im Gehirn angereicherte Protein bindet Membranlipide
und ist am Recycling von préasynaptischen Vesikeln beteiligt. Bei der Parkinson-Erkrankung
und anderen o-Synucleinopathien akkumuliert das Protein in intraneuronalen, oftmals
ubiquitinierten Einschllissen, sogenannten Lewy bodies (Tofaris et al. 2011). Als

experimentelle Grundlage fiir die Untersuchung von a-Synuclein dienten hier SH-SY5Y- und
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HEK?293-Zellen, Hefe sowie humane Gehirnschnitte. Die Wissenschaftler konnten feststellen,
dass die durch siRNA herbeigefuhrte Tsgl01-Depletion die Eliminierung des
Membranproteins stark reduzierte. Die Verfasser schlossen daraus, dass a-Synuclein mit Hilfe
der MVBs in die Lysosomen gelangt und dort abgebaut wird.

Eine Beeintrachtigung des endosomal-vakuoldren Wegs hat dramatische Auswirkungen auf
den Proteinhaushalt der Zelle und ist Uberdies krankheitsrelevant. Skibinski et al. (2005)
studierten eine groRRe danische Familie mit 450 Mitgliedern aus sechs Generationen. Bei 11
Angehdrigen wurde FTD diagnostiziert. Grund fiir den Krankheitsausbruch war eine Mutation
im CHMP2B Gen (CHarged Multivesicular body Protein 2B, Vps2 bei Hefe). Die Verfasser
konnten nachweisen, dass eine Transition von Guanin zu Cytosin an der Akzeptorspleil3stelle
von Exon 6 eine Stoérung der mRNA-Prozessierung ausloste und dadurch zwei mutierte
Proteinprodukte, CHMP2B™™"™ und CHMP2B*'°, generierte. Bei CHMP2B"™™" fehlen 36
Aminosauren des urspringlichen, wildtypischen Proteins, zugleich kommt eine neue
Aminosaure hinzu. CHMP2B*'* hingegen hat 29 neue Aminosauren. Die Auswirkungen eines
mutierten CHMP2B-Gens beschrieben Urwin et al. (2010). Sie analysierten das Gehirn und
die Fibroblasten von FTD-Patienten. Die Autoren entdeckten stark vergroRerte Endosomen
und einen spezifischen Defekt der Endosomen-Lysosomen-Fusion. Die Ursache dieser
Beeintrachtigung lag in der verminderten Rekrutierung von Rab7 (Ypt7 in der Hefe) durch die
konstitutive Bindung des mutierten CHMP2Bs an die MVBs.

Aber nicht nur in FTD-Patienten wurde eine Mutation in dieser ESCRT-Komponente
festgestellt. Parkinson und Mitarbeiter (2006) entdeckten Verdnderungen im CHMP2B-Gen
bei zwei ALS-Fallen. Die Erkrankten waren negativ flr andere Mutationen und wiesen p62-
und Ubiquitin-positive Einschlusse in Gehirn- und Rickenmarksgewebe auf.

Mehrere Wissenschaftler sahen einen direkten Zusammenhang zwischen einem gestorten
endosomal-lysosomalen Weg, der Beeintrachtigung der Autophagie und der zelluldaren
Anreicherung von Proteinen. Lee et al. (2007) analysierten die Folgen einer ESCRT-III-
Fehlfunktion auf die Neuronen von murinem Gewebe und kultivierten Zellen. Die Depletion

B'""S verursachte eine Akkumulation von

von mSnf7-2 bzw. die Expression von CHMP2
Autophagosomen, eine Retraktion (Schrumpfung) der Dendriten und Neurodegeneration.
Diese Resultate offenbarten einen direkten Zusammenhang der ESCRT-I11-Komponenten mit
der Autophagie und der Integritat der Dendriten bzw. dem Uberleben der Neuronen.

Lee und Gao (2009) erweiterten ihre Ergebnisse. Sie kombinierten die genetisch induzierte
ESCRT-III-Fehlfunktion mit einer gestorten Autophagie. Der Verlust von mSnf7-2 oder die

Synthese von CHMP2B'™™ fiihrte zum Zellverlust in kultivierten Rattenneuronen. Dieser
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konnte durch die chemische bzw. genetische Herabregulation des autophagischen Prozesses
vermindert werden. Des Weiteren filhrte die Synthese von CHMP2B™°™ zu einer
Anreicherung von ubiquitinierten Proteinen in den Endosomen und zu einer Akkumulation
der Autophagosomen. Die Anzahl der autophagischen Vesikel, aber nicht die Proteinmenge
wurde durch den Einsatz von Autophagie-reduzierenden Methoden erniedrigt. Dies belegt,
dass die exzessive Ansammlung von Autophagosomen schéadlich fir die Zellen ist und sich
nachteilig fir das neuronale Uberleben auswirken kann.

Auch im Zusammenhang mit der Eliminierung von TDP-43 wird ein beeintréchtigter MVB-
Weg mit der Blockierung der Autophagie assoziiert. Filimonenko und Koautoren (2007)
untersuchten die Auswirkungen von depletierten Komponenten der ESCRT-Maschinerie auf
die Proteolyse in HeLa-Zellen. Hierfur reduzierten die Autoren mittels siRNA das Level der
ESCRT-Untereinheiten Hrs, Tsgl01, Vps22 oder Vps24 oder exprimierten mutiertes
CHMP2B. Das Absenken der Proteinlevel bedingte die Akkumulation von ubiquitinierten
Proteinen in frihen Endosomen, MVBs sowie in der N&he von Lysosomen. Diese
Proteinaggregate waren positiv fur p62 und Alfy (Autophagiemarker). Darlber hinaus fuhrte
die Abnahme des Tsg101- bzw. Vps24-Levels zur Hemmung des autophagischen Prozesses.
So waren p62 und LC3 in den Zellen erhoht und die Fusion der Autophagosomen mit dem
Lysosom reduziert. Ahnliches konnte bei der Synthese von mutiertem CHMP2B beobachtet
werden. Auch hier reicherten sich Ubiquitin- und p62-positive Aggregate auf Grund einer
blockierten Autophagie an. Die zytoplasmatischen Einschlisse in den ESCRT-depletierten
Zellen enthielten TDP-43. Ebenso wie TDP-43 wurde mutiertes Huntingtin Gber den
endolysosomalen Weg eliminiert. Die Autoren schlossen daraus, dass funktionelle MVBs fur
den autophagosomalen Abbau von neurotoxischen Proteinen, wie TDP-43 und Huntingtin,
benotigt werden. Allerdings schlieBen die Resultate die Mdoglichkeit nicht aus, dass der
endosomal-vakuoldre Mechanismus selbst und unabhéngig von der Autophagie an der
Eliminierung von TDP-43 beteiligt ist.

Zu einem &hnlich Resultat gelangten Oshima und Mitarbeiter (2016). Sie studierten Mé&use,
bei denen ausschlief3lich im Vorderhirn Hrs ausgeschaltet wurde und PC12-Zellen. Die Tiere
waren kleiner, hatten ein niedrigeres Korpergewicht und eine reduzierte Lebenserwartung.
Des Weiteren zeigten sie einen vermehrten Neuronenverlust im Hippocampus und einen
héheren Anteil an Ubiquitin-positiven Einschlissen. Zahlreiche, mit Neurodegeneration
assoziierte, Proteine waren angereichert. Dazu gehdrten ao-Synuclein (einzig im
Hippocampus), Huntingtin und TDP-43. Die Aggregate enthielten p62. Ferner storte die

Stilllegung von Hrs den spéten Autophagieabschnitt. So war der Anteil von LC3-Il zwar
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erhoht, jedoch akkumulierte diese im Zytoplasma. Ursache hierflir war eine defekte Fusion
der Autophagosomen mit den Lysosomen bzw. mit den MVBs. In den PC12 Zellen fiihrte
depletiertes Hrs zu einer Abnahme von lebenden sowie zu einer Zunahme von apoptotischen
und nekrotischen Zellen, forderte den ER-Stress und die Anreicherung von a-Synuclein und
TDP-43. Die von den Autoren praferierte Kausalitatskette verknipft die Stérung des MVB-
Wegs mit einer gehemmten Autophagie, einer Anreicherung von zellschadigenden
Proteinaggregaten, Neurodegeneration und vorzeitigem Tod.

