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Kurzfassung 

Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist eine tödlich verlaufende, neurodegenerative 

Erkrankung, die durch den Verlust motorischer Neuronen gekennzeichnet ist. Die 

Überlebenszeit der Betroffenen beträgt in der Regel 3 bis 5 Jahre nach Ausbruch der 

ersten Symptome. Bislang stehen lediglich zwei Medikamente, Riluzol und Edavaron, zur 

Verfügung, die jedoch in ihrer Wirksamkeit insofern begrenzt sind, dass diese die 

Überlebenszeit der Patienten nur um wenige Monate verlängern. Aus diesem Grund ist es 

zwingend notwendig, einen neuen Wirkstoff zu entwickeln, der eine kausale ALS-Therapie 

ermöglicht, wodurch der Krankheitsverlauf nicht nur deutlich verlangsamt, sondern im 

besten Fall auch vollständig aufgehalten wird.   

In den vergangenen Jahren wurden vermehrt Mutationen im Gen codierend für die 

humane Superoxiddismutase 1 (hSOD1) identifiziert, die mit der ALS-Pathogenese 

assoziiert sind. In der Regel liegt hSOD1 als stabiles, dimeres Enzym mit verschiedenen 

posttranslationalen Modifikationen vor. So sind neben der Dimerisierung sowohl die 

Ausbildung einer intramolekularen Disulfidbrücke als auch die Insertion von Metallionen 

für die katalytische Aktivität und Stabilität des Proteins essentiell. Einige ALS-assoziierte 

Mutationen und/oder destabilisierende Faktoren begünstigen jedoch eine Fehlfaltung des 

Proteins, wobei der zugrunde liegende Pathomechanismus bisher nicht eindeutig 

identifiziert ist. Bisherige Studien weisen auf einen toxischen Funktionsgewinn von 

hSOD1 als Resultat der Proteinfehlfaltung und -aggregation hin. Die Tatsache, dass 

Aggregate bestehend aus fehlgefalteter, wildtypischer hSOD1 nicht nur bei Patienten mit 

familiärer ALS (fALS), sondern auch bei Patienten mit sporadischer ALS (sALS) sowie in 

einigen fALS-Fällen mit keiner vorliegenden SOD1-Mutation gefunden worden sind, lässt 

vermuten, dass die hSOD1-Fehlfaltung ein gemeinsamer Bestandteil des ALS-

Pathomechanismus ist. Aus diesem Grund stellt die Stabilisierung der nativen 

Konformation von hSOD1 mittels Peptidliganden einen vielversprechenden Ansatz zur 

Behandlung aller hSOD1-assoziierten ALS-Formen dar mit dem Ziel, die Bildung von 

toxischen hSOD1-Spezies zu reduzieren, wenn nicht sogar vollständig zu inhibieren. 

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurden Peptide mittels Phagendisplay 

identifiziert, die native hSOD1 binden und die einen Einfluss auf die hSOD1-Aggregation 

besitzen. Hierfür wurde zunächst ein Rekonstitutionsprotokoll mit der Verwendung von 

verschiedenen Methoden zur abschließenden Charakterisierung der rekonstituierten 

hSOD1 bezüglich der Konformation, Stabilität und Aktivität etabliert, welches die 

Herstellung von nativ gefalteter, rekombinanter hSOD1 mit der bisher höchsten 

publizierten enzymatischen Aktivität und mit nahezu vollständiger Metallionenbeladung 
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ermöglichte. Die nachfolgende Durchführung des Phagendisplay und die Einführung von 

geeigneten Kontrollselektionen, sowie die Analyse der resultierenden Proben mittels Next 

Generation Sequencing (NGS) und der in der Arbeitsgruppe Mohrlüder entwickelten 

Software Target Sequencing Analysis Tool (TSAT) führten anschließend zur 

Identifizierung von hSOD1-Peptidliganden. Insbesondere für das hier identifizierte Peptid 

S1VL-21 konnte eine mikromolare Bindungsaffinität zu nativer hSOD1 und ein 

konzentrationsabhängiger, reduzierender Einfluss auf die Bildung von hSOD1-Aggregaten 

in vitro gezeigt werden. Erste Analysen deuteten zudem darauf hin, dass die mit S1VL-21 

inkubierten und nach Aggregation verbliebenen hSOD1-Spezies auch in ihrer Größe 

reduziert sind und eine geringere Toxizität in Zellen aufweisen als Peptid-unbehandelte 

hSOD1-Aggregate. Die sequenzspezifische Wirksamkeit von S1VL-21 konnte ferner mit 

Hilfe von randomisierten Kontrollpeptiden, die eine geringere Bindungsaffinität zu nativer 

hSOD1 und kaum bis gar keinen Einfluss auf die hSOD1-Aggregation besitzen, 

demonstriert werden.   

