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Zusammenfassung

Frontotemporale Demenz (FTD) und Amyotrophe lateral Sklerose (ALS) sind
neurodegenerative Erkrankungen, die sowohl klinisch als auch pathologisch und
genetisch groRe Gemeinsamkeiten aufweisen (1). Es scheint, dass diese
Erkrankungen die beiden Enden eines komplexen Krankheitsspektrums darstellen.
Die haufigste bekannte genetische Ursache fur ALS/FTD ist eine autosomal
dominante (G4C2)r-Hexanukleotid-Sequenz Verldngerung im nicht-kodierenden
Bereich des C9orf72 Gens (2, 3). Bislang werden vor allem drei Pathomechanismen
als Ursache der C9orf72 FTD und ALS diskutiert. Eine reduzierte Expression des
mutierten C9orf72 Allels konnte durch Haploinsuffizienz eine Beeintrachtigung der
Autophagie und eine gesteigerte Inflammation durch Typ-I-Interferone verursachen
(4, 5, 6, 7). AuRerdem bilden die Transkripte der (G4C2),-Hexanukleotid-Expansion
im Zellkern RNA Fozi, die wichtige RNA-bindende-Proteine sequestrieren konnten (8,
9, 10). Zudem werden Strang- und Gegenstrang-Transkripte via repeat-associated
non-ATG (RAN) Translation in funf verschiedene DiPeptid-Repeat (DPR) Proteine
translatiert (1, 8, 11, 12). Die DPRs koaggregieren in neuronalen zytoplasmatischen
Einschlusskorperchen und sequestrieren dabei andere Proteine und stéren so die
Zellhomoostase (13, 14, 15, 16). Dabei spielen vor allem poly-GA, poly-GR und poly-
PR aufgrund ihrer toxischen Eigenschaft eine entscheidende Rolle fur die
Krankheitsentstehung (13, 17, 18, 19, 20, 21, 22). Poly-GA ist das am haufigsten
vorkommende DPR Protein. Aufgrund seines hydrophoben Charakters hat es eine
hohe Aggregationsneigung und begunstigt so die Koaggregation anderer DPR
Proteine. Daruber hinaus wird poly-GA von Zelle zu Zelle Ubertragen und verstarkt
positiv rickgekoppelt die RNA Fozi- und DPR Aggregat-Bildung in Akzeptor-Zellen
(23). Die alleinige Expression von poly-GA resultiert in einer moderaten TDP-43
Pathologie in vitro (17, 24). Bereits in Zellkultur konnte gezeigt werden, dass durch
die Behandlung mit anti-GA Antikorpern die Aggregat-Bildung und interzellulare

Transmission reduziert werden kann (23).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war zu testen, ob anti-GA Antikorper auch im
Mausmodell therapeutisch wirksam sind. Hierfiur wurde eine etablierte Linie mit
neuronaler Expression eines (GA)149-CFP Transgen verwendet, die im Alter von ca.
vier Monaten motorische Defizite, Mikroglia-Aktivierung und Astrozytose ausbildet

(19). Es erfolgte eine prasymptomatische Immunisierung mit zwei verschiedenen
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poly-GA Antigenen. Zur Beurteilung der Wirksamkeit wurden Antikorpertiter,
Neuropathologie und motorischer Funktion untersucht. Weil Antikorper die
Bluthirnschranke nur schlecht passieren konnen, sollte im zweiten Teil der Arbeit, fur
eine modifizierte passive Antikorpertherapie gegen das poly-GA, ein Protokoll zur
intracerebroventrikularen (ICV) Injektion von Adeno-assoziierten Vieren in
neugeborenen Mausen etabliert werden, um einen rekombinanten anti-GA Antikorper

direkt im Gehirn zu exprimieren.

Fir die aktive Immunisierung wurden die (GA)19-CFP Mause und Wildtyp
Wurfgeschwister ab der 8.Woche monatlich subkutan und intraperitoneal mit Antigen
in Adjuvans immunisiert und mit einer PBS-Gruppe verglichen. Eine Gruppe erhielt
(GA)10 konjugiert mit dem immunogenen Trager Ovalbumin, eine andere Gruppe
unkonjugiertes (GA)1s. Es galt herauszufinden, ob unkonjugiertes poly-GA in Form
von (GA)is-Aggregaten allein bereits immunogen genug ist, oder ob ein
immunogenes Fremdantigen wie Ovalbumin als Tragermolekul bendtigt wird, um
eine ausreichende Immunantwort zu erreichen. Zur Uberprifung der Immunantwort
wurde der anti-GA Titer ebenfalls monatlich bestimmt. Zudem wurde die Motorik der
Mause wochentlich mit Hilfe des Beam Walk Verhaltenstests analysiert. Nach 7
Monaten wurden die Mause euthanasiert und das Ruckenmark mit Hilfe von
Immunohistochemie- und Immunofluoreszenz-Farbungen untersucht.
Erstaunlicherweise  16ste  unkonjugiertes  (GA)is keine  messbare IgG
Antikorperantwort aus, was die vorhergesagte geringe Immunogenitat der
Peptidsequenz bestatigte. Jedoch zeigten die mit Ova-(GA)1o geimpften Mause eine
uberraschend starke anti-GA Antwort im Serum (bis 400ug/ml). Die Antiseren der
geimpften Mause konnten hochspezifisch poly-GA Aggregate in Zellkulturen und
Gewebeschnitten von C9orf72 Patienten nachweisen. Ova-(GA)so-Immunisierung
fuhrte in den transgenen Tieren zu einer Reduktion der poly-GA Aggregate, der
Mikroglia-Aktivierung und der TDP-43 Mislokalisation. AuRerdem zeigten die Tiere
eine deutliche Verbesserung der motorischen Fahigkeiten im Beam-Walk Test im
Vergleich zur PBS-Gruppe.

Diese vielversprechenden Ergebnisse der aktiven Impfung in der prodromalen Phase
legen die Grundlage fur zukunftige Projekte. Wenn gezeigt werden kann, dass die
Impfung auch nach Auftritt der motorischen Defizite noch erfolgreich verlauft, ware
eine klinische Patientenstudie der nachste Schritt. Zudem ware es interessant die
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Wirksamkeit in C9orf72 Mausmodellen zu untersuchen, die weitere Aspekte der
Krankheit (z.B. RNA-Toxizitat) nachbilden, um die dominante Rolle von poly-GA zu

unterstitzten.

FUr den passiven Immunisierungsansatz mit viraler Antikdrperexpression wurde die
ICV-Injektions-Technik in das Ventrikelsystem neugeborener Mause zunachst mit
dem Farbstoff Trypanblau etabliert. Im nachsten Schritt wurde dann GFP-
exprimierender Adeno-assoziierter Virus (AAV) mit verschieden pseudotypisierten
Kapsiden verwendet, um die Expression im ZNS zu optimieren. Fur die Antikdrper-
Expression wurde zunachst die cDNA von schwerer und leichter Antikorper-Kette
zum besseren Nachweis mit HA und myc Epitopen gekoppelt, mit einem P2A Peptid
fusioniert, in einen viralen Vektor kloniert und abschlieRend in AAV verpackt. Die
Expression von intakten anti-GA Antikorpern wurde in Zellkultur bestatigt. Die beste
Distribution und Expression von GFP in der Maus konnte mit AAV9
Pseudotypisierung erreicht werden. Die Wirksamkeit der intrazerebralen
Antikorperexpression soll im nachsten Schritt von einem anderen Doktoranden in

einem geeigneten Mausmodell getestet werden.

Diese Arbeit etabliert aktive Immunisierung gegen poly-GA als vielversprechenden
Therapieansatz zur Behandlung der C9orf72 FTD und ALS und legt die Grundlage
fur weiterfuhrende Experimente zur passiven Immunisierung. Weitere Validierung in
anderen Modellsystemen und die Optimierung des Antigens fur eine GMP-konforme
Produktion konnen auf Basis der hier beschriebenen Ergebnisse zukunftige
Patientenstudien ermdglichen.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Frontotemporale Demenz (FTD)/Amyotrophe Lateralsklerose (ALS)

Ursachlich liegt den meisten neurodegenerativen Erkrankungen eine Akkumulation
und Aggregation von Proteinen im ZNS zugrunde, wodurch fortwahrend Neurone
geschadigt werden. Dabei kommt es sukzessiv zu einer Degeneration neuronaler
Schaltkreise des zentralen und teilweise auch des peripheren Nervensystems.
Frontotemporale Demenz (FTD) und Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) sind zwei
neurodegenerative Erkrankungen, die wegen zahlreicher klinischer, pathologischer
und genetischer Gemeinsamkeiten inzwischen als zwei Extreme eines komplexen

Krankheitsspektrums gesehen werden.

1.1.1 Frontotemporale Demenz (FTD)

Im Zuge der demografischen Veranderung stellen uns die zahlreichen Formen der
Demenz vor medizinische, gesellschaftliche und dkonomische Herausforderungen.
Eine Diagnose kann gemall der ,Internationalen statistischen Klassifikation der
Krankheiten und verwandter Gesundheitsprobleme, 10.Revision® (ICD 10) mit Hilfe
der folgenden Kriterien gestellt werden: 1) Irreversible progrediente alltagsrelevante
kognitive Storung 2) Symptomatik seit mindestens 6 Monaten 3) Ausschluss von
Arzneimittelnebenwirkungen als Ursache (25). Wie bei allen Formen der Demenz
mussen auch bei der FTD zunachst die Diagnosekriterien fur ein Demenzsyndrom
erfullt sein. Dartber hinaus gibt es fur diese Erkrankung weitere spezifische Kriterien,
auf die im Folgenden genauer eingegangen werden soll. Die FTD wird unterteilt in
die wesensverandernde frontotemporale Demenz (behavioral variant FTD, bvFTD)
und die primar progressive Aphasie (PPA). Diese wird wiederum in drei Subtypen,
die nicht-flussige agrammatische PPA, die semantische PPA, und die logopenische
PPA gegliedert (26, 27, 28, 29). Bildgebende Verfahren oder auch die Autopsie
bestatigen eine Atrophie des Frontal- und/oder Temporal-Lappens. Je nach fokalem
Beginn der Degeneration unterscheidet sich in der Anfangsphase das klinische
Erscheinungsbild der vier Subtypen. Die Sicherung der Diagnose bedarf deshalb
eine Kombination aus einer umfassenden Anamnese, korperlicher Untersuchung,
psychischer Tests und bildgebender Verfahren (27, 29, 30).



Einleitung

Mehr als die Halfte aller FTD Patienten leiden an der bvFTD (28). Hierbei kommt es
zur Atrophie des frontalen und anterior-temporalen Kortex. Zu den Hauptsymptomen
zahlen Verhaltensenthemmung, Apathie, Verlust von Sympathie oder Empathie,
zwanghaftes Verhalten oder auch Esssucht (27, 31). Bei der nicht-flissigen,
agrammatischen PPA imponiert das Bild einer Atrophie des linken posterior, fronto-
insularen Kortex. Bei diesen Patienten steht die Beeintrachtigung der
Sprachproduktion im Vordergrund. Dies aulert sich in Form von Agrammatismus
oder Sprechapraxie. Kennzeichnend fur die semantische PPA ist eine Atrophie des
anterior-temporalen Kortex. Charakteristisch hierfur ist der Verlust des
Sprachverstandnisses, bei gleichzeitig intakter Sprachmotorik. Patienten sind nicht
mehr in der Lage einzelnen Worten ihre Bedeutungen zuzuordnen. Die logopenische
PPA wird durch eine Atrophie des linken posterior-perisylvischen oder parietalen
Kortex definiert. Ein typisches Merkmal hierfur ist die Schwierigkeit Gesagtes zu
wiederholen. Zudem entwickeln diese Patienten eine phonematische Paraphasie.

Hierbei kommt es zu lautlichen Veranderungen einzelner Worte (27, 32).

Mit fortschreitender Erkrankung gehen die einzelnen Subtypen ineinander uber (26,
27). Der Krankheitsbeginn liegt im Durchschnitt bei ca. 59 Jahren (33). Die Inzidenz
liegt bei 2,7-4,1/100.000. Neben der Alzheimer und der Lewy-Body-Demenz ist die
FTD damit die dritthaufigste Demenzform (26, 34, 35). Die durchschnittliche
Uberlebenszeit nach Manifestierung erster klinischer Symptome betragt ca. 8 Jahre.
Dabei kommt es zu einem fortschreitenden Verlust der kognitiven Fahigkeiten, Uber
den graduellen Abbau der korperlichen Leistungsfahigkeit bis hin zum Tod. Die
bettlagerigen Patienten versterben meist an einer Pneumonie oder anderen
Infektionskrankheiten (26). Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es keine kausale

Behandlungsmaoglichkeit.



Einleitung

1.1.2 Amyotrophe Lateralsklerose (ALS)

Bei der Amyotrophen Lateralsklerose (ALS) handelt es sich um eine der haufigsten
Motoneuronenerkrankungen. Die Symptomatik ergibt sich aus dem Untergang
primarer und sekundarer Motoneurone des bulbaren und spinalen Trakts. Davon zu
unterscheiden ist die Primare Lateralsklerose (PLS), bei der es zur Schadigung der
primaren Motoneurone kommt, und die Progressive Muskelatrophie (PMA), welche
durch den Untergang sekundarer Motoneurone gekennzeichnet ist (36, 37, 38).
Hierbei ist es jedoch nicht moglich, die Krankheiten strikt voneinander abzugrenzen.
Vielmehr sind die klinischen Symptome Teil eines Kontinuums, welchem die
Degeneration des motorischen Systems Ubergeordnet steht (39, 40).

Die Erstmanifestation der klinischen Symptome ist abhangig von der primar
betroffenen ZNS-Region. So aullert sich eine Lasion des spinalen Trakts in der
Anfangsphase als Schwache in den Beinen, mit Krampfen und Faszikulationen, oder
als Schwache in den oberen Extremitaten, vor allem der Extensoren. Im weiteren
Verlauf Uberwiegen Hyperreflexie und Spastik. Demgegenuber stehen Stérungen
des bulbaren Trakts, die initial mit Kau- und Schluck-Beschwerden, beeintrachtigter
Mimik und geschwachter Zungenmuskulatur einhergehen. Diese Patienten
entwickeln zudem Dysarthrie und pseudobulbare Affektstorungen (36, 37, 38). Nach
meist fokalem Beginn breitet sich die Degeneration generalisiert aus und fuhrt zur

progressiven Paralyse.

Das Erkrankungsalter liegt im Durchschnitt bei 62 Jahren. In Europa wird eine
Inzidenz von 5,4/100.000 beschrieben (41). Die mittlere Lebenserwartung nach
Krankheitsbeginn betragt in etwa 2 bis 4 Jahre. Im Zuge des sukzessiven Verlustes
motorischer Neurone versterben die Patienten meist an einer respiratorischen
Insuffizienz durch Versagen der Atemmuskulatur (42). Mit Riluzol ist ein Medikament
verfugbar, das eine 3-6-monatige Lebensverlangerung ermdglicht (43). Daneben
sind in den USA auch Radicava und Relyvrio zugelassen, die eine Verlangsamung
des Krankheitsprogresses bewirken (44, 45). Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es jedoch
keine weiteren evidenzbasierten Therapiemoglichkeiten. Aus diesem Grund werden
Patienten vor allem symptomatisch therapiert (37). Dabei ist es von eminenter
Bedeutung den Patienten in einem multidisziplinaren Team mit Zugang zu
Logopadie, Physiotherapie, Ergotherapie, Psychologie, Diatberatung,

Gastroenterologie und Pneumologie zu betreuen. Hierfur bietet sich die Anbindung
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der Patienten an ALS-Zentren an. Dadurch wird eine Linderung der Beschwerden

und Verbesserung der Lebensqualitat gewahrleistet (46).

1.1.3 Das klinische Syndrom FTD/ALS

Mit voranschreitendem Krankheitsverlauf entwickeln 5-15% der FTD Patienten ALS-
typische, motorische Defizite (28, 47). Auf der anderen Seite prasentieren 8-15% der
ALS Patienten kognitive Defizite und Verhaltensauffalligkeiten, die mit dem klinischen
Bild der FTD Ubereinstimmen (48). Patienten mit der Mischform FTD/ALS weisen
einen rascheren Krankheitsverlauf auf als Patienten mit reiner FTD oder ALS.
Kennzeichnend flr viele neurodegenerative Erkrankungen sind pathologische
Protein-Einschlisse im ZNS. Bei ALS und FTD findet man zum Teil phosphorylierte,
zytoplasmatische TDP-43-Aggregate. Diese wurden sowohl im Neokortex,
Hippocampus als auch in spinalen Motoneuronen nachgewiesen (2). TDP-43 ist ein
hochkonserviertes Protein, welches an der Prozessierung der RNA beteiligt ist (49).
Hierbei scheint es insbesondere das aberrante Spleien nichtkonservierter,
.Kryptischer Exons® zu unterdricken. In gesunden Zellen ist TDP-43 Uberwiegend im
Nukleus lokalisiert. In Zellen mit zytoplasmatischen TDP-43 Aggregaten findet sich
im Kern meist kaum noch TDP-43. Dies konnte beispielsweise auf einen gestorten
nukleo-zytoplasmatischen Transport zurtckzufuhren sein (50). Durch Mislokalisation
kommt es zum Funktionsverlust und dadurch zum Einbau ,kryptischer Exons® in die
Ziel-mRNA. Dies fuhrt meist durch Leserasterverschiebung zum sogenannten
Nonsense-vermittelten Abbau (NMD) der fehlerhaften mRNA. Bisher sind vor allem
Stathmin2 und Unc13a als humanspezifische Zielgene von TDP-43 untersucht
worden (51, 52, 53, 54, 55). Es wurde gezeigt, dass Bereiche des zentralen
Nervensystems, in welchen es zur Degeneration von Neuronen kommt, sehr stark

mit TDP-43-Aggregaten korrelieren (56).

Sowohl FTD als auch ALS treten meist sporadisch auf. Mittlerweile sind jedoch auch
viele genetische Ursachen bekannt (siehe Abbildung 1). 10-27% aller FTD Falle (57)
und 5-10% aller ALS Falle (38) zeigen eine autosomal dominante Vererbung. Neben
den bereits erwahnten klinischen und pathologischen Uberschneidungen zeigten
genetische Analysen eine klare Verbindung zwischen den beiden Erkrankungen. So
wurden Genmutationen identifiziert, die eine reine FTD oder ALS auslosen konnen.
Zudem gibt es Mutationen, welche sowohl eine reine FTD oder ALS, als auch die
4
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Mischform FTD/ALS hervorrufen koénnen. Mutationen, die eine reine FTD
verursachen, betreffen beispielsweise das Mikrotubuli-assoziierte Protein TAU
(MAPT), das Progranulin (GRN), das Charged multivesicular body protein 2b
(CHMP2B) oder das Triggering receptor expressed on myeloid cells 2 (TREM2)-Gen
(58, 59, 60, 61, 62). Mutationen, die Uberwiegend ALS auslosen, betreffen zum
Beispiel die Superoxid Dismutase 1 (SOD1), das TAR DNA-Bindungsprotein 43
(TDP-43) oder das Fused in sarcoma (FUS)-Gen (63, 64, 65, 66). Mutationen in den
folgenden Genen konnen sowohl ALS oder FTD auslosen, als auch in manchen
Fallen zur Mischform FTD/ALS fuhren: coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain 10
(CHCHD10), Optineurin (OPTN), Sequestom 1 (SQSTM1), TANK-Bindungskinase 1
(TBK1), Ubiqulilin 2 (UBQLN 2), Valosin-containing Protein (VCP) oder C9orf72 (67,
68, 69, 70, 71,72, 73, 74, 75, 76).

Die haufigste bekannte genetische Ursache von FTD und ALS, ist eine massive
(G4C2)n-Hexanukleotid-Sequenz Verlangerung im nicht-codierenden Bereich des
CY9orf72 Gens (2, 3). In gesunden Individuen liegt die Wiederholungsrate fur die
(G4C2)n-Hexanukleotid-Sequenz Verlangerung bei unter 24 (meist 2-3), wohingegen
sie in Mutationstragern oft 500-1000 und teils bis zu 10000 Wiederholungen betragen
kann (77). Die Pravalenz fur diese Mutation in Europa liegt fur die vererbte FTD bei
25%, fur die vererbte ALS bei 34% und fur FTD und ALS Falle ohne positive
Familienanamnese bei 5% (78, 79). Untersuchungen von prasymptomatischen
C9orf72 Mutationstragern haben ergeben, dass DiPeptid-Repeat (DPR) Proteine
schon viele Jahre vor TDP-43 Pathologie und Symptombeginn nachweisbar sind (80,
81, 82). Die Akkumulation und Aggregation der DPR Proteine scheint eine
intrinsische Reaktionskaskade auszuldsen, infolgedessen es zur
Hyperphosphorylierung und Aggregation von TDP-43 kommt. Die Neurodegeneration
und Manifestierung klinischer Symptome stellen den Endpunkt dieses komplexen
Krankheitsprozesses dar (83). Etwa die Halfte der FTD und ALS Patienten mit
CY9orf72 Mutation entwickeln im weiteren Krankheitsverlauf eine kombinierte
FTD/ALS (84, 85). In C9orf72 Mutationstragern tritt die Krankheit friher auf, die
Verlaufsform ist deutlich aggressiver und die Patienten haben eine kurzere
Lebenserwartung als Nichtmutationstrager (85, 86). C9orf72 ALS/FTD wird mit hoher
Penetranz autosomal dominant vererbt. Die exakte Wiederholungslange kann in
einer Familie zwischen den Generationen stark schwanken, weil die (G4C2)n-

Hexanukleotid-Sequenz Verlangerung ab 20 Wiederholungen meist instabil ist (87,
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88). Auch somatische Mutationen mit unterschiedlicher Wiederholungslange in
verschiedenen Geweben sind haufig. Der Krankheitsbeginn variiert zwischen dem
27. - 82. Lebensjahr, wobei ein Durchschnittsalter von 57 Jahren angenommen
werden kann. Die Lebenserwartung nach Krankheitsbeginn erstreckt sich in einem
Bereich zwischen 9 Monaten und 22 Jahren (84, 86, 89, 90, 91).

C9orf72
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§ SOD1

2 GRN

2 10% MAPT

:(©

I
TREM2 OPTN CHCHD10 TBK1 TDP43

o] CHMP2 VCP UBQLN2 SQSTM FUS

FTD FTD/ALS ALS

Abbildung 1:Genetische Ursachen der vererbten FTD, ALS und FTD/ALS (Quelle: modifiziert
nach (76))

Schematische Darstellung der Gene als Wortwolke, gewichtet nach der Haufigkeit des familidren
Auftretens. Die GroRe der Namen entspricht der Haufigkeit familidrer Félle in aufsteigender
Reihenfolge (y-Achse). Genetische Mutationen, welche eine reine FTD auslosen kdnnen, sind in
dunkelblau dargestellt. Mutationen, welche eine ALS auslésen koénnen, sind hellblau. Mutationen,

welche sowohl FTD oder ALS, als auch die Mischform auslésen kdnnen, sind dunkelblau/hellblau.
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1.2 Mogliche Pathomechanismen der C9orf72-Mutation

Nach der Identifikation von C9orf72 als haufigste genetische Ursache fur FTD und
ALS, wurde weltweit intensiv die Funktion des CO9orf72 Proteins und die
zugrundeliegende  Pathogenese  genauer  untersucht.  Widerspruchlichen
Untersuchungen zufolge ist C9orf72 entweder ein GTP-Austauschfaktor (GEF) oder
ein GTPase-aktivierendes Protein (GAP) (92, 93, 94). CO9orf72 bildet einen
Multiproteinkomplex mit SMCR8, WDR41 und ATG101, und agiert als GEF bzw.
GAP fur die kleinen GTPasen Rab8a und Rab39b. Diese sind wichtig fur die
Regulation des vesikularen Transports und fur die Regulation der Autophagie.
Daruber hinaus interagiert der Multiproteinkomplex, nach Phosphorylierung durch die
Serin/Threonin Proteinkinase (TBK1), mit dem Autophagie-Initiationskomplex (ULK1).
Zusammen zeigen diese Daten die eminente Bedeutung des C9orf72 Proteins fur die
Regulation der Autophagie (95, 96, 97, 98).

Noch ist nicht restlos geklart, wie die C9orf72 Mutation FTD und ALS auslost. Es
werden jedoch drei Pathomechanismen diskutiert, die wahrscheinlich zumindest
teilweise synergistisch wirken. Repeat-Verlangerung hemmt die C9orf72
Transkription. Die dadurch um ca. 40% reduzierte C9orf72 Proteinexpression konnte
funktionelle Konsequenzen haben (Haploinsuffizienz). Zum anderen akkumulieren
Strang- und Gegenstrang- RNA-Transkripte in sogenannten Fozi im Zellkern. Sie
konnten durch Sequestrierung von RNA bindende-Proteinen einen toxischen Effekt
auf die Zelle haben (RNA Toxizitat). Die dritte Moglichkeit beschreibt die Hypothese,
dass die aus der Repeat-RNA unkonventionell translatierten DiPeptid-repeat Proteine
(DPR Proteine) durch Aggregatbildung und Sequestrierung anderer Proteine die
Zellhomoostase beeintrachtigen (DPR Protein Toxizitat). Im Weiteren werden diese
drei Mechanismen genauer beschrieben, wichtige Erkenntnisse aus Zellkultur-
Modellen erlautert und unterschiedliche Mausmodelle gegenubergestellit.
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Abbildung 2: Pathomechanismen der C90orf72 FTD/ALS (Quelle: modifiziert nach (76))

Schematische Ubersicht der drei postulierten Pathomechanismen. 1. Das C9orf72 Protein bildet mit
ATG101, SMCR8 und WDR41 einen Komplex, der durch TBK1 phosphoryliert wird. Eine reduzierte
Expression des C9orf72 Gens beeintrachtigt die Autophagie. 2. Strang und Gegenstrang Transkripte
der (G4C2)n-Hexanukleotid-Sequenz Verlangerung bilden RNA Fozi und sequestrieren RNA-bindende
Proteine (ADARB2, ALYREF, hnRNP-A1, -A3, -H1, NCL, Pur-a, SRSF1 und Zfp106). 3. Die
transkribierte RNA wird unkonventionell translatiert in finf koaggregierende DiPeptide-Repeat (DPR)
Proteine. DPRs kdnnen weitere zelluldre Proteine binden und sequestrieren, z.B.: G3BP1, hnRNP-A1,
-A2, NCL, NPM1, Pom121, Rad23, RanGAP1, SF3a, SNRBP2, TIA1 und Unc119, das Proteasom und
das Ribosom.
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1.2.1 C9orf72 Haploinsuffizienz

Die enorme (G4C2)n-Hexanukleotid-Expansion flhrt zu Stérungen der Transkription
bzw. der posttranskriptionalen Regulation, sodass die Expressionsrate des Proteins
reduziert wird. Als Hauptursache wird eine epigenetische Gen-Stilllegung diskutiert.
Eine Beeintrachtigung des Splei}-Vorgangs ware ebenfalls denkbar, erscheint
jedoch als unwahrscheinlich, da der Repeat im Promotor der Haupttranskripte und
nicht in der RNA liegt. Ersteres wurde schon fur andere neurodegenerative
Erkrankungen, wie zum Beispiel die Friedreich Ataxie oder das Fragiles-X-Syndrom,
beschrieben (99, 100, 101). Somit ware die Haploinsuffizienz des C9orf72 Gens ein
moglicher Pathomechanismus. Es wurde ein ALS Patient beschrieben, der eine loss-
of-function Mutation des C9orf72 Gens tragt (102).

Weitere Untersuchungen haben ergeben, dass das mutierte Allel in Mutationstragern
stark an Histonen H3 und H4 gebunden ist, die an ihren Lysin-Resten 9, 27, 79 und
20 trimethyliert sind (103, 104). Zudem wurde festgestellt, dass CpG-Inseln im
Promotorbereich des C9orf72 Gens hypermethyliert sind (103, 105). Sowohl durch
die Histon-Methylierung als auch die CpG-Hypermethylierung wird das
Transkriptionslevel des Gens reduziert. Dabei scheint die Lange der (G4C2)n-
Hexanukleotid-Expansion mit dem Methylierungsgrad der Promotorregion positiv zu
korrelieren (106). Reduzierte C9orf72 Transkript- und Protein-Spiegel wurden in
Zellkultur- und Gewebs- Untersuchungen von Mutationstragern nachgewiesen (3,
103, 106, 107).

Es ist nicht vollstandig geklart, inwieweit die epigenetischen Modifikationen den
Krankheitsverlauf positiv oder negativ beeinflussen. Einerseits konnten sie einen
protektiven Mechanismus darstellen, indem sie das Expressionslevel der toxischen
(G4C2)n-Hexanukleotid-Expansions-RNA reduzieren (108, 109). Andererseits besteht
die Moglichkeit, dass durch die verminderte Expression eine Verschlechterung des
Krankheitsverlaufs eintritt. Der Arbeitsgruppe um Baloh gelang es nachzuweisen,
dass ein vollstandiger Verlust des C9orf72 Proteins eine gesteigerte Interferon Typ 1
vermittelte Entzindungsreaktion in Zell- und Maus-Modellen bewirkt. Aufgrund der
gestorten Autophagie kommt es zu einem verminderten Abbau des Stimulator of
interferon genes (STING). Die Akkumulation dieses Proteins induziert eine
gesteigerte Produktion von Interferon Typ 1. Folglich wird eine deutliche Zunahme an

Inflammation und Mikroglia-Aktivierung beobachtet (7, 110). Gegen die
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Haploinsuffizienz als Hauptursache der Erkrankung spricht allerdings, dass sich ein
homozygoter Mutationstrager, welcher  deutlich verminderte C9orf72
Expressionslevel aufwies, in seiner Symptomatik nicht wesentlich von heterozygoten
Mutationstragern unterschied (88). Die hier aufgefuhrten Erkenntnisse lassen darauf
schlieBen, dass die Haploinsuffizienz durch gestorte Autophagie eine gesteigerte
Entzindungsreaktion bewirkt und es wird angenommen, dass dadurch die RNA und
DPR Toxizitat verstarkt werden konnten (95, 97, 98).

10
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1.2.2 RNA Toxizitat

In C9orf72 Mutationstragern wird die (G4+C2)n-Hexanukleotid-Expansion bidirektional
transkribiert. Die dadurch entstehenden RNA-Sequenzen bilden inter- und
intramolekulare Strukturen, wie beispielsweise G-Quadruplexe oder
Haarnadelschleifen, und reichern sich Uberwiegend nuklear aber auch
zytoplasmatisch in Form von RNA-Fozi an (2, 8, 10, 111). RNA-Fozi sind gehauft in
Neuronen und seltener auch in Astrozyten, Mikroglia und Oligodendrozyten zu finden
(112, 113).