Dass TDP-43 (ber die Vakuole bzw. (iber das Lysosom abgebaut wird, konnte auf Grund der
eigenen Resultate und verschiedener Veroffentlichungen belegt werden. Allerdings
beschrieben die Autoren den autophagischen Prozess als den entscheidenden
Eliminierungsmechanismus fir TDP-43. Die pathologische Veranderung des endosomal-
lysosomalen Systems sahen sie ausschlieBlich im Zusammenhang mit einer beeintrachtigten
Autophagie. Dass TDP-43 ein direktes Substrat des endozytotischen Systems ist, zogen die
Wissenschaftler nicht in Betracht. Jedoch legen die von mir vorgelegten Resultate diese
Vermutung nahe. So konnten einerseits der Abbau von TDP-43, trotz der Inhibierung des
autophagosomalen Wegs und andererseits eine Anreicherung des Proteins wahrend der
Deletion von verschiedenen ESCRT-Untereinheiten beobachtet werden. Dies fuhrt zu dem
Schluss, dass der endosomal-vakuoldre Prozess vorrangig fur die Entfernung von TDP-43
verantwortlich ist und nicht das UPS oder die Autophagie (Abb. 50). Um die Beobachtungen
in der Hefe zu verifizieren, sollten Studien in héheren Organismen durchgefiihrt werden.
Ferner waren pharmazeutische Losungen fur die spezielle Forcierung des endosomal-
vakuolaren Prozesses hilfreich, um TDP-43 vermehrt abzubauen und somit die Entstehung
von neurodegenerativen Erkrankungen zu verhindern oder deren Fortschreiten zu verzdgern.
Trotz der eindeutigen Ergebnisse beziglich der endosomal-vakuoldren Eliminierung von
TDP-43 stellt sich eine entscheidende Frage: wie gelangt zytoplasmatisch akkumuliertes
TDP-43 unabhangig von der Autophagie in die MVBs? Lange Zeit wurde vermutet, dass der
MVB-Weg ausnahmslos zum Transport von Plasmamembranbestandteilen sowie von
biosynthetischen Komponenten aus dem trans-Golgi-Netzwerk ben6tigt wird (siehe Abschnitt
1.4.3). Jedoch entdeckten Sahu und Mitarbeiter (2011), dass auch zytosolische Proteine in
MVBs einsortiert werden koénnen und bezeichneten den Vorgang als endosomale
Mikroautophagie. lhre Resultate beruhten auf der Verwendung dendritischer Zellen. Die
Verfasser konnten beobachten, dass die Aufnahme der zytosolischen Proteine wéhrend der
MVB-Biogenese, speziell bei der intraluminalen Vesikelbildung vorkommt, die dhnlich wie

bei der vakuoldaren Mikroautophagie die Einstilpung der Membran voraussetzt. Der
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proteolytische Weg war ATP-, aber nicht GTP-abhéngig und unterschied sich von der CMA
dahingehend, dass weder LAMP-2A noch eine Entfaltung der Proteine bendtigt wurde.
Dartber hinaus war der Prozess Autophagie-unabhangig, da ein reduziertes Atg7-Level keine
Auswirkungen auf die Fahigkeit der MVBs hatte zytosolische Proteine aufzunehmen.
Allerdings war er auf verschiedene ESCRT-Untereinheiten angewiesen. Die MVBs konnten
Proteine unspezifisch en masse oder individuell in Abhéngigkeit vom KFERQ-Motiv des
Zielproteins vereinnahmen. Die Sequenzerkennung erfolgte mit Hilfe des Chaperons Hsc70,
welches Gber Phosphatidylserin (PS) an die MVB-Membran binden kann.

Aber nicht nur im Saugersystem war die endosomale Mikroautophagie zu beobachten,
sondern auch in der Hefe. Liu und Mitarbeiter (2015) erforschten die Spalthefe S. pombe und
fanden heraus, dass der selektive Autophagierezeptor Nbrl mit den zytosolischen Hydrolasen
Lap2 und Ape2 zu einem Komplex assoziiert und deren vakuoldren Abbau tber die MVBs
initiiert. Der Mechanismus war unabhéngig von der Autophagiemaschinerie, benétigte jedoch
die ESCRT-Komplexe und eine Proteinmarkierung mittels Ubiquitin. Liu et al. (2015)
konnten nachweisen, dass in der Hefe die ESCRT-Maschinerie nicht nur fur den Transport
von Membranproteinen benétigt wird, sondern auch an der vakuoldren Eliminierung von
l6slichen Proteinen beteiligt ist.

Die endosomale Mikroautophagie entfernt neben zytosolischen Proteinen ebenso komplette
Organellen. Hammerling et al. (2017) beschrieben, dass geschéadigte Mitochondrien in MEF-
Zellen durch die E3-Ligase Parkin ubiquitiniert und fir die fridhen Endosomen als Ziel
markiert werden kdénnen. Die Aufnahme der Organellen war ESCRT-abhéngig. Die friihen
Endosomen reiften anschlielend zu MVBs, welche die Mitochondrien fir deren Abbau ins
Lysosom beforderten. War der Prozess durch mutiertes Rab5 oder depletiertes Rab7 gestort
flihrte dies zu einer Anreicherung von gestressten Mitochondrien und zu vermehrtem Zelltod.
Die endosomale Mikroautophagie ist somit nicht nur ein Qualitatskontrollmechanismus fir
Proteine, sondern auch fur Mitochondrien.

Die vorgestellten Veroffentlichungen beweisen, dass die Aufnahme und Entfernung von
zytosolischen Proteinen mit Hilfe der MVBs moglich ist. Demzufolge ist es nicht
unwahrscheinlich, dass TDP-43 (ber die endosomale Mikroautophagie, unabhéngig von der
Autophagie, entfernt wird (Abb. 50). Jedoch muss das Protein vermutlich, dhnlich wie von
Hammerling et al. (2017) fur die Mitochondrien beschrieben, gezielt markiert werden. Dies
konnte mittels einer Ubiquitinierung durch die E3-Ligase Rsp5 erfolgen. Gute Ansétze flr

diese Theorie wurden mit Hilfe dieser Arbeit gefunden.
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5.2.4  Die Ubiquitinligase Rsp5 ist an der Eliminierung von TDP-43 beteiligt

Der Beitrag von Rsp5 am TDP-43-Abbau ergab sich aus fluoreszenzmikroskopischen,
biochemischen sowie wachstumsbedingten Beobachtungen. Zundchst konnte eine starke
Kolokalisation zwischen TDP-43-DsRed und GFP-Rsp5 von ca. 42% im Wildtyp festgestellt
werden (Abb. 43). Die in ihrer Funktion modifizierten Rsp5-Varianten A401E und P343S
zeigten Unterschiede in Bezug auf ihr Wachstum bei der Expression von TDP-43, der Anzahl
und des Levels an TDP-43. Beim A401E-Stamm, der eine reduzierte Rsp5-Aktivitat besitzt
(Wijayanti et al. 2015), wurde ein vermindertes Wachstum wéhrend der Synthese von
TDP-43 festgestellt (Abb. 44). Ferner besa der Stamm eine erhohte Anzahl an TDP-43-
positiven Aggregaten und ein erhohtes TDP-43-Level (Abb. 45 und 46). Im Gegensatz dazu
hatte die P343S-Variante, die die Ubiquitinierung von Proteinen steigert (Wijayanti et al.
2015), ein &hnliches Wuchsverhalten wie der Wildtyp bei der TDP-43-Expression, signifikant
weniger TDP-43-Einschlisse und ein niedrigeres TDP-43-Proteinlevel (zum Wildtyp nicht
signifikant) (Abb. 44, 45und 46). Aus diesen Resultaten lasst sich schlielen, dass die
Aktivitat der Ubiquitinligase Rsp5 die TDP-43-Anreicherung in der Zelle moduliert und das
neurotoxische Protein moglicherweise zum Entfernen markiert (Abb. 50).

Die wichtigste Funktion von Rsp5 ist die Ubiquitinierung und damit die Markierung von
verschiedenen Proteinen, wie Cpsl, Gapl, Sna3 oder Phmb5, fur die Proteolyse oder den
Transport (Morvan et al. 2004, Wang et al. 2011).