Zusammengefasst liefert die hier vorliegende Arbeit nicht nur wichtige Bausteine zur 

Identifizierung von hSOD1-bindenden Peptiden, sondern auch erste wichtige Daten 

bezüglich einer potentiellen Leitsubstanz für die Entwicklung von hSOD1-assoziierten 

Therapeutika für die Behandlung von ALS. 
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Abstract 

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a fatal neurodegenerative disease characterized by 

the progressive degeneration of motor neurons. Death occurs typically within 3 to 5 years 

after symptom onset. Only two drugs, riluzole and edavarone, are currently available, that 

extend survival by only few months. Therefore, it is necessary to develop a new effective 

compound that enables a causal ALS therapy resulting in a significant deceleration or 

even in a total prevention of disease progression.   

In the past few years, mutations in the gene coding for the human superoxide dismutase 1 

(hSOD1) have been increasingly identified that are linked to ALS pathogenesis. Usually, 

hSOD1 exists as a stable, dimeric enzyme with several posttranslational modifications. 

Besides dimerization, both the formation of an intramolecular disulphide bridge and the 

insertion of metal ions are important for protein stability and activity. However, some ALS-

associated mutations and/or destabilizing factors promote misfolding and aggregation of 

hSOD1, whereas the underlying pathomechanism is still unclear. Some studies suggest a 

toxic gain of function of hSOD1 as a result of protein misfolding and aggregation. 

Interestingly, aggregates containing misfolded wild type hSOD1 have been found not only 

in patients with familial ALS (fALS) but also in patients with sporadic ALS (sALS) and in 

some fALS cases without SOD1 mutation leading to the hypothesis that hSOD1 

misfolding is a common part of the ALS pathomechanism. Thus, stabilizing the native 

conformation of hSOD1 by specifically binding peptide ligands to reduce or completely 

inhibit the formation of toxic hSOD1 species may be a promising approach for hSOD1-

related ALS therapy.  

In the present work, peptides were identified by phage display that bind native hSOD1 and 

interfere with hSOD1 aggregation. For this purpose, a reconstitution protocol was 

established, which allowed the preparation of natively folded recombinant hSOD1 with the 

highest enzymatic activity published so far and with almost complete metalation level. 

Therefore, several methods were used to characterize reconstituted hSOD1 regarding its 

conformation, stability, and activity. Subsequent phage display including control selections 

and the analysis of resulting samples by next generation sequencing (NGS) as well as by 

the target sequencing analysis tool (TSAT) – a software that was developed in the 

research group Mohrlüder – led to the identification of hSOD1 peptide ligands. Especially 

one identified peptide, S1VL-21, revealed a micromolar binding affinity to native hSOD1 

and a concentration-dependent reducing impact on the in vitro formation of hSOD1 

aggregates. Preliminary analyses suggested that hSOD1 species resulting from the 

incubation with S1VL-21 under hSOD1-aggregating conditions are also reduced in size 

and exhibit lower toxicity in cell culture experiments than non-treated hSOD1 aggregates. 
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The sequence-specific efficacy of S1VL-21 was further demonstrated by using 

randomized control peptides with lower binding affinity to native hSOD1 and less or none 

influence on the formation of hSOD1 aggregates.  

In summary, this work provides not only important tools for the identification of hSOD1-

binding peptides, but also first important data on a potential lead compound for the 

development of hSOD1-associated drugs for ALS treatment. 
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1 Einleitung 

1.1 Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) 

Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist eine tödlich verlaufende neurodegenerative 

Erkrankung des motorischen Nervensystems, die zur Degeneration der oberen und 

unteren Motoneuronen im primären Kortex, Hirnstamm und Rückenmark führt [1]. Der 

Begriff „amyotroph“ beschreibt dabei den eintretenden Muskelschwund aufgrund der 

Degeneration der entsprechenden Motoneuronen, was zu einer Schwäche der 

betroffenen Muskeln und zu sichtbaren Faszikulationen führt. „Lateralsklerose“ hingegen 

beschreibt die Verhärtung durch Gliose und somit die Degeneration der betroffenen 

