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Rationale des Projektes:
Die amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist eine fatale neurodegenerative Motoneuronerkrankung, fur

die zellulare Alterungsprozesse zunehmend als pathomechanistisch relevanter Kontext anerkannt
werden. In etwa 10 % der Falle liegt eine genetische Ursache vor, darunter die haufige C9orf72-
Repeatexpansion sowie die selteneren, aber durch einen schweren Phanotyp klinisch
herausstechenden FUS-Mutationen. Sowohl bei der FUS-ALS als auch bei der C9orf72-ALS sind
Uberlappungen mit zelluldren Alterungsphénotypen beschrieben, deren strukturelle Grundlagen auf
Ebene der Kernmechanik jedoch kaum untersucht sind. Die mechanische Integritat des Zellkerns
wird maBgeblich durch das Verhaltnis der Lamine A/C zu Lamin B1/B2 bestimmt: Im normalen
Alterungsprozess nimmt Lamin B1 ab, was zu Kerninstabilitat und irregularer Morphologie flhrt.
Eigene Vorarbeiten zeigen in FUS-ALS-Fibroblasten hingegen Hinweise auf erhdhtes Lamin B1 sowie
kleinere und rundere Kerne, was eine Kern-Hyperstabilisierung als gegenlaufigen Mechanismus
nahelegt. Zusatzlich beeinflussen Veranderungen im Aktinzytoskelett iber den LINC-Komplex direkt
Kernform und -steifigkeit, und Heterochromatin-Verlust, ein Kennzeichen des zellularen Alterns,
tragt zu weicheren Kernen bei. Inwiefern diese Parameter in FUS-ALS und C9orf72-ALS konvergieren
oder divergieren, ist bislang nicht systematisch untersucht. Dieses Projekt adressiert diese Lucke
anhand eines gut charakterisierten humanen Fibroblastenmodells, das das Altersspektrum von 2 bis
96 Jahren sowie zwei genetische ALS-Subtypen abbildet.
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Arbeitshypothesen:

e Zellulares Altern, FUS-ALS und C9orf72-ALS fiihren Uber unterschiedliche Mechanismen zu
charakteristischen, Subtyp-spezifischen Veranderungen der nukledren Steifigkeit, die sich in
Kernmorphologie, Lamin-Verhaltnissen und Chromatinkompaktierung unterscheiden.

¢ FUS-ALS-Fibroblasten zeigen im Unterschied zum physiologischen Altern eine Kern-
Hyperstabilisierung durch erhéhtes Lamin B1 und veranderte Heterochromatinorganisation.

e Storungen im perinuklearen Aktinnetzwerk tragen kausal zur veranderten Kernmechanik bei;
pharmakologische Aktin-Depolymerisation beeinflusst Kernmorphologie und Lamin-
Organisation in Alterung, FUS-ALS und C9orf72-ALS in unterschiedlichem AusmaB — mit
geringerer Reagibilitat steiferer Kerne (FUS-ALS) gegenuber solchen mit Alterungs-typischer
Lamin-B1-Reduktion.

Wichtigste Methoden zur Beantwortung der Hypothesen:

¢ Zellmodell: Humane Fibroblasten: Altersspektrum 2-96 Jahre, FUS-ALS, C9orf72-ALS

¢ Kernmorphologie und Lamin-Expression: Konfokale Immunfluoreszenz (Lamin A/C, B1, B2,
DAPI) mit automatisierter Quantifizierung der Kernmorphologie sowie Western Blots zur
Berechnung der Lamin-Ratios als MaRB flr die Kernsteifigkeit und H3K9me3 und H3K27me3 als
Marker fir Chromatinkompaktierung.

e Zytoskelett-Charakterisierung: Immunfluoreszenzfarbung fur F-Aktin (Phalloidin), Cofilin,
Profilin, Vimentin und a-Tubulin sowie Quantifizierung der perinuklearen
Zytoskelettorganisation

¢ Pharmakologische Intervention: Aktin-Depolymerisation mit Cytochalasin D und folgende
Analyse von Kernmorphologie, Lamin-Organisation und FUS-Lokalisation
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