Das genetisch modifizierte Membranprotein Wscl* wird ebenso Uber Rsp5 fur den
endosomal-vakuoldren Abbau gekennzeichnet (Wang et al. 2011). Die Wissenschaftler
veranderten alle Lysinreste des Proteins zu Arginin, wodurch eine Ubiquitinierung mittels
Rsp5 nicht mehr moglich war. In einem zweiten Ansatz wurde rsp5-1 verwendet, eine
inaktive Mutante, die Wscl* nicht modifizieren konnte. In beiden Fallen erfolgte keine
Einsortierung des fehlgefalteten Proteins in die MVBs. Dadurch entstanden toxische
Spaltprodukte.

Des Weiteren konnten Zhao und Mitarbeiter (2013) beweisen, dass Rsp5 in Verbindung mit
dem Adapterprotein Arrestin (ART) ein Qualitatskontrollsystem fur Plasmamembranproteine
bildet. Sie zeigten in Hefe, dass ART-Rsp5 fehlgefaltete oder geschédigte Proteine, welche
durch thermalen Stress induziert wurden, abbaut und dadurch die Akkumulation von
toxischen Aggregaten in der Zelloberflache unterbindet. Die Ubiquitinligase Rsp5 schiitzte
die Hefezellen vor proteotoxischem Stress, indem es Plasmamembranproteine zligig fur den

Abbau kennzeichnete.
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Allerdings werden nicht nur fehlgefaltete Proteine durch die E3-Ligase markiert, sondern
auch das neurotoxische Protein a-Synuclein. Tofaris et al. (2011) bewiesen, dass die
Einsortierung des Proteins in die MVBs Nedd4-abhangig (humanes Homolog zu Rsp5) ist.
Das E3-Enzym modifizierte a-Synuclein mit einer K63-verbundenen Ubiquitinkette. Eine
Uberexpression von Nedd4 verstarkte die Ubiquitinierung des neurotoxischen Proteins und
forderte dessen lysosomale Eliminierung tber die MVBs. Die Verwendung einer inaktiven
Rsp5-Mutante in der Hefe verminderte die Entfernung von a-Synuclein, beschleunigte die
Bildung von Einschlissen und fiihrte zu einer erhdhten a-Synuclein-bedingten Toxizitat. Die
Verfasser schlussfolgerten daraus, dass Nedd4 a-Synuclein durch dessen Ubiquitinierung fur
den endosomal-lysosomalen Weg markiert und dass eine Reduktion des neurotoxischen
Proteins gegen die Parkinson-Erkrankung und andere a-Synucleinopathien schiitzen konnte.
Die Vorstellung von Tofaris et al., dass Rsp5 a-Synuclein flr den endozytotischen Abbau
kennzeichnet, konnten Tardiff und Koautoren (2013) untermauern. Sie untersuchten die E3-
Ligase im Zusammenhang mit N-aryl Benzimidazol (NAB) in Hefe, C. elegans und
Neuronen-angereicherten Kulturen. lhre Resultate zeigten, dass NAB den Rsp5-abhéngigen
endosomalen Transport von Plasmamembrankomponenten und biosynthetischen Proteinen
vom Golgi-Apparat unterstltzt. Des Weiteren verminderten die Ubiquitinligase und die
chemische Substanz die Akkumulation von a-Synuclein in den Hefezellen und verbesserten
das Wachstum bei a-Synuclein exprimierenden Stdmmen. Die Resultate bewiesen: Rsp5 ist in
der Lage a-Synuclein (ber die MVBs zu eliminieren.

Genauere Einblicke in die Wirkungsweise von Rsp5 bei der Ubiquitinierung von a-Synuclein
gaben Wijayanti und Mitarbeiter (2015). Die Wissenschaftler kreierten verschiedene Rsp5-
Varianten und beobachteten die Auswirkungen auf die a-Synuclein verursachte Toxizitat. Es
stellte sich heraus, dass es sich bei P343S um eine hyperaktive Rsp5-Mutante handelte, die
die a-Synuclein Toxizitat minderte und dessen Eliminierung durch verstarkte Ubiquitinierung
forderte. Die A401E-Variante von Rsp5 hingegen war gegeniiber a-Synuclein empfindlicher,
maoglicherweise war dies auf eine Hemmung der Ubiquitinierung des toxischen Proteins
zurickzufuhren. Die Studie von Wijayanti et al. (2015) legt nahe, dass die Ubiquitinierung
von a-Synuclein durch Rsp5 ein essentieller Mechanismus fiir dessen Abbau darstellt. Hierbei
bestimmt die Art der Ubiquitinierung und die Topologie der Kette das Schicksal des
markierten Proteins (siehe Abschnitt 1.4.1).

Die Rsp5-Ligase bevorzugt die Bildung von K63-verknupften Ubiquitinketten. Dies konnten
u. a. Kee et al. (2005), Stawiecka-Mirota et al. (2007) und Sugeno et al. (2014) feststellen.

Jedoch ist Rsp5 auch in der Lage K48-verbundene Ketten zu synthetisieren. Nach einem



Diskussion und Ausblick

Hitzeschock werden zytosolische, fehlgefaltete Proteine in der Hefezelle direkt von Rsp5 oder
indirekt, Uber einen Adapter, ubiquitiniert (Fang et al. 2014). Die Deubiquitinasen Ubp2 und
Ubp3 verhindern hierbei die Assemblierung von K63-verknilipften Ubiquitinketten durch
Rsp5 und fordern stattdessen die K48-Modifikation (Fang et al. 2016).

Die vorgestellten Publikationen beweisen: Rsp5 unterstlitzt unter bestimmten
Voraussetzungen die Bildung von K48-zusammengeftigten Ubiquitinketten. Allerdings ist es
vor allem fir die Synthese von K63-verknupften Ketten zustandig. Die so markierten Proteine
werden anschlieBend tber den endosomal-vakuoldren Weg oder die Autophagie abgebaut.
Interessanterweise erfolgt die Modifikation von TDP-43 (berwiegend mit K48- und K63-
verbundenem Ubiquitin. Die Hyperubiquitinierung des Proteins wurde bereits 2006 bei dessen
Entdeckung als Hauptkomponente in pathologischen Einschlissen bei ALS- und FTD-
Patienten beschrieben (Arai et al. 2006, Neumann et al. 2006). Allerdings zeigten erst
Seyfried und Mitarbeiter (2010), dass TDP-43 mit K48- und K63-verkettetem Ubiquitin
markiert wird. Die Verfasser untersuchten das neurotoxische Protein in einer humanen
Zelllinie und in primaren Mausneuronen. Besonders das Volllangenprotein kennzeichnete
sich durch K63-verkniupfte Ubiquitinketten aus. Die Modifikation des ebenso analysierten
N-terminalen TDP-43-Fragments beinhaltete K11-, K48- und K63-verbundenes Ubiquitin.
Neben Seyfried et al. bestétigten Hebron et al. (2013) sowie Scotter et al.(2014), dass TDP-43
primar tber K48- und K63-verkettetes Ubiquitin modifiziert wird.

Auf Grundlage der verdffentlichten Datenlage und der eigenen Resultate ist es reizvoll zu
spekulieren, dass TDP-43 durch Rsp5 ubiquitiniert und dadurch priméar fur den Abbau Uber
die endosomale Mikroautophagie oder alternativ Uber die Makroautophagie gekennzeichnet
wird. Daflr spricht, dass TDP-43 sowohl mit Rsp5, mit Atg8 als auch mit dem MVB-Substrat
Sna3 kolokalisiert. Ferner konnten in Abhangigkeit der Rsp5-Ubiquitinierungsaktivitat ein
variables Zellwachstum bei der Expression von TDP-43, eine abweichende Aggregatanzahl
sowie ein verdndertes Proteinlevel festgestellt werden. Ebenso fiihrte die Deletion von
unterschiedlichen ESCRT-Komponenten zur Anreicherung von TDP-43 und zu einem
verminderten Wuchs der Stdmme wahrend der Expression des neurotoxischen Proteins
gegentber dem Wildtyp.

