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Neurodegeneration

Gestorter Kerntransport und Phasen-
trennung von RNA-Bindeproteinen
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Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) and frontotemporal dementia (FTD)
are fatal neurodegenerative disordes, whose underlying molecular
mechanisms are only beginning to emerge. A common molecular hall-
mark of both diseases is the relocalization of nuclear RNA-binding pro-
teins (RBP) into cytoplasmic aggregates. Defects in nuclear import and
aberrant phase separation appear to underlie RBP mislocalization and
aggregation and could potentially be targeted in future therapies.
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in den degenerierenden Gehirnregionen. Bei
den meisten ALS- und FTD-Patienten handelt
es sich hierbei um RNA-Bindeproteine (RBP),
vor allem TDP-43 (TAR DNA binding protein
of 43 kDa) und FUS (fused in sarcoma) [2].
TDP-43-Aggregate findet man in mehr als 95
Prozent aller ALS-Patienten und ca. 50 Pro-
zent aller FTD-Patienten. FUS-Aggregate
kommen in ca. zwei Prozent der ALS- und ca.
zehn Prozent der FTD-Patienten vor. Beide
RBP sind ubiquitir exprimiert, maBgeblich
an RNA-Prozessierung beteiligt (u. a. mRNA-
Splicing, RNA-Stabilitdt und -Transport) und
fungieren auBerdem bei der Reparatur von
DNA-Schiden [3]. Sie liegen normalerweise
tiberwiegend im Zellkern vor, in den betrof-

B Frontotemporale Demenz (FTD) und
amyotrophe Lateralsklerose (ALS) sind tod-
liche, bislang unheilbare Krankheiten. Bei
FTD, einer héufig noch vor dem 65. Lebens-
jahr auftretenden Demenz, degenerieren
Neurone im Stirn- und Schldfenlappen des
Gehirns, wodurch es zu einer fortschreiten-
den Verdanderung der Personlichkeit, des
Sozialverhalten und der Sprachfihigkeit
kommt (Abb. 1). Bei ALS sterben die fiir die
willkiirliche Steuerung der Muskulatur ver-
antwortlichen Motoneurone, was zu einer
zunehmenden Muskelschwéche und letztlich
einer vollkommenen Lihmung der Skelett-
muskulatur fiihrt. ALS- und FTD-Patienten
sterben in der Regel wenige Jahre nach der
Diagnose.

ALS und FTD sind Auspriagungen eines
flieBenden Krankheitsspektrums (Abb. 1,
[1]). Oft weisen FTD-Patienten milde ALS-
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FTD-Spektrum®. Beide Krankheiten iiberlap-
pen sich nicht nur hinsichtlich ihres klini-
schen Bilds, sie haben auch gemeinsame
genetische Ursachen und konnen die glei-
chen Proteinaggregate aufweisen (Abb. 1).
Wie in allen neurodegenerativen Erkrankun-
gen, findet man auch bei ALS- und FTD-Pati-
enten charakteristische Proteinablagerungen
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A Abb. 1: Das Krankheitsspektrum FTD /ALS - Krankheitsbild und molekulare Ursache. FTD und
ALS betreffen unterschiedliche Gehirnregionen (FTD: griin, ALS: blau), aber stellen ein kontinuier-
liches Krankheitsspektrum mit tiberlappender Symptomatik dar (oben/Mitte). Sie weisen die
gleichen cytoplasmatisch mislokalisierten und aggregierten RNA-Bindeproteine (RBP) auf (unten).
Abbildung wurde mit Biorender.com erstellt.
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A Abb. 2: Mislokalisation und Phasentrennung von FUS in Zellen und in vitro. Oben: Zellulére
Expression von EGFP-FUS in HeLa-Zellen. A, FUS ist normalerweise im Zellkern lokalisiert. B, ALS-
assoziierte Mutationen in der FUS-NLS fiihren zur cytoplasmatischen Mislokalisation. C, FUS wird
durch zusatzliche Stressstimuli in Stressgranula (SG) rekrutiert. Unten: In vitro-Experimente mit
rekombinantem MBP-FUS-EGFP (7 uM). D, Durch das MBP-Protein wird FUS-EGFP in L&sung
gehalten. E, Nach Abspaltung des MBP bildet FUS-EGFP durch Phasentrennung trépfchenartige
Strukturen. F, Diese wandeln sich durch Alterungsprozesse in groBflachige Aggregate um. MaB-

stabsbalken in um.

fenen Gehirnregionen von ALS- und FTD-
Patienten findet man sie jedoch in cytoplas-
matischen Aggregaten in Neuronen und
Gliazellen (Abb. 1). Man geht davon aus, dass
die mislokalisierten und aggregierten RBP
einerseits ihre essenziellen Funktionen im
Zellkern nicht mehr korrekt austiben (loss-of
function), andererseits im Cytoplasma eine
schéadliche Wirkung entfalten (gain-of-func-
tion) und es so zur neuronalen Dysfunktion
und Neurodegeneration kommt.