Die Toxizitat der RNA-Fozi kdnnte darauf zurickzufihren sein, dass sie RNA-
bindende-Proteine (RBP) sequestrieren. Ahnliches wurde fiir die Myotone Dystrophie
Typ 1 nachgewiesen. Hier akkumulieren Fozi aus (CTG),-RNA unter anderem mit
dem Muscleblind-Like Protein 1 (MBNL 1) und storen so das Spleil3en vieler Zielgene
(114). Die C9orfr2 RNA-Fozi binden RBPs, die an posttranskriptionalen
Modifikationen, der Transkription oder auch dem nukleozytoplasmatischen Transport
beteiligt sind. Dazu geh6éren ALYREF (Aly/REF export factor), SRSF1 (Serin/Arginin-
reicher Spleilfaktor 1), Zfp 106 (Zinkfinger Protein 106), hnRNP-A1, -H1, -A3
(heterogenous nuclear ribonucleoprotein), Pur-a (purine-rich element binding protein
A), NCL (Nucleolin) und auch das ADARB2 (adenosine deaminase RNA specific B2)
(9, 10, 76, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121). Bedingt durch die Aggregation der
RNA-Fozi mit den RBPs kommt es zur Beeintrachtigung dieser Prozesse. Erste
Hinweise, dass es auch in C9orf72 Patienten zu einer fehlregulierten
posttranskriptionalen Modifikation kommt, lieferte die Identifikation akkumulierter,
falsch modifizierter Proteine im Frontalkortex und Zerebellum (122). Dabei wird durch
das Auslassen von Exons (Exon-skipping) und alternative Polyadenylierung eine
grofl3e Variabilitat in der Genexpression erzielt. Die somit unterschiedlich exprimierten
Proteine, welche unter anderem an der Entzindungsreaktion oder dem neuronalen
Wachstum beteiligt sind, verlieren dadurch zum Teil ihre Funktionalitat (122, 123).
Trotz der gestorten Genexpression sind die Expressionslevel der RBPs nicht
verandert und eine mit MBNL1 bei der Myotonen Dystrophie Typ 1 vergleichbare,
nahezu vollstandige Sequestrierung in (G4C2)n Fozi ist bisher fur kein RBP
beschrieben (117, 124). Es scheint, dass vor allem die hnRNP-H1 Sequestrierung
und die Gegenstrang RNA-Fozi mit der Krankheit korrelieren (121, 123, 124). Die

Arbeitsgruppe um Fen-Biao Gao konnte nachweisen, dass exonische (G4C2), RNA in
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Drosophila- und Zellmodellen stark toxisch wirkt, wohingegen intronische (G4Ca2)n
RNA keine signifikanten Beeintrachtigungen verursacht (125, 126, 127). Daraus lasst
sich schliel3en, dass der toxische Effekt der (G4C2)n Expression vor allem auf die
daraus resultierende, gesteigerte DPR Protein Expression zurlckzufuhren ist (125).
Auch andere Arbeitsgruppen untermauern diese Hypothese (128). Zudem scheint es,
dass Patienten, die mehr RNA-Fozi aufweisen, keine schwerwiegendere klinische
Symptomatik prasentieren als Patienten mit einer geringeren RNA-Fozi Last (127,
128, 129). Wie bereits oben erwahnt ist es wichtig festzuhalten, dass die
bidirektionalen Transkripte in Dipeptid-repeat (DPR) Proteine translatiert werden. Im

Nachfolgenden wird genauer darauf eingegangen.
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1.2.3 DPR Protein Toxizitat

Wie eingangs erwahnt, zahlen die beiden Erkrankungen ALS und FTD zum
Spektrum der TDP-43 Proteinopathien. Allerdings finden sich in C9orf72
Mutationstragern neben den TDP-43 positiven Aggregaten auch zahlreiche p62
positive und TDP-43 negative Einschlisse (130). Charakteristisch fur diese
Einschlusse ist, dass sie Uberwiegend aus DPR Proteinen bestehen. Diese
kolokalisieren mit p62, einem Ubiquitin Bindungsprotein, das Substrate fur
Autophagie erkennt, in stern- und punkt- formigen Einschlissen im Zytoplasma und
Nukleus von Neuronen und Zellen der Skelettmuskulatur. Selten finden sich auch
Kolokalisationen mit phosphoryliertem TDP-43 (12, 131).

Die bidirektionalen Transkripte der (G4C2)n-Hexanukleotid-Expansion werden durch
die sogenannte repeat-associated non-ATG (RAN) Translation in repetitive Proteine
Ubersetzt. Diese unkonventionelle Art der Translation ist inzwischen sowohl fur
Exons als auch in den eigentlich nicht kodierenden Introns beschrieben und erfordert
kein AUG-Stratcodon. Sie ist abhangig von der Lange und der Haarnadelschleifen-
Struktur der repeat RNA (132, 133). Zum ersten Mal wurde die RAN Translation fur
die (CAG)s-Expansion in der Spinozerebellaren Ataxie Typ 8 und der Myotonen
Dystrophie Typ 2 nachgewiesen (133). Weitere Untersuchungen haben ergeben,
dass RAN Translation auch in Morbus Huntington und anderen Trinukleotid-Repeat
Erkrankungen auftritt (132, 134). Bei der C9orf72 FTD und ALS wird (G4C2)» in die
DiPeptid-Repeat Proteine poly-GA (Gly-Ala), poly-GP (Gly-Pro) und poly-GR (Gly-
Arg) Ubersetzt. Das Antisense-Transkript (C4G2)n wird in poly-PR (Pro-Arg), poly-PA
(Pro-Ala) und weiteres poly-GP translatiert (1, 8, 11, 12). Die verschiedenen DPR
Proteine koaggregieren, wobei poly-GA am haufigsten vorzukommen scheint und in
fast allen TDP-43 negativen Aggregaten nachweisbar ist. Auch die beiden DPR
Proteine poly-GP und poly-GR sind recht haufig. Poly-PR und poly-PA wurden nur in
sehr geringen Mengen detektiert (11, 12). Das Expressionsmuster der DPR Proteine
variiert in Patienten. DPR Proteine konnten im Frontalkortex, Kleinhirn und
Ruckenmark nachgewiesen werden. Interessanterweise findet man im Kleinhirn von
FTD Patienten mehr DPR Proteine als in ALS Patienten (8, 135).

Im Weiteren werden die toxischen Effekte der DPR Proteine genauer erlautert.
Mehrere Arbeitsgruppen haben bereits beschrieben, dass vor allem poly-GR, poly-
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PR und poly-GA auf unterschiedliche Art und Weise die Zell-Homoostase

beeintrachtigen.

Lin und Mitarbeiter lieferten entscheidende Hinweise, dass poly-PR und poly-GR mit
Intermediarfilamenten interagieren und dadurch eine Veranderung der
Zellmorphologie induzieren konnen (136). Weiterhin hat sich gezeigt, dass sie
Proteine sequestrieren, die am SpleiRvorgang, der Ribosomen-Biogenese, dem
nukleozytoplasmatischen Transport und der Atmungskette beteiligt sind. Zu diesen
Proteinen gehoren unter anderem hnRNP-A1, hnRNP-A2 (heterogenous nuclear
ribonucleoprotein), NCL (Nucleolin), NPM1 (Nucleophosmin), TIA1 (T-cell-restricted
intracellular antigen-1), SF3a (Splicing Faktor 3a), SNRBP2 (U2 small nuclear
ribonucleoprotein B), G3BP1 (Ras GTPase-activating protein-binding protein 1) und
Atp5a1 (ATP-Synthase F1-Untereinheit Alpha) (13, 76, 137, 138, 139, 140, 141,
142). In Ubereinstimmung mit den vorausgegangenen Ergebnissen flhrte die
Beeintrachtigung dieser Prozesse zu einem vermehrten Zelltod (13, 21, 22, 142).
Auch wurde beschrieben, dass es durch poly-GR/PR nicht nur zu einer
Beeintrachtigung der Ribosomen-Biogenese kommt, sondern auch zu einer direkten
Interaktion mit Ribosomen (143). In weiteren Studien wurde beobachtet, dass poly-
GR, im Gegensatz zu anderen DPR Proteinen, teilweise mit TDP-43 kolokalisiert und
somit an der Induktion der TDP-43 Pathologie beteiligt ist (144, 145). Im
Modellsystem ist Poly-PR ein sehr toxisches Protein. Es kommt jedoch nur in sehr
geringen Mengen in C9orf72 Mutationstragern vor. Deshalb ist davon auszugehen,
dass poly-GR im Vergleich zu poly-PR den groReren Einfluss auf die

Krankheitsentstehung hat.

Neben poly-PR und poly-GR wurde auch poly-GA als ein DPR Protein mit grofRer
Bedeutung fur die C9orf72 bedingte FTD und ALS beschrieben. Untersuchungen
haben gezeigt, dass poly-GA von Zelle zu Zelle Ubertragen werden kann und positiv
ruckgekoppelt die RNA Fozi- und DPR Aggregat-Bildung verstarkt (23, 146, 147).
Poly-GA  hat aufgrund seines hydrophoben Charakters eine hohe
Aggregationsneigung und bildet dabei Amyloid-ahnliche Fibrillen. Diese scheinen die
Koaggregation anderer DPR Proteinen zu begunstigen, welche sehr viel I6slicher
sind als poly-GA. Daruber hinaus sequestriert poly-GA Bestandteile des Ubiquitin-
Proteasom Systems, des nukleozytoplasmatischen Transportes und des Neuriten-
Wachstums. Zu diesen Proteinen gehoren unter anderem Unc119 (uncoordinated
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119), RanGAP1 (Ran GTPase-activating protein 1), Pom121 (Nuclear pore Membran
Protein 121 kDa) oder auch RAD23 (radiation 23 homolog A) (14, 15, 20, 76). Als
Folge der Sequestrierung kommt es zu einer Storung der Zelldynamik. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass poly-GA Aggregate eine sehr grof3e Anzahl von
Proteasomen binden, die oft in einem sonst nur in vitro nachweisbaren
Ubergangszustand vorliegen, was darauf hindeutet, dass ihre Funktion beeintrachtigt
ist (148). Zudem resultierte die alleinige Expression von poly-GAs in einer moderaten
TDP-43 Pathologie in vitro (17, 18). Schludi und Mitarbeitern gelang der Nachweis
einer positiven Korrelation zwischen erhohten Spiegeln an poly-GA Aggregaten im
Kleinhirn von FTD vs. ALS Patienten (135).

Zusammenfassend lasst sich fur poly-GR, poly-PR und poly-GA ein toxischer Effekt
auf zellularer Ebene nachweisen. Jedoch bedarf es weiterer Untersuchungen, um
festzustellen welches der DPR Proteine dabei den grof3ten Einfluss hat. Zahlreiche
Studien zur Analyse asymptomatischer und beginnend verhaltensauffalliger COorf72
Mutationstragern haben ergeben, dass es eine sehr lange prodromale Phase gibt, in
der Veranderungen messbar sind. Charakteristisch hierfur ist das Vorhandensein von
DPR Proteinen lange vor Krankheitsbeginn (81, 149, 150, 151, 152).
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1.3 Gegeniiberstellung der C9orf72 Mausmodelle

Um die relative Bedeutung der oben beschriebenen Pathomechanismen genauer zu
untersuchen, wurden unterschiedliche, an die jeweilige Fragestellung angepassten,
Mausmodelle entwickelt. Zum einen wurden C9orf72 knock-out Mause generiert,
welche die Haploinsuffizienz widerspiegeln sollen. Zum anderen wurden mit
transgenen Methoden und Virus-Injektionen unterschiedliche Konstrukte exprimiert,
mit dem Ziel die RNA und DPR Toxizitat in Mausen zu untersuchen. Im Folgenden

werden die Modelle genauer erlautert.

1.3.1 (C9orf72 knock-out Mause

In C9orf72 knock-out (KO) Mausmodellen wurde das 3110043021RIK-Gen (das
murine Aquivalent zum humanen C9orf72 und deshalb im Folgenden als C9orf72
bezeichnet) ausgeschaltet. Erste Untersuchungen konnten darlegen, dass das
C9orf72 Protein sowohl im Menschen als auch in der Maus in Neuronen und

Gliazellen des zentralen Nervensystems exprimiert wird (153, 154).

Heterozygote knock-out Mause haben eine um 50% reduzierte C9orf72 Protein
Expression. Interessanterweise zeigen diese Mause weder motorische oder kognitive
Defizite noch pathologische Merkmale, wie Sie fur C9orf72 Mutationstrager typisch
sind. Zu den phanotypischen Auffalligkeiten gehoren in erster Linie eine
Gewichtsreduktion, eine gestorte Phagozytose in Mikroglia und Makrophagen, sowie

eine Reifungsstorung der myeloischen Zellen (6, 155, 156).

Homozygote knock-out Mause, die gar kein C9orf72 Protein bilden, entwickelten je
nach Haltungsbedingungen eine rasch progrediente Lupus-artige
Autoimmunerkrankung oder keine Symptome, was fur eine Rolle des Mikrobioms
spricht. Erkrankte Tiere wiesen diverse Symptome wie Dbeispielsweise
Splenomegalie, Lymphknotenschwellungen, Neutrophilie oder Thrombozytopenie
auf. Teilweise kam es zu einer generalisierten Entzindungsreaktion mit multipler
Organinfiltration, einschlieRlich des zentralen Nervensystems, durch Makrophagen
und Lymphozyten. Zudem wurden multiple Autoantikorper detektiert. Die Mortalitat
war bei diesen Tieren signifikant erhoht (5, 6, 155, 157, 158). Die Arbeitsgruppe um
Baloh hat in einem knock-out Mausmodell die Mikroglia-Aktivitat genauer analysiert.
Dabei wurde beobachtet, dass es durch eine verstarkte Interferon Typ 1 Antwort zu
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einer pro-inflammatorischen Reaktion kommt. Zudem wurde bedingt durch eine
Storung lysosomaler Prozesse eine Zunahme der Abbauprodukte beobachtet. In
Anbetracht der Tatsache, dass Mikroglia fur die Regulation der
Synapseneliminierung relevant sind, scheint es durch die gestorte Mikroglia-Aktivitat
zu einem Verlust der Synapsen und somit zu einer neuronalen Dysfunktion zu

kommen (110).

Es ist wichtig anzumerken, dass sowohl heterozygote als auch homozygote knock-
out Mause keine neurodegenerativen Veranderungen aufweisen, wie sie fur ALS und
FTD typisch sind. Allerdings stutzen diese Ergebnisse die Vermutung, dass
Haploinsuffizienz von CO9orf72 durch die dadurch gestorte Autophagie und
gesteigerte Mikroglia-Aktivierung die anderen postulierten Pathomechanismen
verstarkt (88, 95, 97, 98).
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1.3.2 Transgene und virale C9orf72 Mausmodelle (knock-in Mausmodelle)

Im Folgenden werden Mausmodelle beschrieben, welche die durch RNA und DPR
Protein verursachte Toxizitat widerspiegeln sollen. In einigen Modellen exprimieren
die Mause ein von Patienten abgeleitetes bacterial artificial chromosome (BAC)
Konstrukt, welches Teile des humanen C9orf72-Gens mit der (G4C2)s-Hexanukleotid-
Expansion beinhaltet (5, 159, 160, 161). Andere Modelle nutzen Adeno-assoziierte
Viren (AAV) oder pCMV-Script Vektoren, mit deren Hilfe die Zielsequenz via
Mikroinjektion in Oozyten bzw. Zygoten eingebracht wird (20, 142, 162, 163, 164,
165, 166, 167). In weiteren Systemen werden der Thy1.2 Vektor mit Uberwiegend
spinaler Expression oder das Cre-LoxP System mit konditionaler Expression genutzt
(19, 168, 169).

Neben klassischen transgenen Mausmodellen mit Keimbahn-Transmission, war es
durch AAV-Injektion unter Verwendung Neuronen-spezifischer Konstrukte maoglich,
verschiedene (G4C2)n oder DPR Konstrukte direkt im ZNS zu exprimieren.

Der grolRe Vorteil der Mausmodelle mit Insertion eines (G4C2), Konstruktes ist die
simultane Expression von RNA Fozi und DPR Protein Pathologie, mit dem Ziel das
klinische Bild bestmoglich widerspiegeln zu konnen. Ein Nachteil ist allerdings die
fehlende Einsicht welcher Mechanismus den groReren Anteil zur Entwicklung der
Erkrankung beitragt. AuRerdem zeigen die meisten BAC-transgenen Modelle nur
minimale Phanotypen. Demgegenuber stehen Modelle mit Expression einzelner,
spezifischer DPR Proteine. Diese Tiermodelle ermdglichen eine genaue Analyse der
Bedeutung einzelner DPR Proteine fur die Krankheitsentstehung. Andererseits ist es

dadurch wiederum nur begrenzt moglich den Gesamtprozess wiederzugeben.

Die folgende Tabelle stellt eine Auflistung der verschiedenen publizierten

Mausmodelle und ihrer wichtigsten Erkenntnisse dar:
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O’Rourke et
al. 2015

Peters et
al. 2015

Liu et al.
2016

Jiang et al.
2016

Chew et al.
2015

Chew et al.
2019

Herranz-
Martin
etal. 2017

Zhang et al.
2016

Zhang et al.
2018

Zhang et al
2019

Choi et al.
2019

Expression

-System

BAC

BAC

BAC

BAC

pCMV

Expansion

(G4C2)100-

1000

(G4C2)300-500

(G4Cz2)s00

(G4C2)110-450

(G4C2)es

(G4C2)1a9

(G4C2)102

(GA)s0

GFP-
(GR)100

GFP-(PR)s0

(GR)so

RNA Fozi

Sense

Antisense

Sense

Antisense

Sense

Antisense

Sense

Antisense

Sense

Sense

Antisense

Sense

Nachweis
DPR

Proteine

GP

GP

GA, GP

GA, GP, GR

GA, GP, GR

GA, GP,
GR, PA, PR

GA

GA

GR

PR

GR

Protein
Mislokali-

sation

NCL

p62/Sgstm1

p62/Sgstm1

p62/Sgstm1

G3BP1,
Ataxin-2,
elF3n,
TIA-1,
RanGAP1,

p62/Sgstm1

p62/Sgstm1
RanGAP1,
Pom121,
Rad23

elF3n,
TIA-1,
RPS6,
RPL21,
RPS25

NPM1,
H3K9me3,
H3K27me3,
H3K4me3,
RanGAP1

19

Gliazell-

Aktivierung

Astrozyten,

Microglia

Astrozyten

Astrozyten

Astrozyten

Microglia,

Astrozyten

Microglia,

Astrozyten

Microglia,

Astrozyten

Neuronen-

Untergang

ja

ja

ja

ja

Phenotyp

Motorische

Defizite

Verhaltens,
kognitive

Defizite

Verhaltens,
motorische

Defizite

Motorische
kognitive,

Defizite

Verhaltens,
kognitive,
motorische

Defizite

Verhaltens,
kognitive,
motorische

Defizite

Motorische,
kognitive

Defizite

Motorische,
kognitive

Defizite

Verhaltens

Defizite

TDP-43
Pathologie
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Riemslagh pCMV (G4C2)36 GA, GP, GR Motorische
et al 2021 Defizite
Schludi et | Thy1.2 (GA)149- GA p62/Sgstm1 | Microglia Motorische ja
al. 2017 CFP Rad23b, Defizite

Mif2
Hao et al. Thy1-Cre GFP-(PR)zs PR Microglia, ja Motorische
2019 Astrozyten Defizite
LaClair etal | Nestin- GFP- GA p62/Sgstm1 | Microglia, ja Motorische ja
2020 Cre/loxp (GA)175 Psmc4 Astrozyten Defizite
LaClair etal | Nestin- GFP- PR Heterochro- | Astrozyten Krampf-
2020 Cre/loxp (PR)175 matin anfélle,

Ataxie

Tabelle 1: Knock-in Mausmodelle (Quelle: modifiziert nach (76))

Uberblick (iber die verschiedenen Mausmodelle mit RNA + DPR Toxizitat und reiner DPR Toxizitat.
Aufgefiihrt sind Expressions-Systeme, Expansion, RNA foci, DPR Proteine, Protein Mislokalisation,

Gliazell-Aktivierung, Neuronen-Untergang, Phenotyp und TDP-43 Pathologie.

In den Mausen mit (G4C2)n-Expansion wurden vor allem die DPR Proteine poly-GA,
poly-GP und zum Teil auch poly-GR detektiert. Das Expressionsmuster variiert dabei
zwischen den Linien. Wahrend in manchen Modellen vor allem Neocortex und
Hippocampus betroffen waren (5, 20, 159, 162), kam es in den anderen Modellen vor
allem zu einer Akkumulation im Cerebellum (160, 161, 163), Stammhirn und
Ruckenmark (19). Diese Beobachtungen stimmen mit histopathologischen
Untersuchungen aus C9orf72 Mutationstragern uberein. Demnach ist davon
auszugehen, dass poly-GA, poly-GP und poly-GR die haufigsten DPR-Proteine sind.
Anhnlich wie es in Patientengewebe verzeichnet wurde, ko-aggregieren die DPR
Proteine auch in den Tierversuchen mit verschiedenen zellularen Proteinen. So
konnte in vielen Modellen nachgewiesen werden, dass DPR Proteine und dabei vor
allem das poly-GA mit p62/SQSTM1 aggregiert und dadurch das Ubiquitin-
Proteasom System beeintrachtigt (5, 19, 20, 159, 162, 163, 169). Neben dieser
Sequestrierung kommt es in manchen Modellen zur Mislokalisation von Proteinen,
die an der Ribosomen Biogenese, dem Kernporen Komplex und dem DNA-
Reparatursystem beteiligt sind (20, 160, 162, 164, 165). Diese Beobachtungen
untermauern die Hypothese, dass DPR Proteine durch Sequestrierung von Proteinen

zellularer Prozesse gravierend beeintrachtigen und somit zum Zelluntergang fuhren.
20




Einleitung

Daruber hinaus wurde in den meisten Fallen eine vermehrte Mikroglia und Astrozyten
Aktivierung festgestellt, welche ebenfalls mit einem gesteigertem Neuronenuntergang
assoziiert war (20, 142, 159, 162, 163, 164, 165, 166, 169, 170). Diese Vorgange
fuhrten in manchen Mauslinien zum Verlust von Neuronen im ZNS (5, 20, 159, 162)
oder zum Axonverlust an den motorischen Endplatten des PNS (159, 163). Abhangig
vom Degenerationsmuster manifestierte sich auch das klinische Bild in Form von
Verhaltensauffalligkeiten, kognitiven oder motorischen Defiziten (5, 19, 20, 142, 159,
162, 163, 164, 165, 166, 167, 169, 170). Die Erkenntnisse dieser Versuche
verdeutlichen die Zusammenhange von ALS und FTD in Patienten mit C9orf72
Mutation. So kann es neben der fur FTD typischen Degeneration des ZNS
gleichzeitig zu einem Verlust motorischer Neurone des PNS kommen, wie es fur ALS
typisch ist. Interessanterweise konnte die TDP-43 Pathologie nur in einem Teil der
Mausmodelle (und meist eingeschrankt) nachgewiesen werden, obwohl sie ein
wesentliches Kennzeichen von ALS und FTD Patienten ist (5, 19, 159, 162, 164,
169). Diese Ergebnisse unterstitzen die Vermutung, dass die durch RNA Fozi und
DPR Proteine verursachte Toxizitat der TDP-43 Pathologie vorausgehen und diese
durch eine intrinsische Reaktionskaskade induziert (83).

Die gewonnenen Ergebnisse aus den Mausmodellen mit reiner DPR Protein
Expression lassen darauf schliel3en, dass die DPR Protein Toxizitat auch ohne RNA
Fozi Bildung zu pathologischen Veranderungen fuhrt. Dies suggeriert, dass fur die
Krankheitsentstehung die DPR Toxizitat einen groReren Einfluss hat als die RNA
Fozi Toxizitat.
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1.4 Therapeutische Ansitze

Die derzeitigen Behandlungsmoglichkeiten der ALS und FTD beruhen vor allem auf
einer symptomatischen Therapie mit dem Ziel der Symptomlinderung. Lediglich das
Medikament Riluzol fuhrt bei ALS Pateienten zu einer Verlangerung der
Uberlebenszeit. Die Forschung der letzten Jahre hat zu einem besseren Verstandnis
der Krankheitsentstehung gefuhrt, auf dessen Grundlage verschiedene
therapeutische Ansatze und potentiell wirksame Substanzen entwickelt wurden.
Dabei stellt insbesondere die Reduktion der Repeat RNA- und der DPR Protein-
Spiegel einen vielversprechenden therapeutischen Ansatz dar. Die Behandlung der
C9orf72 Haploinsuffizienz hat sich im Vergleich dazu als deutlich schwieriger
herauskristallisiert. Im folgenden Abschnitt werden einige der sich in Erprobung
befindenden Behandlungsmoglichkeiten genauer beschrieben, die sich gegenwartig

noch in der Erprobung befinden.

1.4.1 Antisense Oligonukleotid Therapie

Synthetische Antisense Oligonukleotide (ASO) konnen sehr spezifisch ganz
bestimmte mMRNA Sequenzen binden und dadurch beeinflussen. Je nach chemischer
Struktur des Ruckgrats konnen ASOs durch Aktivierung des Enzyms Endonuklease
RNase H zum Abbau der mRNA fuhren oder aber durch feste Bindung an die pre-
MmRNA die regulare Interaktion mit RNA-bindenden-Proteinen verhindern und
dadurch Spleilvorgange beeinflussen, ohne dass die mRNA abgebaut wird (171).
Die Zulassung eines solchen Antisense Oligonukleotids zur Behandlung der spinalen
Muskelatrophie (SMA) war ein Meilenstein der neurologischen Forschung (172). Das
dabei genutzte Antisense Oligonukleotid Nusinersen beeinflusst den Spleildvorgang
des SMN2 (survival motor neuron protein 2) durch die Bindung der SMN2 pra-mRNA
und steigert so die Expression des funktionellen SMN Proteins mit Exon 7 (173). Die
Verwendung von ASOs zur Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen wird auch
in anderen Fallen untersucht. So lauft mittlerweile nach erfolgreicher Phase 3 Studie
(NCT02623699) nun eine Langzeitstudie (NCT03070119) zur Behandlung der durch
eine SOD1 Mutation bedingten familiaren ALS. Dabei wird das ASO Tofersen
(BIIBO67) verwendet. Die Phase 1 und 2 Studien wurden schon erfolgreich
abgeschlossen (174, 175) und legen eine Verlangsamung des Krankheitsverlaufs

nahe. Auf Grundlage der positiven Ergebnisse, lauft nun eine Phase 3 Studie in
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prasymptomatischen Mutationstragern (176). Einen weiteren ASO basierten Ansatz
zur Behandlung der ALS stellt das ASO BIIB105 dar, welches gegen Ataxin-2
gerichtet ist. Die Wirksamkeit wird momentan in einer Phase 1/2 Studie evaluiert
(NCT04494256). Auch in der Behandlung des Morbus Huntington wird die ASO
Gentherapie untersucht. Leider wurde die Phase 3 Studie (NCT03761849) mit dem
Antisense  Oligonukleotid HTTrx wegen fehlender Wirksamkeit vorzeitig
abgebrochen. HTTrx bindet die mMRNA des mutierten Huntingtin-Gens und reduziert
so seine Expression (177).

Auch fur die Behandlung der C9orf72 Mutation laufen bereits ASO basierte Studien.
Die Behandlung von Fibroblasten und aus IPS-Zellen abgeleitete Neuronen von
C9orf72 Patienten mit Antisense Oligonukleotiden lieferten vielversprechende
Ergebnisse. So konnten unter anderem die RNA Fozi Bildung minimiert werden und
das Uberleben der Zellen gesteigert werden (112, 117, 120). In drei C9orf72 BAC
transgenen Mausmodellen konnte mit Hilfe einer intraventrikularen Injektion von
ASOs die Expression der RNA und DPR Proteine reduziert und die
Verhaltensauffalligkeiten gebessert werden (5, 80, 178). Aufgrund dieser
vielversprechenden Ergebnisse wurden klinische Studien der Phase 1 Studien zur
Behandlung der C9orf72 bedingten ALS gestartet. Biogen untersuchte dabei das
ASO BIIB078, welches gegen das Sense-Transkript der (G4+C2), Hexanukleotid-
Expansion gerichtet ist (NCT03626012). Leider wurde kein Kklinischer Nutzen
beobachtet und die Neurofilament-Spiegel als Marker fur Neurodegeneration stiegen
sogar an, sodass die Studie abgebrochen wurde. Wave Life Sciences Ltd. nutzte
ebenfalls ein ASO, das die Expression von C9orf72 Transkripten mit dem (G4C2)n
Intron senkt (WVE-004). Ein Problem ist dabei die fehlende Allel-Spezifitat der ASO,
sodass auch die Expression anderer Transkripte reduziert wird. Aktuelle Ergebnisse
zu dieser Studie stehen jedoch noch aus (NCT04931862). Eine Herausforderung
stellt dabei die Bestimmung einer effektiven Dosis dar. Fir eine erfolgreiche
Behandlung von C9orf72 Patienten muss das gesamten ZNS infiltriert werden,
wohingegen bei anderen Erkrankungen, wie beispielsweise fur SMA, eine Verteilung

im Rickenmark ausreichend seien konnte.
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1.4.2 RNA Interferenz

Die Antisense Oligonukleotid Therapie ist deshalb so interessant, weil sie sich gezielt
gegen einzelne, sehr spezifisch definierte MRNAs richtet. RNA Interferenz ist ahnlich
spezifisch. Dabei wird ein physiologischer Gen-Regulationsmechanismus verwendet.
Kleine, doppelstrangige RNA Molekule binden spezifisch an der Ziel-mRNA und
sorgen durch die Aktivierung des RNA-inducing silencing Komplexes (RISC) fur den
katalytischen Abbau der mRNA (179, 180, 181). Zu diesen kleinen RNA Molekulen
gehoren die physiologische miRNA (microRNA) und synthetische siRNA (short
interfering RNA) und shRNA (small hairpin RNA). Die Verwendung der RNA
Interferenz als Therapieansatz wird unter anderem in der Krebsforschung, der
Behandlung von viralen Infekten, kardiovaskularen Erkrankungen oder auch
Diabetes mellitus untersucht (182). Mit Patisiran existiert bereits ein erprobter
Vertreter dieser Wirkstoffklasse. Dabei handelt es sich um ein siRNA-Konzentrat,
welches zur Behandlung der hereditaren Transthyretin-Amyloidosen (ATTR)

zugelassen ist (183).