Die posttranslationale Modifikation von TDP-43 durch Rsp5 ist auch deswegen naheliegend,
da Dbeide Proteine einen gemeinsamen Nenner besitzen: die K63-verbundenen
Ubiquitinketten. Die E3-Ligase bevorzugt diese Assemblierung, wahrend TDP-43 vermehrt
solche aufweist. Allerdings benétigt TDP-43 mdoglicherweise ein Adapterprotein, um von

Rsp5 ubiquitiniert werden zu kdnnen, ahnlich wie die Plasmamembranproteine Mupl, Canl
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oder Fur4 sowie fehlgefaltete zytosolische Proteine, die zunédchst durch die a-Arrestin bzw.
Hsp40 gebunden und dann mittels Rsp5 ubiquitiniert werden (Lin et al. 2008, Fang et al.
2014, Prosser et al. 2015, Guiney et al. 2016)

Die Resultate der vorliegenden Arbeit lieferten gute Ansétze fir eine Rsp5-abhangige, durch
die endosomale Mikroautophagie bzw. Makroautophagie durchgefuhrte Eliminierung von
TDP-43 aus der Zelle. Die gegenwartige Datenlage sollte mittels weiteren Studien verifiziert
und erweitert werden, da dadurch pharmakologische oder genetische Strategien zum Abbau
von zytoplasmatischen TDP-43-Aggregaten entwickelt und ein neuer Ansatz zur Therapie
von TDP-43-Proteinopathien gefunden werden kénnte.

Die eigenen Ergebnisse fiihren zu der Schlussfolgerung, dass TDP-43 (iber die Vakuole
eliminiert wird. Um dies zu erreichen muss das TDP-43-enthaltende Vesikel (MVB oder
Autophagosom) mit dem vakuoldren Kompartiment fusionieren koénnen. Hierzu wird die

Fusionsmaschinerie benétigt.

5.25 Bedeutung der Vakuole und der Vakuolenfusion beim TDP-43-
Abbauprozess

Der Umstand, dass TDP-43 (iber die Vakuole eliminiert wird, konnte unter Zuhilfenahme des
Tupfeltestscreens, der Fluoreszenzmikroskopie und dem Western Blot erhartet werden.
Mittels des Wachstumstests wurde eine Reduktion des Wachstums bei acht von 10
Deletionsstammen fir die Vakuolenfusion gegenlber dem Wildtyp wahrend der Expression
von TDP-43 festgestellt (Abb. 14). Nur zwei Mutanten besal’en einen verbesserten Wuchs.
Einer davon war Aybtl. Im Gegensatz zu den anderen Stammen fordert die Deletion von
YBT1 die Vakuolenfusion (siehe Abschnitt 4.1.5). Analog dazu wurde die im Avam3-Stamm
beobachtete erhohte Toxizitdt bei der Synthese von TDP-43 durch das Einbringen von
exogenem Vama3 teilweise gerettet (Abb. 30). Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die
Vakuolenfusion die Eliminierung von TDP-43 positiv unterstutzt.

Neben der Fusionsmaschinerie Uben die vakuoldre Funktion und die VVakuolenmorphologie
Einfluss auf die TDP-43verursachte Toxizitat aus. So besitzt der Apep4-Stamm an beiden
analysierten Tagen im TUpfeltestscreen einen negativen Wuchs (Tag 3: -0,448; Tag 6: -0,300)
(siehe Anhang Abb. VIII). Auf Grund der Rolle des Proteins als vakuoldre Proteinase und als
Initiator fir die Reifung anderer vakuoldrer Hydrolasen schréankt die Gendeletion die
Vakuolenaktivitat ein (Ammerer et al. 1986, Woolford et al. 1986). Es ist daher
wahrscheinlich, dass die im Screen beobachtete Wachstumsreduktion auf eine beeintrachtigte

vakuolare Entfernung von TDP-43 zuriickzufiihren ist, die jedoch keine Auswirkungen auf
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die Akkumulation von sichtbaren TDP-43-Aggregaten hatte (Abb. 34 und Anhang Abb. XI).
Abgesehen von der Funktionalitét ist die Vakuolenmorphologie ein entscheidendes Kriterium
fur das Toxizitatsvermogen von TDP-43. Die pharmakologisch induzierte vakuolare
Fragmentierung durch Propranolol forciert die TDP-43-bedingte Toxizitat und mindert das
Wachstum der Hefe (Abb.19,20und21). Die Verdnderung des vakuoldren
Erscheinungsbilds potenziert die TDP-43-Zytotoxizitat.

Unabhéngig von den Tupfelteststudien konnte bei der Fusionsmutante Avam3 ein Anstieg der
TDP-43-Aggregate und des Proteinlevels in Hunger- bzw. in Galaktose-haltigem Medium
festgestellt werden (Abb. 32, 33, 34 und 40 sowie Anhang Abb. X1 und XII).

Die Kombination aus einer gestdrten Fusion und einer reduzierten Vakuolenaktivitat, die
durch den Einsatz der Doppelmutanten Avam3Apep4 bzw. AvamAatgl5 imitiert wurde, war
fiir die Zelle &uRerst schadlich (Abb. 31). Allerdings waren die erhdhte Wachstumsreduktion,
die Anzahl und das Level an TDP-43 vergleichbar zum Avam3-Stamm (Abb. 31, 34, 35 und
Anhang Abb. XI). Die Einschrankung beider zelluldrer Mechanismen hatte keine gesteigerte
Wirkung auf die TDP-43-verursachte Zytotoxizitat. Scheinbar ist die Akkumulation von
TDP-43 im Zytoplasma der primére Ausloser flr dessen toxische Wirkung und nicht die
vermehrte Einlagerung des Proteins in die Vakuole.

Die gleichzeitige Hemmung der vakuoldren Fusion und der Autophagie beim Avam3Aatgl
war dhnlich zellschdadigend wie bei Avam3 (Abb. 31). Die Anzahl der TDP-43-Punkte sowie
der Gehalt des Proteins waren im Doppeldeletionsstamm annahrend gleich zur
Fusionsmutante (Abb. 31, 34, 35 und Anhang Abb. XI). Ubereinstimmend mit den anderen
Ergebnissen dieser Arbeit zeigen diese Beobachtungen, dass der autophagische Prozess
vorrangig nicht am Abbau von TDP-43 beteiligt ist.

Da TDP-43 mutmaflich vakuolar eliminiert wird, ist eine direkte Interaktion von TDP-43 mit
der Fusionskomponente Vam3 denkbar. Allerdings konnte weder im Wildtyp noch im
Avam3-Stamm eine unmittelbare Interaktion der zwei Proteine fluoreszenzmikroskopisch
festgestellt werden (Abb. 36). Das vorliegende Beispiel l&sst vermuten, dass TDP-43 nicht mit
der Vakuolenmaschinerie in Verbindung steht. Jedoch sollten weitere Untersuchungen mit
anderen Fusionskomponenten unternommen werden, da anndhernd alle Versuche darauf
hinweisen, dass die VVakuole das zentrale Organell flr die Eliminierung von TDP-43 darstellt.
Dementsprechend ist die Fusionsmaschinerie ein entscheidender Mechanismus zur
Modulierung der TDP-43-bedingten Toxizitat.

Generell ist die Vakuole bzw. das Lysosom fur die Beseitigung von neurotoxischen Proteinen

essentiell. Es existieren zahlreiche Hinweise, dass eine lysosomale Dysfunktion im Gehirn
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eine wichtige Rolle bei der pathogenen Ablagerung von Proteinen spielt (Zhang et al. 2009).
So konnten z.B. viele wissenschaftliche Studien eine enge Beziehung zwischen einer
lysosomalen Fehlfunktion und der Morphologie der Alzheimer-Krankheit nachweisen. Die
funktionelle Veranderung des Lysosoms kénnte mdglicherweise die erste histopathologische
Abweichung in der neurodegenerativen Erkrankung darstellen. Ferner enthalten amyloide
Plaques viele aktive lysosomale Hydrolasen, was darauf hindeutet, dass sie vielleicht aus
rupturierten Lysosomen hervorgegangen sind (Zhang et al. 2009). Darlber hinaus konnten
Mueller-Steiner und Koautoren (2006) nachweisen, dass die lysosomale Cysteinprotease
Cathepsin B APB-Peptide, besonders die aggregationsanfallige AP1-42-Spezies, durch
proteolytische Spaltung abbaut. Ohne dieses Enzym stieg das AP1-42-Level und
verschlimmerte die Plaqueablagerung in hAPP-exprimierenden Mdusen (Mueller-Steiner et
al. 2006). Diese Studie zeigt, dass die lysosomale Enzymaktivitdt bei der Entstehung
neurodegenerativer Erkrankungen von groRer Bedeutung ist.