Bereiche des anterioren und lateralen Kortikospinaltrakts, d.h. der Axone, die sich vom 

Gehirn bis zum Rückenmark erstrecken und die für die Übertragung der Signale zur 

Muskelbewegung wichtig sind [2]. ALS wurde erstmals im Jahre 1869 durch den 

französischen Neurologen Jean-Martin Charcot beschrieben [3]. Mit einer Inzidenz von 2,1 

und einer durchschnittlichen Prävalenz von 5,4 pro 100 000 Menschen [4] ist ALS die 

häufigste Erkrankung der Motoneuronen bei Erwachsenen [1]. Männer sind mit einem 

Verhältnis von 1,4:1 etwas häufiger betroffen als Frauen, was jedoch je nach Alter der 

Patienten variiert [5]. Unterschieden wird dabei zwischen der sporadischen (sALS) und der 

familiären Form von ALS (fALS). Zur Letzteren gehören ca. 10% aller ALS-Fälle, während 

in etwa 90% der Fälle keine familiäre Häufung zu beobachten ist [6]. Die familiäre Form tritt 

in der Regel im Vergleich zur sporadischen Form einige Jahre früher mit einem 

Durchschnittsalter von 56 Jahren auf und wird überwiegend autosomal dominant vererbt. 

Das mittlere Erkrankungsalter der sALS-Fälle liegt dagegen bei 62 Jahren [7]. Lediglich 5% 

der Fälle haben einen Erkrankungsbeginn vor dem 30ten Lebensjahr [8]. Das klinische 

Erscheinungsbild beider Formen lässt sich nicht unterscheiden, was auf einen 

gemeinsamen Pathomechanismus hindeutet [6].   

In beiden Fällen kommt es zu einer schnell fortschreitenden Degeneration der 

Motoneuronen beginnend im zentralen Nervensystem mit einhergehender Paralyse. Im 

Laufe der Erkrankung kommt es zu einem Verlust der motorischen Fähigkeiten darunter 

auch zu einer Beeinträchtigung der Sprech- und Schluckmuskulatur. Die Muskeln der 

Augen und Harnröhre sind von der Degeneration jedoch nicht betroffen [9]. Aufgrund der 

zunehmenden Muskelatrophie beträgt die Überlebenszeit der Betroffenen in der Regel 3 

bis 5 Jahre nach Ausbruch der ersten Symptome, wobei der Tod meistens durch die 

Paralyse der Atemmuskulatur verursacht wird [10]. Lediglich 10-20% der Patienten haben 

eine Überlebenszeit von mehr als 5 Jahren [11].    

Trotz weitverbreiteter Forschung ist bis heute kein Ansatz zur erfolgreichen Therapie der 

Erkrankung vorhanden. Der Behandlungsstandard bei ALS ist symptomatisch orientiert 
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und dient vor allem zur Erhaltung noch bestehender Funktionen und der Lebensqualität. 

Die einzigen zugelassenen Medikamente auf dem Markt zur ALS-Therapie sind Riluzol 

und Edaravon [12]. Riluzol, welches 1995 in den Vereinigten Staaten und 1996 in Europa 

zugelassen wurde, verlängert jedoch bei einigen Patienten die Überlebenszeit nur um bis 

zu 3 Monate [13] bei einer Einnahme in den ersten 6 Monaten der Therapie [14]. Riluzol soll 

dabei als Glutamat-Antagonist die überhöhte Reizung der Motoneuronen inhibieren [15]. 

Jedoch zeigten weitere Studien im Laufe der Jahre, dass Riluzol nur begrenzt einen 

Einfluss auf die Glutamat-Rezeptoren besitzt und dieser vermutlich auf einen bisher nicht-

vollständig aufgeklärten, komplexeren Wirkmechanismus zurückgeht [16], wodurch auch 

erklärt werden kann, dass andere Verbindungen wie Memantin, die das glutamaterge 

System beeinflussen, keine Wirksamkeit bei ALS-Patienten aufweisen [17]. Seit der 

Markteinführung von Riluzol wurden in den vergangenen Jahren über 60 potentielle 

Medikamente zur ALS-Behandlung getestet [13]. Viele dieser getesteten Substanzen 

basieren auf entzündungshemmenden, antioxidativen oder neuroprotektiven 

Mechanismen. Für die überwiegende Mehrheit konnte jedoch keine Wirksamkeit in 

klinischen Studien nachgewiesen werden [12].   