Daneben wird die Effektivitat der RNA Interferenz auch als Behandlungsansatz der
CY9orf72 bedingten FTD und ALS Uberpraft. Ein Problem stellt hierbei die
Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke dar. Die Nutzung des Adeno assoziierten Virus
(AAV) als Applikationsform konnte hier eine effiziente Losung bieten, die Blut-Hirn-
Schranke zu passieren und eine homogene Distribution im Nervensystem zu
erreichen (184). Untersuchungen an Fibroblasten von C9orf72 Mutationstragern
zeigten, dass durch siRNA die Expressionslevel der C9orf72-mRNA und zum Teil
auch die RNA Fozi-Bildung verringert werden konnten (112, 185, 186). In den
darauffolgenden Jahren wurden weitere Erfolge erzielt. So konnte mit Hilfe einer
miRNA-basierten Therapie gegen das C9orf72 Gen eine Reduktion der RNA Fozi
Bildung in einem aus iPS Zellen abgeleiteten Motoneuronenmodell und einem ALS
Mausmodell erreicht werden (187, 188). Hierbei gelang es mit Hilfe des AAV Serotyp
5 eine homogene Distribution zu erzielen. Die Untersuchung der RNA Interferenz als
therapeutischer Ansatz stellt ein neuartiges Verfahren dar, so dass es vor der
klinischen Anwendung noch weiterer Untersuchungen bedarf, um eine ausreichende
Effektivitat und Sicherheit fur Patienten gewahrleisten zu konnen.
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1.4.3 CRISPR

Genom-Editing liefert einen weiteren moglichen Angriffspunkt in der Therapie
neurodegenerativer Erkrankungen. Im weiteren Verlauf wird hier vor allem auf die
CRISPR/Cas Technologie eingegangen. Das Acronym stammt aus dem Englischen
und steht fur ,clustered regularly interspaced short palindromic repeats and CRISPR-
associated protein”. Mit Hilfe dieser Methode kann das Genom prazise geschnitten
werden, um gezielt Gene zu reparieren oder auszuschalten. Als Grundlage dient die
Entdeckung und Erforschung des CRISPR/Cas Systems im Immunsystem
verschiedener Bakterien und Archaeen (189, 190). Die CRISPR/Cas Technologie
wird momentan unter anderem zur Behandlung der Duchenne Muskeldystrophie
(191), des Morbus Huntington (192) oder des Morbus Alzheimer (193) erforscht. |hr
therapeutischer Nutzen fur die C9orf72 bedingte ALS und FTD wird ebenfalls
untersucht. So konnte in iPS-Zellmodellen, kortikalen Neuronen und Mausmodellen
mit Hilfe des CRISPR/Cas Systems eine Korrektur der C9orf72 Mutation erzielt
werden (194, 195). In einem weiteren Zelllinienmodell wurde die deaktivierte Cas9
genutzt, um an der (G4Cz)s-Expansion direkt zu binden. Dadurch konnte die
Transkription der RNA und die Translation der DPR Proteine drastisch reduziert
werden (196). Es wurde auch die Entwicklung eines RNA spezifischen CRISPR/Cas9
Systems untersucht. Dabei konnte in Zelllinienmodellen eine Reduktion der RNA-
Level und der DPR Protein-Konzentration erzielt werden (197). Die aufgefuhrten
Untersuchungen zeigen, dass das CRISPR/Cas System ein breites Spektrum
unterschiedlicher Ansatzmoglichkeiten bietet. Es bleiben jedoch noch einige Hurden
zu Uberwinden, ehe diese Methode in den klinischen Alltag Einzug finden kann.
Einerseits ist es essenziell, ein passendes Transportsystem ausfindig zu machen mit
dem eine effiziente Aufnahme des Wirkstoffes generiert werden kann. Daruber
hinaus ist es notig auf eine zielgerichtete Distribution zu achten, damit nicht alle
Zellen infiziert werden, da die zufallige Veranderung anderer Genomabschnitte
ernste Nebenwirkungen, wie maligne Entartung durch Aktivierung von Proto-

Onkogenen, verursachen konnen (198).
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1.4.4 Niedermolekulare Verbindungen

Neben den oben beschriebenen Ansatzen, welche auf Basis genetischer
Modifikationen der DNA oder RNA funktionieren, besteht auch die Moglichkeit auf
niedermolekulare Verbindungen zurtckzugreifen, die die Blut-Hirn-Schranke gut
uberwinden konnen. Ein Beispiel fur einen solchen Stoff ware das TMPyP4
(5,10,15,20-tetra(N-methyl-4-pyridyl)porphyrin). Es interagiert mit der G-Quadruplex
Formation der RNA und unterbindet dadurch die pathologische Bindung von
ribosomalen Bindungsproteinen wie beispielsweise hnRNPA1 (199). Zudem konnte
in einem Drosophila-Modell mittels TMPyP4 der nukleozytoplasmatische Transport
und der pathologische Phanotyp der Fliegen verbessert werden. In demselben
Modell wurden die Ergebnisse auch mit Hilfe eines Exportin 1 Inhibitors (KPT-276)
reproduziert (200). Weitere in-vitro Ansatze nutzten andere, synthetisch hergestellte
niedermolekulare Verbindungen, die mit der G-Quadruplex Formation interagieren.
Die Ergebnisse dieser Studien zeigten, dass die Menge der RNA Fozi und DPR
Proteine reduziert wird (201, 202, 203). Der oben genannte Exportin 1 Inhibitor KPT-
276 gehort zur Stoffklasse der selektiven Inhibitoren des nuklearen Exports (SINE).
In einer weiteren Untersuchung wurde ein anderer Exportin 1 Inhibitor, das KPT-
350/BIIB100, getestet. Dabei konnte das Uberleben neuronaler Zellen gesteigert
werden und die motorischen Funktionen in einem ALS-Rattenmodell verbessert
werden (204). Eine klinische Phase 1 Studie, in welcher der therapeutische Nutzen
von BIIB100 zur Behandlung der ALS untersucht werden sollte (NCT03945279),
lieferte allerdings keinen signifikanten Nutzen. Neben synthetisch hergestellten
niedermolekularen Verbindungen werden auch endogene Substanzen untersucht.
Tseng und Kollegen haben beobachtet, dass die RNA Helikase DHX36-G4R1 die
(G4C2)n Translation mitbeeinflusst. So flhrt eine Abnahme des DHX36-G4R1 zu
einer verminderten RAN Translation und vice versa. Trotz vieler positiver Ergebnisse
dieser Art von Therapieansatzen ist anzumerken, dass das Hauptproblem der
meisten niedermolekularen Verbindungen in ihrer zum Teil erheblichen Toxizitat
besteht, weil oft auch die globale Translation teilweise gehemmt wird.
Vielversprechende Ergebnisse in diesem Zusammenhang liefert eine neue
Substanzklasse der niedermolekularen Verbindungen, sogenannte RIBOTACs.
Dabei handelt es sich um ein synthetisches, dimeres Molekul, das aus einem
Liganden zur RNA-Bindung und einem weiteren Liganden zur Bindung und

Aktivierung der Ribonuklease RNase L besteht (205). Dadurch rekrutieren
26



Einleitung

RIBOTACs die aktivierte RNase L zur Ziel-RNA und sorgen so fur deren Abbau. Mit
Hilfe von RIBOTAC konnte in Zell- und Mausmodellen bereits eine selektive

Reduktion der (G4C2).-Expansion erzielt werden (206).

Czuppa und Kollegen untersuchten zudem inwieweit bereits zugelassene
Medikamente die (G4+C2)n Expression inhibieren. Dabei gelang es der Arbeitsgruppe
unter 1430 Wirkstoffen drei Substanzen aus der Gruppe der Nukleosidanaloga als
Inhibitoren der poly-GA/GP Expression zu identifizieren. Neben Entecavir und
Nelarabin zeigte sich vor allem Decitabin in post-mitotischen Neuronen aus C9orf72
Patienten hoch potent (207). Leider sind Nelarabin und Decitabin fur sich teilende

Zellen hoch-toxisch.
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1.4.5 Aktive und passive Impfung

Hochaffine Antikorper gegen DPR Protein-Aggregate konnten mittels aktiver oder
passiver Impfung einen moglichen therapeutischen Ansatz bieten. Erste Hinweise,
dass Immuntherapie bei neurodegenerativen Erkrankungen positive Ergebnisse
liefert, wurden bei der Behandlung des Morbus Alzheimer beschrieben (208). Morbus
Alzheimer ist die haufigste und am besten untersuchte Demenz-Erkrankung (209).
Charakteristisch hierfur sind ein progressiver Gedachtnisschwund und kognitive
Defizite. Neuropathologisch kommt es dabei zur Ausbildung intrazellularer
neurofibrillarer Bundel aus Tau, der extrazellularen Ablagerung von Amyloid-§3
Plaques und dem Verlust von Neuronen (210). Genauere Analysen legen nahe, dass
das Amyloid-B Peptid und das Tau-Protein eine entscheidende Rolle in der
Entstehung der Alzheimer-Demenz spielen (211, 212, 213, 214, 215). So kommt es
wahrend der prodromalen Phase ca. 15-20 Jahre vor dem Auftreten klinischer
Symptome zur Ablagerung von Amyloid-B Plaques, welche dann im weiteren Verlauf
zur Entstehung der Tauopathie beitragen. Mit einer aktiven Impfung in der
prodromalen Phase gegen das Amyloid-f konnte in Mausmodellen die Ausbildung
von Amyloid-f Plaques im ZNS stark reduziert werden und ein positiver Effekt auf die
kognitiven Defizite beobachtet werden (208, 216, 217, 218, 219, 220). Jedoch
scheiterte eine klinische Phase 2a Studie, da ca. 6% der geimpften Patienten eine
Meningoenzephalitis entwickelten (221). Weitere Untersuchungen dieser Falle legten
nahe, dass die Meningoenzephalitis auf eine durch die Impfung induzierte T-Zell
Infiltration zurtckzufuhren seien kdnnte (222, 223, 224). Neben der aktiven Impfung,
ist auch die passive Impfung Gegenstand intensiver Forschung. Dass die
Antikorpertherapie einen effektiven Ansatz in der Behandlung des Morbus Alzheimer
darstellt, zeigt beispielsweise Aducanumab, welches 2021 von der FDA zur
Behandlung des Morbus Alzheimer zugelassen wurde. Es handelt sich dabei um
einen monoklonalen Antikorper, der gegen Amyloid-f gerichtet ist. Dabei kommt es
zu einer ausgepragten Reduktion des Peptids und zugleich zu einer leichten
Verbesserung der klinischen Symptomatik (225). Sowohl bei der aktiven als auch der
der passiven Impfung kommt es zu einem Antikorper-vermittelten Abbau des
extrazellularen Amyloid-B durch Bindung des Antikorper-Antigen-Komplexes an den
Fc-Rezeptor von Makrophagen (226, 227). Daneben wurden auch aktive Impfungen
gegen das Tau-Protein getestet. Auch hier konnte man der Tau-Pathologie

entgegenwirken und kognitive Defizite in Ratten verringern (228, 229, 230, 231, 232).
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Klinische Studien der Phase 1 und 2 konnten zeigen, dass eine sichere und effektive
Tau-Impfung in Patienten erzielt werden kann (233, 234, 235, 236). Der Antikorper-
vermittelte Abbau intrazellularer Tau-Bundel unterliegt einem etwas anderen
Mechanismus. Nach Internalisierung des Antikérpers und Bindung des Antigens wird
der Komplex durch Bindung an den intrazellularen Fc-Rezeptor TRIM21 ubiquitiniliert

und so dem proteasomalen Abbau zugefuhrt (237, 238).

Die bisherigen Ergebnisse sprechen daflr, dass die Immuntherapie am effektivsten
in der prodromalen Phase und somit vor dem Auftreten klinischer Symptome wirken
wurde (239), sodass die Sicherheit absolute Prioritat hat.
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1.5 Steigerung der AK-Konzentration im ZNS mittels AAV vs

Transferrin-Shuttle System

Fir eine wirksame Immuntherapie ist die Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke (BBB)
der limitierende Faktor. Bei der aktiven Impfung ermoglichen hohe
Antikorperkonzentrationen eine gute Penetration der BBB. Werden Antikorper direkt
injiziert, kdbnnen unterschiedliche Verfahren zu einer gesteigerten Distribution im ZNS
beitragen. Zwei Biotechnologische Verfahren erlauben zumindest experimentell die
Uberwindung der Bluthirnschranke: (i) rekombinante Expression des Antikdrpers
mittels Adeno-assoziierten-Virus (AAV) im Gehirn und (ii) das Transferrin-Rezeptor
Shuttlesystem mit dessen Hilfe modifizierte Antikbrper aus dem Blut in das ZNS

transportiert werden.

Die Entwicklung von optimierten AAV-Vektoren ist schon lange Gegenstand
gentherapeutischer Studien. Der Virus besteht aus einem Kapsid, welches eine
Einzelstrang DNA umhdllt. Er gehort zur Familie der Parvoviren und ist fur seine
Replikation auf die co-Infektion mit anderen Adenoviren angewiesen. Sein Genom
besteht aus zwei Genen: Rep (Replikation) und Cap (Kapsid). Dieses wird von zwei
ITRs (inverted terminal repeats) flankiert. Fur die Gentherapie wird der sogenannte
rekombinante AAV (rAAV) verwendet. Dabei werden die viralen Gene durch die
gewulnschte Zielsequenz ersetzt und von zwei viralen ITRs flankiert. Vorzugsweise
werden die AAV2-ITRs verwendet, da sie fur die genomische Integration sehr sicher
sind. Aufgrund von Unterschieden in der Gewebe-Affinitat werden fur die
Verpackung, je nach Zielgewebe, Kapside anderer AAV-Subtypen mit den AAV2-
ITRs kombiniert (,Pseudotypisierung®) (240, 241). Das wird korrekt als “AAV2/x"
beschrieben, wobei praktischer der Genom-Subtyp (hier 2) oft weggelassen wird. Die
DNA gelangt mittels Transduktion des AAV in die Zelle und kann dann exprimiert
werden (240, 242). AAV-Vektoren bieten viele Vorteile im Vergleich zu anderen
viralen Vektoren (243), indem sie: 1) lange Zeit uberdauern kdnnen (244); 2) geringe
pathologische bzw. zytotoxische Eigenschaften aufweisen (245); 3) nur eine milde
Immunogenitat triggern (246); 4) in hohen Konzentrationen hergestellt werden
konnen (247).

Im Bereich der Gentherapie wird die Nutzung des AAV zur Behandlung
verschiedener Erkrankungen untersucht. Dabei geht es meist um monogene,

vererbte Erkrankungen, mit dem Ziel das defekte Gen zu ersetzen. So wird
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beispielsweise Voretigen Nepavovec, ein AAV2-Vektor mit der cDNA des humanen
retinalen pigmentepithelspezifischen 65 kDa-Proteins (hRPE65) zur Behandlung der
frihkindlichen Erblindung durch die RPEG5-Mutation eingesetzt (248, 249).
Onasemnogen-Abeparvovec (AAV9-Vektor basiert) ist ein weiters zugelassenes
Medikament zur Expression des humanen survival-of-Motorneuron-Proteins (SMN)
bei spinaler Muskelatrophie mit SMN1-Genmutation (250). Auch die Behandlung der
Hamophilie B mittels AAV-Injektion wird untersucht (251). FUr Morbus Alzheimer,
Morbus Parkinson, Mukopolysaccharidose (MPS) oder auch die Duchenne
Muskeldystrophie sind interessante praklinische Gentherapie-Ansatze beschrieben
(240, 251, 252, 253, 254). Neben den hier erwahnten genetischen
Behandlungsansatzen werden auch immuntherapeutische Verfahren mit Antikdrper-
exprimierenden AAV-Vektoren untersucht. So konnte in einem Mausmodell die RSV-
Viruslast durch Applikation eines Palivizumab exprimierenden AAV-Vektors deutlich
gesenkt werden (255). In einem weiteren Tierversuch wurde die Wirksamkeit einer
anti-Phospho-Tau (pTau) Gentherapie bei chronisch traumatischer Enzephalopathie
(CTE) untersucht, eine Erkrankung, die durch repetitive Schadel-Hirn-Traumata
ausgelost wird. Mittels intrazerebraler Injektion des AAV-Vektors wurde in einem
Mausmodell eine suffiziente anti-pTau Expression generiert und dadurch eine
Reduktion des pTau-Levels erreicht (256). In den letzten Jahren fand die
Untersuchung der AAV vermittelten anti-HIV Gentherapie besonderer Beachtung.
Durch die konstitutive Expression bereits etablierter und hoch potenter anti-HIV
Antikorper mittels AAV-Vektor eroffnet sich die vielversprechende Moglichkeit einer
zugleich praventiven sowie therapeutischen HIV-Behandlung. In klinischen Studien
wird bereits die Wirksamkeit dieser Therapie evaluiert (257, 258, 259).

Neben dem AAV-System kann auch das Transferrin-Shuttle-System zur
Uberwindung der BBB genutzt werden. Das Transferrin-Shuttle-System funktioniert
nach dem Prinzip der Rezeptor vermittelten Transzytose (RMT). Nach initialer
Rezeptorbindung kommt es zur Transzytose des Rezeptor-Ligand-Komplexes mit
anschlieBendem Transport durch das Endothel als Hauptbestandteil der BBB (241,
260). In den letzten Jahren fand die Untersuchung des Insulin- und Transferrin-
Rezeptors besonderer Beachtung. Fiur beide Rezeptoren wurde das Prinzip der RMT
beschrieben (241, 260). Da Insulin und Transferrin fur die Aufrechterhaltung der
Zellhomoostase des ZNS unabdingbar sind, werden ihre Rezeptoren ubiquitar im

Endothel der BBB exprimiert (260). Es erdffnet sich somit die Interessante
31



Einleitung

Moglichkeit durch Bindung an den Rezeptor eine effizientere BBB-Penetration des
Zielantikorpers zu erreichen. Eine Besetzung der Antigen-Bindungsstelle konnte
jedoch zu einer Stérung des Insulin- und Transferrin-Transports fuhren. Um diesem
Problem entgegenzuwirken, wurden modifizierte AntikOrper, wie beispielsweise
bispezifische Antikorper (Quadroma), entwickelt. Dabei handelt es sich um ein
Immunkonjugat bestehend aus 2 verschiedenen monoklonalen Antikorpern, dessen
beide Arme gegen 2 unterschiedliche Antigene gerichtet sind (261, 262). Quadroma
sind somit in der Lage unabhangig von der Antigen-Bindungsstelle mit dem Insulin-
oder Transferrin-Rezeptor zu interagieren, ohne dabei die Funktionalitdt des
Rezeptors gegen das Zielantigen zu beeintrachtigen. Eine weitere Moglichkeit bieten
modifizierte Antikorper mit einem kurzen Peptid im Fc-Fragment, das unabhangig
von der Antigen-Bindungsstelle an den Rezeptor bindet und dadurch eine Aufnahme
des Antikorpers zusammen mit der Zielstruktur in die Zelle bewirkt (263). Das
Verfahren wird bereits in einer klinischen Studie evaluiert (NCT05450549).

Vorausgegangene Untersuchungen haben ergeben, dass durch modifizierte
Antikorper im Vergleich zu monoklonalen Antikorpern eine bessere Reduktion der
Amyloid- Last in Alzheimer-Mausmodellen erzielt werden kann (264, 265). Ferner
konzentrierten sich neuere Untersuchungen darauf, die Wirksamkeit durch
Optimierung der Quadroma zu verbessern (266, 267, 268, 269). Durch diverse
Modifizierungen wie beispielsweise die Anderung der Antikdrperspezies,
Epitopauswahl oder Grolde war es moglich die Halbwertszeit zu verlangern und die
BBB-Permeabilitat zu steigern (266, 267, 268, 269). Die vielversprechenden
Resultate aus in-vitro Modellen und Tierversuchen mussen im nachsten Schritt in
klinischen Studien evaluiert werden. Dass der Ansatz erfolgreich ist, zeigt Valanafusp
Alpha und Pabinafusp Alpha. Es handelt sich dabei jeweils um ein anti-Insulin-
Rezeptor Antikorper (Valanafusp Alpha) bzw. anti-Transferrin-Rezeptor Antikorper
(Pabinafusp Alpha), der mit dem Enzym Alpha-L-lduronidase (Valanafusp Alpha)
bzw. mit Iduronat-2-Sulfatase (Pabinafusp Alpha) gekoppelt ist und zur Behandlung
der Mukopolysaccharidose Typ 1 bzw. Typ 2 bei Kindern verwendet wird (270, 271).
Daneben wird die Behandlung hamatologischer und onkologischer Erkrankungen mit
Hilfe bispezifischer Antikorper intensiv erforscht (272). Wichtige zugelassene
Vertreter dieser Substanzklasse sind hierbei Blinatumomab, fir die Behandlung der
akuten lymphatischen Leukamie und Catumaxomab, zur Behandlung der
Hamophilie-A (272).
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Die beiden Shuttlesysteme eroffnen die interessante Moglichkeit passive
Immuntherapie zur Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen noch effizienter
zu gestalten und dadurch eine suffiziente Exposition im zentralen Nervensystem zu
generieren. Wir haben uns dazu entschieden, dass AAV-System zu untersuchen, da
es im Mausmodell ein niedriges Nebenwirkungsprofil aufweist und bereits nach
einmaliger Injektion eine konstitutive Expression des Antikorpers gewahrleistet, ohne

dass es repetitiver Injektionen bedarf.
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1.6 Ziel der Arbeit

Die CO9orf72 Mutation ist die haufigste bekannte genetische Ursache der
Frontotemporalen Demenz und Amyotrophen Lateralsklerose. Die Ergebnisse aus
mehreren Jahren intensiver Forschung legen nahe, dass die C9orf72
Haploinsuffizienz, die RNA-Toxizitat und die DPR Protein Toxizitat die zentralen
Treiber der Krankheitsentstehung sind. Es ist noch unklar, welcher Mechanismus das
initiale Ereignis der C9orf72 Pathogenese darstellt. Jedoch scheint es, dass vor allem
die DPR Proteine eine ausschlaggebende Rolle dabei spielen. Aktuelle
Therapieansatze mit Antisense Oligonukleotiden zielen darauf ab, Expression und
Toxizitat der RNA und DPR Proteine gleichzeitig zu reduzieren. Es stellt sich jedoch
die Frage, ob eine spezifisch gegen DPR Proteine gerichtete Therapie ausreicht.
Ausgehend von der Hypothese, dass unter den DPR Proteinen poly-GA mafgeblich
an der Entstehung der C9orf72 bedingten ALS und FTD beteiligt ist, sollte mit diesem
Forschungsprojekt getestet werden, ob die Reduktion von poly-GA ein effektiver
therapeutischer Ansatz sein konnte. Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war
somit zunachst, speziell die Wirksamkeit einer Antikdrpertherapie in einem in vivo
Modell zu testen, da bereits in Zellkultur gezeigt werden konnte, dass durch die
Behandlung mit anti-GA Antikorpern die Aggregat Bildung und interzellulare
Transmission reduziert werden konnte (23). Da poly-GA nur in Mutationstragern
exprimiert wird, keine endogene Funktion hat und im humanen Proteom auch sonst
keine langen poly-GA Sequenzen vorkommen, konnten anti-GA AntikOrper einen
sicheren und effektiven therapeutischen Ansatz darstellen, um in asymptomatischen
Patienten die Krankheitsentstehung zu verzégern oder sogar zu verhindern. In
symptomatischen Patienten konnte man so vielleicht die Progredienz der Krankheit

stoppen.

Das Ziel meiner Arbeit war es nun zu untersuchen, ob eine Immuntherapie gegen
poly-GA Aggregate in einem C9orf72 ALS Mausmodell wirksam ist. Dazu sollte eine
prasymptomatische Immunisierung mit zwei verschiedenen poly-GA Antigenen in
einem etablierten poly-GA Modell (GA)149-CFP durchgefluhrt werden (19). Das
(GA)149-CFP Modell eignet sich gut zur Untersuchung der Fragestellung, da das poly-
GA spezifisch in Nervenzellen exprimiert wird und die motorischen Defizite relativ
frih im Alter von 3 bis 4 Monaten auftreten. Die Wirksamkeit sollte anhand von
Antikorpertitern, Neuropathologie und motorischer Funktion untersucht werden.
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Dabei sollten zwei Antigene verglichen werden: ungekoppeltes (GA)+s und (GA)1o

konjugiert an Ovalbumin als immunogenes Tragermolekul.

Im zweiten Teil meiner Arbeit sollte eine Methode zur direkten Antikdrperexpression
im ZNS von transgenen Mausen etabliert werden, um die Blut-Hirn-Schranke zu
umgehen, welche fur Antikdrper kaum permeabel ist. Dazu sollten AAV-Vektoren
kloniert und verpackt werden, die monoklonale anti-GA- bzw. Kontroll-Antikorper mit
nur einer Expressionskette rekombinant exprimieren. Schlie3lich sollte ein Verfahren
zur intracerebroventrikularen AAV-Injektion in neugeborenen Mausen etabliert
werden, um eine maoglichst grofl¥flachige Expression im ZNS zu gewahrleisten.
Zusammen sollten die Experimente den Grundstein fur passive und aktive
Vakzinierung gegen poly-GA bei C9orf72 ALS/FTD legen.
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2 Materialien & Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Instrumente und Gerate

Equipment Hersteller

Scale BP3100S Sartorius
Certomat BS-1 Inkubator B. Braun Biotech International
Cawomat 2000 IR CaWo

Pinzette FST
Gefrierschrank (-20°C) Liebherr
Gefrierschrank (-80°C) HFU-T Series Hareus
Kihlschrank Liebherr
Laborglaswaren VWR, Hirschmann
Inkubator fir Bakterien Binder

Tank fir flissigen Stickstoff Messer Griesheim
Mikrowelle Sharp

MilliQ plus Filtrationssystem QPod Merck Millipore
Multikanal Pipetten VWR
NanoPhotometer Implen

pH meter Five Easy Mettler-Toledo
Pipette Boy Brand

Pipetten Gilson, Rainin
Scanner V700 Photo Epson

Ruttler Edmund Bihler
Thermomixer comfort Eppendorf
Vortex-Genie 2 Scientific Industries
Multifuge 3 SR Heraeus
Megafuge 16 Heraeus
Megafuge 40R Heraeus
Zentrifuge 5427R Eppendorf
Zentrifuge 5417R Eppendorf
Cytation 3 imaging reader BioTek
Lichtmikroskop WilovertS Mikro Hund Wetzlar
RFL-T Mercury Burner MSH-1030L Olympus

LSM710 ConfocallLaserScanning Microscope Zeiss

LSM800 ConfocallLaserScanning Microscope Zeiss

RMC 7812 Z2 remote control LASOS

[lluminator HXP 120 V Zeiss

Stage Controller XY CD MC 2008 Zeiss

Objective Plan Apochromat 40x/1.4 OI DIC  Zeiss

Leica DMIi8

Leica Microsystems

Leica Application Suite X(LAS X)

Leica Microsystems

Smart Move

Leica Microsystems

Leica DFC 9000GT

Leica Microsystems
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CTR advanced

Leica Microsystems

Wasserbad

GFL

Hera cell culture hood Safe2020 Heraeus
Hera Inkubator Safe Cell 150 Heraeus
Bunsenbrenner Heraeus
Countess Il LifeTechnologies

Novex 10-20% TricineProteinGels, 12well

ThermoFisher Scientific

Novex 10-20% TricineProteinGels, 15well

ThermoFisher Scientific

XCell SureLock Mini-Cell Blot Module

ThermoFisher Scientific

Mini-Protean Trans-Blot Transfer Cell Bio-Rad
Digital Sonifier 250 Branson
Rontgenfilm Fuji
Rontgenfilm Kasette G. Kisker
PowerPac Basic Power Supply Bio-Rad
PCR thermal cycler nexus Eppendorf
UV Transilluminator INTAS
P93D Drucker Mitsubishi
SeparationSytemsGel Kammern und Peglab, OWL
Kamme

MESO QuickPlex SQ 120 Mesoscale
Green Line IVC sealsafe plus mouse Tecniplast
Stock OBI
Plastikkiste OBI

Tablet Microsoft Surface Microsoft
Stereotaxic Instrument 900LS Kopf
Stereotaxic Instrument WPI
Injektionspumpe WPI
Digitale Koordinaten-Konsole Kopf
Perfusionsgerat Peristar Pro WPI

Precellys Evolution Homogenizer

Bertin Instruments

CryoStar NX70

ThermoFisher Scientific

2.1.2 Verbrauchsmittel

Equipment Hersteller
Biosphere Filtertips (Pipettenspitzen) Sarstedt
Pipettenspitzen, Ultrafine VWR
Serologische Pipetten (5ml, 10ml, 25ml) Sarstedt
Rohrchen (1,5ml; 2ml; 5ml) Sarstedt
Réhrchen (15ml, 50ml) Sarstedt

LoBind Réhrchen (1,5ml) Eppendorf
Handschuhe (Nitril) Meditrade
Parafilm M Pechiney Plastic Packaging
pH Indikator Streifen Merck Millipore
Skalpell Braun
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Zellzahlungskammer Countess Il

Life Technologies

Zellkultur Petrischale (10cm) Nunc
Zellkultur Platte (12-Lochplatte) Nunc
Mikroskop Deckglaser (20mm) VWR
Plastikspritze (50ml) VWR

MicroAmp Optical 8-R6hrchenband

Applied Biosystems

Microseal ‘B Adhesive Seal
(Verschlussfolie)

Bio Rad

PCR R6hrchenband

VWR

Léschpapier

Macherey-Nagel

Immobilon-P Membran, PVDF, 0,45 uM

Merck Millipore

Novex 10-20% Tricine Protein Gels (12/15
Lochplatte)

ThermoFisher Scientific

MaxiSorb 96-Lochplatten

ThermoFisher Scientific

Spezialdiat-Futter Maus

SSniff Spezialdiat GmbH

Injektoinsnadel Injekt-F

Braun

Lanzette Goldenrod
Krankenunterlagen blau Medi-Inn
Injektionsnadel (ICV-Injektion) Hamilton
Grine Tatowierpaste Raidex

Venofix Safety Braun
Streptavidin Gold multi-array 96- Mesoscale
Lochplatten

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Equipment Hersteller
2-Propanol Merck Millipore
Borsaure Merck Millipore
Brij 35 Sigma-Aldrich
Zitronensaure Sigma-Aldrich
Dimethyl Sulfoxid (DMSO) Roth

Ethanol Merck Millipore
Ethylendiamintetraessigsdaure (EDTA) USB

Fotales Kalbsserum (FCS) Life Technologies
Ameisensaure Sigma-Aldrich
Gelatine Sigma-Aldrich
Glycerol Biomol

Glycin Biomol

KCI USB

KH;PO4 Merck Millipore
Methanol Merck Millipore
MgCl, Roth
Naz(B4Os(OH)a4) (Borax) Sigma-Aldrich
Na;HPO4 Merck Millipore
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H>S04 Merck Millipore
NaCl Merck Millipore
Paraformaldehyd (PFA) SERVA
Natriumcitrat Sigma-Aldrich
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth

Saccharose Sigma-Aldrich
Tris AppliChem
Triton X-100 Merck Millipore
Tween 20 Sigma-Aldrich
Xylol Merck Millipore
Bovin Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich
DMEM Glutamax Life Technologies
L-Glutamat Sigma-Aldrich
L-Glutamin Sigma-Aldrich
Lipofectamine 2000 Life Technologies
Neurobasal Life Technologies
Nicht-essentielle Aminosauren (NEAA) Life Technologies
OptiMEM Life Technologies
Penicillin/Streptomycin Life Technologies
Poly-D-Lysin (PDL) Sigma-Aldrich
Tetracyclin Sigma-Aldrich
Trypsin (2,5%) Life Technologies
1 kb Plus DNA Leiter Invitrogen

4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Roche Applied Science

Ampicillin Boehringer Ingelheim
Antimycin Sigma-Aldrich
Bromphenolblau Merck Millipore
Alkalische Phosphatase aus Kalberdarm NEB

dNTP Mix, 10mM ThermoFisher Scientific
FCCP Sigma-Aldrich

GelRed Biotium

Oligomycin Sigma-Aldrich

Q5 DNA Polymerase NEB

Random Hexamer Primer Sigma-Aldrich
Restriktionsenzyme NEB

T4 Ligase NEB

Taq DNA Polymerase Promega

UltraPure Agarose Life Technologies
Proteinase K Sigma-Aldrich
Ammoniumperoxodisulfat Sigma-Aldrich
Benzonase Nuclease Sigma-Aldrich
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich

DNasel Sigma-Aldrich

ECL plus ThermoFisher Scientific

Signalverstarkte Chemolumineszenz (ECL)

ThermoFisher Scientific

i-Block

Tropix
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NaN3

Merck Millipore

Protease + Phophatase Inhibitor Cocktail

Sigma-Aldrich

SeeBlue Prestained Protein Leiter Plus 2

Life Technologies

Puromycin

Merck Millipore

Tetramethylendiamin (TEMED) UsB

Tricin Sigma-Aldrich
R-Mercaptoethanol Merck Millipore
Acrylamid (37.5:1/40% (w/V)) Bio Rad
3,3',5,5-Tetramethylbenzidin (TMB) Sigma-Aldrich
OVA-(GA)10 PSL GmbH
(GA)1s PSL GmbH
Inkomplettes Freund-Adjuvans Sigma-Aldrich
CpG 1668 Enzo
Trypanblau Life technologies
Isofluran CP Pharma

MMF-Narkotikum

5x green GoTaq Reaktionspuffer

Promega madison

GoTaq G2 DNA Polymerase

Promega madison

Urea Bio Rad
Hamatoxylin Sigma Aldrich
Eosin Sigma Aldrich
CpG-ODN 1668 Invivogen

2.1.4 Antikorper

Antigen Hersteller Anwendung
Maus a GA, Klon 1A12 HMGU IF, WB, ELISA
Maus a PR, Klon 32B3 HMGU IF, WB
Maus a HA Sigma-Aldrich IF

Ratte a HA Sigma-Aldrich IF
Kaninchen a HA Sigma-Aldrich IF

Maus a myc abcam IF
Kaninchen a myc abcam IF
Kaninchen a Calnexin Proteintech WB
Kaninchen a GFP abcam IHC
Kaninchen o GFP-488 Sigma-Aldrich IF
Kaninchen a Ibal Thermo Fisher Scientific IHC

Maus a GA biotinyliert, Klon | HMGU ELISA

5F2

Maus a GA sulfoniert, Klon HMGU ELISA

5F2

Ziege a Maus IgG Alexa 488 | Life Technologies IF

oder 555

Ziege a Kaninchen IgG Alexa | Life Technologies IF

488 oder 555
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Ziege a Ratte IgG Alexa488 Life Technologies IF

oder 555

Ziege o Maus IgG HRP Promega WB, ELISA
Ziege a Kaninchen IgG HRP Promega WB

Ziege a Ratte IgG HRP Merck Millipore WB

2.1.5 Kits

Equipment Hersteller

DCS SuperVision 2 Kit DCS Diagnostics

Extract Il Kit Macherey-Nagel

NucleoBond Xtra Midi

Macherey Nagel

NucleoBond Plasmid

Macherey Nagel

NucleoSpin Gel and PCR Cleanup

Macherey-Nagel

AAV- DJ Helper Free Packaging System

Cell Biolabs

Pierce BCA Protein Assay Kit

ThermoFisher Scientific

2.1.6 Puffer

Alle Puffer wurden in MilliQ-Wasser angesetzt. Ausnahmen wurden angegeben.