Die These konnte durch die Arbeit von Sevlever und Mitarbeitern (2008) untermauert werden.
Die Wissenschaftler zeigten im Zusammenhang mit o-Synuclein, dass die lysosomale
enzymatische Funktionalitat unerlasslich fur die Eliminierung des Proteins ist. Generell gilt
die Fehlfunktion des Lysosoms, verbunden mit der Anreicherung von a-Synuclein, als
pradisponierender Faktor fir die Parkinson-Erkrankung (Fraldi et al. 2016). Sevlever et al.
(2008) stellten in in vitro Experimenten fest, dass das lysosomale Protein Cathepsin D
effizient a-Synuclein entfernt und dass eine begrenzte Proteolyse die Bildung von C-terminal
gekurzten Formen unterstitzt. Durch die Reduzierung des Enzymlevels in Zellen, welche
a-Synuclein Uberexprimierten, stieg das Level des neurotoxischen Proteins. Die vollstandige
Hemmung von Cathepsin D durch Pepstatin A verhindert den Abbau von a-Synuclein in
aufgereinigten  Lysosomen vollstdndig. Das lysosomale Enzym ist somit die
Hauptkomponente fir die Eliminierung von a-Synuclein. Eine Stérung der
Lysosomenfunktion begiinstigt die Anreicherung von Proteinen und stellt eine potenzielle
Ursache fur Neurodegeneration dar.

Einen anderen Aspekt im Zusammenhang mit der Degeneration von Nervenzellen bilden die
sogenannten lysosomalen Speicherkrankheiten (LSK). Sie sind das Ergebnis einer
Genmutation, welche einen spezifischen Defekt in einem lysosomalen Enzym bedingt (Mehta
et al. 2006, Plotegher und Duchen 2017). Auf Grund der verringerten oder fehlenden
Enzymaktivitdt kommt es zur lysosomalen Akkumulation von tberfliissigen Makromolekilen
wie z. B. von Glykolipiden (Mehta et al. 2006).
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Unabhédngig von Cathepsin D fihrte eine Mutation im Gen, welches fur die lysosomale
B-Glucocerebrosidase (GBA) codiert, zur Anreicherung von a-Synuclein in der Zelle
(Mazzulli et al. 2011). Die genetische Veranderung in GBA reduzierte das Enzymlevel im
Organell und fiihrte zur einer Anhdaufung von Glucosylceramid (GBA-Substrat). Das
akkumulierte Cerebrosid beschleunigte und stabilisierte 16sliches, oligomeres a-Synuclein,
welches sich anschlielend in amyloide Fibrillen umwandelte (Mazzulli et al. 2011).
Gleichzeitig storte das akkumulierte a-Synuclein den Transport von neusynthetisiertem GBA
ins Lysosom, wodurch sich die pathogene Situation weiterhin verschlechterte. Die
Dysfunktion des Lysosoms und die Anreicherung von a-Synuclein beglnstigen einen
bidirektionalen Teufelskreis (Mazzulli et al. 2011).

Anhand dieser Beispiele konnte gezeigt werden, dass die Vakuole bzw. das Lysosom eine
entscheidende Rolle bei der Beseitigung neurotoxischer Proteinen spielt und dass eine
lysosomale Fehlfunktion zum Ausbruch verschiedener Krankheiten beitrdgt. Es ist zu
vermuten, dass analoge Mechanismen die Krankheitsentstehung fordern. So konnte eine
verminderte Lysosomenfunktion die Proteinhomdostase in den dafir anfalligen Synapsen
storen (siehe Abschnitt 1.4.4) und neurodegenerative Prozesse beschleunigen (Fraldi et al.
2016).

Bis dato ist ein pathologischer Zusammenhang zwischen einer verringerten lysosomalen
Aktivitdt und einer Anreicherung von zytoplasmatischen TDP-43 unbekannt. Einzig
Armakola und Mitarbeiter (2012) konnten in einem grofRen Hefescreen nachweisen, dass
Anhx1 die TDP-43-assoziierte Toxizitat in den Zellen steigert. Der lonenausstauscher ist in
der Vakuole und im MVB lokalisiert und unterstiitzt die vakuolére Fusion (Nass et al. 1997,
Qiu und Fratti 2010). Fehlt Nhx1 fuhrt dies in der Hefezelle zu einer vakuoléren
Fragmentierung und zu einer reduzierten Fusion. Der Carrier reguliert den initialen Schritt der
Vakuolenfusion (Qiu und Fratti 2010). Armakola und Koautoren konnten mittels ihrer Studie
zeigen, dass neben anderen Prozessen auch die vakuoldre Fusion das Toxizitatsvermdgen von
TDP-43 beeinflusst. Abgesehen von dieser Publikation existieren keine verdffentlichten
Daten, die speziell die Auswirkungen der Vakuole oder der Vakuolenfusion auf die TDP-43-
bedingte Toxizitat analysieren. Jedoch ist eine griindliche Untersuchung des Organells und
des dazugehdrigen Mechanismus im Zusammenhang mit TDP-43 (iberaus sinnvoll. Durch die
spezifische Forcierung der vakuolaren Fusion bzw. Aktivitat konnte akkumuliertes toxisches
TDP-43 zigiger aus der Zelle beseitigt und die Bildung neurodegenerativer Erkrankungen

verhindert, verzégert oder der Krankheitsverlauf verlangsamt werden.
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5.3 TDP-43 und die zelluldren proteolytischen Mechanis-
men — ein pathologischer Teufelskreis

Die Hefe ist, wie in dieser Arbeit gezeigt, ein wirkungsvolles Instrument zur Erforschung der
TDP-43-Proteinopathien. Mit Hilfe des Organismus war es moglich folgende Erkenntnisse zu
gewinnen (Abb. 50): (1) TDP-43 kolokalisiert zu ca. 42% mit der E3-Ligase Rspb5.

Abb. 50: Modell zu den patho-
physiologischen  Wechselwir-
kungen des neurotoxischen
Proteins TDP-43 mit den zellu-
laren proteolytischen Mecha-
nismen im Modellorganismus
S. cerevisiae. Erlauterung der
Schritte (1) bis (7) siehe
Haupttext.

Eventuell modifiziert Rsp5 das neurotoxische Protein mit einer K63-verkniipften
Ubiquitinketten und markiert es dadurch fur den endosomal-vakuolaren Abbau oder fir die
Autophagie. (2) TDP-43 verandert die vakuolare Morphologie und 16st damit méglicherweise
komplexe pathologische Zellverdnderungen hervor (z. B. Anreicherung von fehlgefalteten
Proteinen oder defekten Organellen). (3) Die Hemmung des UPS verstarkt die TDP-43-
verursachte Zytotoxizitdt. Das neurotoxische Protein ist jedoch kein Substrat des
proteasomalen Mechanismus. Die gesteigerte Toxizitat konnte auf die Anreicherung von
Proteinaggregaten, hervorgerufen durch eine TDP-43-bedingte Stérung des UPS,
zurlickgefuhrt werden. (4) Die Entfernung von TDP-43 aus der Zelle erfolgt vorrangig Gber
den endosomal-vakuoldren Prozess, moglicherweise uber die endosomale Mikroautophagie.
(5) TDP-43 fordert den terminalen Abschnitt der Autophagie. Ferner dient der
autophagosomale Weg als kompensatorisches System zur Entfernung des neurotoxischen

Proteins. (6) TDP-43 hemmt den endosomal-vakuolaren Verlauf und damit seine eigene
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Eliminierung. (7) Vakuolenfusion, vakuoldre Morphologie und Funktionalitdt sind essentiell
fur den Abbau von TDP-43.

5.4  TDP-43-Expression fiihrt zur Anreicherung von Hitze-
schockproteinen

Die Verdnderung der Synthese bestimmter Proteine, wie etwa Atg7 oder HDAC6, wahrend
der Depletion von TDP-43 war Gegenstand vorangegangener Studien (siehe Abschnitt 5.1.1).
In der vorliegenden Arbeit sollten die Auswirkungen der TDP-43-Uberexpression auf die
zellulére Proteinzusammensetzung (Proteom) untersucht werden. Die hierzu verwendete
quantitative Proteomanalyse (SILAC) ergab, dass in TDP-43-exprimierenden Kulturen 18
Proteine signifikant angereichert und 33 Proteine signifikant abgereichert wurden (Abb. 48).
Die abgereicherten Proteine waren mehrheitlich Bestandteile der mitochondrialen F;Fo-
Synthase, genauer des sogenannten enzymatischen ,,Stiels (stator) (Abb.49). Die
Komponente stabilisiert die F;-Untereinheit und gewahrleistet dessen Drehung. Der Stiel ist
nicht an der katalytischen Funktion der F;Fo-Synthase beteiligt (Xu et al. 2015). Zwei der
insgesamt 18 angereicherten Proteine waren die Hitzeschockproteine Hsp31l und Ssa4
(Abb. 49).