Im Jahre 2017 wurde ein neuer Ansatz zur ALS-Therapie mit der Markteinführung von 

Edaravon in Japan, Südkorea und in den Vereinigten Staaten gestartet. Edaravon wurde 

ursprünglich zur Behandlung von zerebralen Embolien in Japan zugelassen [12, 18]. Erst in 

einer zweiten klinischen Studie zur Behandlung von ALS wurde ein signifikanter, wenn 

auch geringer Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der Placebogruppe 

festgestellt [19, 20]. Auch wenn der genaue Wirkmechanismus der antioxidativen Substanz 

nicht bekannt ist, wiesen ALS-Patienten einen geringeren Funktionsverlust nach einer 

6-monatigen Behandlung mit Edaravon auf, jedoch war die begleitende Anwendung von 

Riluzol während dieser Studie erlaubt [20].   

Die Kombination aus verschiedenen Therapieansätzen kann zur Symptomlinderung und 

zur Verbesserung der Lebensqualität beitragen, dennoch ist trotz der weitverbreitenden 

Forschung eine Heilung der Erkrankung auch aufgrund fehlender Informationen bezüglich 

der Ursachen zurzeit nicht möglich und die bisher zugelassenen Medikamente zur ALS-

Therapie erhöhen die Lebenserwartung lediglich um nur wenige Monate. 
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1.1.1 Ätiologie und Pathomechanismus von ALS 

Die Ursache und der molekulare Pathomechanismus von ALS ist bis auf den Einfluss von 

genetischen Faktoren unklar. Neben der genetischen Prädisposition werden weitere 

Faktoren wie ein höheres Alter oder das Rauchen im Zusammenhang mit der ALS-

Pathogenese diskutiert. Erkenntnisse aus der klinischen Forschung und der 

Grundlagenforschung deuten auf einen komplexen Prozess mit multiplen zellulären, 

pathogenen Mechanismen, die sich gegenseitig nicht ausschließen müssen. Darunter 

zählen u.a. Störungen bzw. Beeinträchtigungen der RNA-Prozessierung, der Proteostase 

und des axonalen Transports. Aber auch Proteinaggregation, mitochondriale Dysfunktion, 

Excitotoxizität, oxidativer Stress und Neuroinflammation werden mitunter als 

Komponenten des komplexen Pathomechanismus von ALS benannt [8, 12] (Abbildung 1). 

 

Abbildung 1: Überblick einiger zellulärer, pathogener Prozesse, die im Zusammenhang des komplexen 
Pathomechanismus von ALS diskutiert werden. Hervorgehoben sind einige pathogene Prozesse, die zur 
Degeneration des hier schematisch dargestellten Motoneurons beitragen. So werden Excitotoxizität (1.), 
mitochondriale Dysfunktion und oxidativer Stress (2.), Beeinträchtigungen der RNA-Prozessierung (3.) und 
der Proteinhomöostase, sowie Proteinaggregation (4.), Neuroinflammation (5.) als auch eine Beeinträchtigung 
des axonalen Transportes (6.) mitunter als Komponenten des komplexen Pathomechanismus von ALS 
benannt [12]. 
Einige der hier verwendeten Objekte wurden von Servier Medical Art frei zur Verfügung gestellt und stehen unter einer 
Creative Commons Lizenz (CC BY 3.0; https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/deed.de). Die Objekte wurden 
modifiziert. 

 

Genetische Faktoren 

Während die meisten ALS-Fälle sporadisch auftreten, werden bei etwa 10% eine familiäre 

Häufung beobachtet. Nahezu alle dieser fALS-Fälle werden autosomal dominant 

vererbt [21]. In den letzten Jahren wurden dabei immer mehr Gene identifiziert, deren 

Mutationen in der ALS-Pathogenese beteiligt sind. Über 50% dieser Fälle werden durch 
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Mutationen in den Genen der Superoxiddismutase 1 (SOD1), chromosome 9 open 

reading frame 72 (C9ORF72), fused in sarcoma (FUS) und transactive response DNA 

binding protein 43 kDa (TDP-43) verursacht [22, 23]. Genetische Risikofaktoren werden 

jedoch auch bei sporadischen ALS-Fällen diskutiert, die etwa 90% aller ALS-Fälle 

ausmachen. Erste Zwillingsstudien führten zu einer Schätzung der Vererbbarkeitsrate der 

sALS auf 0,61 [24]. Trotz einiger Forschungen ist jedoch die Relevanz einer genetischen 

Prädisposition bei sALS-Patienten noch nicht eindeutig geklärt.  