Gestorter Kernimport von
RNA-Bindeproteinen als
Krankheitsmechanismus

Die cytoplasmatische Ablagerung von TDP-
43 und FUS in FTD- und ALS-Patienten wur-
de erstmals 2006 bzw. 2009 beschrieben [2]
- seitdem wurde intensiv nach den zugrunde
liegenden molekularen Mechanismen
gesucht. Eine wichtige Erkenntnis lieferten
bei dieser Suche genetische Mutationen im
FUS-Gen, die zu familidrer ALS fiihren und
das Kernlokalisierungssignal (nuclear locali-
zation signal, NLS) von FUS so verdndern,
dass der Kernimport von FUS gestort wird
[4]. Dies fiihrt zur Akkumulation des mutier-
ten FUS-Proteins im Cytoplasma (Abb. 2A,
B). Die Starke des Kernimportdefekts korre-
liert mit dem klinischen Schweregrad, d. h.
FUS-NLS-Mutationen mit besonders starkem
Kernimportdefekt verursachen einen auBer-
gewoOhnlich frithen Krankheitsbeginn und

schnellen Krankheitsverlauf. Mausmodelle
mit FUS-NLS-Mutation entwickeln ebenfalls
ALS-Phédnotypen, was die Hypothese unter-
mauert, dass gestorter Kernimport von FUS
zur Degeneration von Motoneuronen fiihrt.
Inzwischen wurden auch in anderen Formen
von ALS und FTD (ohne FUS-Mutation) Ver-
anderungen und Storungen verschiedener
Kerntransportfaktoren beschrieben [5],
jedoch sind die molekularen Ursachen, die
diesen Verdanderungen zugrunde liegen, oft
noch nicht gut verstanden. Diese neuropatho-
logischen Befunde deuten darauf hin, dass
Storungen im Kerntransport ein allgemeiner
Krankheitsmechanismus in ALS und FTD
sein konnte, der zur cytoplasmatischen Mis-
lokalisation der krankheitstypischen RBP
fiihrt.

Stressgranula und abnormale
Phasentrennung von RNA-
Bindeproteinen

Wie aber kommt es zur Aggregation der cyto-
plasmatisch mislokalisierten RBP? Ein mog-
licher Weg scheint die Rekrutierung der RBP
in Stressgranula (SG) zu sein. Diese mem-
branlosen Organellen (MLO) bilden sich
unter zellularem Stress durch den Mechanis-
mus der Phasentrennung (liquid-liquid phase
separation) und enthalten zahlreiche RBP
sowie mRNAs. FUS liegt normalerweise liber-
wiegend im Zellkern vor und wird daher
unter Stress nicht oder nur wenig in SG rek-

rutiert; cytoplasmatisch mislokalisiertes FUS
dagegen reichert sich unter zellularem Stress
massiv in SG an (Abb. 2C, [4]). Interessanter-
weise enthalten pathologische FUS-und TDP-
43-Aggregate in ALS/FTD-Patienten auch
typische SG-Markerproteine, was darauf hin-
deutet, dass diese Aggregate sich aus SG
entwickelt haben konnten [4, 6].

In vitro-Rekonstitutionsexperimente haben
gezeigt, dass viele RBP, u. a. FUS und TDP-
43, bei physiologischen Konzentrationen
eine Phasentrennung durchlaufen und tropf-
chenartige Kondensate bilden (Abb. 2D, E,
[7]). Diese konnen sich durch Alterungspro-
zesse, Mutationen, verdnderte posttranslati-
onale Modifikationen (PTM) oder erhohte
Proteinkonzentration verfestigen (liquid-to-
solid transition) und fibrillare oder amorphe
unlosliche Aggregate bilden (Abb. 2F). Es
wird vermutet, dass solche abnormalen Pha-
seniibergdnge in SG oder anderen MLO mit
hoher RBP-Konzentration ablaufen und es so
zur Bildung pathologischer RBP-Aggregate
kommt. Dadurch wird vermutlich die Dyna-
mik und physiologische Funktion der RBP
sowie der MLO gestort und es kommt zur
Funktionsstorung und Degeneration der
betroffenen Zellen.