Die Mehrheit der Hitzeschockproteine (HSP) sind molekulare Chaperone, die bei
verschiedenen Formen von Stress (thermal, oxidativ, chemisch) induziert werden. Die
Proteine sind essentielle Komponenten der Proteinqualitatskontrolle (Ciechanover und Kwon
2017). Sie assistieren dem UPS und der Autophagie, indem sie und ihre Regulatoren Proteine
de novo falten bzw. neu strukturieren (Hartl et al. 2011). Irreversibel fehlgefaltete oder
aggregierte Proteine werden Uber die proteolytischen Wege eliminiert. HSPs werden in
Abhangigkeit von ihrer Grofe in Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40 (Dnal) und kleine HSPs
unterteilt (Ciechanover und Kwon 2017). In der Hefe kann das Chaperon Hspl04 in
Zusammenarbeit mit anderen HSPs und unter Verbrauch von ATP aggregierte Proteine
unmittelbar auflésen oder neu falten (Ciechanover und Kwon 2017).

Im Zusammenhang mit neurotoxischen Proteinen wie Tau, mutiertem Huntingtin oder
TDP-43 spielen die HSPs eine kritische Rolle (Zhang et al. 2010). Bei den ersten beiden
Proteinen fordert die Bindung der Chaperone deren proteasomalen Abbau (Zhang et al. 2010).
In Bezug auf TDP-43 analysierten Zhang und Koautoren (2010) die Bedeutung der
Chaperone Hsp90 und Hsp70 auf die Eliminierung des neurotoxischen Proteins in M17D3-
Zellen. Sie depletierten die Proteine durch den Einsatz von siRNA, welches zur
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Akkumulation von phosphoryliertem sowie C-terminalem TDP-43 fiihrte. Ferner konnten die
Verfasser eine direkte Interaktion zwischen Hsp90, Hsp70 und dem C-terminalen Fragment
TDP220.414 nachweisen. Die Autoren schlossen daraus, dass die Chaperone bevorzugt
phosphoryliertes, C-Terminal-gekirztes TDP-43 beim Abbau unterstutzen.

Dass die HSPs das Aggregationsverhalten von TDP-43 in engem Umfang bestimmen,
konnten Udan-Johns et al. (2013) bestatigen. Sie verwendeten mehrere Zelllinien und
induzierten durch einen Hitzeschock die Bildung von nukledren TDP-43-Aggregaten. Die
Anreicherung verschiedener Formen des neurotoxischen Proteins (wildtypisches und 25 kDa
Fragment) wurde durch die Uberexpression von Hsp40 bzw. Hsp70 gesenkt. Eine Mutation
im Hsp40 Protein DNAJB6 hob den positiven Effekt auf. Ebenso wie bei Zhang et al. (2010)
konnte ein unmittelbares Zusammenspiel zwischen TDP-43, Hsp40 und Hsp70 festgestellt
werden. Nur direkt nach dem Hitzeschock schienen sich die Chaperone vermehrt vom
aggregierten TDP-43 zu l6sen, um mdglicherweise hitzegeschadigte Proteine neu zu falten.
Die protektive Wirkung der HSP auf TDP-43 wurde von Jackrel und Shorter (2014) um
Hspl104 erweitert. Die Autoren kreierten potenzierte Hsp104-Varianten und untersuchten die
Auswirkungen wéhrend der Expression von wildtypischem und mutiertem TDP-43. Sowohl
die TDP-43-bedingte Zytotoxizitat als auch die zytoplasmatische Akkumulation war durch die
Synthese von aktiverem Hsp104 reduziert.

Die Chaperone werden durch den Transkriptionsfaktor HSF1 reguliert. Die Relation von
HSF1 und TDP-43 wurde von Chen et al. (2016) erforscht. Die Expression einer besonders
aktiven Form des Transkriptionsfaktors in Zelllinien und primaren Neuronen senkte das Level
an unloéslichem TDP-43 in der Zelle. Ferner reduzierte es den Phosphorylierungsgrad des
Proteins, dessen zytoplasmatische Aggregation und die TDP-43-verursachte Toxizitat. Das
Co-Chaperon DNAJB2a war zusammen mit Hsp70 fir die Entfaltung des aggregierten
TDP-43 verantwortlich. Das Level von Hsp70, Hsp40 und HSF1 war in ALS-Mausmodellen
und in Patienten mit SALS nachweislich reduziert. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass
die Hitzeschockantwort Gber HSF1 und DNAJB2a bei der ALS gestort ist und dass die
Anreicherung von TDP-43 auf Grund der mangelnden Neufaltung des Proteins gefordert
wird.

Die Beziehung zwischen den Hitzeschockproteinen und TDP-43 ist jedoch keinesfalls
einseitig. Die Synthese des neurotoxischen Proteins hat ebenso Auswirkungen auf den Gehalt
der Chaperone. So stellten Zhang und Mitarbeiter (2010) fest, dass die Expression von

TDP20.414 das Hsp70-Level steigerte. Ferner konnten Chang et al. (2013) nachweisen, dass
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Hsp90, Hsp70 und Hsp32 bei der Expression von Volllangen-TDP-43 heraufreguliert und
Hsp27 herabreguliert wurden.

Diese Resultate decken sich mit den Beobachtungen der vorliegenden Arbeit. Es konnte eine
Anreicherung der Hitzeschockproteine Hsp31 und Ssa4 wahrend der Expression von TDP-43
festgestellt werden. Hsp31 wird in der Hefe unter oxidativen Stressbedingungen oder in der
post-diauxischen Phase induziert (Skoneczna et al. 2007). Es spielt eine wichtige Rolle beim
Uberleben der Zelle im stationaren Zustand und schiitzt diese vor reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) (Skoneczna et al. 2007, Miller-Fleming et al. 2014). Hsp31 ist ein Mitglied der DJ-1
Superfamilie (Skoneczna et al. 2007). Das humane DJ-1 ist ein aus 189 Aminosduren
zusammengesetztes, allgegenwartig exprimiertes Protein mit zahlreichen Funktionen (Klein
und Westenberger 2012). Neben seiner antioxidativen Funktion dient als transkriptioneller
Regulator, als molekulares Chaperon oder im Proteinabbau (Raninga et al. 2014, Hijioka et
al. 2017). Auf Grund seiner Aktivitat als Chaperon und in den proteolytischen Systemen
verhindert es die Aggregation von neurotoxischen Proteinen und den Ausbruch von
Krankheiten. So konnte gezeigt werden, dass Aggregate mit a-Synuclein oder mutiertem
Huntingtin durch DJ-1 verhindert bzw. aufgelost werden (Hijioka et al. 2017). Dariber hinaus
agiert DJ-1 in einem E3-Ligasekomplex und unterstiitzt die Proteolyse tber das UPS und die
Autophagie (Sala et al. 2016, Hijioka et al. 2017). Speziell an der Eliminierung von
a-Synuclein scheint das HSP beteiligt zu sein (Hijioka et al. 2017). Mutationen in DJ-1
kénnen zu einer frih einsetzender Parkinson-Erkrankung oder Krebs beitragen (Raninga et al.
2014, Klein und Westenberger 2012). Hierbei bindet das mutierte Protein einerseits
wildtypisches DJ-1 und bildet andererseits haufig instabile fehlgefaltete Strukturen, die zligig
durch das Proteasom abgebaut werden (Klein und Westenberger 2012). Infolge des dadurch
entstehenden Proteinmangels ist die neuroprotektive bzw. antioxidative Funktion von DJ-1
eingeschrankt (Klein und Westenberger 2012). Die Parkinson-Krankheit ist dabei vermutlich
das Ergebnis einer langen Kausalitatskette, beginnend mit der DJ-1-Mutation, die zu einer
blockierten bzw. reduzierten CMA-Aktivitat fiihrt, wodurch sich verstirkt a-Synuclein
anreichert und die Degeneration der Neuronen beglnstigt (Sala et al. 2016). In Bezug auf
Krebs nutzt die Zelle den Vorteil, dass antioxidative Proteine, wie DJ-1 heraufreguliert
werden, um vor ROS-induzierter Zellschadigung zu schiitzen (Raninga et al. 2014). Auf
Grund dessen ist DJ-1 bei vielen Krebsarten mit Tumorproliferation, Uberleben und
Chemoresistenz assoziiert (Raninga et al. 2014).