 

Beeinträchtigung der RNA-Prozessierung 

Durch die Entdeckung von ALS-assoziierten Mutationen in RNA-Bindeproteinen rückte 

eine Beeinträchtigung der RNA-Prozessierung in den Fokus der Diskussion zur ALS-

Pathogenese. Viele dieser ALS-assoziierten RNA-Bindeproteine wie die im Nukleus-

lokalisierten Proteine TDP-43 und FUS sind u.a. an der Bildung von Stressgranula 

beteiligt [25-27]. Solche Stressgranula sind dynamische, membranlose Kompartimente, die 

im Cytoplasma unter zellulärem Stress wie Nährstoffmangel oder oxidativem Stress 

transient gebildet werden, um die Translation von spezifischen mRNAs zu verhindern. 

Durch die temporäre Inhibierung der Translation von nicht-essentiellen mRNAs wird das 

Überleben der Zelle gewährleistet und die RNA-Prozessierung wird fortgesetzt, sobald die 

Zelle keinen Stressbedingungen mehr ausgesetzt ist [28, 29]. Einige Studien weisen jedoch 

bei ALS-assoziierten Mutationen u.a. in FUS und TDP-43 auf eine Beeinträchtigung der 

RNA-Prozessierung und der Regulation von Stressgranula hin [26, 30]. Solche 

Stressgranula, die durch ALS-assoziierte Varianten der RNA-Bindeproteine gebildet 

werden, sind in ihrer Dynamik beeinträchtigt und verbleiben als unlöslicher Komplex, was 

wiederum eine vermehrte Akkumulation von weiteren RNA-Bindeproteinen in 

Stressgranula fördert und so zur Anhäufung von toxischen Aggregaten führt [29, 31]. So 

wurde beispielsweise anhand von Analysen postmortaler Gewebeproben eine Co-

Lokalisation von Stressgranula-Markern und TDP-43-Inklusionen [32] und eine Anhäufung 

von cytoplasmatischen Inklusionen bestehend aus FUS-Varianten im Rückenmark von 

ALS-Patienten gefunden [33], womit ein Zusammenhang einer Beeinträchtigung der RNA-

Prozessierung und der ALS-Pathogenese dargelegt wird. 

 

Proteinaggregation und Beeinträchtigung der Proteinhomöostase 

Histopathologische Merkmale sowohl bei sALS- als auch bei fALS-Patienten sind 

intrazelluläre Einschlusskörper in degenerierenden Neuronen und Gliazellen [8]. Viele 

ALS-assoziierte Mutationen in den Genen von SOD1, C9ORF72 oder TDP-43 führen zur 

Fehlfaltung und Aggregation der jeweiligen Proteine. Dabei wurden jene Proteinaggregate 
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in einigen Neuronen von ALS-Patienten vorgefunden [12]. Das Vorhandensein solcher 

vermehrten, unlöslichen Proteinaggregate u.a. in degenerierten Motoneuronen weist auf 

eine Störung der Degradationsprozesse - der Autophagie und des Ubiquitin-Proteasom-

Systems (UPS) - hin, die die Proteinhomöostase regulieren [12, 34]. Während der Prozess 

der Autophagie u.a. für die Degradation von cytoplasmatischen Organellen sowie 

langlebigen Proteinen verantwortlich ist [35], werden vor allem kurzlebige sowie lösliche 

Proteine [34] innerhalb des UPS-Signalweges für den Abbau durch Ubiquitinierung markiert 

bevor diese vom Proteasom erkannt und degradiert werden [36]. Es wurde eine erhöhte 

Autophagie-Aktivität, die mit der Menge an ALS-assoziierten Inklusionen korreliert [37], 

sowie Ubiquitin-markierte TDP-43-Inklusionen [38] in Neuronen von ALS-Patienten 

identifiziert. Auch wenn die Bedeutung von Proteinaggregation in der ALS-Pathogenese 

bekannt ist, ist der genaue Mechanismus hinsichtlich der Toxizität der Aggregate noch 

ungeklärt. Jedoch weist das vermehrte Auffinden von Ubiquitin-haltigen Aggregaten bei 

ALS-Patienten auf ein gestörtes bzw. überlastetes System zur Regulierung der 

Proteinhomöostase hin [12]. 