Equipment

Rezeptur

Borat Puffer

40 mM Borsaure
10 mM Natriumtetraborat
Angepasst an pH 8.5

Beschichtungslésung fir Cover Slips

1,5% PDL in Borate Puffer

HEK293-FT Medium

1% Penicillin/Streptomycin
1% NEAA

10% FCS

In DMEM Glutamax

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

0,14 M NacCl

10 mM NaxHPO4
2,8 mM KH;PO4

2,7 mM KCI
Angepasst an pH 7.4

5x DNA Auftragspuffer

50% Glycerol

50 mM NazEDTA

0,05% Bromophenolblau
Angepasst an pH 8.0

LB Agar 1,5% Agar
1% Trypton
0,5% Hefe-Extrakt
86 mM NacCl
Lysogeny Broth (LB) Medium 1% Trypton

0,5% Hefe-Extrakt
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86 mM NacCl

Natrium Borat Puffer (SB)

5mM Naz(B405(OH)4)

Immunoprazipitation Lysis Puffer

2% Triton X-100
0,75 M NacCl

1 mM KH3PO4

3 mM NazHPO4

Immunoprazipitation Basis Puffer

50 mM Tris-HCl pH 7.5
150 mM NaCl
5% Glycerol

4x Lammli Puffer

4% SDS

20% Glycerol

5% R-Mercaptoethanol
200 mM NazHPO4

Blockpuffer

0,2% i-Block in TBSTx

Tricin Gel Laufpuffer

0,1 M Tris-HCI
0,1 M Tricin
0,1% SDS

RIPA Puffer

50 mM Tris-HCI
150 mM NacCl
2 mM EDTA
1% NP-40
0,1% SDS

pH 7.5

TBSTx

20 mM Tris

0,14 M NacCl

0,2% Triton X-100
Angepasst an pH 7.6

Transfer Puffer 25 mM Tris
0,2 M Glycin

HotShot Puffer A 10x 250 mM NaOH
2 mM EDTA

HotShot Puffer B 10x

400 mM Tris-HCI

Citrat Puffer A fur IHC

0,1 M Zitronensaure

Citrat Puffer B fiir IHC

0,1 M Natriumcitrat

Fixierungslosung

4% PFA

0,15 mM NaOH

0,13 mM NaH;PO4
0,12 mM Saccharose
Angepasst an pH 7.5

Immunohistochemischer Blockpuffer

2% FCS in PBS

Immunohistochemischer Waschpuffer

0,05% Tween 20 in PBS

Immunofluoreszenz Gelatine Block-Puffer

2% FCS

0,2% Gelatine
Gelo6st in PBS

Permeabilisations-Puffer

0,2% Triton X-100
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50 mM NH4CI
Gelost in PBS

2.1.7 Bakterienstamme, Zelllinien und primare Neuronen

Equipment

Hersteller

DH5a und Stbl3 E.coli kompetente Zellen

Life Technologies

HEK293-FT

Life Technologies

Kortikale und hippokampale Neuronen
(Ratte)

Charles River

2.1.8 Primer
Name Sequenz
(GA)149-CFP Sense tccaggagcgtaccatcttc
Antisense | gtgctcaggtagtggttgtc
4688-VH- Sense ttgagatctgccaccatggaatggacctgggtctttctcttect
sigpep-Bglll-s
4689-1gG2a-HA- | Antisense | agcgtaatctggaacatcgtatgggtattgcccagggatctgetgattgtc
a
4690-HA-P2A-s | Sense tacccatacgatgttccagattacgctgagaaagcgacggggatccggagce
4691-kappa- Antisense | gacgaattctcacaagtcctcttcagatatcag-
myc-EcoRl-a cttttgctcgcactcgtttctgttgaaggacttcac
4222-32B3-VH- | Sense ttgagatctgccaccatggaatggagcagagtctatataactc
Bglll-s

2.1.9 Plasmide

Konstrukt

Hersteller/Cloning Strategie

DF231 (pAAV-hSyn-1A12 anti-GA)

Dieter Edbauer, Daniel Farny

DF232 (pAAV-hSyn-32B3 anti PR)

Dieter Edbauer, Daniel Farny

MM167 (pEF6-GFP)

Dieter Edbauer, Meike Michaelsen

AD793 (pEF6-(GA)175-GFP)

Dieter Edbauer

AD797 (pEF6-(PR)175-GFP)

Dieter Edbauer

DF181 (pcDNA3.1/ze0-32B3 anti PR)

Dieter Edbauer, Daniel Farny

DF164 (pcDNA3.1/zeo-1A12 anti GA)

Dieter Edbauer, Daniel Farny

NMO1 (pcDNA3.1/zeo0-1A12-HA-myc)

PCR aus DF164
Bglll bzw. BamHI/EcoRlI cloning in
pcDNA3.1/zeo

NMO02 (pcDNA3.1/zeo-32B3-HA-myc)

PCR aus DF181
Bglll bzw. BamHI/EcoRlI cloning in
pcDNA3.1/zeo

NMO3 (pAAV-hSyn-1A12-HA-myc)

PCR aus DF164
Bglll bzw. BamHI/ECorl cloning in pAAV-

43




Materialien & Methoden

hSyn-EGFP

NMO4 (pAAV-hSyn-32B3-HA-myc)

PCR aus DF181
Bglll bzw. BamHI/ECorl cloning in pAAV-

hSyn-EGFP
pcDNA3.1/zeo ThermoFisher Scientific
pAAV-hSyn-EGFP AddGene
AAV-RC Cell Biolabs
pAAV-Helper Cell Biolabs
AAV1-EGFP Vector biolabs
AAV8-EGFP Vector biolabs
AAV9-EGFP Vector biolabs

KR313 (pcDNA4-TO-80xGA-flag)

Dieter Edbauer

AD681 (pEF6-GAGA)

Dieter Edbauer

AD796 (pEF6-(PA)175-GFP)

Dieter Edbauer

AD706 (pEF6-GFP-(GR)149)

Dieter Edbauer

MM161 (pEGFP-(GP)s7)

Dieter Edbauer, Meike Michaelsen

2.1.10 Software

Equipment Hersteller

Adobe Acrobat Pro Adobe Systems Incorporated
CLC Main Workbench for DNA, RNA and CLC bio

Protein Analysen

Imagel/Fiji (Bildbearbeitung) Fiji

GraphPad PRISM

GraphPad Software Inc.

Microsoft Office 2016

Microsoft Corporation

Primer 3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3/)
NCBI online Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
EndNote X9/20 Thomson Reuters

2.1.11 Services

Equipment Hersteller
DNA Sequenzierung GATC Biotech
Oligonukleotid Synthese Sigma-Aldrich
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2.2 Methoden

2.2.1 Maushaltung und Methodik

Far die aktive Immunisierung wurde die (GA)149-CFP-Mauslinie im C57BL/6
Hintergrund aus Schludi et al. 2017 genutzt. Diese Linie exprimiert (GA)149 von einem
synthetischen DNA-Fragment und ein daran gekoppeltes Cyan-fluoreszierendes
Protein (CFP) unter Kontrolle des murine Thy1.2 Promoters. Die Verpaarung und
Aufzucht erfolgte in einem pathogenfreien Zuchtbereich. AnschlieRend wurden die
Tiere in den pathogenfreien Experimentalbereich transferiert.

Fir die Immunisierung wurden insgesamt 61 Mause verwendet. Zur ldentifizierung
dienten Ohrmarken. Hierbei wurde das ausgestanzte Gewebe zur Genotypisierung
benutzt. Es handelte sich dabei um eine prospektive, verblindete, randomisierte,
kontrollierte Studie. Die Mause wurden in drei Gruppen mit je 20 Tieren aufgeteilt.
Die Einteilung in die Gruppen erfolgte zufallig und wurde von einer zweiten Person
durchgefuhrt, um die Verblindung zu gewahrleisten. Dabei wurde jedoch darauf
geachtet, dass das Verhaltnis zwischen Transgen- und Wildtyp-Mausen und
zwischen Mannchen und Weibchen ausgeglichen war. Es wurden jeweils 4 - 5
Wurfgeschwister in einem Green Line IVC sealsafe plus Maus -Kafig mit einem 12
Stunden Tag/Nacht-Rhythmus gehalten. Bei der Ernahrung wurde auf ad libitum
Futterung gesetzt. Zur Kontrolle des Gesundheitszustandes wurden die Tiere taglich
inspiziert. Mit der Durchfuhrung der einzelnen Methoden wurde im Alter von 2
Monaten begonnen. 27 der Tiere wurden 1 Monat spater geboren als die restlichen
36 Tiere, sodass Sie erst 1 Monat spater und dementsprechend 1 Monat langer
behandelt wurden. Alle Experimente und die Haltung der Tiere erfolgte zum Schutz
der Tiere nach den Leitlinien des Deutschen Zentrums fur Neurodegenerative
Erkrankungen e.V. (DZNE) und dem deutschen Tierschutzgesetz. Die Studie wurde
von der Regierung von Oberbayern genehmigt. Impfungen, Blutentnahmen und
Beam Walk Test wurden mit allen Mausen gleichzeitig, nacheinander durchgefiuhrt.
Es wurde stets der Grundsatz verfolgt, moglichst schonend und mit moglichst

geringer Schmerzintensitat zu arbeiten.
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PBS OVA-(GA)10 (GA)15
Transgen (tg) 10 10 10
Tg-Mannchen 4 5 5
Tg-Weibchen 6 5 5
Wildtyp (wt) 11 11 9
Wt-Mannchen 5 6 S
Wit-Weibchen 6 5 4

Tabelle 2: Impfgruppenzuteilung (Quelle: Nikola Mareljic)

Zuteilung der Mause in die einzelnen Gruppen. Kontrollgruppe PBS mit Transgen- und Wildtyp-
Mausen. Impfgruppe OVA-(GA)io mit Transgen- und Wildtyp-Mausen. Impfgruppe (GA)is mit
Transgen- und Wildtyp-Mausen.

FUr die Etablierung der intracerebroventrikularen Injektion wurden C57BL/6N Mause
verwendet. Die Injektion erfolgte in neugeborenen Mausen einen Tag nach dem Wurf
(P1). Insgesamt wurde in 17 Mausjungen eine Trypanblau-Injektion und in 15
Mausjungen eine AAV-Injektion durchgefuhrt.

2.2.1.1 Immunisierung

Ahnlich zur Generierung von monoklonalen Antikérpern, wurde ein modifiziertes
Immunisierungsprotokoll mit zusatzlichen Auffrischimpfungen verwendet (273). Die
Mause wurden im Alter von 8 Wochen subkutan (s.c.) und intraperitoneal (i.p.) mit
insgesamt 40 pyg OVA-(GA)io oder (GA)ss, gemischt mit 5 nmol CpG 1668
Oligonukleotid (Tib Molbiol, Berlin) in 200 yl PBS und 250 pl inkompletten Freund
Adjuvans immunisiert. Dabei wurden 225 pl s.c. in die Nackenfalte und 225 pl i.p. in
den linken Unterbauch injiziert. Der Kontrollgruppe wurden 5 nmol CpG 1668
Oligonukleotid (Tib Molbiol, Berlin) in 200 yl PBS und 250 pl inkompletten Freund
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Adjuvans appliziert. In den Wochen 12, 16, 20, 24 und 28 erfolgte eine
Auffrischimpfung mit 40 pg Peptid, gemischt mit 5 nmol CpG 1668 in 500 ul PBS.
Dabei wurden 250 pl s.c. in die Nackenfalte und 250 pl i.p. in den linken Unterbauch
injiziert. Ziel der multiplen Auffrischungen war es, einen moglichst hohen Antikorper-
Titer zu generieren. Der Kontrollgruppe wurden 5 nmol CpG 1668 in 500 yl PBS
verabreicht. Die (GA)1s-Gruppe wurde eingeflhrt, um zu sehen, ob ungekoppelte
(GA)1s-Aggregate auch ohne Konjugat immunogen genug sind. Um die Verblindung
zu gewabhrleisten, wurden die Zubereitung der Impfldsung und die Impfung von zwei

Personen durchgefuhrt.

2.2.1.2 Blutentnahme

Vor Beginn der Immunisierung und in den Wochen 9, 13, 17, 21, 25 und 29 wurden
100 pl Blut aus der Fazialisvene entnommen, um die Antikorperantwort im ELISA zu
quantifizieren. Dabei wurden die Mause fixiert und mit einer Lanzette in den bukkalen
Bereich gestochen. 3 - 4 Tropfen Blut wurden anschlieend mit einem 1,5 ml
Rohrchen aufgefangen. Nach Agglutination des Blutes wurde dieses bei 13.000g und
4°C fur 10 Minuten zentrifugiert. Das Serum wurde schlieBlich mittels Pipette in eine
96-Loch-Platte transferiert und im -80°C Gefrierschrank aufbewahrt. Bei jeder
Blutentnahme wurde die Einstichseite gewechselt, um einer Fibrose im gestochenen

Bereich vorzubeugen.

2.2.1.3 Beam Walk

Die Mause durchliefen ab der 9.Woche wochentlich den sogenannten Beam Walk
Verhaltenstest. Mit Hilfe dieses Tests wurde die Motorik der Tiere Uberpruft. Die
(GA)149-CFP-Mauslinie, welche fur die aktive Immunisierung verwendet wurde, fiel in
diesem Test ab dem 4.Lebensmonat durch motorische Defizite auf. Dies aulderte sich
als Schwache in den Hinterbeinen mit Gang- und Gleichgewichts- Storungen (19).
Die Maus wurde auf einen holzernen Stock (Lange= 58cm, Durchmesser= 8mm)
gesetzt und musste von einem Ende zum anderen Ende laufen. Hierbei wurde die
bendtigte Zeit gemessen. Die Maus hatte 1 Minute Zeit, den Stock zu Uberqueren.
Sollte sie langer als 1 Minute gebraucht haben oder sollte sie vom Stock gefallen
sein, wurde die Zeit als 1 Minute gewertet. Jede Maus hatte zwei Durchlaufe. Als
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Ergebnis wurde die Durchschnittszeit aus beiden Laufen genommen. Zur
Auswertung wurden die Laufe mit einer Kamera aufgezeichnet. Um die Verblindung
zu gewabhrleisten, wurden die Laufe von einer anderen Person ausgewertet. Die
verschiedenen Arbeitsschritte werden im folgenden Zeitstrahl nochmal

veranschaulicht.

Immunisierung 8w 12w 16w 20w 24w 28w
|

Beam Walk 7 il | !

Blutenthnahme 7wOw 1

Abbildung 3: Zeitstrahl aktive Impfung (Quelle: Nikola Mareljic)

Behandlungsverlauf der Mause wird mittels Zeitstrahl dargestellt. Die Mause wurden in den Wochen
8, 12, 16, 20, 24 und 28 geimpft. Vor der ersten Impfung und eine Woche nach jeder Impfung wurde

Blut abgenommen. Zusatzlich durchliefen die Mause wochentlich den Beam Walk Verhaltenstest.

2.2.1.4 Intracerebroventrikulare Injektion

FuUr die intracerebroventrikulare Injektion wurde das Protokoll aus Kim et al. 2014
verwendet (274). Nach Verpaarung wurde das trachtige Weibchen engmaschig
uberwacht. Einen Tag nach dem Wurf wurde dann die Injektion durchgefuhrt. Fur die
Trypanblau-Injektion wurde eine 1% Trypanblau in PBS Losung angesetzt. Ziel der
Injektion war es zu sehen, ob das Ventrikelsystem getroffen wird. Bei erfolgreicher
Infiltration sollte sich das Gehirn homogen blau verfarben. Fur die AAV-Injektion
wurden drei AAV-Vektoren verwendet, welche das grun-fluoreszierende Protein
(GFP) exprimierten. Dabei wurden das AAV1-EGFP, AAV8-EGFP und AAV9-EGFP
appliziert, um zu sehen mit welchem der drei Konstrukte die beste Expression
erreicht wird. Es wurde immer ein Neugeborenes aus dem Kafig entnommen und
nach erfolgter Injektion wieder zuruckgesetzt. Die Mausjungen wurden mittels
Sevofluran (Konzentration bei Einleitung: 2%; Konzentration zur Erhaltung 1%)
anasthesiert. Um einer Hypothermie entgegenzuwirken, wurden die Mause wahrend
des Eingriffs auf ein Heizkissen gelegt. Eine ausreichende Narkosetiefe wurde durch
einen aufgehobenen Zwischenzehenreflex bestatigt. Die Injektion erfolgte mit Hilfe

eines stereotaktischen Halteapparates. Das anasthesierte Mausjunge wurde auf dem
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Halteapparat mittels zwei Bolzen mit Gummibeschichtung am Kopf fixiert. Die
Injektionsnadel wurde dann oberhalb von Lambda in Position gebracht. Als Nachstes
wurde der stereotaktische Arm zur Injektionsstelle hin koordiniert. Als Einstichstellen
wurden drei verschiedene Koordinatenpunkte auf der X- und Y- Achse verwendet,
um zu sehen mit welchem Koordinatenpaar das Ventrikelsystem am besten erreicht
werden kann. Es erfolgte zunachst eine Sauberung der Kopfhaut mit 70% Ethanol.
Die Nadel wurde dann bis zur Penetration der Kopfhaut gesenkt und anschliel3end
wieder leicht retrahiert, damit der Schadel seine Ausgangsform wieder annimmt.
Nachdem die Z-Koordinate zuruckgesetzt wurde, wurde die Nadel 1,7mm gesenkt
und anschlieend gleich auf 1,5mm zurtckgezogen. Nun wurden 2ul Losung mit
einer Geschwindigkeit von 30nl/sec injiziert. Die Retraktion der Nadel erfolgte
langsam, um zu verhindern, dass Losung zuruckfliel3t. Das Prozedere wurde auf der
anderen Hemispharenseite wiederholt. Die Mausjungen wurden mittels
Pfotentatowierung markiert. Anschlielend wurde das Neugeborene wieder in den

Kafig zurickgesetzt.

—— Bulbus Olfactorius Koordinatenpaare:

Injektionspunkte

X=0,8mm Y=1,5mm Z=1,7mm->1,5mm

Hemispharen X=0,8mm Y=2,0mm Z=1 ,Smm9 1,3mm

~ Cerebellum

X=1,2mm Y=1,0mm Z=1,5mm->1,3mm

Lambda — Medulla

~~ Riickenmark

Abbildung 4: Intracerebroventrikulare Injektion (Quelle: Nikola Mareljic)

Schematische Darstellung des Gehirns eines P1 Mausjunges. Zu sehen sind der Fixpunkt Lambda

und die Injektionspunkte. Daneben steht die Tabelle mit den drei verwendeten Injektions-Parametern.

2.2.1.5 Gewebeentnahme

8 Monate alte (GA)149-CFP-Mause wurden mittels intraperitonealer Applikation einer

Medetomidin (0,5mg/kg) + Midazolam (5mg/kg) + Fentanyl (0,05mg/kg)-Narkose

(MMF) anasthesiert. Die Narkosetiefe wurde mittels Zwischenzehenreflex Uberpruft.

Anschlielend wurden die Tiere in Ruckenlage an den Gliedmalien fixiert. Im

weiteren Verlauf erfolgte die Eroffnung des Thorax, um in die linke Herzkammer des
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freiliegenden Herzens eine Flugelkanule einzufuhren. Es wurde eine 10-minutige
Perfusion mit PBS durchgefuhrt, dabei wurde durch einen Schnitt in die rechte
Herzkammer der Abfluss des Blutes gewahrleistet. AnschlieRend wurden Gehirn,
Ruckenmark und Milz entnommen und in Formalin fur 24 Stunden fixiert. Fur
histologische Farbungen wurde das Ruckenmark samt Wirbelsaule verwendet. Fur
proteinbiochemische Untersuchungen wurde das Ruckenmark aus dem Spinalkanal
prapariert. Die Wirbelsdulen wurden in einem zusatzlichen Schritt mittels 5%
Ameisensaure fur 48 Stunden dekalzifiziert. Farbungen wurden an 5-7um dicken
Schnitten aus Paraffin-eingebettetem Gewebe unternommen. Das Gewebe fur
proteinbiochemische Untersuchungen wurde sofort nach Entnahme in flussigem
Stickstoff schockgefrostet, bei -80°C aufbewahrt und spater lysiert.

Neugeborene Mause, an welchen die Trypanblau-Injektion durchgefuhrt wurde,
wurden 24 Stunden nach Injektion mittels Enthauptung getotet. Die Gehirne wurden
herausprapariert und die Verfarbung des Gehirns untersucht. Mausjungen, welchen
das AAV-Konstrukt injiziert wurde, wurden 3 Wochen nach Injektion mit dem gleichen
Verfahren getotet. Die Gehirne wurden nach 24-stundiger Formalin-Fixierung in 10%-
Saccharose-Losung eingelegt und entlang der Sagittalebene in zwei Halften geteilt.
Anschlieliend wurden Sie bei -80°C konserviert.
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2.2.2 Molekularbiologie

2.2.2.1 Klonierung

Die komplementare Ziel DNA-Sequenz wird per Polymerase Kettenreaktion (PCR)
amplifiziert und mit Hilfe von Restriktionsenzymen aus einer Plasmidvorlage
herausgeschnitten. Damit die Zielsequenz in den gewunschten Vektor inseriert
werden kann, wird dieser mit den gleichen oder komplementaren
Restriktionsenzymen geschnitten. Dafur werden die folgenden PCR Primer
verwendet, welche die gewulnschten Restriktionsseiten enthalten: 4688-VH-sigpep-
Balll-s (5°-ttgagatctgccaccatggaatggacctgggtctttctcttcct-3°), 4689-IgG2a-HA-a (5'-
agcgtaatctggaacatcgtatgggtattgcccagggatctgcetgattgtc-3°), 4690-HA-P2a-s (5
tacccatacgatgttccagattacgctgagaaagcgacggggatccggage-3°), 4691-kappa-myc-
EcoRl-a (5°-gacgaattctcacaagtcctcticagatatcagcttttgctcgcactcgtttctgttgaaggacttccac-
3') und 4222-32B3-VH-Bglll-s (5°-ttgagatctgccaccatggaatggagcagagtctatataactc-3°).
In diesem Fall kodieren die Zielsequenzen fur einen monoklonalen anti-GA
Antikorper und einen monoklonalen anti-PR Antikorper (Kontroll-Antikorper). Hierfur
wurden die folgenden beiden Plasmide genutzt, welche fur die Zielsequenzen
kodieren: pcDNAS3.1/ze0-32B3 anti-PR (im Folgenden DF181 genannt) und
pcDNAS3.1/zeo-1A12 anti-GA (im Folgenden DF164 genannt). Diese wurden mit Hilfe
speziell synthetisierter Primer mit einem kurzen myc-Epitop (Glu-GIn-Lys-Leu-lle-Ser-
Glu-Glu-Asp-Leu) und einem HA-Epitop (Tyr-Pro-Tyr-Asp-Val-Pro-Asp-Tyr-Ala)
versehen, um sie in nachfolgenden Untersuchungen besser lokalisieren zu konnen.
Nach erfolgreicher Koppelung wurden die Antikorper zum einen in den pcDNA3.1zeo
Vektor inseriert, welcher eine gute Expression in somatischen Zellen gewahrleistet.
Zum anderen wurden sie in den pAAV-hSyn-EGFP Vektor inseriert, welcher AAV

verpackt werden kann und eine gute Expression in Nervenzellen sicherstellt.
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Antikérper cDNA Antikérper cDNA

LI ~ . .
~ mit HA- & myc-Epitop Antikérper cDNA
’ \ mit HA- & myc-Epito
DF181/ N PCR - Verdauung ye=pTop
DF164 ) > y
Restriktionsstellen, .
HA & myc -tag ) Antikorper cDNA
in Primern enthalten —~ mit HA- & myc-Epitop
Ar;\p
Ligation pcDNA3.1(zeo)/
> pAAV-hSyn-EGFP
3
pcDNA3.1(zeo)/ Verdauung pcDNA3.1(zeo)/ :\mp
pAAV-hSyn-EGFP pAAV-hSyn-EGFP 4
v -
Amp Amp

Abbildung 5: PCR Cloning (Quelle: Dieter Edbauer)

Die Zielsequenz wird aus dem urspringlichen Plasmid mittels geeigneter Primer amplifiziert. Als
nachstes werden die PCR-Produkte mit den entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut. Parallel
dazu werden auch die Ziel-Plasmide mit denselben bzw. komplementaren Restriktionsenzymen
verdaut. AbschlieBend wird die Ziel-DNA in das Ziel-Plasmid inseriert und im weiteren Verlauf fur die

Transformation verwendet.

Fir die PCR wurde das Standardprotokoll wie unten angegeben verwendet. Mit
Berucksichtigung der Anlagerungstemperatur wurde das Protokoll bedarfsgerecht
modifiziert.
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Komponente Volumen Temperatur Zeit
100ng DNA-Matrize 2ul Denaturierung 95°C S5min
(initial)
Sense-Primer (10uM) 1ul
Denaturierung 95°C 30sec
Antisense-Primer 1ul
(10uM) Anlagerung 40°C-70°C 30sec
dNTPs (10uM) 1ul Elongation 72°C 30sec
10x Tag Puffer Sl Elongation (final) | 72°C 8min
Taq Polymerase (5U/pl) | 1yl 30 Zyklen
MilliQ Wasser ad 50pl

Tabelle 3: PCR Standardprotokoll (Quelle: Eddie-Lab)

Um die DNA-Fragmente zu analysieren und zu separieren, wurden sie auf einem
Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Daflir wurde 1% Agarose in Sodium
Borate Puffer geldst und mit GelRed (1:50.000) versetzt. Die Losung wurde unter
Verwendung eines Geltaschenkamms in eine Gelkammer gegeben. Die DNA-Proben
wurden mit einem funffachen DNA-Ladepuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen.
Zur elektrophoretischen Auftrennung der Fragmente wurde eine Spannung von 300V
appliziert. Im Anschluss wurden die DNA-Banden durch lllumination mit ultraviolettem
Licht sichtbar gemacht. Zur Bestimmung der Bandengrof3e erfolgte der Vergleich mit
dem beigefugten 1kb-DNA-Marker. Die gewunschten DNA-Fragmente wurden dann
mittels NucleoSpin Gel und PCR Cleanup Kit (Macherey-Nagel) nach
Gebrauchsanleitung aufgereinigt.

PCR Produkte und Plasmide wurden bei 37°C fur 2 Stunden oder uber Nacht in einer
70pl Reaktionslosung verdaut. Um einen kompletten Verdau zu erzielen, wurde stets
nach den Vorgaben des Herstellers gearbeitet (NEB). Einer Selbstligation der
Plasmide wurde entgegengewirkt, indem das 5'-Phosphatrest durch die alkalische
Phosphatase (CIP) entfernt wurde. Hierbei wurden 3ug des Vektors mit 1 Einheit
Phosphatase bei 37°C fur 1 Stunde inkubiert. Die verdauten Plasmide und PCR
Produkte wurden schlie3lich mit Hilfe der Gel Elektrophorese aufgereinigt.
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Fur die Ligation der Ziel DNA-Sequenz mit dem gewunschten Vektor wurde eine 20l
Reaktionslosung angesetzt. Diese bestand aus 3ul Vektor, 9ul Ziel DNA-Sequenz,
2ul T4 DNA-Ligase, 2ul Reaktionspuffer und 4ul Wasser. Die Ligase katalysierte
dabei die Reaktion der Phosphodiesterbindung zwischen dem 5‘-Phosphatrest und
der 3-OH-Gruppe. Die Reaktionslosung wurde fur 1 Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert.

Die komplette Reaktionslosung der Ligation wurde fur die Transformation in
chemisch kompetente DH5a oder Stable3 Bakterien verwendet. Zunachst wurden
100yl der Bakterien auf Eis aufgetaut und die Reaktionslosung wurde vorsichtig
zugegeben. Im Anschluss daran erfolgte eine 20-minutige Inkubation auf Eis. Fur
eine gesteigerte Permeabilitdt der Bakterienmembran wurde die LOsung fur 30
Sekunden bei 42°C erhitzt. AbschlieRend erfolgte die Inkubation auf Eis fur 3
Minuten. Im nachsten Schritt wurden 400ul Antibiotika-freies LB Medium
hinzugegeben und die Losung wurde bei 37°C und 300rpm fur 1 Stunde bebruitet.
Anschlielend wurde die Losung auf eine vorgewarmte Ampicillin oder Kanamycin
Agar-Platte verteilt und Uber Nacht bei 37°C (DH5a) oder 30°C (Stable3) inkubiert.

