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Rationale des Projektes:
Die amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist eine rasch zum Tode flihrende neurodegenerative

Erkrankung, die durch einen fortschreitenden Verlust von Motoneuronen gekennzeichnet ist.
Mutationen im RNA-bindenden Protein FUS sind fur etwa 4 % der familidren ALS-Falle verantwortlich
und gehen mit einem frihen Krankheitsbeginn und einem raschen Krankheitsverlauf einher. Ein
zentrales pathologisches Merkmal der FUS-ALS ist die zytoplasmatische Fehlverteilung des FUS-
Proteins, was zu einem Funktionsverlust im Zellkern — einschlieBlich einer beeintrachtigten DNA-
Schadensreparatur —und zu einer Funktionsverstarkung im Zytoplasma durch die Bildung von
abnormen FUS-haltigen Kondensaten fuhrt.

Long interspersed nuclear element-1 (LINE1 oder L1)-Retrotransposons machen etwa 17 % des
menschlichen Genoms aus und werden in somatischen Zellen normalerweise durch
Heterochromatinbildung und RNA-Uberwachungsmechanismen stillgelegt. Wenn die Stilllegung
versagt, reichern sich LINE1-RNA und das ORF1p-Protein an und erzeugen zytoplasmatische DNA-
Zwischenprodukte, die eine Aktivierung des angeborenen Immunsystems und DNA-
Doppelstrangbriiche auslosen — Kennzeichen der (FUS-ALS)-Neurodegeneration. Ob jedoch die
Derepression von LINE1 zur FUS-ALS-Pathologie beitragt, wurde bislang nicht systematisch
untersucht.

Unsere vorlaufigen Daten aus RNA-Seq-Datenséatzen von aus FUS-ALS-iPSCs gewonnenen
Motoneuronen zeigen eine konsistente LINE1-Hochregulation uber mehrere FUS-Mutationen
hinweg. Die Validierung in unserer Zelllinie zeigt einen signifikanten Anstieg des LINE1-ORF1p-
Proteins und von yH2A X, einem Marker fur DNA-Doppelstrangbruche. Wir beobachten ferner eine
zytoplasmatische Kolokalisierung von FUS mit ORF1p-Punkten in mutierten Neuronen, wobei
weitere Experimente erforderlich sind, um die Art dieser Interaktion zu charakterisieren.
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Hypothesen:

¢ Eine Fehlverteilung von FUS tragt zur Derepression von LINE1 bei, was zu einer Anreicherung
von ORF1p und zu DNA-Doppelstrangbriichen in Motoneuronen flhrt.

e Die LINE1-Aktivierung, die der Fehlverteilung von FUS folgt, tragt zu DNA-
Doppelstrangbrichen in FUS-ALS-Motoneuronen bei.

¢ Ein Verlust von FUS im Zellkern tragt zur transkriptionellen Derepression von LINE1-Loci bei,
indem die Heterochromatin-Silenzierung gestort wird.

¢ Die zytoplasmatische Akkumulation von mutiertem FUS fordert die ORF1p-Akkumulation und
die Kolokalisierung in zytoplasmatischen Kondensaten, was zum Gewinn toxischer Funktionen
beitragt.

Methoden:

e Zellkultur von aus iPS-Zellen gewonnenen Motoneuronen mit ALS-Mutationen

¢ Immunfluoreszenzmikroskopie mit dem LSM900 und Airyscan2

Bildanalyse mit Fiji
SDS-PAGE und Western-Blot-Transfer
RNA-Quantifizierung (qPCR und dPCR)
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