Hinsichtlich der eigenen Ergebnisse scheint die Expression von TDP-43 eine Stressantwort in

der Zelle herbeizufiihren, die mit einer vermehrten Produktion von Hitzeschockproteinen, wie
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Hsp31 und Ssa4, einhergeht. Es sind weitere Untersuchungen erforderlich, um den konkreten
Zusammenhang zwischen TDP-43 und Hsp3l zu klaren. Mdoglicherweise fordert das
Chaperon den Abbau von fehlgefaltetem oder aggregiertem TDP-43, &hnlich wie beli
a-Synuclein. Vielleicht gibt es bezuglich ALS und der Parkinson-Erkrankung einen
gemeinsamen pathologischen Mechanismus, der die Ursache fur beide Krankheitsbilder
darstellt. Dadurch er6ffnet sich die Chance, mit einem therapeutischen Ansatz zwei

neurodegenerative Erkrankungen zu behandeln.
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Anhang

7 Anhang

Tab. I: Zusammenfassung aller 109 untersuchten Deletionsstamme mit ihren Wachstumsindizes
nach der TDP-43-Expression (3. Inkubationstag). Aufgelistet sind alle Gene, deren
Deletionsstéamme im TDP-43-TUpfeltestscreen untersucht wurden. Das Wachstum der TDP-43-
exprimierenden Deletionsstédmme wurde mit dem Wachstum des jeweiligen TDP-43-exprimierenden
Wildtyps verglichen, wobei griin einen besseren, gelb einen &hnlichen und rot einen schlechteren
Wuchs gegeniiber dem Kontrollstamm signalisiert. Die Tabelle bezieht sich auf die Daten, welche in

Abb. 10 gezeigt werden.

Genname | Index | Genname | Index | Genname | Index | Genname | Index
SLG1 1,485 ATG24 0,333 ATG1 -0,191 CIT2 -0,571
ATG9 1,000 MPC3 0,333

HOG1 1,000 PEX27 0,333 ATG34 -0,200 MDM12 | -0,583
SNX4 1,000 VPS21 0,333

POR1 0,857 ATG31 0,250 UBI4 -0,214 VPS23 -0,625
PBS2 0,833 ATG15 0,244

POR2 0,833 GAT1 0,200 ATG14 -0,273 YPT7 -0,658
RTG3 0,833 YBT1 0,200

VTAL 0,833 ATG21 0,167 MON1 -0,286 GEM1 -0,682
WHI2 0,833 MDM38 0,167

CIS1 0,800 SLT2 0,167 END3 -0,333 VAM3 -0,743
ATG41 0,800 YIL165C 0,167

ATG13 0,750 UTH1 0,143 PEX11 -0,375 ATG17 -0,775
ATG36 0,665 ATG2 0,100

ACS1 0,600 BMH2 0,099 NHX1 -0,389 VPS24 -0,869
ATG23 0,596 ARK1 0,000

ATG32 0,583 ATG10 0,000 DLD3 -0,400 VAM7 -0,900
PTC6 0,577 ATG12 0,000

AIM26 0,556 ATG27 0,000 VPS27 -0,416 VPS28 -1,125
NPR1 0,528 ATG5 0,000

ATG22 0,500 ATGS 0,000 BMH1 -0,429 VAMG6 -1,333
FMC1 0,500 VPS2 0,000

SPE1 0,500 ATG33 -0,089 ATG18 -0,500 VPS22 -1,500
YOR019W | 0,500

PEX3 0,481 MDM10 | -0,111 SLA1 -0,500 PHO85 -2,231
SIR2 0,444

ATG3 0,400 EDE1 -0,143 VPS25 -0,511

VPS33 0,375
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Tab. Il:  Zusammenfassung aller 105 untersuchten Deletionsstimme mit ihren
Wachstumsindizes nach der TDP-43-Expression (6. Inkubationstag). Aufgelistet sind alle Gene,
deren Deletionsstdmme im TDP-43-Tpfeltestscreen untersucht wurden. Das Wachstum der TDP-43-
exprimierenden Deletionsstdmme wurde mit dem Wachstum des jeweiligen TDP-43-exprimierenden
Wildtyps verglichen, wobei griin einen besseren, gelb einen &hnlichen und rot einen schlechteren
Wuchs gegeniiber dem Kontrollstamm signalisiert. Die Tabelle bezieht sich auf die Daten, welche in
Abb. 10 gezeigt werden.

Genname | Index | Genname | Index | Genname Index | Genname | Index
SLG1 1,600 VPS2 0,417 ENT1 0,067
PBS2 1,333 VPS23 0,417 BMH2 0,043 GEM1 -0,333

AIM26 1,250 DLD3 0,400 PEX13 0,000

HOG1 1,222 PEX27 0,333 VPS60 0,000 VPS41 -0,333
SNX4 1,167 YBT1 0,333 DOA4 0,000

ATG10 1,000 POR1 0,286 ARK1 0,000 MPC2 -0,375

ATG13 1,000 FMC1 0,286 END3 0,000

RTG3 1,000 ATG2 0,263 SLA1 -0,083 ATG5 -0,429
NPR1 1,000 ATG24 | 0,250
SIR2 0,852 WHI2 0,250 VPS22 -0,095 CIT2 -0,500
ATG3 0,833 TOR1 0,206
ATG17 0,833 PTC6 0,201 BMH1 -0,143 PEX14 -0,571
VTAL 0,833 ATG20 | 0,200
ATG34 0,800 ATG41 | 0,200 MON1 -0,143 MMM1 -0,600
CIs1 0,800 ACS1 0,200
ATG9Y 0,769 PHO85 | 0,200 ATG6 -0,167 MDM34 | -0,600
VPS21 0,762 OAF1 0,200
UTH1 0,714 PEX3 0,183 VPS24 -0,211 YPT7 -0,620
SPE1 0,667 ATG21 | 0,167
ATG23 0,667 ATG27 | 0,167 VPS25 -0,235 ATG26 -0,750
ATG32 0,600 POR2 0,167

EDE1 0,571 VPS4 0,167 CCZ1 -0,250 TCO89 -0,806
ATG18 0,500 ATG15 0,167
ATG22 0,500 PEX11 0,143 PEP4 -0,300 ATG14 -3,250

YIL165C | 0,500 ATGS8 0,111
VPS33 0,500 MDM10 | 0,111 | MDM38 -0,333
ATG36 0,494 ATG1 0,079
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Abb. 111: Abbildungsbeschreibung siehe Fortsetzung nachste Seite.
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Abb. I1l: Die Expression von TDP-43 verursacht ein Wachstumsdefizit beim wt und den