Zur Inokulierung einer 4ml Kultur (Mini-Praparation) oder einer 100ml Kultur (Midi-
Praparation) wurden einzelne Bakterienklone von der Agar-Platte gepickt. Dazu
wurde eine sterile Pipettenspitze benutzt und die Kolonie in Ampicillin oder
Kanamycin haltiges LB Medium transferiert. Zur Amplifizierung wurden die Kulturen
uber Nacht bei 37°C (DH5a) oder 30°C (Stable3) inkubiert. Am nachsten Tag wurden
die Bakterienkulturen pelletiert. Dazu wurden sie bei 4500g und 4°C fur 10 Minuten
zentrifugiert. Die Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des NucleoSpin Plasmid Kit
(Macherey-Nagel) fur Mini-Praparation oder NucleoBond Xtra Midi Kit (Macherey-
Nagel) fur Midi-Praparation nach Vorgaben der Gebrauchsanleitung extrahiert. Zum
Schluss wurde die DNA mit MilliQ Wasser eluiert und bei -20°C aufbewahrt. Die
Konzentration wurde durch Messung der Absorption bei 260nm bestimmt
(NanoPhotometer, Implen).

Um die Erfolgsrate der Klonierung zu uberprufen, wurden 5ul des aufgereinigten
Plasmids sequenziert (GATC Biotech). Standardprimer, welche an das Ruckgrat der

Plasmide binden konnen, werden von dem Unternehmen bereitgestellt.
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2.2.2.2 Genotypisierung

Ziel der Genotypisierung ist die genaue Zuordnung der Tiere in Transgen- und
Wildtyp-Mause. Dazu wurde eine Ohrstanzbiopsie jeder Maus in eine Mikrotiterplatte
transferiert und mit HotShot-Lyse-Puffer lysiert (275). In der darauffolgenden
Zentrifugation wurde der Uberstand in ein neues Roéhrchen Uberfiihrt und zur
weiteren Verarbeitung verwendet. AnschlieRend wurden die Gensequenzen mit Hilfe
der PCR amplifiziert und durch die Gelelektrophorese der Grofde nach aufgetrennt.
Die unterschiedlichen Bandenmuster erlaubten eine Zuordnung zum jeweiligen
Genotyp. Fur die ldentifikation des CFP-Gensegments wurde das folgende Primer-
Paar verwendet: 5-tccaggagcgtaccatcttc-3° und 5°-gtgctcaggtagtggttgtc-3‘. Das PCR-
Protokoll ist in Tabelle 4 aufgelistet.

Komponente Volumen Temperatur Zeit
5xGoTaq Sl 1.Denaturierung | 95°C 2min
Reaktionspufffer (initial)
dNTPs (10uM) 0,5ul 2.Denaturierung | 95°C 20sec
Sense-Primer 0,25ul 3.Anlagerung 58°C 30sec
(10uM)
4 .Elongation 72°C 45sec
Antisense-Primer 0,25l
(10uM) 5.Elongation 72°C S5min
(final)
GoTagG2-DNA 0,125l
Polymerase 35 Zyklen
DNA (Maus) 1l (Schritt 2-4)
MilliQ Wasser 17,875ul

Tabelle 4: CFP-Genotypisierung-Standardprotokoll (Quelle: Eddie-Lab)
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Zur Analyse der DNA-Fragmente wurde eine Agarose-Gel Elektrophorese
durchgefuhrt. Dafir wurde 1% Agarose in Sodium-Borate Puffer durch Aufkochen
geldst und mit GelRed (1:50.000) versetzt. Nach Ausgiel3en des Gels wurden die mit
sechsfachem Ladepuffer versetzten DNA-Proben in die Geltaschen geladen und bei
einer Spannung von 120V fur 30 Minuten elektrophoretisch aufgetrennt. Im
Anschluss daran wurde ein UV-Licht Photosystem zur Visualisierung der Banden
benutzt. Mit Hilfe der DNA-Leiter konnten die Bandenmuster entsprechend ihrer
Grolde zugeordnet werden. Die Proben der Transgen-Mause wiesen die gesuchte
Bande auf, wohingegen die Proben der Wildtyp-Geschwister-Tiere keine Bande

zeigten.

56



Materialien & Methoden

2.2.3 Zellbiologie

2.2.3.1 Kultivierung von Humanen embryonalen Nierenzellen und Neuronen

Die Kultivierung der HEK293-Zellen und primaren Neuronen erfolgte in einem
Brutschrank bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und einem 5%-igen CO2/Luftgemisch. Die
Durchflhrung jeglicher Experimente und Manipulationen mit den Zellen erfolgte zu

jeder Zeit unter sterilen Bedingungen in einem laminaren Luftstrom.

HEK293-FT Zellen wurden in 75ml Zellkulturflaschen in DMEM Glutamax Medium
kultiviert. Es erfolgten regelmaflige mikroskopische Inspektionen auf Zelluntergang
und Verunreinigungen. Dem Medium wurde 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin
(Pen/Strep) und 1% nicht-essenzielle Aminosauren (NEAA) beigesetzt. Nachdem die
Konfluenz einen Wert von ca. 80% erreicht hat, wurden die Zellen im Verhaltnis 1:10
gesplittet. Fur die Passage wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, dann mit
1ml einer 0,05% Trypsin-Losung losgeldst und anschlieBend in frisches Medium
ubertragen.

Zur lIsolierung primarer kortikaler und hippokampaler Neurone wurden 19 Tage alte
Ratten-Embryonen (Sprague-Dawley) verwendet (148). Diese wurden in Neurobasal
Medium kultiviert. Zur Behandlung kortikaler Neurone wurde dem Medium 2% B27,
1% Pen/Strep und 0,25% Glutamin beigesetzt. Hippokampalen Neuronen wurde
zusatzlich noch 0,125% Glutamat hinzugefugt. Die Neurone wurden in Plastik-Platten
oder auf Deckglasern plattiert, welche zuvor mit 65% Salpetersaure behandelt
wurden und bei 200°C fur 6 Stunden sterilisiert wurden. Dabei wurden je 400.000
kortikale und je 80.000 hippokampale Zellen ausgesat. Die Zellen wurden nach 7

Tagen in vitro (DIV7) transduziert oder transfiziert.

Um eine Ablosung der Zellen von der Plastik-Platte oder den Deckglasern zu
vermeiden, wurden diese vor Zugabe der Zellen mit 1,5% PDL in 0,1M Borate Puffer
fur 4 Stunden beschichtet. AnschlieRend wurden die Platten und Deckglaser dreimal
mit Wasser ausgewaschen und dann bis zur Verwendung in DMEM Glutamax
Medium bzw. Neurobasal Medium im Zellkultur-Inkubator aquilibriert.
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2.2.3.2 Transfektion von HEK293 Zellen und Neuronen

Um fremd-DNA in HEK293 Zellen einzubringen, wurden einen Tag vor der
Transfektion 200.000 Zellen pro Milliliter ausgesat. Zur Quantifizierung der
Lebendzellzahl erfolgte die DurchfiUhrung des Trypanblau-Ausschlusstests. Dabei
wird der Farbstoff nur von toten Zellen aufgenommen. Mit Hilfe einer Zahlkammer
wird dann die Zellzahl ermittelt. Die Transfektionslosung fur ein Loch in einer 12-

Lochplatte setzte sich dabei wie folgt zusammen:

Komponente Volumen fiir 1 Loch
DNA 1ug
OptiMEM 125uL

kombiniert mit:

Lipofectamin 2000 2,5ul

OptiMEM 125pL

Tabelle 5: Transfektionslosung fiir HEK293 Zellen (Quelle: Eddie-Lab)

Nach  20-mindtiger  Inkubationszeit bei  Raumtemperatur  wurde  die
Transfektionslosung dem Zellkultur Medium tropfchenweise beigefugt. Die
transfizierten Zellen wurden im nachsten Schritt fur 48 Stunden in den Zellkultur-

Inkubator gestellt, bevor sie zur weiteren Verwendung prozessiert wurden.

Ahnlich den HEK293-FT Zellen wurden auch die Neurone mittels Lipofectamin 2000

transfiziert. Die Transfektionslosung wurde dabei folgendermallen angesetzt:
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Komponente Volumen fiir 1 well
DNA 1,8ug
OptiMEM 100pL

kombiniert mit:

Lipofectamin 2000 3,2l

OptiMEM 100uL

Tabelle 6: Transfektionslosung fiir Neuronen (Quelle: Eddie-Lab)

Fur die Transfektion wurden Deckglaser-adharierte Neurone verwendet. Wahrend
der 20-minutigen Inkubationszeit wurden die Deckglaser aus ihrer ursprunglichen
Platte herausgenommen, in aufgewarmtes Neurobasal Medium getunkt und
anschliefend in eine neue Platte transferiert. Die neue Platte enthielt aufgewarmtes
Neurobasal Medium mit 1% Penicillin/Streptomycin und 0,25% Glutamin. In die neue
Platte wurde dann die Transfektionslosung tropfchenweise beigefugt. Nach 45-
minutiger Inkubation wurden die Deckglaser aus der neuen Platte entfernt, zweimal
in aufgewarmtes Neurobasal Medium getaucht und anschlieBend wieder in die
Ursprungsplatte transferiert. Nach drei bis funf Tagen wurden die Neurone

weiterverarbeitet.
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2.2.3.3 AAV-Verpackung

Um eine effiziente Produktion des Adenoassoziierten Virus mit hohem Virustiter zu
erreichen, wurden HEK293 Zellen niedriger Passagerate zur Verpackung eingesetzt.
24 Stunden vor der geplanten Transfektion mit Lipofectamin 2000 wurden pro
Kondition 6 Millionen Zellen in einer 10cm Petrischale ausgesat. Der Trypanblau-
Ausschlusstest diente erneut zur Bestimmung der Lebendzellzahl. Die HEK293
Zellen wurden mit den folgenden Konstrukten co-transfiziert: pAAV-RC (kodiert fur
das Kapsid), pHelper (unterstutzt die Bildung der viralen Proteine) und pAAV-hSyn-
1A12-HA-myc (im Folgenden NMO03 genannt) bzw. pAAV-hSyn-32B3-HA-myc (im
Folgenden NMO04 genannt) (codieren fur den monoklonalen anti-GA bzw. anti-PR
Antikorper). Die Zusammensetzung der Transfektionlosung wird in Abbildung 6

dargestellt:
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Komponente | Volumen

fir 10cm

Petrischale
pAAV-RC 7,3uL
pHelfer 11uL

NMO03 / NM04 | 30uL

OptiMEM 1,5mL

kombiniert mit:

Lipofectamin 35uL
2000

OptiMEM 1,5mL
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Abbildung 6: Transfektionslosung und AAV Helper-free-System (Quelle: Nikola Mareljic; Cell

Biolabs)

Die Abbildung zeigt die Komponente der Transfektionsldsung und das Prinzip der AAV-Verpackung.
Dabei werden HEK293-FT Zellen mit den drei Konstrukten ko-transfiziert. Nach 3 Tagen wird der

Virus eingesammelt und kann dann zur Transduktion genutzt werden.

Wahrend einer 20-minutigen Inkubation wurde das Zellkultur Medium aus der 10cm
Petrischale entfernt und durch 5mL OptiMEM, welchem 10% FCS und 1%
Penicillin/Streptomycin zugesetzt wurden, ersetzt. AnschlieRend wurden 3mL der

61



Materialien & Methoden

Transfektionslosung tropfchenweise hinzugegeben. Nach 3 Tagen erfolgte eine 3-
minutige Inkubation mit 2pl 0,5M Trypsin. Die Zellen wurden in einem weiteren
Schritt zusammen mit dem Medium eingesammelt und bei 3000rpm fur 5 Minuten
zentrifugiert. Das Zell-Pellet wurde in 300uL DMEM Medium resuspendiert. Im
Anschluss daran erfolgte die Lyse der Zellen durch vier Frost-Tau-Zyklen. Nach 10-
mindtiger Zentrifugation bei 10.000g wurde der AAV-Uberstand in ein neues

Rohrchen umgefullt und bei -80°C aufbewahrt.

2.2.3.4 Transduktion von Neuronen

Fir eine effektive Transduktion der Neurone wurde 1ul des AAV-Uberstandes pro
Loch einer 12-Lochplatte appliziert. Anschlie®end wurden die Neurone fur 4 Tage in
einem Zellkultur-Inkubator inkubiert, bevor sie zur weiteren Analyse bearbeitet
wurden (siehe 2.2.4 Proteinbiochemie).

62



Materialien & Methoden

2.2.4 Proteinbiochemie

2.2.4.1 Western Blot (Immunoblotting)

Hierbei handelt es sich um eine Methode zur Identifizierung eines bestimmten
Proteins in einem Proteingemisch. Dabei werden die Proteine durch
Gelelektrophorese anhand ihres Molekulargewichts aufgetrennt. HEK293-FT Zellen,
die in 12-Lochplatten 48 Stunden inkubiert wurden, wurden nach einmaligem
Waschen mit PBS in 300uL RIPA Puffer fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Zum RIPA
Puffer wurden zusatzlich ein Protease-Phosphatase-Inhibitor Cocktail (1:100) und
DNAse1 (1:200) beigesetzt. Im Anschluss daran wurde das Lysat bei 1.000g und 4°C
fur 10 Minuten zentrifugiert. Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des Pierce BCA
Protein Assay Kit (Thermo Scientific) nach Gebrauchsanleitung bestimmt. Die
Proben wurden auf eine Endkonzentration von 500ug/ml gebracht. Abschlie3end
wurden die Proben mit 4x Laemmli-Puffer im Verhaltnis 1:4 versetzt und bei 95°C fur
5 Minuten aufgekocht. Bis zur Gelelektrophorese wurden die Proben bei -20°C

gelagert.

Kortikale und hippokampale Neurone, welche fur mindestens drei Tage inkubiert
wurden, wurden ebenfalls nach einmaligem Waschen mit PBS in 200uL RIPA Puffer
fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Der Puffer enthielt neben dem Protease-
Phosphatase Inhibitor Cocktail (1:100) noch zusatzlich Benzonase Nuklease (1:200).
Anschlieliend wurde mit den Proben wie oben beschrieben verfahren.

Um die Proteine nach ihrer molekularen Masse zu separieren, wurde die SDS-
Polyacrylamid Gel Elektrophorese (SDS-PAGE) durchgefuhrt. Dafur wurden die
Proben unter denaturierenden Bedingungen auf ein 10-20% Tris-Trizin Polyacrylamid
Gel von Novex geladen. Es wurden 10-20uL Probenmaterial pro Geltasche
verwendet. Initial lief die Elektrophorese in Trizin Puffer bei 80 Volt fur eine Dauer
von einer Stunde. AnschlieRend wurde fur eine weitere Stunde ein elektrisches Feld
mit 120 Volt angelegt. Zum Vergleich der molekularen Masse wurde der SeeBlue
Protein Marker zusatzlich zu den Proben zugegeben.

Die zuvor separierten Proteine wurden im nachsten Schritt auf eine in Isopropanol
aktivierte polyvinylidene difluorid (PVDF) Membran bei einer konstanten Stromstarke
von 400 mA fur eine Stunde transferiert. Dafur wurde eine Wet-Blot-Kammer

verwendet. Zum Blocken der Membran wurde eine einstindige Inkubation bei
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Raumtemperatur in einem 0,2% i-Block enthaltendem TBSTx-Puffer durchgefihrt.
Dadurch  wird einer unspezifischen Antikorperbindung entgegengewirkt.
AnschlieRend wurde die Membran in der primar-Antikorper Losung bei 200rpm und
4°C Uber Nacht inkubiert und am Folgetag in 6 zehn-minltigen Zyklen in TBSTx-
Puffer gewaschen. In einem weiteren Inkubationsschritt wurde der mit HRP-
gekoppelte sekundar-Antikorper fur eine Stunde bei Raumtemperatur benutzt. Dabei
galt es darauf zu achten, dass fur eine optimale Detektion ein Isotyp-spezifischer
Zweitantikorper verwendet wurde. Nach erneuten 6 zehn-minutigen Waschzyklen
wurde die Membran mit dem chemilumineszenz Substrat ECL fur 2 Minuten
inkubiert, um das gesuchte Protein detektieren zu konnen. Abschliellend wurde das

Ergebnis auf einem Rontgenfilm mit Hilfe eines Rontgenfilm-Prozessor festgehalten.
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2.2.4.2 Elektrochemilumineszenz-Immunoassay von MSD

Mittels Immunoassay wurde die Proteinkonzentration der unloslichen poly-GA
Fraktion im Ruckenmark der Mause (indirekte sandwich Methode) bestimmt. Fur die
Bestimmung der Proteinkonzentration der unldslichen poly-GA Fraktion wurde das in
flussigem Stickstoff schockgefrostete Ruckenmark benutzt.

Es erfolgte zunachst die Aufbereitung des Ruckenmarks. Hierfur wurde dieses in
1mL RIPA Puffer, versetzt mit Protease-Phosphatase-Inhibitor Cocktail (1:100) und
Benzonase Nuklease (1:1000), mit Hilfe des Precellys Evolution Homogenizer
(Bertin-Instruments) lysiert. Nach 20-minutiger Inkubation bei 4°C wurden die Proben
bei 4°C und 13.000g fur 10 Minuten zentrifugiert. Der komplette Lyse-Vorgang wurde
ein weiteres Mal wiederholt, um die unldslichen poly-GA Aggregate vom Ioslichen
poly-GA zu trennen und so eine Kontaminierung zu verhindern. Anschliel3end
wurden die Zellpellets in 1mL Urea-RIPA (3M Urea + Protease-Inhibitor Cocktail
1:100 + Benzonase Nuklease 1:1000 in RIPA-Puffer) resuspendiert, bei 4°C fur 20
Minuten inkubiert und schlieBlich je zweimal fur 20 Sekunden bei 20% Amplitude
sonifiziert. Der Vorgang der Sonifikation beschreibt die Homogenisierung der Zellen
mit Hilfe von hochfrequenten Ultraschallwellen. Die Proteinkonzentration wurde mit
Hilfe des Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) nach Gebrauchsanleitung

bestimmt.

Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration der unldslichen poly-GA Fraktion
wurden Streptavidin Gold multi-array 96-well Platten (Mesoscale) mit biotinyliertem
anti-GA Antikorper (5F2) Uber Nacht bei 4°C beschichtet. Fur den weiteren Vorgang
wurde, wie oben beschrieben verfahren. Da es sich bei den Proben um unl6sliches
poly-GA handelte, diente der MSD-markierte anti-GA Antikorper (5F2) als
Detektionsantikorper. Die Standardkurve wurde mit Hilfe des aufgereinigten GA-GST
bekannter Konzentration erstellt. Nach Zugabe des Lese-Puffers wurden die Platten
mittels MESO QuickPlex SQ 120 (Mesoscale) analysiert.
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2.2.4.3 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Mittels ELISA wurde der anti-GA Titer (indirekte Methode) bestimmt. Fur die anti-GA
Titer Bestimmung wurden die Mausseren, welche im Punkt ,2.2.1.2 Blutentnahme®

beschrieben wurden, verwendet.

Fur die anti-GA Titer Bestimmung wurden Nunc MaxiSorp™ 96-well ELISA
Mikroplatten mit aufgereinigtem GA-GST (12) Uber Nacht bei 4°C beschichtet. Nach
dreimaligem Waschen mit Wasch-Puffer wurden die Platten mit Block-Puffer (1%
BSA, 0,05% Tween 20 in PBS) fur 1 Stunde bei Raumtemperatur geblockt, um eine
unspezifische Antikorperbindung zu reduzieren. AnschlieRend wurden die Blutseren,
nach dreimaligem Waschen, in Duplikaten pipettiert und bei Raumtemperatur fur 1
Stunde inkubiert. Eine Verdinnungsreihe des monoklonalen anti-GA Antikorpers
1A12 bekannter Konzentration diente dabei zur Generierung der Standardkurve. Vor
Zugabe des HRP-gekoppelten anti-Maus Antikorpers wurden die Platten erneut
dreimal gewaschen. Nach einstundiger Inkubation bei Raumtemperatur mit dem
Detektions-Antikorper folgte ein weiterer Waschschritt. Im nachsten Schritt wurde in
einer lichtgeschutzten Umgebung 3,3°,5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) fur 5 Minuten
hinzugegeben, ehe die Farbreaktion durch Zugabe von Schwefelsaure (2M H2SO4)
beendet wurde. Dabei erfolgte ein Farbumschlag von blau zu gelb. Die Farbintensitat
korrelierte dabei positiv zur Proteinkonzentration. Die Analyse der Platten erfolgte mit
Hilfe des Cytation 3 imaging readers bei 450nm. Mit Hilfe der Standardreihe war es

moglich Antikdrperkonzentration in den Seren zu berechnen.
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2.2.5 Bildgebung

2.2.5.1 Immunfluoreszenz Firbung fiir HEK293-FT Zellen und Neurone

Fur die Immunofluoreszenz-Farbung wurden HEK293-FT Zellen und hippokampale
Neurone, die auf PDL beschichteten Deckglasern wuchsen, verwendet. Alle
Inkubationsschritte wurden in einer lichtgeschutzten, feuchten Kammer durchgefuhrt.
Zunachst wurden die Zellen mittels 2% Triton X-100 in PBS permeabilisiert. Die
einstundige Behandlung mit einer Losung bestehend aus 5% Normalziegenserum
und 0,5% Triton X-100 in PBS diente zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen.
Anschlielend wurden die Zellen nach einmaligem Waschen in PBS fur 15 Minuten
mit einer 4% Paraformaldehyd + 4% Saccharose -Losung fixiert. Nach drei 5-
minutigen Waschschritten in PBS erfolgte die Inkubation mit der Primarantikorper-
Losung (Gelatine Block-Puffer + Primarantikorper) Uber Nacht bei 4°C. Nach
erneutem Waschen wurden die Deckglaser mit der Alexa-gekoppelten
Sekundarantikorper-Losung (Gelatine Block-Puffer + Sekundarantikorper) fur 1
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Abschlie®end wurden die Zellen fur 15
Minuten mit DAPI behandelt (1:5000 in PBS), um die Zellkerne anzufarben, und dann
auf Objekttrager aufgezogen und mit dem Vectashield Eindeckmedium bedeckt. Die
Aufbewahrung der Objekttrager erfolgte lichtgeschutzt bei 4°C.

2.2.5.2 Immunhistochemie + Immunfluoreszenz Fdrbung fiir Paraffin-eingebettetes

Gewebe

Alle Patientenmaterialien (Kleinhirngewebe-Schnitte) wurden von der Neurobiobank
Munchen und der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen zur Verfugung gestellt.
Die Bearbeitung wurde von der Ethik-Kommission der Ludwig-Maximilians-
Universitat Muanchen genehmigt. Es wurde stets nach den Vorgaben der Deklaration
von Helsinki und des Belmont Reportes vorgegangen. Die Immunhistochemie-
Farbung erfolgte an 5-7 ym dicken Kleinhirn-Schnitten aus Paraffin-eingebettetem

Patienten-Gewebe.

Mit Immunhistochemie und Immunfluoreszenz -Farbungen an 5-7um dicken

Schnitten aus Paraffin-eingebettetem Maus-Ruckenmark wurden die poly-GA

Distribution, die Mikroglia-Aktivierung und die TDP-43 Pathologie untersucht. Das

Gewebe wurde zuerst de-paraffiniert und rehydriert. Dazu wurden die Objekttrager
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fur 20 Minuten in Xylol eingelegt und anschlieRend in absteigender Ethanol-Reihe
ausgespult. Zur Wiederherstellung des Antigens wurden die Schnitte viermal fur je 5
Minuten in Zitrat-Puffer pH 6.0 mittels Mikrowelle erhitzt. Nach einer 20-minutigen
Abkuhlung bei Raumtemperatur und einem kurzen Auswaschen in de-ionisiertem
Wasser wurden die Schnitte zur Inhibition der endogenen Peroxidase in 5% H20: in
Methanol fur 15 Minuten inkubiert. Daraufhin folgte ein Waschvorgang in 0,05%
Tween20 in PBS. Fur die anschlielRende Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
wurde 2% fotales Kalberserum in PBS verwendet. Als nachstes wurden die Schnitte
uber Nacht bei 4°C in der Primarantikorper-LOsung inkubiert. Nach erneutem
Waschen in 0,05% Tween20 in PBS wurde der Primarantikorper mittels DCS
SuperVision 2 -Kit detektiert. Dafur wurde das Gewebe fur 20 Minuten mit der
Verstarker-Reagenz inkubiert, gefolgt von einer 30-minutigen Inkubation mit der hrp-
Reagenz, bevor die DAB-L6sung appliziert wurde. Im Anschluss daran wurden die
Schnitte fur 30 Sekunden in Hamatoxylin transferiert und far 10 Minuten unter
laufendem Wasser ausgewaschen. AnschlieBend wurde das Gewebe in
aufsteigender Ethanol-Reihe und Xylol wieder dehydriert. Zum Schluss wurden die
Objekttrager mittels Eindeckmedium fixiert.

Fur die Immunfluoreszenz-Farbung des Maus-Ruckenmarks wurde bis zur
Primarantikorper-Behandlung wie oben beschrieben verfahren. Anschlie3end
erfolgte, nach einmaligem Waschen in 0,05% Tween20 in PBS, die lichtgeschutzte
Inkubation mit dem Alexa-gekoppelten Sekundarantikorper fur 1 Stunde bei
Raumtemperatur. Es erfolgte ein weiterer Waschschritt, bevor das Gewebe fur 15
Minuten mit DAPI behandelt wurde. Abschlielfend wurden die Schnitte nach zwei

erneuten Waschzyklen mit Fluoromount-Aqueos Eindeckmedium fixiert.

2.2.5.3 Hdmatoxylin & Eosin (HE) Fdrbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung ist ein Routineverfahren, das als Ubersichtsfarbung
die Diagnostik krankhafter Veranderungen in Praparaten erleichtert. Das Hamatoxylin
farbt dabei basophile Strukturen wie die DNA und den Zellkern blau. Eosin dient der
Farbung azidophiler Zellbestandteile wie Proteine, Mitochondrien oder Kollagen in
Rot. Das Gewebe wurde zuerst de-paraffiniert und rehydriert. Dazu wurden die
Objekttrager fur 20 Minuten in Xylol eingelegt und anschliefend in absteigender

Ethanol-Reihe ausgespult. Als Nachstes erfolgte die Inkubation mit Hamatoxylin fur
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10 Minuten. AnschlieBend wurden die Schnitte unter flieBendem Wasser
ausgewaschen und kurz in eine 70% Ethanol-Losung transferiert. Darauf folgte eine
2-minutige Behandlung mit Eosin. Zum Schluss wurden die Schnitte nach erneutem
Waschen in aufsteigender Ethanol-Reihe und Xylol dehydriert und mittels

Eindeckmedium fixiert.

2.2.5.4 Nissl Firbung

Bei der Nissl-Farbung handelt es sich um eine Farbetechnik zur Hervorhebung der
strukturellen Eigenschaften von Nervenzellen. Sie erlaubt die Untersuchung der
spezifischen Zytoarchitektur des Gehirns sowie des Ruckenmarks. Das dabei
verwendete Kresylviolett farbt basophile Zellstrukturen wie die DNA und RNA blau-
violett. Zunachst wird das Gewebe de-paraffiniert und rehydriert. Dazu wurden die
Objekttrager fur 20 Minuten in Xylol eingelegt und anschlielend in absteigender
Ethanol-Reihe ausgespult. Im Anschluss daran erfolgte die Inkubation der Schnitte in
70% Ethanol bei 37°C uber Nacht. Nach dem Waschen in de-ionisiertem Wasser
wurden die Schnitte fur 20 Minuten mit Kresylviolett behandelt und anschlie3end
wieder mit Wasser ausgewaschen. Zur Entfarbung des Uberstandes wurden die
Schnitte in eine 96% Ethanol-Losung, und dann in eine 100% Ethanol-L6sung
transferiert. AbschlieRend erfolgte nach 5-mindtiger Inkubation mit Isopropyl-Alkohol

die Fixierung mit einem Eindeckmedium.

69



Materialien & Methoden

2.2.5.5 Freischwebende Immunfluoreszenz-Fdarbung

Mit Hilfe der sogenannten ,freischwebenden Immunfluoreszenz-Farbung“ wurden die
Gehirne der intracerebroventrikularen AAV-injizierten Mause untersucht. Dazu
wurden die Gehirne mit einer Rasierklinge in der Sagittalebene halbiert und mit dem
CryoStar NX70 Kryostat in 50um dicke Scheiben geschnitten. Diese wurden
anschliefend in 0,5% NaN3s in PBS beflllte Lochplatten transferiert und im weiteren

Verlauf fur die Immunfluoreszenz-Farbung verwendet.

Fir das Blocken und die Permeabilisation des Gewebes wurden die Schnitte in 5%
fotalem Kalbsserum + 0,5% Triton X100 in PBS fur 1 Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Zur Verstarkung des intrinsischen GFP-Signals wurden die Schnitte mit
einem Alexa-488 gekoppelten anti-GFP Antikdrper behandelt. Der Antikorper wurde
in 5% fotalem Kalbsserum + 0,1% Triton X100 in PBS geldst. Es erfolgte die 3-
stindige Inkubation des Gewebes mit der Antikorperlosung bei Raumtemperatur.
Zum Waschen wurde 0,1% Triton X100 in PBS verwendet. Auf den ersten
Waschgang folgte eine 10-minutige Inkubation mit DAPIl. Nach zwei weiteren
Waschschritten wurden die Schnitte lichtgeschutzt auf Objekttragern aufgezogen und
mit dem Vectashield Eindeckmedium bedeckt. Die Aufbewahrung der Schnitte

erfolgte lichtgeschutzt bei 4°C.
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2.2.6 Aufnahme und Bearbeitung von Mikroskoipie-Bildern

Bilder von Immunhistochemie-, Nissl- und HE- gefarbtem Gewebe wurden mit dem
Leica DMi8 Lichtmikroskop und der Leica Las X Software aufgenommen. Es wurden
plan-apochromate 4x, 10x und 40x Objektive verwendet. Flur eine aussagekraftige
Analyse wurden Bilder von Proben eines Experiments stets mit den gleichen System-

Einstellungen aufgenommen.

Die Aufnahmen der Immunfluoreszenz gefarbten Schnitte wurden mit dem inversen
Konfokalmikroskop LSM710 bzw. LSM800 von Carl Zeiss und der ZEN 2010 bzw.
Blue Software aufgenommen. Dabei wurden Anregungswellenlangen von 405, 488
und 633nm verwendet. Es wurde das plan-apochromate 40x Ol-Objektiv bzw. das
EC Plan-Neofluar 40x/1.30 Ol DIC M27 Objektiv verwendet. Fir die Experimente
wurde die Lochblende auf 1 Airy Unit fur die langste Wellenlange gesetzt und fur die
anderen Wellenlangen dementsprechend angepasst. Die Bildmatrix betrug 1,024 x
1,024 Pixel, die Skalierung betrug 0,2 x 0,2 ym und die Farbtiefe betrug 8 Bit. Die
Bilder wurden in Z-Stapeln mit einem Schichtabstand von 0,4 ym aufgenommen. Fur
eine aussagekraftige Analyse wurden Bilder von Proben eines Experiments stets mit
den gleichen System-Einstellungen aufgenommen.