Kernimportrezeptoren und
posttranslationale Modifikationen
regulieren RBP-Lokalisierung und
-Léslichkeit

Wie oben beschrieben, sind effizienter Kern-
import von FUS und TDP-43 sowie eine
genaue Kontrolle der RBP-Phasentrennung
essenziell fiir die Funktion und das Uberle-
ben bestimmter Nervenzellen. Zwei wichtige
Regulatoren, die sowohl Kernimport als auch
Phasentrennung der beiden RBP kontrollie-
ren, sind Kernimportrezeptoren (auch
Importine oder Karyopherine genannt) und
PTM (Abb. 3). Importine binden RBP iiber
deren NLS und transportieren sie durch die
Kernporen in den Zellkern. Die Importin-
Bindung im Cytoplasma hélt die aggregati-
onsfreudigen RBP auBerdem in Losung und
verringert ihre Phasentrennung und Akku-
mulation in SG oder anderen MLO [8, 9].
Auch verschiedene PTM, wie Arginin-Methy-
lierung oder Phosphorylierung, kénnen die
Phasentrennung und MLO-Akkumulation der
beiden RBP effizient reduzieren [9, 10].

In ALS- und FTD-Patienten konnen sowohl
die Bindung von RBP an Importine als auch
die Kontrolle durch PTM gestort sein
(Abb. 3): Mutationen in der FUS-NLS storen
die Bindung von FUS an sein Importin und

BIOspektrum | 04.21 | 27.Jahrgang 4 Springer



367

fithren so zu Importdefekten und abnormaler
Phasentrennung des mutierten FUS-Proteins
[9]. Ebenso sind Importine und weitere Kern-
transportfaktoren pathologisch verdndert [5],
was zu dhnlichen RBP-Storungen fiihren
konnte. Das Fehlen bestimmter PTM (z. B.
Argininmethylierung von FUS oder Phospho-
rylierung von TDP-43), das in FTD/ALS-Pati-
enten auftritt [10], kdnnte ebenfalls die RBP-
Phasentrennung verdandern und so zu patho-
logischen Verdanderungen auf Ebene der RBP
und MLO beitragen.

Ausblick: Mégliche Therapieansatze
zur Behandlung der ALS und FTD

Ein genaues Verstandnis der molekularen
Pathomechanismen, die ALS und FTD
zugrunde liegen, ist unabdingbar fiir neue
Therapieansdtze zur Behandlung dieser fata-
len Erkrankungen. Die Mislokalisation und
abnormale Phasentrennung der krankheits-
assoziierten RBP abzumildern oder ganzlich
zu verhindern, sind wiinschenswerte Ziele,
die an den Wurzeln beider Krankheiten
ansetzen wiirden. Chemische Wirkstoffe, die
eine abnormale Phasentrennung und RBP-
Verfestigung verringern oder verhindern
(etwa durch Modulation essenzieller PTM),
konnten in neue Therapien einflieBen. Die
Bindung von Importinen an die betroffenen
RBP zu verbessern, ist ein weiterer vielver-
sprechender Behandlungsansatz, der gleich
an zwei wichtigen Pathomechanismen, dem
gestorten Kernimport und der abnormalen
Phasentrennung, ansetzen wiirde [8]. Es
bleibt zu hoffen, dass die Erkenntnisse aus
der molekularen ALS/FTD-Forschung
zukiinftig zu neuen Behandlungsmoglichkei-
ten filhren werden. |
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A Abb. 3: Kontrolle von RBP durch Kernimportrezeptoren und posttranslationale Modifikationen
(PTM) und Stérungen dieser Kontrollmechanismen in ALS/FTD. In gesunden Zellen binden Kern-
importrezeptoren an das RBP, importieren es in den Zellkern (1a) und unterdriicken seine Phasen-
trennung und die Bildung von RBP-Trépfchen (1b). Bestimmte posttranslationale Modifikationen
(PTM) am RBP unterdriicken ebenfalls die RBP-Tropfchenbildung (1c). In ALS und FTD kénnen
Mutationen im Kernlokalisationssignal (NLS) des RBP oder defekte Kerntransportfaktoren zu
reduziertem Kernimport des RBP fiihren (2a) sowie die Bildung von RBP-Trépfchen begiinstigen
(2b). Fehlende PTM kdnnen ebenfalls die RBP-Phasentrennung begiinstigen (2c). RBP-Trépfchen
konnen sich mit der Zeit in feste RBP-Aggregate verwandeln. Abbildung wurde mit Biorender.com
erstellt.
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