Deletionsstdmmen, denen Mitochondrien-assoziierte Gene fehlen. Der Wildtyp und die deletierten
Stdmme wurden mit einem Doxycyclin-abhéngigen Kontroll- oder TDP-43-codierenden Konstrukt
transformiert. Anschielend erfolgten das Tipfeln auf Expressions- und Nichtexpressionsplatten
(SMD-Ura+/-Dox) und die Inkubation fur drei Tage. Das Wuchsverhalten der 10 untersuchten
Deletionsstamme gegentiber dem wt umfasste ein breites Spektrum von stark reduziert bis verbessert
(Zahlen entsprechen dem Wachstumsindex). Unabhéngige Experimente wurden mit Hilfe einer
Trennlinie gekennzeichnet. Die mit einem * gekennzeichneten wt-Stdmme werden wiederholt in
dieser und gegenbenfalls anderen Bildtafeln als Referenzstamm gezeigt, da sie in einem Experiment
zusammen mit mehreren Deletionsstdmmen getiipfelt und thematisch neu angeordnet wurden.
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Abb. 1V: Die Expression von TDP-43-bedingt ein reduziertes Wachstum beim Wildtyp und den
Deletionsstdammen, denen Gene fur die retrograde Stressantwort fehlen. Die finf analysierten
Deletionsstdamme zeigten gegeniiber dem wt einen stark verbesserten bis verschlechterten Wuchs
(Zahlen entsprechen dem Wachstumsindex). Unabhé&ngige Experimente wurden mit Hilfe einer
Trennlinie gekennzeichnet. Die mit einem * gekennzeichneten wt-Stdmme werden wiederholt in
dieser und gegenbenfalls anderen Bildtafeln als Referenzstamm gezeigt, da sie in einem Experiment
zusammen mit mehreren Deletionsstdammen getupfelt und thematisch neu angeordnet wurden.
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Abb. V: Die Synthese von TDP-43 bewirkt ein Wachstumsdefizit beim wt und den
Deletionsstdmmen, denen Peroxisomen-assoziierte Gene fehlen. Das Wuchsverhalten der 10
Mutationsstdmme gegentber dem Wildtyp umfasste ein breites Spektrum von reduziert bis leicht
verbessert (Zahlen entsprechen dem Wachstumsindex). Unabhangige Experimente wurden mit Hilfe
einer Trennlinie gekennzeichnet. Die mit einem * gekennzeichneten wt-Stdmme werden wiederholt in
dieser und gegenbenfalls anderen Bildtafeln als Referenzstamm gezeigt, da sie in einem Experiment
zusammen mit mehreren Deletionsstdammen getupfelt und thematisch neu angeordnet wurden.
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Abb. VI: Abbildungsbeschreibung siehe Fortsetzung néachste Seite.
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Abb. VI: Die TDP-43-Expression verursacht eine Wachstumsreduktion beim wt und bei
Deletionsstdammen, denen ,,weitere Gene* (codierten fur multifunktionale Proteine, Proteine, die
in vorhergehenden TDP-43-Screens aufgetreten waren oder eine noch unbekannte Funktion
besalRen) fehlen. Die 10 analysierten Deletionsstimme waren in ihrem Wuchs im Vergleich zum
Wildtyp wéhrend der Synthese von TDP-43 stark gehemmt bis stark verbessert (Zahlen entsprechen
dem Wachstumsindex). Unabhangige Experimente wurden mit Hilfe einer Trennlinie gekennzeichnet.
Die mit einem * gekennzeichneten wt-Stdmme werden wiederholt in dieser und gegenbenfalls anderen
Bildtafeln als Referenzstamm gezeigt, da sie in einem Experiment zusammen mit mehreren
Deletionsstdammen getupfelt und thematisch neu angeordnet wurden.
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Abb. VII: Abbildungsbeschreibung siehe Gbernéchste Seite.
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Abb. VII: Abbildungsbeschreibung siehe Fortsetzung néachste Seite.



Anhang

Kontrolle TDP-43 Kontrolle TDP-43 Kontrolle TDP-43 Kontrolle TDP-43
Wt* Wt ppis
BY4742 BY4742 |
Apbs2 a8 Aslt2
po BY4742
wt ELX
BY4742

T T I Y

Aptcs CEEPEETE PRI  Avi165¢ LR

e ok B e

Aatg36
BY4742 S

BY4742 |

T

SMD-URA + Dox SMD-URA
keine Expression Expression

Asir2
BY4742

BY4742

Aslg1
BY4742

SMD-URA +Dox  SMD-URA

keine Expression Expression

Abb. VII: Die Expression von TDP-43 bedingt ein Wachstumsdefizit beim wt und bei
Deletionsstammen, denen Gene fur die selektive Autophagie fehlen. Die deletierten Stdmme
wurden in Abhéngigkeit ihres Einsatzorts durch eine Doppellinie getrennt. Als erstes wurden die
Deletionsstamme fiir den Cvt-Weg, anschlieRend fur die Mitophagie und als letztes fiir die Pexophagie
aufgefiihrt. Die insgesamt fir die selektive Autophagie untersuchten 23 Deletionsstdamme waren in
ihrem Wachstum gegentber dem stark reduziert bis stark verbessert (Zahlen entsprechen dem
Wachstumsindex). Unabhangige Experimente wurden mit Hilfe einer einfachen Trennlinie
gekennzeichnet. Die mit einem * gekennzeichneten wt-Stamme werden wiederholt in dieser und
gegenbenfalls anderen Bildtafeln als Referenzstamm gezeigt, da sie in einem Experiment zusammen
mit mehreren Deletionsstdmmen getupfelt und thematisch neu angeordnet wurden (z. B. Mitophagie-
assoziierte Deletionsstamme alphabetisch hintereinander geordnet).
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Abb. VIII: Die TDP-43-Expression verursacht einen verminderten Wuchs beim wt und bei
Deletionsstdmmen, denen weitere Autophagie-relevante Gene fehlen. Das Wachstumsverhalten
der funf untersuchten Deletionsstdamme gegentiber dem wt umfasste das Spektrum von reduziert bis
verstarkt (Zahlen entsprechen dem Wachstumsindex). Unabhéngige Experimente wurden mit Hilfe
einer Trennlinie gekennzeichnet.
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Abb. IX: Der endosomal-vakuoldre Transport von Ste3-GFP ist bei Acczl gestort. Der
Deletionsstamm, welcher entweder ein Kontroll- oder ein TDP-43-codierendes Plasmid sowie ein
Ste3-GFP-codierendes Konstrukt enthielt, wurde fiir ca. 16 Stunden in Expressionsmedium (SMGal-
Ura-His) angezogen. Der GFP-markierte Paarungspheromonrezeptor Ste3 wurde bei erfolgreicher
Endozytose in die Vakuole aufgenommen und férbte diese griin (stabiles GFP). War der
Transportprozess gestort, entstanden peri-vakuoldre, zytoplasmatische Punkte. Der proteolytische
Prozess war unabhéngig von TDP-43 in Acczl gehemmt. Die Vakuolen wurden mit CMAC gefarbt.
MaRstab: 5 um.
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Abb. X: Der endosomal-vakuoldre Transport von Sna3-GFP ist bei Acczl gestért. Der
Deletionsstamm, welcher entweder ein Kontroll- oder ein TDP-43-codierendes Plasmid sowie ein
Sna3-GFP-codierendes Konstrukt enthielt, wurde tiber Nacht in Expressionsmedium (SMGal-Ura-His)
angezogen. Der MV B-Marker Sna3-GFP féarbte die VVakuole griin, wenn dieser durch den MVB-Weg
in das Organell transportiert und dort das GFP abgespalten wurde. War der Transportprozess gehemmt
entstanden peri-vakuolare, zytoplasmatische Punkte. Der proteolytische Prozess war unabhangig von
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| |
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TDP-43 in Acczl gehemmt. Die Vakuolen wurden mit CMAC geféarbt. Malstab: 5 pum.



Anhang

0h SD-N (ungehungert)

wt Aatgl Apep4 Avam3 Avam3 Aatgl Avam3 Apep4

(9]
-
o

DIC GFP DIC

(2]
-
o

DIC

[a)
o
o

GFP
-
a

)
h)
A
2
-
.‘\
B}

»

\
<

. )
ok

A

b ]

N

R
1

S ) % 3 )

3

.\ _
o

x '\'.
) 1%,
Nl D
) 3

24h SD-N (gehungert)

TDP-43-GFP
~ S )
" ~ b

2
-

Aatg1 Apep4 Avam3 Avam3 Aatgl Avam3 Apep4

DIC

[a)]
m
o

DIC

()]
Py
o

DIC GFP DIC

Qo
“
o

DIC GFP DIC GFP

GFP
b

A

LG

a8
“

e |

N Y
3’& ‘\ LR > )
. - ‘\

/’r

3 S ,\'w
r:\\ ‘\ Gi: Bt ;‘"?\3\

TDP-43-GFP
» N DD
L
) 3
N D=y B

Abb. XI: Die Hemmung der Vakuolenfusion steigert die Anzahl der TDP-43-GFP-Aggregate.
Die wildtypischen, Aatgl, Apep4, Avam3, Avam3Aatgl und Avam3Apep4 Zellen, welche TDP-43-
GFP exprimierten, wurden wéhrend nahrstoffreichen (SMD-Ura) und néhrstoffarmen (SD-N)
Bedingungen kultiviert und mikroskopiert. Gezeigt werden die Zeitpunkte 0 und 24 Stunden. Der
Zeitpunkt 6 Stunden ist in Abb. 34 dargestellt. MaRstab: 5 um
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Abb. XII: Die Hemmung des MVB-Wegs steigert die Anzahl der TDP-43-GFP-Aggregate. Die
Stdmme (wt, Avam3, Anprl, Avps24, Avps25), welche TDP-43-GFP exprimierten, wurden wéhrend
néhrstoffreichen (SMD-Ura) bzw. néhrstoffarmen (SD-N) Bedingungen kultiviert und geerntet.
Gezeigt werden die Zeitpunkte 0 und 24 Stunden. Der Zeitpunkt 6 Stunden ist in Abb. 40 dargestellt.
MaRstab: 5 um
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