Zur Bildbearbeitung wurde die Imaged Software verwendet. Zur Auszahlung der poly-
GA Aggregate und der Mikroglia-Analyse wurden Ruckenmarksschnitte mit einer
Schichtdicke von 1mm untersucht. Mit Hilfe der Software-Toolbox wurden Aggregat-
und Zell- Zahlungen durchgefuhrt und Bilder unterschiedlicher Kanale
zusammengelegt (276).
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2.2.7 Statistische Analysen

FUr eine unvoreingenommene Analyse der Daten, erfolgte die Auswertung der
Datensatze verblindet. Hierfur wurde jeder Maus bzw. jeder Probe ein Nummerncode
zugeteilt, sodass die Zugehorigkeit zur Kontroll- bzw. Versuchsgruppe daraus nicht
hervorgehen konnte. Statistische Analysen wurden mit Hilfe von R und RStudio (R
Core Team, 2018) und Prism7 (GraphPad Software, Inc.) durchgefuhrt. Abhangig
von den experimentellen Rahmenbedingungen und der Werteverteilung der
einzelnen Untersuchungen wurde eine passende Testmethodik angewendet. Bei der
aktiven Impfung wurden sechs Gruppen untereinander verglichen. Aus diesem Grund
wurde der one-way ANOVA mit dem Tukey-Test ausgewahlt. Zur Uberpriifung, ob
die Daten Normalverteilt sind, wurde der Shapiro-Wilk-Test durchgefuhrt. Die
Varianzhomogenitat wurde mittels F-Test und Brown-Forsythe-Test Uberpruft. Far
nicht-normalverteilte Daten wurde der Kruskal-Wallis-Test mit der Benjamini-
Hochberg Methode verwendet. Zum Gruppenvergleich wurde der Wilcoxon-Mann-
Whitney-U-Test genutzt. Die Ergebnisse wurden stets als Mittelwert + Standardfehler
des Mittelwerts (SEM) angegeben. Der p-Wert zeigt an mit welcher
Wahrscheinlichkeit ein signifikanter Unterschied zwischen zwei Ereignissen besteht.
Dabei wurde ein p-Wert von 0,05 als statistisch signifikant definiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Klonierung und AAV-Verpackung

Bei einer passiven Immunisierung mittels s.c. oder i.v. Applikation eines gereinigten
monoklonalen Antikorpers wird die Injektion meist wochentlich wiederholt, um den
Titer hochzuhalten. Fur die Therapie von ZNS-Erkrankungen ist die geringe
Penetration durch die Bluthirnschranke limitierend. Hier soll durch rekombinante
Expression mit Antikorper-kodierendem Virus wird schon nach einmaliger Injektion
eine konstitutive Expression des Antikorpers direkt im ZNS erreicht werden. Aus
diesem Grund sollten Anti-DPR Antikorper in einen viralen Vektor kloniert und
abschlieRend AAV verpackt werden. Fur die passive Vakzinierung wurde der
monoklonale Maus-anti-GA Antikorper 1A12 (im Folgenden nur 1A12 genannt (277))
und der monoklonale Maus-anti-PR Antikorpers 32B3 (im Folgenden nur 32B3
genannt (135)) als Kontrolle verwendet. Der anti-PR Antikorper diente dabei als
Negativkontrolle, um zu zeigen, dass die Antikorper ihre Antigene spezifisch binden
und keine Affinitat gegenuber anderen DPR Proteinen aufweisen. Da der direkte
Nachweis der rekombinanten Maus-Antikorper in Mausgewebe schwierig ist, wurden
sie zur leichteren Detektion mit HA und myc Epitopen gekoppelt. Die HA und myc
Epitope interagieren aufgrund ihrer kurzen Aminosauresequenz nicht mit anderen
Proteinen und ermdglichen so den genauen Nachweis des Zielproteins mit
spezifischen Antikorpern (278, 279). Die ursprungliche Generierung der Antikorper
erfolgte  mit Hilfe der Hybridom-Technik (273, 280). Dabei wurden
antikorperproduzierende B-Zellen und Myelomzellen fusioniert. Die so entstandenen
Hybridomzellen konnen in Kultur rasch expandiert werden und exprimieren den
monoklonalen Antikorper weiterhin. Nach Isolierung der mRNA und Herstellung einer
cDNA werden die DNA-Fragmente, die fur die leichte und schwere Kette kodieren,
mit einer Signalpeptid-Sequenz (SP1 bzw. SP2), HA- bzw. myc-Sequenz und einer
Linker-Sequenz (P2A) gekoppelt. Uber P2A werden die Fragmente miteinander
verbunden. Zudem ermdglicht die Sequenz eine getrennte Expression von schwerer
und leichter Kette durch Abbruch und Neustart der Translation. Die Signalpeptide
stellen sicher, dass die Proteine ins Periplasma gelangen. Durch Sequenzierung und
Klonierung der leichten und schweren Kette aus Hybridomzellen war es maoglich, eine
monocistronische Expressionskassette, die fur den jeweiligen Antikorper kodiert,
herzustellen (281). Die synthetischen Gene wurden abschlieBend in die
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gewulnschten Expressions-Plasmide inseriert. Die Klonierung in den Saugetier-
Expressionsvektor (pcDNA3.1/zeo) diente als Zusatzkontrolle. Der so generierte anti-
GA Vektor wird im Folgenden NMO0O1, der anti-PR Vektor NMO02 genannt.
Entscheidend war die Klonierung in den viralen Transfer-Vektor (pAAV-hSyn), der die
Verpackung in AAV-Kapside ermoglicht. Der so generierte anti-GA Vektor wird im
Folgenden NMO3, der anti-PR Vektor NM04 genannt.

o2u®  woninng onierung
Hybridomzellen m m

Restriktion,

Fusion Insertion
' SP1 Schwere Kette HA myc >

Monozistronische Expressionskassette

Abbildung 7: Herstellung einer monocistronischen Expressionskassette (Quelle: Nikola Mareljic)

Die Antikorper-Konstrukte wurde durch Gensynthese bei Geneart erzeugt. Subklonierungen und
Modifikation der HA und myc Epitope wurden nach dem klassischen Protokoll beschrieben in ,2.2.1.6 *
generiert. SP1 und SP2: Signalpeptide, P2A: Linker-Sequenz.
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3.1.1 AAV Transduktion erlaubt monocistronische Expression der Anti-DPR

Antikorper mit Epitop Tags

Um die Sekretion funktioneller Antikorper in transfizierten bzw. AAV-transduzierten
HEK293FT-Zellen und primaren Ratten-Neuronen nachzuweisen, wurden die
Uberstande der Zellkulturmedien im Western Blot zur Immundetektion von DPR-
Extrakten ((GA)17s-GFP bzw. (PR)175-GFP transfizierte HEK293-FT Zellen)
verwendet und mittels Immunfluoreszenz die AntikOrper-Expression im

sekretorischen Weg uberpruft.

Im ersten Schritt wurde die Spezifitdt der beiden Antikorper, die die Grundlage fur
das weitere Vorgehen bildeten, validiert. Hierfur wurden HEK293FT-Zellen mit den
Expressionsvektoren fur anti-GA (DF164) und anti-PR (DF181) transfiziert (Abbildung
8A). Anschlielend erfolgte, nach Koppelung mit HA und myc, die Insertion in einen
Saugetier-Expressionsvektor mit CMV-Promoter (fur anti-GA NMO0O1 und anti-PR
NMO2 genannt) und in einen viralen Transfer-Vektor mit Synapsin-Promoter (fur anti-
GA NMO03 und anti-PR NMO04 genannt). Die Transfektion von HEK293FT-Zellen mit
NMO1 und NMO2 diente als Zusatzkontrolle (Abbildung 8B). Entscheidend war die
Transfektion von Neuronen mit den Vektoren NM03 und NMO04, da sie im nachsten
Schritt fur die Verpackung in AAV-Kapside verwendet wurden (Abbildung 8C).
AbschlielRend wurden Neurone mit den beiden AAV-verpackten Konstrukten NMO03
und NMO04 transduziert. Der Erfolg wurde mittels Western-Blot und Immunfluoreszenz
uberpruft (Abbildung 8D).

Die rekombinant exprimierten Antikdrper zeigen dabei stets die gleiche Spezifitat fur
DPR  Proteine wie die Hybridom-Uberstdnde  der  Ursprungsklone.
Immunofluoreszenz diente zum Nachweis der AntikGrper-Expression im
sekretorischen Weg. Die leichte Kette wurde mit einem myc-Tag (gruner Kanal), die
schwere Ketter mit einem HA-Tag (roter Kanal) markiert und nachgewiesen. Somit
konnten wir die oben beschriebenen klonierten Antikdrper validieren (Abbildung 8A)
und die Funktionalitdt der HA und myc gekoppelten Konstrukte nachweisen
(Abbildung 8B, C). Daruber hinaus konnten wir zeigen, dass die komplette cDNA des
Antikorpers in AAV verpackt werden konnte (Abbildung 8D). Somit kann der Virus fur
eine Expression des AntikOrpers im ZNS zur intracerebroventrikularen Injektion

verwendet werden.
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Abbildung 8: Monocistronische Expression der Antikorper 1A12 und 32B3 (Quelle: Nikola
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A Western-Blot zur Validierung der Antikorperspezifitat. HEK293FT-Zellen wurden mit
Expressionsvektoren fir anti-GA (DF164) und anti-PR (DF181) ftransfiziert. 1A12 und 32B3
Hybridomuberstand diente als Kontrolle.

B Western-Blot zur Validierung der Antikorperspezifitat. HEK293FT-Zellen wurden mit
Expressionsvektoren fir anti-GA (NM01) und anti-PR (NMO02) mit Epitop Tags transfiziert. 1A12 und
32B3 dienten als Kontrolle.

Immunfluoreszenz zum Nachweis der Antikérper-Expression im sekretorischen Weg. HA (rot), myc
(gruin), DAPI (blau) Die einzelnen Kanale (separat) und die Kombination sind gezeigt.

C Western-Blot zur Validierung der Antikorperspezifitat. Primare Ratten-Neuronen wurden mit viralen
Expressionsvektoren fir anti-GA (NM03) und anti-PR (NM04) mit Epitop Tags transfiziert. 1A12 und
32B3 dienten als Kontrolle.

Immunfluoreszenz zum Nachweis der Antikérper-Expression im sekretorischen Weg. HA (rot), myc
(griin), DAPI (blau) Die einzelnen Kanale (separat) und die Kombination sind gezeigt.

D Western-Blot zur Validierung der Antikorperspezifitat. Primare Ratten-Neuronen wurden mit AAV-
verpacktem anti-GA (NMO03) und anti-PR (NM04) mit Epitop Tags transduziert. 1A12 und 32B3 dienten
als Kontrolle.

Immunfluoreszenz zum Nachweis der Antikérper-Expression im sekretorischen Weg. HA (rot), myc

(gruin), DAPI (blau) Die einzelnen Kanale (separat) und die Kombination sind gezeigt.
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3.2 Etablierung der intracerebroventrikularen Injektion von AAV

Aufgrund des neuronalen Promoters ware die Expression des Antikdrpers nach
systemischer Applikation gering, da nur ein kleiner Teil des AAV ins Gehirn gelangen
wurde. DPR-Aggregate kommen jedoch fast ausschlie3lich im ZNS vor, sodass die
gezielte Expression des Antikorpers im ZNS am effektivsten ware (2, 11). Die grofdte
Herausforderung der systemischen Injektion stellt die Uberwindung der Blut-Hirn-
Schranke dar. Dabei handelt es sich um einen hochselektiven Filter bestehend aus
Endothelzellen + Tight junctions + Astrozyten + Perizyten, der den Stoffaustausch
zwischen ZNS und Blut reguliert und so eine Schutzbarriere gegen aullere Einflisse
darstellt (282). Eine Moglichkeit der Umgehung bietet die intracerebroventrikulare
Applikation. Hierbei wird der Virus direkt in das Ventrikelsystem injiziert (274, 283).
Die Entwicklung des Ependyms, welches den Liquorraum auskleidet, ist bei
neugeborenen Mausen noch nicht ausgereift, sodass hier eine bessere Permeabilitat
des Parenchyms besteht. Aus diesem Grund sollte die Injektion einen Tag nach
Geburt in Neonaten erfolgen. Im ersten Schritt wurde hierzu eine Trypanblau-
Injektion durchgefuhrt, um die Injektionstechnik zu Uben. Im darauffolgenden Schritt
wurden drei AAV-Serotypen (AAV1, AAVS8, AAV9) injiziert, um zu untersuchen

welcher Subtyp die beste Expression im ZNS erlaubt.

3.2.1 ICV-Injektion mit AAV9 fiihrt zu effizienter Expression

Die Trypanblau-Injektion wurde zur Ermittlung der passenden Injektions-Koordinaten
vor AAV-Injektion durchgefuhrt. Die Analyse der Farbstoffverteilung im Gehirn erlaubt
es, Ruckschlusse auf die korrekte Durchfuhrung der Injektionstechnik zu ziehen. Fur
die intracerebroventrikulare Injektion in Neonaten wurde das Protokoll aus Kim et al.
2014 verwendet (274). Es wurden drei Injektionsparameter gewahlt, um die
bestmogliche Distribution des Farbstoffs zu untersuchen.

Wie in Abbildung 9A zu sehen, zeigte sich eine homogene und breite Verteilung des
Farbstoffs in beiden Gehirnen unter Verwendung der Koordinaten X=0,8mm,
Y=1,5mm, Z=1,7mm->1,5mm (Abbildung 9A1). Die Injektion bei X=0,8mm,
Y=2,0mm, Z=1,5mm->1,3mm lieferte eine ungleichmalige Distribution des
Trypanblaus. Hierbei blieb im ersten Tier das Cerebellum komplett ausgespart
(Abbildung 9A2). Auch mit den Injektionskoordinaten X=1,0mm, Y=1,2mm,
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Z=1,5mm->1,3mm wurde keine homogene Verteilung des Farbstoffs erzielt. Die linke
Hemisphare des ersten Tieres wies eine deutlichere Farbung auf im Vergleich zur
rechten Seite (Abbildung 9A3). Dies lasst darauf schliel3en, dass die Applikation Uber
die Seitenventrikel mit den Koordinaten X=0,8mm; Y=1,5mm; Z=1,7mm->1,5mm am
effektivsten ist. Folglich wurden diese Koordinaten fur die AAV-Injektionen

verwendet.

Fir die intracerebroventrikulare AAV-Injektion wurden drei vielversprechende
Subtypen AAV1-EGFP, AAVS8-EGFP und AAV9-EGFP getestet (284). Die
Zielsequenz wird dabei stets von AAV2-ITRs flankiert, da sie fur die genomische
Integration sehr sicher sind. Aufgrund von Unterschieden in der Gewebe-Affinitat
werden unterschiedliche Kapside (in diesem Fall AAV 1/8/9) verglichen. Dabei
kodierte das Zielgen fur GFP, ein Protein, das bei Anregung durch blaues oder
ultraviolettes Licht grun fluoresziert (285, 286). Mittels Immunfluoreszenz konnte
dann die Distribution des Virus durch Expression des GFP in transduzierten

Neuronen in sagittalen Schnitten dargestellt werden (Abbildung 9B).

Das AAV1-Kapsid fuhrte zu GFP-Expression vor allem periventrikular, nahe des
Hippokampus, im Cerebellum und Hirnstamm. Auffallend war dabei jedoch, dass das
Signal vereinzelt in Zellen detektiert wurde, was fur eine geringe Transduktionsrate
der Neuronen spricht. Die gleichmallige Verteilung deutete auf eine homogene
Distribution des Virus im Liquorraum hin. Verglichen dazu lieferte die AAV8-Injektion
hauptsachlich parahippokampal eine ausgepragte GFP-Expression. Aufgrund der
hohen Dichte an transduzierten Neuronen in diesem Bereich war die Farbintensitat
deutlich gesteigert. Sowohl periventrikular als auch im Cerebellum und Hirnstamm
zeugte die niedrige Signalstarke von einer geringen GFP-Expression in diesen
Bereichen. Nach Injektion von AAV9 wurde parahippokampal und periventrikular ein
sehr intensives Signal beobachtet. Zudem kam es auch im Cerebellum und
Hirnstamm zu einer deutlichen GFP-Expression. Die homogene und breite Verteilung
belegt eine gute Gewebepenetration und Transduktionsrate mit dem AAV9-Kapsid,

wie schon in anderen Publikationen beschrieben (284, 287).

Vergleicht man die einzelnen sagittalen Schnitte untereinander so zeigt sich, dass
das Virus in allen drei Fallen Uber das Ventrikelsystem in den Liquorraum verteilt
wurde. Jedoch unterscheidet sich die Transduktionsrate der drei Subtypen deutlich.
So lieferte AAV9 die beste Expression. Mit AAV8 fiel die Expression etwas
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schwacher aus, wohingegen die ICV-Injektion von AAV1 die geringste Signalstarke
aufwies. In Zusammenschau der Ergebnisse ist fur die intracerebroventrikulare
Injektion eine Verpackung der beiden Antikorper mit dem AAV9 -Subtyp in Betracht

zu ziehen. Diese Arbeiten werden von einem anderen Doktoranden fortgesetzt.

A Injektionsparameter (in mm):

1. ‘ 6 X=0,8 : Y=1,5 ; Z=1,7->1,5
2. “ 6 X=0,8 : Y=2,0 : Z=1,5->1,3
3, 6 a X=1,0:Y=12: Z=15->1,3

AAV1-EGFP AAV8-EGFP AAV9-EGFP

Abbildung 9: Optimierung der stereotaktischen ICV-Injektion, breite Genexpression mit AAV9
(Quelle: Nikola Mareljic)

A Reprasentative Darstellung von zwei Maus-Gehirnen (Neonaten) pro Injektionskoordinaten.
Injektion von 2ul Lésung mit 30nl/sec. Praparation der Gehirne 24h nach Injektion. Injektion bei
X=0,8mm, Y=1,5mm, Z=1,7mm->1,5mm erlaubte homogene und breite Verteilung des Farbstoffs
Trypanblau im Gehirn.

B Immunfluoreszenz der intracerebroventrikularen AAV-Injektion mit Injektionskoordinaten X=0,8mm;
Y=1,5mm; Z=1,7mm->1,5mm. Reprasentative Darstellung eines sagittalen Schnitts pro AAV-Serotyp
(AAV1, AAVS8 und AAV9). Injektion erfolgte an Tag 1 nach dem Wurf. Praparation erfolgte 3 Wochen
nach Injektion. Das griine Signal zeigt GFP-Expression in Neuronen durch den Synapsin-Promoter.
Das blaue Signal zeigt die Farbung der Zellkerne mit DAPI. AAV9 zeigt homogene und breite
Expression des GFPs im Gehirn.
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3.3 AKktive Immunisierung gegen poly-GA reduziert Symptome im

Mausmodell

Umfassende Analysen haben ergeben, dass bei der C9orf72 Mutation Strang-und
Gegenstrang- Transkripte in DiPeptid-Repeat Proteine translatiert werden (8, 11, 12).
Neben poly-PR und poly-GR ist vor allem poly-GA sehr toxisch fur die Zellen (13,
14). Fast alle TDP-43 negativen Einschlisse bei C9orf72 ALS/FTD enthalten poly-
GA. In vitro Experimente zeigen eine deutliche Toxizitat durch Sequestrierung des
Proteasoms und anderer Proteine. Insbesondere begunstigt poly-GA Expression die
Mislokalisation von TDP-43 ins Zytoplasma (15, 17, 18, 20, 148). Zudem verstarkt
poly-GA durch Zell-zu-Zell Ubertragung die RNA- und DPR-Toxizitat (23).

In einem C9orf72 ALS Mausmodell mit einem (GA)149-CFP Transgen konnten
motorische Defizite, Mikroglia-Aktivierung und Astrozytose nachgewiesen werden
(19). Da mittels anti-GA Antikorpern die Aggregat-Bildung und interzellulare
Transmission poly-GA exprimierender Zellen reduziert werden konnte (23), wurde mit
einer aktiven Immunisierung gegen das poly-GA in diesem Mausmodell untersucht,
ob eine therapeutisch wirksame Antikorperantwort induziert werden kann. Der Erfolg
der Impfung wurde anhand von Antikorpertitern, neuropathologischer Veranderungen

und motorischer Funktionen quantifiziert.
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3.3.1 Genotypisierung

Um transgene Mause (mit CFP-Gensegment) von Wildtyp-Mausen (ohne CFP-
Gensegment) zu unterscheiden, musste zunachst uUberpruft werden, welche der
Mause das (GA)149-CFP Transgen enthielten. Hierfir wurden synthetisch hergestellte
Primer zur Amplifizierung der CFP-Gensequenz verwendet (5°-tccaggagcgtaccatcttc-
3 und 5'-gtgctcaggtagtggttgtc-3°) (siehe 2.2.1.7 Genotypisierung).

Transgen-Mause zeigen eine deutliche Amplifikation der spezifischen DNA-Sequenz,
wahrend Wildtyp-Mause keine Amplifikation zeigen. Die Mause wurden zur
Verifizierung der Ergebnisse zweimal genotypisiert. Die erste Genotypisierung
erfolgte 4 Wochen nach dem Wurf aus Biopsie-Material der Ohrmarkierungen. Die
zweite Genotypisierung erfolgte zum Endpunkt aus Ohrgewebe nach Euthanasie.
Von 61 genotypisierten Mausen konnten 30 der Transgen-Gruppe und 31 der
Wildtyp-Gruppe zugewiesen werden (siehe Tabelle 2). Nach Zuteilung in die
jeweiligen Kohorten wurde mit der aktiven Impfung begonnen. Der Genotyp wurde
am Ende der Studie durch poly-GA Nachweis bestatigt.
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Abbildung 10: Genotypisierung erlaubt Gruppenzuordnung der Mause (Quelle: Nikola Mareljic)

A Schematische Darstellung der Primer-Bindung im Transgen.

B Agarosegel der PCR-Ergebnisse. Nachweis des CFP-Gensegments in Mausen. Die Proben sind
von links nach rechts geladen. DNA-Leiter an 1.Stelle. Bei Transgen-Mausen ist eine Bande zu sehen.
Wildtyp-Mause weisen keine Bande auf. Leichte Signale bei einigen der Proben (125, 126, 127, 133,
136, 140, 147, 159, 160, 173, 176, 179, 189, 191, 192, 195) sind auf Kontamination zurlickzufiihren.
Ausschluss falsch-positiver Signale durch zweifache Genotypisierung und poly-GA Nachweis zum
Ende der Studie.
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3.3.2 Immunisierung mit (Ova-GAio) aber nicht (GA)1s induziert hohe Anti-GA
Titer

Da poly-GA nur schwach immunogen ist, wurde es zur Verstarkung der
Immunantwort mit einem Tragermolekul gekoppelt. Dazu wurden Wildtyp-Mause und
(GA)149-CFP Mause mit Ovalbumin gekoppeltem poly-GA (Ova-(GA)10) immunisiert.
Eine weitere Gruppe wurde mit synthetischem stark aggregierendem (GA)is
immunisiert. Damit sollte Uberpruft werden, ob poly-GA Aggregate aufgrund ihrer mit
Viruspartikeln vergleichbaren Gro3e auch ohne Tragermolekul immunogen genug
sind. Um die Effektivitat der Immunantwort zu untersuchen, wurde der anti-GA Titer
im Mausserum mittels ELISA quantifiziert. Als Antigen wurde GST-(GA)15 verwendet.

Die Standardkurve wurde mit Hilfe eines monoklonalen anti-GA Antikorpers erstellt.

Zu Beginn der Impfung in Woche 7 (Abbildung 3) wiesen alle Gruppen einen sehr
niedrigen Ausgangswert zwischen 0,01 — 0,1 pg/ml auf (Abbildung 11). Diese
primare Reaktion von naivem Mausserum mit poly-GA wurde als Nullpunkt definiert.
Der Antikorper-Titer in beiden PBS-immunisierten Kontrollgruppen blieb unverandert
beim Ausgangswert. Auch in beiden (GA)1s-Gruppen zeigte sich ein mit den
Negativkontrollen Ubereinstimmendes Ergebnis (Abbildung 11). Es gab keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, was belegt, dass (GA)s allein
nicht immunogen ist. Im Gegensatz dazu stieg die anti-GA Konzentration in den Ova-
(GA)10-Gruppen mit jeder Auffrischimpfung kontinuierlich an und erreichte so eine
10.000-fache Steigerung im Vergleich zum Ausgangswert (Abbildung 11). Diese
Ergebnisse unterschieden sich deutlich von den PBS- und (GA)15-Gruppen. Lediglich
Ovalbumin gekoppeltes poly-GA war in der Lage eine effektive, endogene
Immunantwort zu generieren. Fur die weiteren Versuche wurden nur Seren der
transgenen Tiere verwendet, da Wildtyp- und Transgen- Mause keine signifikant

unterschiedlichen Titer innerhalb der einzelnen Impfgruppen zeigten.
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Abbildung 11: Ova-(GA)1o induziert hohe Anti-GA Titer (Quelle: (277))

Berechnung der Antikdrperantwort in immunisierten Mausen mittels ELISA. Box plot mit 25., 50. und
75. Perzentilen und Whisker = 1,5 Interquartilsabstand (IQR). AusreilRer werden als Punkte
dargestellt. Gruppenzuteilung (siehe Tabelle 2). Zwei-Faktor Varianzanalyse (Gruppe x Zeit) ergab
einen signifikanten Effekt fir die Behandlung (Fss7 = 478.2, P < 0.0001), die Zeit (Fs,342 = 296.1, P <
0.0001) und eine signifikante Interaktion der Faktoren (Fso0342 = 119.5, P < 0.0001) gemal Tukey
post-hoc Test.

Im nachsten Schritt wurde die Antikorperspezifitdt der Antiseren gegen poly-GA
Aggregate untersucht. Hierzu wurden (GA)175-GFP exprimierende HEK293FT-Zellen
mit Mausseren per Immunfluoreszenz gefarbt. Als Positivkontrolle wurde der
monoklonale anti-GA Antikorper 1A12 verwendet. Zum Ausschluss unspezifischer
Antikorperbindung  dienten GFP  exprimierende HEK293FT-Zellen als
Negativkontrolle.

In der Immunfluoreszenz wurden poly-GA Aggregate nur mit Tg-Ova-(GA)1o-Serum
nachgewiesen. Das Bild war vergleichbar mit der Positivkontrolle (Abbildung 12, roter
Kanal) wahrend die Seren aus PBS und (GA)is immunisierten Tieren kein
spezifisches Signal zeigten. Daraus lasst sich ableiten, dass Tg-Ova-(GA)1o-Serum
auch in vitro poly-GA Aggregate detektieren kann und somit funktionelle anti-GA
Antikorper enthalt. Dabei wurden sowohl das in Zellen diffus verteilte, 16sliche poly-
GA, als auch die kompakten, punktformigen poly-GA Aggregate detektiert. Tg-PBS-
Serum und Tg-(GA)is-Serum konnten poly-GA nicht detektieren, was die fehlende

Antikorperproduktion bestatigt (Abbildung 11).
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Anti-GA
(1A12)

TG-PBS
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TG-Ova-
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Abbildung 12: TG-Ova-(GA)10c Serum detektiert poly-GA Aggregate in Zellkultur (Quelle: (277))

Immunfluoreszenz Farbung von (GA)17s-GFP und GFP (Negativkontrolle) transfizierten Zellen mit
Mausseren und anti-GA 1A12 (Positivkontrolle). TG-Ova-(GA)1o-Serum weist poly-GA (rot) nach.
MalRstab: 40 pm.

Zusatzlich wurde die Spezifitat der endogen produzierten Antikorper gegen poly-GA
Aggregate auch mittels Immunhistochemie dargestellt. Es wurden 5-7um dicke
Cerebellum-Schnitte von C9orf72 Mutationstragern verwendet. Cerebellum-Schnitte
gesunder Probanden dienten dabei als Negativkontrolle. Die Mausseren dienten als
Primar-Antikorper-Losung und der 1A12 Antikorper als Positivkontrolle.

Vergleicht man in der immunhistochemischen Farbung die 1A12 Positivkontrolle mit
den Mausseren zeigte sich bei den Farbungen mit Mausserum ein
Hintergrundrauschen aufgrund unspezifischer Interaktionen mit dem Gewebe. Unter
Verwendung des Tg-Ova-(GA)io-Serums wurden in C9orf72-Proben poly-GA
Aggregate in Form von punktformigen Einschlissen im Soma detektiert. Diese hoben
sich deutlich vom Hintergrundrauschen ab und waren mit der Positivkontrolle
vergleichbar. Die Seren aus den Tg-PBS- und Tg-(GA)1s-Gruppen detektieren keine
zellkernnahen punktformigen Einschlusse in C9orf72-Proben (Abbildung 13A). Ein
Vergleich der 1A12- und Tg-Ova-(GA)1o-Gruppe wies keinen signifikanten
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Unterschied in der Anzahl detektierter poly-GA Aggregate pro 100 Neuronen auf
(Abbildung 13B). Demzufolge wies das Serum eine dem Kontrollantikbrper analoge
Spezifitat auf. Konform mit den vorherigen Ergebnissen zeigte sich, dass in der PBS-
und der (GA)1s- Impfgruppe die anti-GA Immunantwort komplett ausblieb (Abbildung
11, 12, 13A), sodass fur die weiteren Versuche nur Tg-Ova-(GA)1o-Serum eingesetzt

wurde.
A Anti-GA TG-PBS TG-Ova- TG-(GA)45 B
(1A12) serum (GA),, serum serum ns
i - {25,
o
- ’ c 201
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Abbildung 13: TG-Ova-(GA)1o Serum detektiert poly-GA Aggregate im Gewebe (modifiziert nach (277))

A Immunhistochemie Farbung von Cerebellum Schnitten (Stratum moleculare) gesunder Probanden
(Negativkontrolle) und C9orf72 Patienten mit Antiseren und Anti-GA 1A12 (Positivkontrolle). TG-Ova-
(GA)10-Serum detektiert poly-GA Aggregate (Pfeil). Maf3stab: 20um

B Quantifizierung der poly-GA Aggregate pro 100 Neuronen aus C. Balkendiagramm mit Mittelwert +
SD aus 6 Bildern. Einfaktorielle Varianzanalyse, Tukey post-hoc Test, F3 15 = 2.676, P = 0.0846, C9:
anti-GA 1A12 vs. C9: Tg-Ova-(GA)10 serum P = 0.9483.

Zur weiteren Spezifizierung der anti-GA Antikorper im Serum wurde die
Bindungsaffinitat gegenuber verschiedener poly-GA Varianten untersucht. Dabei
wurde immunhistochemisch, nach Zugabe der Antiseren, die Antwort gegen (GA)149-
myc und (GA)175-GFP exprimierende HEK293-FT Zellen analysiert. Zum Vergleich
wurden mit einem (G4Ca2)so-Konstrukt geringe Mengen poly-GA per RAN-Translation
exprimiert. Zudem galt es zu uberprufen, ob die polyklonalen Antikorper im
Mausserum auch andere DPR Proteine detektieren konnen. Mittels
Immunfluoreszenz wurden GA-, GP-, GR-, AP- und PR-GFP exprimierende HEK293-

FT Zellen mit Mausseren behandelt.
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Im Western Blot wurden mit dem Tg-Ova-(GA)io-Mausserum alle poly-GA
Expressionsformen ((GA)149-myc, (GA)175-GFP und (GA)so) detektiert. Das Ergebnis
zeigte ein vergleichbares Bild wie die Positivkontrolle (Abbildung 14A). Die
Bandenlangen unterschieden sich voneinander, da drei verschiedenen poly-GA
Varianten ((GA)1s9-myc 50kDa, (GA)175-GFP 78kDa und (GA)so 25kDa) exprimiert
wurden. Es erfolgte keine unspezifische Bindung gegen GFP. Somit konnte eindeutig
belegt werden, dass die im Mausserum enthaltenen anti-GA Antikorper ahnlich
spezifisch sind wie der bereits etablierten anti-GA 1A12 Antikorper. In der
Immunfluoreszenz DPR Protein exprimierender Zellen wurde nur poly-GA mit anti-
GA 1A12 und Tg-Ova-(GA)1o-Mausserum rot markiert und nachgewiesen (Abbildung
14B). Daraus lasst sich schlieen, dass es durch polyklonale Antikdrper im
Mausserum zu einer spezifischen Bindung mit poly-GA kommt, wohingegen anderen
DPR Proteine nicht detektiert werden.

Die eigenen Versuche flihren zu dem Ergebnis, dass durch die Ova-(GA)1o-Impfung
eine Uberraschend starke Antikorperantwort in Mausen ausgelost wurde (Abbildung
11). Immunhistochemie und Immunfluoreszenz haben ergeben, dass es zu einer
Expression funktioneller und hoch affiner anti-GA Antikorper gegen poly-GA kam. Die
(GA)1s-Impfung fuhrte hingegen zu keiner nachweisbaren Antikorperantwort
(Abbildung 11, 12, 13A, 14A, 14B).
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Abbildung 14: TG-Ova-(GA)10 Seren detektieren spezifisch poly-GA (Quelle: Nikola Mareljic)

A Western Blot von poly-GA und GFP (Negativkontrolle) exprimierenden HEK293-FT Zellen. poly-GA
wurde in unterschiedlichen Varianten exprimiert ((GA)149-myc, (GA)175-GFP, (GA)so aus einem (GCz)so
Plasmid ohne ATG Startkodon). Es wurden TG-Ova-(GA)10-Serum und anti-GA 1A12 (Positivkontrolle)
verwendet. Poly-GA wird in allen Expressionsformen detektiert. Als Ladekontrolle wurde anti-Calnexin
verwendet.

B Immunfluoreszenz Farbung von GA-, GP-, GR-, AP-, PR-GFP und GFP exprimierenden HEK293-
FT Zellen mit anti-GA 1A12 (Positivkontrolle) und TG-Ova-(GA)10-Serum. TG-Ova-(GA)10-Serum weist
poly-GA (rot) nach. GP-, GR-, AP- und PR-GFP werden nicht detektiert. Malstab: 40 um
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3.3.3 Minimierung motorischer Defizite nach Impfung mit Ova-(GA)1o

Aufbauend auf den bisherigen Ergebnissen wurde in einem weiteren Schritt
untersucht, ob die starke Immunantwort einen positiven Effekt auf den Phanotyp der
transgenen Mause hat. Dazu wurde die motorische Leistungsfahigkeit wochentlich ab
der 9. Woche mittels Beam Walk Verhaltenstest analysiert (siehe Abbildung 3). Bei
diesem Test wird die Zeit gemessen, welche die Tiere zum Uberqueren eines Stocks
bendtigen. Dabei eignet sich der Test sowohl zur Beschreibung des motorischen
Phanotyps als auch zur Evaluation der motorischen Leistungsfahigkeit im Verlauf
(288, 289). (GA)149-CFP Mause entwickelten ab dem 4. Lebensmonat
Muskelschwache (19).

Innerhalb der ersten 13 Wochen ist kein signifikanter Unterschied zwischen den
einzelnen Gruppen auszumachen. Ab der 13.Woche bendtigten Transgen-Mause
deutlich mehr Zeit zum Uberqueren des Stocks als ihre Wildtyp-Geschwister, was auf
das Auftreten motorischer Defizite zurlckzufihren ist und mit vorherigen
Beobachtungen Ubereinstimmt (19). Zwischen der Kontrollgruppe Tg-PBS und der
Tg-(GA)15-Gruppe zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Beam Walk
Verhaltenstest (Abbildung 15A). In beiden Gruppen zeigte sich keine Verbesserung
der motorischen Leistung. Diese Beobachtung deckt sich mit der fehlenden
Antikorperantwort nach (GA)+s Immunisierung (Abbildung 11). Im Gegensatz dazu
kam es bei der Tg-Ova-(GA)io-Gruppe nach initialer Verschlechterung zu einer
deutlichen Verbesserung der motorischen Leistungsfahigkeit im Verlauf, sodass
schliel3lich Uberraschenderweise ein Ergebnis nahe dem Wildtyp-Niveau erreicht
werden konnte (Abbildung 15A). Neben der Zeitmessung wurde zusatzlich die Fall-
Rate ausgewertet. Uber die ganze Versuchsdauer kam es durchschnittlich zu 4
Sturzen pro Maus in der Tg-PBS-Gruppe. In der Tg-(GA)1s-Gruppe lag die Fall-Rate
bei 3 und in der Tg-Ova-(GA)10-Gruppe war es 1 Sturz pro Maus. In den Wildtyp-
Gruppen kam es zu keinem Sturzereignis (Abbildung 15B). Demzufolge sturzten
Transgen-Mause, die mit Ova-(GA)+o geimpft wurden, signifikant seltener als die mit
PBS behandelten Tiere.
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Abbildung 15: Impfung mit Ova-(GA)+o verbessert die Motorik (Quelle: (277))

A Dargestellt ist die Durchschnittszeit aus zwei Messungen aufeinanderfolgender Wochen im Beam
Walk. Box plot mit 25., 50. und 75. Perzentilen und Whiskers + 1,5 IQR. Ausrei3er werden als Punkte
dargestellt. Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test mit Benjamini-Hochberg Korrektur. Alle Vergleiche
zwischen WT-PBS und TG-Ova-(GA)1o vs. TG-PBS sind dargestellt mit *P < 0,05, **P < 0,01. n = 9-11
(siehe Tabelle 2 Impfgruppenzuteilung).

B Durchschnittliche Fall-Rate pro Maus einer Gruppe innerhalb der Versuchsdauer von Woche 9-31.
Balkendiagramm mit Mittelwert + Standardabweichung (SD). Kruskal-Wallis Test mit Dunns Test. *P =
0,05. TG-Ova-(GA)10 vs. TG-PBS P = 0,0188.
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3.3.4 Reduktion der poly-GA Aggregate nach Impfung mit Ova-(GA)1o

Wie in Schludi et al. 2017 beschrieben wurde, sind diese phanotypischen
Veranderungen in (GA)149-CFP Mausen mit spinaler Ablagerung von poly-GA
Einschliussen assoziiert. Aus diesem Grund wurden poly-GA Aggregate im
Ruckenmark der Tiere quantitativ analysiert. Dazu wurde das Ruckenmark bei einer
Halfte der Tiere nach Immunhistochemie mittels bildbasierter Quantifizierung
analysiert. Zusatzlich erfolgte aus der anderen Gewebe-Halfte die Bestimmung der
poly-GA Aggregatbildung unter Verwendung des ELISA mit anti-GA Antikdrpern.
Hierfur wurde das Ruckenmark zunachst lysiert und aufbereitet. Zur Generierung
einer Standardkurve wurde aufgereinigtes GA-GST bekannter Konzentration

verwendet.

Immunhistochemie zeigte wie erwartet in Wildtyp-Mausen keine poly-GA Aggregate.
In Transgen-Mausen waren poly-GA Einschlusskorperchen perinuklear lokalisiert
(Abbildung 16A), wie es auch bei C9orf72 Patienten beobachtet wird (273). Die
bildmorphologische Quantifizierung der Aggregate ergab, dass fur Tg-PBS und Tg-
(GA)15 kein signifikanter Unterschied in der Anzahl vorhandener Aggregate bestand.
Dagegen wies die Tg-Ova-(GA)1o-Impfgruppe eine deutliche Reduktion an poly-GA
Einschlussen auf und unterschied sich somit signifikant von den beiden anderen
Impfgruppen (Abbildung 16B). Das Ergebnis konnte auch mittels Immunoassay
verifiziert werden (Abbildung 16C).

In Einklang mit den Ergebnissen der Antikdrperbestimmung (Abbildung 11) hatte die
(GA)1s-Impfung keinen Effekt auf Motorik und Menge der poly-GA Aggregate.
Demgegenuber konnte durch die Ova-(GA)o-Impfung eine Verbesserung der
motorischen Leistungsfahigkeit und eine Reduktion der poly-GA Einschlusse erzielt

werden (Abbildung 15, 16), was auf einen hohen Antikorper Titer zurickzufuhren ist.
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Abbildung 16: Impfung mit Ova-(GA)1 reduziert poly-GA Aggregate (Quelle: (277))

A Immunhistochemie nach poly-GA. Zu sehen sind kernnahe poly-GA Einschliisse. Reprasentative
Bilder zeigen Anteile des rechten Vorderhorns des lumbalen Riickenmarksegments. MafRstab: 100um

B Quantitative Analyse der poly-GA Aggregate im Maus-Rickenmark mittels Immunhistochemie.
Analyse des gesamten Rickenmarks mit einer Schichtdicke von 100um pro Schnitt bei n = 3 Mausen.
Darstellung des Mittelwertes als Punktdiagramm * SD. Einfaktorielle Varianzanalyse, Tukey post-hoc
Test, Fs21 = 1.625, P = 0.2207. ***P < 0.001, ns = nicht signifikant. TG-Ova-(GA)1w0 vs. TG-PBS P <
0.0001; TG-(GA)15 vs. TG-PBS P = 0.2460.

C Immunoassay der poly-GA Aggregatbildung in lysiertem Riickenmark. Darstellung des Mittelwertes
als Punktdiagramm + SD aus n = 5-6 Mausen pro Gruppe. Einfaktorielle Varianzanalyse, Tukey post-
hoc Test, Fs24=3.098, P = 0.0269. **P < 0.001, ns = nicht signifikant. TG-Ova-(GA)1o vs. TG-PBS P <
0.0001; TG-(GA)15 vs. TG-PBS P = 0.1975.
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3.3.5 OVA-(GA)ioreduziert Mikroglia-Aktivierung

Mikroglia gehoéren zur Zellgruppe des mononuklear-phagozytaren Systems und sind
somit ein wichtiger Bestandteil des Immunsystems im ZNS (290). Bei
neurodegenerativen Erkrankungen wie ALS und FTD besteht eine dynamische
Wechselwirkung zwischen Mikroglia-Aktivierung und chronisch, dysregulierter
Neuroinflammation mit progressivem Neuronenuntergang (291). Auch (GA)149-CFP
Mause zeigen eine verstarkte Mikroglia-Aktivierung im Ruckenmark (19). Mittels
Immunhistochemie wurde die Auswirkung der anti-GA Immunisierung auf die
Mikroglia-Aktivierung untersucht (292). Es wurden 100 ym Schnitte des gesamten
Ruckenmarks angefertigt. Fur die Detektion der Mikroglia wurde anti-lba1 Antikorper
verwendet. Neben der Anzahl der Mikroglia wurde zusatzlich die Flachenausdehnung
analysiert, da sich aktivierte Mikroglia in ihrer Dichte, Form und in ihrem
Verzweigungsgrad von ruhenden Mikroglia deutlich unterscheiden (293).

Mit Hilfe der Immunhistochemie erfolgte eine bildbasierte Quantifizierung der
Mikroglia. Wildtyp-Mause zeigten vereinzelt Mikroglia mit gering differenzierten
Zellfortsatzen. Dabei handelte es sich um ruhende Mikroglia. In der Tg-PBS-Gruppe
waren es deutlich mehr Mikroglia, die durch ausdifferenzierte Zellfortsatze als
Zeichen der vermehrten Aktivierung auffielen. Zudem konnten einzelne Mikroglia-
Gruppierungen beobachtet werden. Ein ahnliches Bild zeigte sich in der Tg-(GA)1s-
Gruppe. Im Unterschied dazu imponierte die Ova-(GA)io-Impfgruppe durch eine
reduzierte Mikroglia-Anzahl. Weiterhin erschienen diese weniger differenziert. Das
Ergebnis war mit Wildtyp-Gruppen vergleichbar (Abbildung 17A). Anzahl und
Ausdehnung der Mikroglia in Tg-PBS und Tg-(GA)is war deutlich hoher als in
Wildtyp-Mausen. Demgegenuber waren sowohl die Anzahl Iba1-positiver Mikroglia
als auch die Flachenausbreitung in Tg-Ova-(GA)1o-Mausen im Vergleich zu den
beiden anderen Transgen-Gruppen stark reduziert. Zwischen Wildtyp-Mausen und
Tg-Ova-(GA)10-Mausen war kein signifikanter Unterschied nachweisbar (Abbildung
17B, C). Die Ergebnisse dieser Untersuchung lassen darauf schlieRen, dass durch
die Impfung mit Ova-(GA)io eine bemerkenswerte Reduktion der Mikroglia-
Aktivierung in (GA)149-CFP Mausen erzielt wurde.
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Abbildung 17: Reduktion der Mikroglia-Aktivierung mit Ova-(GA)1o (Quelle: (277))

A Iba1-Immunhistochemie. Zu sehen ist eine starke und spezifische Mikroglia Farbung. Es werden
Anteile des rechten Vorderhorns des lumbalen Rickenmarks gezeigt. In der Tg-Ova-(GA)1o Gruppe
zeigte sich weniger Mikroglia-Aktivierung im Vergleich zu Tg-PBS und Tg-(GA)1s Gruppe. Malistab =
100um

B Quantitative Analyse der Mikroglia-Auszahlung im Mause-Riuckenmark. Es wurden 100 ym dicke
Schnitte des gesamten Riickenmarks von n = 3 Mausen pro Gruppe ausgewertet. Der Mittelwert wird
als Punktdiagramm mit Mittelwert dargestellt. Einfaktorielle Varianzanalyse, Tukey post-hoc Test, **P
< 0.01, *P < 0.05, ns = nicht signifikant. Fs12 = 0.6974, P = 0.6357; TG-Ova-(GA)1w vs. TG-PBS P =
0.0131; TG-(GA)1s vs. TG-PBS P = 0.7650. TG-PBS vs. WT-PBS P = 0.0018.

C Quantitative Analyse der Mikroglia-Flachenausdehnung im Mause-Rickenmark. Es wurden 100
pm dicke Schnitte des gesamten Rickenmarks von n = 3 Mausen pro Gruppe ausgewertet. Der
Mittelwert wird als Punktdiagramm mit Mittelwert dargestellt. Einfaktorielle Varianzanalyse, Tukey
post-hoc Test, ***P < 0.001, ns = nicht signifikant. Fs12 = 1.201, P = 0.3655; TG-Ova-(GA)1o vs. TG-
PBS P < 0.0001; TG-(GA)15 vs. TG-PBS P = 0.8573. TG-PBS vs. WT-PBS P < 0.0001.
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3.3.6 OVA-(GA)ioreduziert TDP-43 Mislokalisation

TDP-43 ist ein primar nuklear lokalisiertes, DNA-bindendes Protein, welches beim
alternativen Spleillen von Bedeutung ist (294, 295). Durch poly-GA kommt es zu
einer zytoplasmatischen Mislokalisation dieses Proteins. Auch in (GA)149-CFP
Mausen konnte eine vermehrte pathologische TDP-43 Phosphorylierung
nachgewiesen werden (19). Aus diesem Grund wurde im nachsten Schritt die TDP-
43 Mislokalisation mittels Immunfluoreszenz quantitativ analysiert. Spinale Schnitte

wurden mit fluoreszierendem anti-TDP-43 Antikorper behandelt.

Mittels  Immunfluoreszenz wurde eine bildbasierte  Quantifizierung des
zytoplasmatischen TDP-43 durchgefuhrt. Es zeigte sich, dass auch in Wildtyp-
Mausen TDP-43 in geringen Mengen zytoplasmatisch vorliegt. Im Unterschied dazu
wurde in Transgen-Tieren vermehrte TDP-43 Mislokalisation beobachtet (Abbildung
13 D). Sowohl die TG-PBS Gruppe als auch die TG-(GA)1s Gruppe wiesen im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen deutlich erhohte Level von zytoplasmatischem TDP-43
auf (Abbildung 13E). Dagegen war der Anteil des zytoplasmatischen TDP-43 in der
TG-Ova-(GA)10 Gruppe erkennbar reduziert. Im Vergleich zu Wildtyp-Geschwistern
der gleichen Behandlungsgruppe bestand hier kein signifikanter Unterschied in der
TDP-43 Mislokalisation (Abbildung 13E). Die Zusammenfassung der Ergebnisse
zeigte, dass es in der TG-Ova-(GA)io Gruppe zu weniger TDP-43 Mislokalisation
kam als in den beiden anderen Transgen-Impfgruppen, die keine anti-GA Antikorper
gebildet hatten. Es ist somit anzunehmen, dass die Impfung mit Ova-(GA)1o
entscheidend zu einer Reduktion der TDP-43 Mislokalisation beigetragen hat.
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Abbildung 18: Reduktion der TDP-43-Mislokalisation mit Ova-(GA)10 (Quelle: (277))

A TDP-43 Immunfluoreszenz im anterioren Vorderhorn lumbaler Riickenmarkssegmente. Es wurden
6 reprasentative Bilder pro Rickenmark analysiert. Pfeile deuten auf TDP-43 Mislokalisation. In der
Tg-Ova-(GA)10 Gruppe zeigte sich weniger TDP-43 Mislokalisation im Vergleich zu Tg-PBS und Tg-
(GA)15 Gruppe. Malstab = 20um.

B Quantitative Analyse der Zellen mit zytoplasmatischem/mislokalisiertem TDP-43. Angabe in
Prozent. Darstellung des Mittelwertes als Punktdiagramm * SD. Einfaktorielle Varianzanalyse, Tukey
post-hoc Test, **P < 0.01, ***P < 0.001, ns = nicht signifikant. Fs12 = 0.6533, P = 0.6650; TG-Ova-
(GA)10 vs. TG-PBS P = 0.0096; TG-(GA)15 vs. TG-PBS P = 0.4215.
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3.3.7 Impfung rief keine Nebenwirkungen hervor

Wahrend des gesamten Experiments wurde auf den allgemeinen
Gesundheitszustand der Mause geachtet. Dabei wurde zum einen das Gewicht der
Mause monatlich gemessen. Zudem wurden die Mause wochentlich inspiziert. Dabei
wurde auch das Sozialverhalten der Tiere beobachtet. Mdgliche Hinweise fur eine
Storung waren zum Beispiel glasige Augen, vermehrter Fellausfall oder
Gewichtsverlust. Ein gestortes Verhalten wirde sich durch erhohte Aggressivitat,
Hypo-/Akinese, fehlende Interaktion oder selbstschadigende Handlungen
auszeichnen. Wahrend des gesamten Versuchszeitraums verhielten sich alle Mause
normal und wiesen keine erkennbaren Auffalligkeiten auf. Lediglich die transgenen
Mause zeigten ab der 13.Woche den sogenannten Hinterbein-Reflex. Dabei ziehen
die Tiere ihre Hinterbeine beim Anheben am Schwanz reflexartig zusammen und
dricken sie an den Korper. Bei Wildtyp-Geschwistern zeigte sich dieser Reflex nicht.
Die Immunisierung fuhrte zu keinerlei unerwinschten Reaktionen wie beispielsweise
Anaphylaxie. Alle Versuchstiere erreichten den Endpunkt. Zusatzlich wurden die
Nissl-Farbung und die Hamatoxylin-Eosin-Farbung von Ruickenmarksschnitten
durchgefuhrt. Diese histologischen Farbeverfahren ermdglichen eine detaillierte
Ubersicht der Gewebestruktur, sodass man dadurch etwaige pathologische
Veranderungen detektieren kann. Durch den Vergleich der einzelnen Versuchstier-
Gruppen untereinander konnen so Veranderungen in der Morphologie des

Rickenmarks ermittelt werden.

Aufgrund geschlechtsspezifischer Unterschiede im Gewicht, wurden die Tiere
entsprechend in zwei Gruppen aufgeteilt. Es zeigte sich zwischen den einzelnen
Gruppen kein signifikanter Unterschied im Gewicht. Sowohl Wildtyp-Mause als auch
Transgen-Geschwister nahmen mit dem Alter kontinuierlich zu. Dabei wurde das
Standardgewicht nicht Uberschritten. Somit konnte gezeigt werden, dass es durch die
Impfung zu keiner pathologischen Gewichtsabnahme bzw. Gewichtzunahme kam
(Abbildung 19A).

In der Nissl-Farbung des Ruckenmarks konnten fur die einzelnen Gruppen keine
Unterschiede beobachtet werden (Abbildung 19B). Ein ahnliches Bild zeigte sich in
der Hamatoxylin-Eosin-Farbung (Abbildung 19C). Das Ruckenmark in Transgen- und

Wildtyp-Mausen, sowie in den jeweiligen Impfgruppen zeigte keine signifikanten
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Unterschiede. Morphologisch konnten dadurch Veranderungen der Gewebestruktur
dieser Bereiche des ZNS durch die Impfung ausgeschlossen werden.

In Zusammenschau der Ergebnisse scheint es, dass die Impfung keine

unerwunschten Nebenwirkungen hervorgerufen hat. Geimpfte Mause entwickelten
sich normal und wiesen, verglichen mit ungeimpften Mausen, keine pathologischen
Veranderungen auf.

A —o—- WT-PBS (n=11) —o—- TG-PBS (n=10)
-4 - WT-Ova-(GA),, (n=10) -4 - TG-Ova-(GA),, (n=10)
- & -WT-(GA),s5 (n=9) -&-TG-(GA),5 (n=10)
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Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Nissl-Farbung

Abbildung 19: Mause zeigten keine pathologischen Auffilligkeiten (Quelle: Abbildung 19A:
(277), Abbildung 19B, C: Nikola Mareljic)

A Darstellung der Gewichtskurven fir Weibchen (links) und Mannchen (rechts) abhangig vom Alter
der Tiere in Wochen (weeks). Anzahl der Tiere pro Gruppe wie in Tabelle 2 ,Impfgruppenzuteilung®
angegeben. Zweifaktorielle Varianzanalyse (Gruppe x Zeit), Tukey post-hoc Test. Kein signifikanter
Effekt fir die Gruppen (Weibchen: F2,13 = 0.3747, P = 0.6947; Mannchen: F211 = 3.042, P = 0.0888).
Signifikanter Effekt fir die Zeit (Weibchen: Fses = 13.28, P < 0.0001; Mannchen: Fsss = 102.6, P <
0.0001). Keine signifikante Interaktion zwischen den Faktoren (Weibchen: F1065 = 0.8671, P = 0.5678;
Mannchen: F1o55= 1.067, P = 0.4030).

B Reprasentative Darstellung des lumbalen Ruckenmarks in Nissl-Farbung. Es sind keine
pathologischen Veranderungen (Tg im Vergleich zu WT) durch die Immunisierung zu sehen. Mal3stab
=200um

C Reprasentative Darstellung des lumbalen Rickenmarks in Hamatoxylin-Eosin-Farbung. Es sind

keine pathologischen Veranderungen (Tg im Vergleich zu WT) durch die Immunisierung zu sehen.
Mafstab = 200um
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4 Diskussion

Immuntherapeutische Ansatze zur Behandlung des Morbus Alzheimer und anderer
neurodegenerativer Erkrankungen sind vielversprechend (219, 220, 225, 231, 232).
Diese Beobachtungen waren Anreiz fur die Untersuchung der Immuntherapie zur
Behandlung der ALS/FTD. Wir konnten zeigen, dass die praventive Immunisierung
mit poly-GA in einem CO9orf72-Mausmodell eine sichere und effektive Methode
darstellt. Die Injektion des mit dem Tragermolekul Ovalbumin gekoppelten DiPeptid-
Repeat Proteins poly-GA fuhrte zu einer enormen Steigerung der Immunantwort im
Vergleich zu (GA)1s Immunisierung. Dies aullerte sich in Form von hohen Antikorper-
Titern, welche durch regelmalige intravendse Gaben monoklonaler Antikorper
schwer aufrecht zu erhalten waren. Eine andere Moglichkeit hohe Titer zu erreichen
und gleichzeitig die Bluthirnschranke zu umgehen, stellt die AAV vermittelte
konstitutive Expression des Antikorpers im ZNS dar. Hierzu wurden im ersten Tell
dieser Dissertation die intracerebroventrikulare Injektion in neugeborenen Mausen
etabliert und ein anti-GA Antikorper AAV verpackt. Im zweiten Teil dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass die starke Antikorperantwort nach aktiver
Immunisierung zu einem signifikanten Ruckgang der neurodegenerativen
Charakteristika in einem poly-GA C9orf72 Mausmodell fuhrte. So kam es zu einer
Reduktion der poly-GA Einschlisse, TDP-43 Mislokalisation, Neuroinflammation,
neuronaler Schadigung und motorischer Defizite in (GA)149-CFP Mausen. Diese
Ergebnisse verdeutlichen das Potenzial der poly-GA Impfung als praventiven Ansatz
bei C9orf72 bedingter ALS/FTD. Ob die Impfung neben einer praventiven
Anwendung auch therapeutischen Nutzen nach Krankheitsbeginn hat und wie der
genaue Wirkmechanismus der poly-GA Immunisierung aussieht, muss in weiteren
Arbeiten geklart werden. Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein hoher
Antikorper-Titer therapeutisch wirksam ist.
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4.1 Hohe Antikorper-Titer als entscheidender Faktor fiir positive

Ergebnisse der aktiven Impfung

Die Auswertung des Beam Walk Verhaltenstests hat ergeben, dass mittels Ova-
(GA)10 Impfung die Motorik der Transgen-Mause signifikant verbessert werden
konnte. Die verzogerte Wirksamkeit ist womoglich darauf zurickzufuhren, dass erst
nach mehreren Injektionen ein suffizienter anti-GA Titer zur ausreichenden
Penetration der Blut-Hirn-Schranke erzielt wurde. Des Weiteren erbrachte die
Analyse der poly-GA Aggregate eine Aggregatreduktion um 20-30% unter Ova-
(GA)10. Auch die Analyse der Mikroglia-Aktivierung lieferte fir Ova-(GA)1o geimpfte
Tiere eine verminderte Anzahl und Differenzierung der Iba1-positiven Mikroglia im
Ruckenmark, sodass durch die Impfung einer Inflammation des ZNS
entgegengewirkt werden konnte. Zur weiteren Evaluation des Impferfolges wurden
unterschiedliche Untersuchungen durch Kollaborationspartner durchgefuhrt. Hierzu
zahlen die Analyse der dreidimensionalen Darstellung der Mikroglia-Morphologie,
RNA-Sequenzierung und Bestimmung der NFL Konzentration im Liquor.

Charakteristisch fur aktivierte Mikroglia ist eine Zellhypertrophie und Zunahme des
Verzweigungsgrades (296). Die Mikroglia-Morphologie in Tg-PBS Mausen weist eine
deutliche Zunahme der Zellvolumens und Abnahme des Verzweigungsgrads im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen auf. Demgegenuber stellt sich die Mikroglia-
Morphologie in Tg-Ova-(GA)io Mausen ahnlich den Wildtyp-Wurfgeschwistern dar.
Die hier beschriebenen Veranderungen sind weitere Indikatoren einer verstarkten

Mikroglia-Aktivierung, die mittels Immunisierung vermindert werden konnte.
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Abbildung 20: Mikroglia/Makrophagen-Aktivierung (Quelle: (277))

A-C Analyse der Mikroglia/Makrophagen Morphologie aus 100pm Rickenmark-Schnitten mit Iba1-
Immunhistochemie. Beispielhafte Rekonstruktion in (A). Farben im Streudiagramm kennzeichnen die
unterschiedlichen Mause (3-4 Mause/Gruppe). Blauer Bereich kennzeichnet 25.-75. Perzentile, n =
35-95 Mikroglia; Kruskal-Wallis-Test mit Benjamini-Hochberg Korrektur; **P < 0.01, ***P < 0.001. (B)
Kruskal-Wallis x2 = 29.917, df = 3, P = 0.0000014; TG-Ova-(GA)1w vs. TG-PBS P = 0.0003; WT-PBS
vs. TG-PBS P = 0.000078. (C) Kruskal-Wallis x2 = 28.532, df = 3, P = 0.0000028; TG-Ova-(GA)1o vs.
TG-PBS P = 0.00041; WT-PBS vs. TG-PBS P = 0.00032. Mastab = 30um

Es ware jedoch ein Fehler Mikroglia-Aktivierung mit Neuroinflammation
gleichzusetzen, da verschiedene Subpopulationen und Entwicklungsstufen innerhalb
der Mikroglia existieren. So unterscheidet man zwischen proinflammatorischen und
neuroprotektiven Mikroglia (297). Hierbei ist die Interaktion der Mikroglia mit dem
Mikromilieu von entscheidender Bedeutung. Proinflammatorische Zytokine regen
ruhende Mikroglia zur Expression der neurotoxischen Faktoren TNF-o, IL-6 oder
Stickstoffmonoxid an (298). Demgegenuber stimulieren Faktoren wie IL-4 oder TGF-
R die Prozessierung neuroprotektiver Mikroglia (299). Der Arbeitsgruppe um Keren-
Shaul et al. ist es gelungen die Gruppe der sogenannten ,diesease-associated
microglia“ (DAM) in einem Alzheimer Mausmodell zu identifizieren. DAMs wurden
auch in anderen neurodegenerativen Erkrankungen beschrieben und scheinen einen
protektiven Einfluss auf die Krankheitsentwicklung zu haben. Sie kommen vermehrt
in der Anfangsphase der Erkrankung vor. Mit fortschreitender Degeneration
uberwiegen proinflammatorische Mikroglia (300, 301, 302). Weitere Arbeitsgruppen
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konnten zeigen, dass vor allem die TREMZ2-vermittelte DAM-Aktivierung in
Alzheimer-Mausmodellen durch Reduzierung der AR-Last mittels Phagozytose
neuroprotektiv  wirkt (303, 304). Poly-GA induziert eine Uberwiegend
proinflammatorische Mikroglia-Antwort (19, 169), auch wenn weitere Untersuchungen
der Subpopulationen mit neueren Einzelzell-Transkriptom-Analysen notwendig sind.
Es ware interessant in zukunftigen Arbeiten zu untersuchen, ob die poly-GA Impfung
zu einer Verschiebung der proinflammatorischen Mikroglia-Aktivierung in Richtung

einer neuroprotektiven Differenzierung beitragt.

Aulerdem konnte Ova-(GA)1io die zytoplasmatische TDP-43 Mislokalisation in GA-
CFP Mausen reduzieren. Zytoplasmatische TDP-43 Aggregate sind ein typisches
Merkmal der C9orf72 ALS/FTD, die bei Patienten gut mit Neurodegeneration
korrelieren, aber in Mausmodellen kaum beobachtet werden. Ursachlich hierfur
scheint die unterschiedliche Prozessierung des Proteins in Primaten und Nagetieren.
Die primatenspezifische Caspase 4, aber nicht die homologe Caspase 11 in Mausen,
fuhrt zu einer vermehrten zytoplasmatischen Lokalisation des TDP-43 (305). Im Zuge
der gestorten Prozessierung kommt es jedoch auch in Mausen trotz fehlender
Mislokalisation zu einer Phosphorylierung des Proteins (19).

Um die Wirkungsweise der pathologischen Mechanismen besser verstehen zu
konnen, wurden RNA Sequenzierungsanalysen aus dem Ruckenmark von Tg-PBS,
Tg- Ova-(GA)10 Mausen und den jeweiligen Wildtyp-Wurfgeschwistern durchgefihrt.
Dieses Verfahren erlaubt die quantitative Analyse der Genexpression, indem mittels
Sequenzierung von revers-transkribierter RNA die relative Anzahl der Transkripte
verglichen wird (306, 307).

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Wildtyp-
Gruppen, sodass wir ausschlief®en konnten, dass anti-GA Antikorper in Abwesenheit
des Antigens wesentliche Effekte auf das Gehirn haben. Im Gegensatz hierzu waren
zwischen Tg-PBS und WT-PBS 545 Gene und zwischen Tg-PBS und Tg-Ova-(GA)1o
233 Gene unterschiedlich exprimiert unter Verwendung der 1,5-fachen Anderung
(absoluter log>-fold-change > 0,585) als cut-off-Wert (Datensatze 1-4). 210 Gene, die
in der Tg-PBS-Gruppe unterschiedlich exprimiert wurden, konnten mittels Impfung
teilweise gerettet werden.
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Abbildung 21: RNA Sequenzierung (Quelle: (277))

A Analyse der Gen-Ontologie unterschiedlich exprimierter Gene in Tg-PBS Mausen; Vergleich der
durch Ova-(GA)1o geretteten und nicht-geretteten Gene (absolutes log2-faches > 0,585, Vergleich der
Datensatze EV1-EV4). Durchmesser und Farbe zeigen den Anteil der unterschiedlich exprimierten

Gene der jeweiligen Kategorie mit korrrigierten p-Werten (ClusterProfiler). N = 3 Mause/Gruppe

B Zusammensiel der dysregulierten Gene in Tg-PBS und durch Ova-(GA)1o geretteten Gene

Die Analyse der Gen-Sequenzierung legt nahe, dass poly-GA eine Vielzahl
immunologischer Prozesse im Gehirn induziert. Dazu zahlt u.a. die
Zytokin/Chemokin-Produktion. Unter der Impfung mit Ova-(GA)io konnte eine
signifikante Senkung immunologischer Prozesse, wie beispielsweise die Induktion
von Ccl4, Grn, Tyrobp und Komplementfaktoren, erzielt werden. Somit lassen die
Ergebnisse darauf schlie3en, dass die Impfung antiinflammatorisch wirkt. Ursachlich
hierfir konnen zwei Mechanismen diskutiert werden: 1. Poly-GA wirkt als
Hauptursache der Entzindung, indem es die Zellhomodostase stort, Proteine
sequestriert, TDP43-Pathologie induziert. Anti-GA Antikorper reduzieren poly-GA,
z.B. durch Abbau mit intrazellularen Fc-Rezeptoren, und somit auch die sekundare
Inflammation. 2. Poly-GA induziert eine proinflammatorische Mikroglia-Antwort,
welche im weiteren Verlauf die Entzindung aufrechterhalt und dadurch selbst zur
Neurodegeneration beitragt. Antikorper hemmen somit durch Reduktion von poly-GA
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entweder direkt die Ursache der Entzindung oder die proinflammatorische Mikroglia-
Aktivierung. Eine Analyse der Mikroglia-Subpopulationen konnte Aufschluss dartber
bringen, wie das Verhaltnis zwischen proinflammatorischen zu neuroprotektiven
Mikroglia ist. Zur Untersuchung der Kausalitat konnte man zudem versuchen durch
andere Methoden (z.B. virale Zytokin-Expression) im GA-CFP-Mausmodell poly-GA
unabhangig die neuroprotektive Mikroglia-Aktivierung zu fordern. Eine Reduktion der
Entzindung wurde dafursprechen, dass poly-GA nicht Hauptursache der
Entzindung ist, sondern durch die proinflammatorische Mikroglia-Aktivierung den

inflammatorischen Prozess induziert.

Eine Bestimmung der leichten Neurofilament-Kette (NFL) aus dem Liquor sollte
Auskunft dariber geben, ob axonale Schadigungen vorliegen. Die Messung der NFL-
Werte wird oftmals in neurodegenerativen Erkrankungen, und vor allem in ALS, als
Biomarker fur solche Schaden verwendet (308, 309, 310).

In Ubereinstimmung mit den vorherigen Ergebnissen der RNA-Sequenzierung zeigte
sich auch in den NFL-Werten keine Diskrepanz zwischen den beiden Wildtyp-
Gruppen. In der Tg-PBS Gruppe war eine deutliche Zunahme der NFL Konzentration
gegenuber dem Wildtyp zu beobachten. Dies ist auf eine gesteigerte neuroaxonale
Schadigung der transgenen Tiere zuruckzufuhren. Im Vergleich hierzu deutet die
signifikante Abnahme des NFL-Levels in der Tg-Ova-(GA)1o Gruppe darauf hin, dass
es durch die anti-GA Immunisierung zu weniger axonaler Schadigung kommt. Das
Ergebnis sollte fur eine bessere Aussagekraft unter Verwendung einer groferen
Fallzahl wiederholt werden. Sollte sich eine Reduktion des NFL im Liquor auch in
einer groReren Population bestatigen, ware dies mit dem Ergebnis der SOD1-ASO
Therapie (Tofersen) vergleichbar und somit klinisch relevant (175, 311).
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Abbildung 22: NFL Konzentration im Liquor (Quelle: (277))

Immunoassay der NFL Konzentration im Liquor. Der Mittelwert wird als Punktdiagramm + SD
dargestellt. N = 4 Mause/Gruppe. Einfaktorielle Varianzanalyse, Tukey post-hoc Test, F 3,11 = 1.911,
P =0.1862. **P < 0.01. TG-Ova-(GA)10 vs. TG-PBS P = 0.0081.

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse darauf schlieBen, dass die Ova-(GA)1o
Impfung eine sichere und effektive Immunantwort in unserem Mausmodell auslost.
Geimpfte Mause entwickelten sich normal und wiesen, verglichen mit ungeimpften
Mausen, keine pathologischen Veranderungen im Gewicht oder histopathologischen
Farbungen des Ruckenmarks auf. Zudem entwickelten die Mause keine
Splenomegalie und auch die Leukozyten-Differenzierung wies keine Auffalligkeiten
auf. Anhand der Ergebnisse konnten wir zeigen, dass mit Hilfe des Impfstoffes eine
starke Antikorperantwort generiert wurde. Durch repetitive Injektionen des Antigens
wurden exorbitant hohe IgG-Titer erreicht. Sie bewirkten eine Reduktion der
neuronalen Inflammation, der Neurodegeneration und der motorischen Defizite in
dem hier getesteten C9orf72 ALS Mausmodell. Es stellt sich die Frage, ob ahnlich
gute Ergebnisse auch mit niedrigeren IgG-Leveln erzielt werden kdnnen, wie sie bei
therapeutischen Impfungen realistischer sind. Hierfur sollte ein Impfschema
vergleichbar mit bereits etablierten Impfungen angewendet werden, sodass nach
erfolgter Grundimmunisierung nur noch vereinzelt Auffrischimpfungen notwendig

waren.
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4.2 Verstirkung der Immunantwort mit Hilfe von Tragermolekiil und

Adjuvantien

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die aktive Impfung mit
immunogenen Carriern durch Generierung hoher Antikorper-Titer eine suffiziente
Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke erméglicht. So entwickelten mit Ova-(GA)1o
geimpfte Mause eine starke und effiziente Antikdrperantwort, wohingegen das
(GA)15-Peptid allein nicht immunogen genug war. Dies konnte darauf zuruckzufuhren
sein, dass es nicht gut auf MHC Molekulen prasentiert werden kann oder schlecht
von T-Zell Rezeptoren erkannt wird. Erst die Koppelung von poly-GA mit Ovalbumin,
das starke T-Zell Epitope mitbringt, hat zu einer suffizienten AntikOrperantwort
gefuhrt. Neben Ovalbumin, welches in dieser Studie untersucht wurde, bieten sich
auch das Keyhole Limpet Hamocyanin (KLH) oder das nicht-toxische CRM197-
Fragment des Diphtherietoxins (CRM) an. Ovalbumin kommt in Huhnereiweild vor
und kann allergische Reaktionen auslosen, weshalb es als Tragermolekul fur die
Impfung beim Menschen nicht verwendet wird (312). Da es jedoch ein effizienter
Carrier ist und in Mausen nur selten zu Nebenwirkungen fuhrt, entschieden wir uns in
dieser Arbeit fur Ovalbumin. Das 8 MDa grof3e KLH-Protein wird aus der grof3en
kalifornischen Schlussellochschnecke gewonnen und wird in experimentellen
Immuntherapie-Studien gegen Krebs und das Tau-Protein als Tragerprotein genutzt
(233, 234, 313). CRM197 wird unter anderem als Tragerprotein zur Impfung gegen
Hamophilus influenza B, Pneumokokken oder auch Meningokokken verwendet (314,
315, 316). Auf der Suche nach weiteren geeigneten Tragermolekulen ist man
aullerdem auf die Gruppe der zwitterionischen Polysaccharide (ZPS) gestofRen.
Dabei handelt es sich um Kapselbestandteile kommensaler Darmbakterien, die eine
MHC-II abhangige, potente T-Zellantwort auslosen konnen (317, 318). Zu diesen
ZPS gehort das vom gramnegativen Bacteroides fragilis abgeleitete Polysaccharid A
(PSA). Die Entwicklung neuartiger Strategien zur Nutzung von PSA als
immunmodulatorisches Tragermolekul sind Gegenstand aktueller Forschung (319).
Welches dieser Tragermolekile das am besten geeignete fur eine Impfung gegen
poly-GA im Menschen ist, muss in zukunftigen Studien getestet werden.

Zusatzlich zu Carriern sind haufig Adjuvantien feste Bestandteile eines Impfstoffes.
Sie dienen als Hilfsmittel und fihren zu einer Verstarkung der Immunantwort. Zudem

haben sie durch Beeinflussung der T-Zell Differenzierung eine immunmodulatorische
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Wirkung (320, 321). Eines der am besten erforschten Adjuvantien ist das Freund-
Adjuvans bestehend aus Mineraldl, hitzeinaktivierten Mykobakterien und Arlacel A
(322). Aufgrund seiner entzindungsfordernden Eigenschaft und damit
einhergehender Nebenwirkungen wurde das inkomplette Freund-Adjuvans ohne
hitzeinaktivierte Mykobakterien verwendet (323, 324). Als Alternative zu den schlecht
metabolisierbaren Mineraldlen werden heutzutage vollstdandig metabolisierbare
Lipide wie beispielsweise Squalen verwendet (325). Daneben werden auch deutlich
besser vertragliche Aluminium-basierte Adjuvantien (Aluminium-hydroxid oder
Aluminium-phosphat) zur Verstarkung der Immunantwort genutzt (326). Auch CpG
Oligonukleotide finden Anwendung als Hilfsmittel, indem sie eine gesteigerte
Expression des MHC Il Molekuls (major histocompatibility complex) und des TLR-9-
Rezeptors (toll-like receptor 9) bewirken (327, 328). Nachdem beschrieben wurde,
dass Adjuvantien in Kombination (inkomplettes Freund-Adjuvans + CpG
Oligonukleotid) zu einer starkeren Immunantwort mit Bildung hochaffiner Antikorper
fuhren (329), entschieden wir uns in unserer Arbeit das inkomplette Freund-Adjuvans
mit CPG 1668 zu kombinieren. Hierbei scheint es, dass sich die unterschiedlichen
immunologischen Prozesse durch simultane Aktivierung positiv beeinflussen und
daraus eine verstarkte Antikdrperantwort resultiert. Somit konnte in unserer Arbeit
durch Verwendung von Ovalbumin als Tragermolekul und inkomplettem Freund
Adjuvans mit CpG ODN 1668 als Adjuvantien eine langanhaltende Antikorper-
Expression mit hohen Antikdrperspiegeln generiert werden, die fiir die Uberwindung
der Blut-Hirn-Schranke von entscheidender Bedeutung sind.

Wichtig ist es darauf zu achten, dass bei all den Moglichkeiten der Modifizierung von
Impfstoffen stets den EU-GMP-Leitfaden fur Human- und Tierarzneimittel zu
beachten. Dabei handelt es sich um Richtlinien zur Qualitatssicherung der Produktion
von Arzneimittel und Wirkstoffen. Es bleibt noch ein weiter Weg bis zur
Implementierung der Immuntherapie zur Behandlung neurodegenerativer
Erkrankungen. Die vielversprechenden Ergebnisse bisheriger Untersuchungen
lassen uns jedoch optimistisch in die Zukunft blicken.
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4.3 Impfung als primar, sekundar oder tertiir Pravention?

ALS und FTD gehdren zum Spektrum der neurodegenerativen Erkrankungen. Diese
sind definiert durch den fortschreitenden Untergang von Nervenzellen und damit
einhergehenden neuronalen Funktionsstorungen. Es ist davon auszugehen, dass die
Akkumulation aggregierender Proteine pathologische Prozesse induziert, welche im
weiteren Verlauf zu einem progressiven Verlust von Neuronen fuhrt (330). Diese
sogenannten Proteinopathien beginnen oft Jahre vor Manifestation klinischer
Symptome (331). Sobald motorische und kognitive Defizite beobachtet werden, ist
anzunehmen, dass eine Degeneration von Neuronen und neuronaler Schaltkreise
bereits stattgefunden hat. Es existieren elektrophysiologische Methoden mit deren
Hilfe Neurodegeneration in Motoneuronenerkrankungen wie ALS gemessen werden
kann. Beim sogenannten MUNIX (motor unit number index) werden unter
Zuhilfenahme des Muskelsummenaktionspotentials (MSAP) und des oberflachen-
EMG Interferenzmusters die motorischen Einheiten eines Muskels erfasst (332). Bei
ALS Patienten kommt es im Vergleich zu gesunden Probanden zu einem deutlichen
Abfall des MUNIX (333, 334). Diese Abnahme beginnt wahrscheinlich Jahre vor
Manifestation motorischer Defizite und schreitet im Verlauf kontinuierlich voran (335).
Eine Verbesserung des Zustandes nach Symptombeginn ist nach aktuellem
Wissensstand nicht mehr realisierbar. Aus diesem Grund ist die Behandlung von
Proteinopathien Gegenstand intensiver Forschung, um Behandlungsmadglichkeiten
zu finden dem neuronalen Untergang entgegenzuwirken und somit den
Krankheitsprozess aufzuhalten. Jegliche Malinahmen, die den Erhalt der Gesundheit
bzw. die Eindammung der Krankheit zum Ziel haben, werden als
Praventivmallnahmen bezeichnet. Dabei wird zwischen Primar-, Sekundar- und
Tertiarpravention unterschieden (336). Primarpravention beruht auf der Verhinderung
der Krankheitsentstehung in der Allgemeinbevolkerung. Sekundarpravention umfasst
die fruhzeitige Behandlung betroffener Personen vor Manifestation klinischer
Symptome. Tertiarpravention zielt darauf ab, Krankheitsfolgen zu mildern und
progressive Krankheitsverlaufe zu verhindern (336). Basierend auf Untersuchungen
in Zellkulturen und Mausen scheinen bei der C9orf72 ALS/FTD vor allem die DPR-
Proteine poly-GA, poly-PR und poly-GR eine entscheidende Rolle fur die
Krankheitsentstehung zu spielen. Poly-GA bildet Amyloid-ahnliche Fibrillen und
sequestriert das Proteasom und andere zellulare Proteine (11, 148). Die Arginin-

reichen DPR-Proteine poly-GR und poly-PR sequestrieren neben diversen RNA-
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Bindungsproteinen auch Ribosomen und beeintrachtigen somit deren
Phasenseparation und Funktion (143, 337). Die Aggregatbildung fuhrt so durch
Beeintrachtigung der Zellmorphologie, Ribosomen-Biogenese, des
nukleozytoplasmatischen Transports, Neuriten-Wachstums und Ubiquitin-Proteasom-
Systems zur TDP-43 Pathologie und einem Untergang von Neuronen (18, 20, 21, 22,
148). Zahlreiche C9orf72 Mausmodelle mit viraler oder transgener DPR-Protein-
Expression zeigen pathologische Veranderungen und unterstreichen die kritische
Rolle der DPR-Proteine fur die Krankheitsentstehung (19, 145, 159, 162, 164, 169).
Die Nutzung aktiver und passiver Immuntherapien scheint ein aussichtsreicher
Behandlungsansatz zur Unterbindung der DPR-Protein Pathologie. Nguyen und
Kollegen konnten in einem C9orf72 Mausmodell durch die Injektion eines
hochaffinen humanen anti-GA Antikorpers DPR-Protein Aggregate reduzieren und
die Uberlebenszeit signifikant verlangern (338). Dabei exprimierten die M&use ein
von Patienten abgeleitetes BAC-Konstrukt, das fur Teile des humanen C9orf72-Gens
mir der (G4C2)-Hexanukleotid-Expansion codierte. Dieses Modell bildet sowohl die
(G4C2)n RNA-Fozi als auch die DPR-Protein Pathologie nach, ist allerdings im Feld
umstritten (159, 339, 340). Nach wochentlicher Applikation humaner anti-GA
Antikorper mit muriner konstanter Region (30 mg/kg) konnte eine Reduktion der poly-
GA Last und der Sequestrierung anderer Proteine erreicht werden. Zudem wurde
eine Abnahme von Neuroinflammation und Neurodegeneration sowie ein langeres
Uberleben beobachtet (338). Die Beobachtungen dieser Arbeit unterstiitzen unsere
Ergebnisse. Interessanterweise hatten anti-GP Antikorper keinen Effekt. Die
positiven Effekte der poly-GA Antikorper in einem BAC Mausmodell mit Expression
von poly-GA/GP/GR und RNA Fozi sprechen fur eine dominante Rolle von poly-GA
fur die C9orff2 ALS und FTD und suggerieren, dass poly-GA einen
vielversprechenden Angriffspunkt zur Behandlung der Erkrankung darstellt. Die im
Rahmen dieser beiden Studien erhobenen Ergebnisse unterstreichen die
Wirksamkeit der aktiven Impfung, wie auch der Gabe monoklonaler Antikorper im
frihen Stadium der ALS/FTD. Leider konnte die Wirksamkeit des monoklonalen
Antikorpers in einer aktuellen Studie unter Verwendung eines Mausmodells mit AAV-
basierter Expression von (G4C2), nicht bestatigt werden (341). Der Grund fir die
unterschiedlichen Ergebnisse in den verschiedenen Mausmodellen kann nur durch
weitere gezielte Experimente identifiziert werden. In einem 2.BAC Mausmodell zeigte
sich hingegen eine leichte Verbesserung der motorischen Leistungsfahigkeit. Aus
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diesem Grund sollte auch die aktive Immunisierung an weiteren Mausmodellen
getestet werden. Ausgehend von der Annahme, dass beide Ansatze in Zukunft
klinische Anwendung finden, stellt sich die Frage, welche Therapie zu welchem
Zeitpunkt vielversprechender ware.

Aktive  Impfungen  werden  typischerweise zur  Primarpravention  von
Infektionskrankheiten genutzt und haben dadurch in der Vergangenheit schon zur
weltweiten bzw. regionalen Ausrottung vieler Krankheiten wie beispielsweise Pocken,
Tetanus, Polio oder Diphterie beigetragen (342). Im Falle der C9orf72 ALS/FTD
handelt es sich um eine seltene genetische Erkrankung, sodass die Impfung der
Allgemeinbevolkerung nicht sinnvoll ware. Im Gegensatz dazu konnte die Impfung
als sekundare Praventionsmallnahme Verwendung finden. Diese richtet sich vor
allem an Verwandte/Kinder von C9orf72 Patienten. Mit Hilfe genetischer Testungen
kann die Mutation und somit die Erkrankung bereits vor Manifestation klinischer
Symptome detektiert werden. Eine Impfung dieser Personengruppe bietet die
Moglichkeit durch die fruhzeitige konstitutive  AntikOGrperexpression die
Krankheitsentstehung zu verhindern bzw. zu verlangsamen. Hierfir mussten jedoch
Auffrischimpfungen durchgefuhrt werden, da, unter Wirdigung der Ergebnisse
unserer Arbeit, hohe Antikorper-Titer benotigt werden, um eine suffiziente Wirkung zu
erzielen. Es stellt sich daher die Frage wie oft eine Boosterung im Jahr erfolgen
musste, um den Titer hoch genug zu halten. Eine Antwort hierauf kann in klinischen
Studien evaluiert werden. Immuntherapie konnte sich daruber hinaus auch zur
Tertiarpravention eignen. Dabei hatte die direkte Gabe monoklonaler Antikorper

gegenuber der aktiven Impfung den Vorteil eines sofortigen Wirkungseintritts.

Allerdings ist davon auszugehen, dass die Erkrankung in symptomatischen Patienten
aufgrund des Verlustes neuronaler Schaltkreise bereits zu weit fortgeschritten ist, als
dass durch eine Impfung eine Verbesserung der Symptome erzielt werden konnte.
Aus diesem Grund ist es von groRter Wichtigkeit die Erkrankung bereits im
Anfangsstadium zu diagnostizieren, damit ein progressiver Verlauf unterbunden
werden kann. Eine Moglichkeit, die bereits in einigen Kliniken standardmaRig
durchgefuhrt wird, ist die genetische Testung von Patienten mit Verdacht auf
neurodegenerative Erkrankungen. Daneben gibt es neue Diagnoseverfahren, wie die
Bestimmung der Konzentration neurodegenerativer Biomarker in  der

Cerebrospinalflussigkeit.  Hierfur eignet sich beispielsweise poly-GP. In
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Untersuchungen asymptomatischer und symptomatischer C9orf72 Mutationstrager
konnte poly-GP in der Cerebrospinalflissigkeit detektiert werden (81, 343, 344). Im
Unterschied dazu wurde in Kontrollen ohne C9orf72 Mutation kein poly-GP detektiert
(343). In einer Studie wurde poly-GP als Therapiemarker verwendet. Es konnte eine
Reduktion der poly-GP Spiegel in Zell- und Mausmodellen nach Behandlung mit
Antisense Oligonukleotiden gezeigt werden (80). Somit bietet sich die interessante
Moglichkeit poly-GP als Biomarker zur Fruherkennung der Erkrankung und zur
Kontrolle des Therapieerfolges fur klinische Studien mit Inhibitoren der DPR-
Expression, wie z.B. Antisense Oligonukleotide, einzusetzen. In einer kurzlich
erschienenen  Arbeit konnten auch poly-GA und poly-GR in der
Cerebrospinalflissigkeit von C9orf72 Mutationstragern nachgewiesen werden, die
aber nicht mit der Erkrankungsdauer bzw. der Symptomatik korrelieren. So wurden
sowohl in symptomatischen als auch in asymptomatischen Mutationstragern ahnliche
poly-GA/GR Spiegel detektiert. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass es durch
ASO-Therapie zu einer signifikanten Reduktion der DPR-Proteine im Liquor kam
(345). Somit konnte man DPR-Spiegel im Liquor als Marker zur Kontrolle des

Therapieerfolges einer aktiven oder passiven Immuntherapie einsetzen.
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4.4 Wirkungsweise der Antikorperantwort

Unabhangig davon, ob eine aktive oder passive Immuntherapie angewendet wird
und zu welchem Zeitpunkt dies geschieht, stellt sich die Frage nach der
zugrundeliegenden Wirkungsweise der Antikdrperantwort. Poly-GA ist eines von 5
DPR Proteinen, das aus Transkripten der (G4C2)n-Hexanukleotid-Expansion
translatiert wird (11, 12). Aufgrund seiner hydrophoben Eigenschaft aggregiert poly-
GA und bildet Amyloid-ahnliche Fibrillen, welche die Grundlage der Koaggregation
mit anderen Proteinen darstellen (14, 148). Zudem wurde beobachtet, dass poly-GA
positiv ruckgekoppelt die RNA-Fozi verstarkt und eine Aussaat der DPR-
Aggregatbildung bewirkt. Neben der intrazellularen Protein-Aggregation konnte
gezeigt werden, dass poly-GA auch von Zelle zu Zelle ubertragen wird und dadurch
pathologische Prozesse in Akzeptor-Zellen induziert (23, 24, 147). Die genauen
Mechanismen der Zell-Zell-Transmission sind nicht komplett verstanden. Man geht
davon aus, dass das hydrophobe DPR Protein durch unkonventionelle Sekretion
bzw. passive Freisetzung nach extrazellular gelangt, ahnlich wie es fur Tau und
alpha-Synuclein beschrieben wurde (346). Westergard et al zeigen sowohl
Exosomen-vermittelte also auch Exosomen-unabhangige Ubertragungen von DPR
Proteinen. Der Prozess der Zell-Zell-Transmission und Aussaat der Aggregatbildung
wird als ,Spreading & Seading“ bezeichnet. Auf Grundlage dieser Beobachtungen
lassen sich zwei unterschiedliche Wirkmechanismen postulieren: (1) Auf der einen
Seite konnte der Antikorper extrazellulares poly-GA sequestrieren und dadurch die
Wiederaufnahme und Zell-Zell-Transmission unterbinden. Durch die Neutralisierung
des extrazellularen poly-GA entfallt somit die Aussaat und es werden weniger poly-
GA Aggregate gebildet. Zhou und Kollegen konnten diesen Sachverhalt bereits mit
Hilfe von Zellkultur-Modellen nachweisen (23). (2) Auf der anderen Seite kdnnte anti-
GA von Zellen aufgenommen werden und Uber den intrazellularen Fc-Rezeptor
TRIM21 den proteasomalen Abbau fordern (238, 338, 347). Es wurde bereits
beschrieben, dass eine genetische oder pharmakologische Aktivierung des
Proteasoms einen gesteigerten poly-GA Abbau bewirkt (24). Daruber hinaus ist es
moglich, dass beide Mechanismen simultan ablaufen. Neben der verstarkten
proteasomalen Aktivierung entfallt durch die Neutralisierung des poly-GA dessen
inhibierender Einfluss auf das Proteasom. Sowohl die intrazellulare als auch die
extrazellulare poly-GA Reduktion konnte im weiteren Verlauf zu einer verminderten

Mikroglia-Aktivierung fuhren. So besteht die Moglichkeit durch Neutralisierung von
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extrazellularem poly-GA dessen direkten Einfluss auf die Mikroglia-Aktivierung zu
hemmen. Alternativ konnte die Aktivierung des Proteasoms und der intrazellulare
poly-GA Abbau zu einer Reduktion des neuronalen Stresses fuhren, was wiederum
eine verminderte Mikroglia-Antwort bewirkt. So konnte in unserer Arbeit mittels
Transkriptom-Analysen gezeigt werden, dass die durch poly-GA vermittelte
Neuroinflammation mit Hilfe von Immuntherapie abgeschwacht werden konnte.
Zusatzlich zu den hier beschriebenen Mechanismen bewirkt TDP43-Mislokalisation
eine verstarkte Mikroglia-Aktivierung (348, 349). In Ova-(GA)1o-geimpften Mausen
kommt es durch Abnahme der intrazellularen poly-GA Aggregate zu weniger TDP-

43-assoziierter Inflammation.

Weil die Mikroglia-Phanotypen in unserer Arbeit nach Immunisierung starker
reduziert sind als die poly-GA Aggregate gehen wir davon aus, dass die
extrazellulare Antikorperantwort im Vergleich zur intrazellularen Antwort einen
groReren Einfluss hat. Im Falle einer intrazellularen anti-GA Wirkung wirde man
einen starkeren Ruckgang der Aggregatdichte erwarten. Die Reduktion ist eher auf
eine Unterbindung der Wiederaufnahme und Zell-Zell-Transmission zuruckzufuhren,
sodass es dadurch zu einer Hemmung der Aussaat der DPR-Aggregatbildung
kommt. Dennoch bedarf es weiterer Untersuchungen, um den genauen
Mechanismus dieses Prozesses und die Moglichkeit diesen Vorgang zu modulieren,

genauer klaren zu konnen.
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Abbildung 23: Moglicher Mechanismus der anti-GA Antikorper (Quelle: Dieter Edbauer)

Schematische Darstellung der Wirkmechanismen. Antikdrper sequestriert extrazellulares poly-GA
und unterbindet so Spreading & Seeding (1) und Mikroglia-Aktivierung (3). Antikdrper sequestriert
intrazellulares poly-GA und férdert Abbau via TRIM21 und reduzieren so die neuronale Toxizitat (2).
Nukleus in Hellblau dargestellt.
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4.5 Ausblick

Mit den hier vorgestellten Ergebnissen konnten vielversprechende Erkenntnisse Uber
die Wirksamkeit der poly-GA Immunisierung in der prodromalen Phase, d.h. vor
Auftritt motorischer Defizite, im C9orf72 ALS Mausmodell gewonnen werden. Im
nachsten Schritt sollte die Wirkung einer poly-GA Impfung nach
Symptommanifestation untersucht werden. Hierfur wurde im poly-GA Mausmodell die
Impfung ab Woche 13, nach Entwicklung motorischer Defizite, begonnen. Zur
Untersuchung des Impfeffektes wurde die NFL-Konzentration im Liquor der Mause
bestimmt. Diese eignet sich als Marker fur axonale Schadigung und wird oftmals in
neurodegenerativen Erkrankungen als Biomarker verwendet (308, 309, 310). In
einem Pilotversuch konnte spate anti-GA Immunisierung in einer kleinen Gruppe von
GA-CFP Mausen die Neurofilament-Spiegel ahnlich wie bei prasymptomatischen
Impfungen senken (Daten nicht gezeigt). Es scheint zu einer Stabilisierung des
Krankheitszustandes und somit zu einer Stagnation des Krankheitsprogresses zu
kommen. Daraus lasst sich ableiten, dass die Impfung modglicherweise nicht nur
praventiven, sondern auch therapeutischen Nutzen haben konnte. Weitere Studien in
grolReren Kohorten und zu spateren Zeitpunkten sind naétig.

Die Impfung wurde in einem reinen poly-GA Mausmodell untersucht. Aus diesem
Grund sollte die aktive Immuntherapie in einem BAC-transgenen Mausmodell eruiert
werden, welches die (G4Cz)s-Hexanukleotid-Sequenz Verlangerung exprimiert, weil
solche Modelle potentiell auch Toxizitat durch RNA Fozi und andere DPR Proteine
zeigen. Sie spiegeln somit die Neuropathologie von C9orf72 ALS/FTD genauer
wider. Allerdings zeigt nur eine BAC-Linie deutliche Symptome, die aber nicht in allen
Laboratorien reproduzierbar sind und eventuell durch den genetischen Hintergrund
dieser Linie verursacht werden. Drei andere BAC Linien zeigen keine oder minimale
Symptome, so dass Therapiestudien nur begrenzt aussagekraftig waren (5, 159, 160,
161). Der Arbeitsgruppe um Laura Ranum gelang es in ihrem (umstrittenen) C9orf72
Mausmodell mit (G4C2)-Hexanukleotid-Expansion durch Injektion eines hochaffinen
humanen anti-GA Antikorpers pathologische Prozesse zu unterbinden und so das
Uberleben zu verlangern und eine Verbesserung anderer phanotypischer
Auffalligkeiten zu erzielen (338). Leider konnte das Ergebnis in zwei anderen
Mausmodellen unter Verwendung des gleichen Antikorpers nicht reproduziert
werden. Nur in einem der beiden Modelle wurde die motorische Leistungsfahigkeit
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unter Gabe des monoklonalen Antikorpers leicht verbessert (341). |In
Zusammenschau der hier beschriebenen Arbeit und meiner Ergebnisse erweist sich
poly-GA als ein wichtiges DPR Protein, dass weitere pathologische Veranderungen,
wie die Mislokalisation von TDP-43 ins Zytoplasma, auslost. Somit scheint die
Unterbindung der poly-GA Pathologie einen attraktiven Behandlungsansatz fur die
C9orf72 ALS und FTD darzustellen. Es gilt jedoch zu beachten, dass die
Speziesunterschiede zwischen Nagetier und Mensch keine 100%-ige Ubertragung
der Ergebnisse erlauben. Aus diesem Grund mussen zukunftig Erfolg und
Vertraglichkeit einer aktiven oder passiven Immuntherapie am Menschen untersucht

werden.
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