 

Beeinträchtigung des axonalen Transportes 

Axonaler Transport beschreibt den Transport von intrazellulären Substanzen wie z.B. von 

Proteinen, Lipiden oder auch Mitochondrien entlang des Axons eines Neurons und ist 

somit essentiell für die Aufrechterhaltung der Zellstruktur und deren Funktion [39, 40]. 

Während der axonale, anterograde Transport wichtig für die Versorgung der Synapsen 

mit beispielsweise neu-synthetisierten Proteinen ist, ist der retrograde Transport zum 

Zellsoma u.a. an der Beseitigung von fehlgefalteten oder aggregierten Proteinen aus dem 

Axon beteiligt [41]. Nicht selten werden Beeinträchtigungen des axonalen Transportes bei 

neurodegenerativen Erkrankungen beobachtet [42]. Histologische Untersuchungen mit 

postmortalen Gewebeproben zeigten eine abnormale Anhäufung von intrazellulären 

Bestandteilen wie z.B. von aggregierten Mitochondrien in einigen Neuronen von ALS-

Patienten [43]. Darüber hinaus gibt es weitere Studien mit SOD1-transgenen 

Mausmodellen, die eine Beeinträchtigung des axonalen Transportes als Teil der 

ALS-Pathologie belegen [44, 45]. 

 

Mitochondriale Dysfunktion und oxidativer Stress 

Oxidativer Stress wird als ein auslösender Faktor im Zusammenhang der ALS-

Pathogenese diskutiert [46, 47]. Die Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies, die vor 

allem in Mitochondrien als Nebenprodukt der Zellatmung gebildet werden, führt zur 

Schädigung von Makromolekülen und somit zum Zelltod [12]. Immunohistologische Studien 
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zeigten, dass biochemische Veränderungen wie Lipidperoxidation oder Glykooxidation 

von Proteinen in postmortalen Gewebeproben vermehrt in Motoneuronen des 

Rückenmarks von sALS-Patienten vorlagen [48]. Eine solche oxidative Schädigung durch 

freie Radikale bzw. durch einen abnormalen, oxidativen Metabolismus ist auf eine Störung 

der mitochondrialen Funktion zurückzuführen, welche wiederum u.a. durch aggregierende 

Produkte von ALS-assoziierten Genen verursacht wird [49]. Untersuchungen der 

Mitochondrien der Skelettmuskulatur von sALS-Patienten wiesen eine verminderte 

Aktivität des Komplexes I (NADH-Dehydrogenase) [50] und des Komplexes IV 

(Cytochrom-c-Oxidase) [51] der mitochondrialen Atmungskette auf. Des Weiteren wurden 

vermehrt Mutationen in mitochondrialer DNA im Rückenmark von ALS-Patienten 

gefunden [52], womit die Bedeutung der mitochondrialen Dysfunktion zur ALS-Pathologie 

verdeutlicht wird.  

 

Excitotoxizität 

Excitotoxizität ist ein pathophysiologischer Prozess, der durch andauernde Stimulation 

von Glutamat-Rezeptoren zur neuronalen Degeneration führt [9, 53]. Es wird vermutet, dass 

die erhöhte Freisetzung von Glutamat und somit die Überreizung der Glutamat-

Rezeptoren zu einem erhöhtem Calciumeinstrom in die Neuronen führt, was wiederum 

zum Tod der Nervenzelle führt [54]. Ein veränderter Glutamatspiegel ist jedoch bei ALS-

Patienten nicht allein für die Erkrankung verantwortlich. Auch wenn der Glutamatspiegel 

bei einigen ALS-Patienten erhöht ist [55, 56], ist der direkte Zusammenhang zur 

ALS-Pathologie umstritten, da klinische Studien zur Wirksamkeit von weiteren 

Medikamenten neben Riluzol mit anti-excitotoxischen Eigenschaften, wie z.B. Memantin, 

keinen Einfluss auf den Krankheitsverlauf von ALS-Patienten aufwiesen [12, 17, 53].  

 

Neuroinflammation 

Neuroinflammatorische Prozesse werden immer häufiger im Kontext der ALS-

Pathogenese diskutiert. Gekennzeichnet ist die Neuroinflammation u.a. durch die 

Aktivierung der Mikroglia und der damit verbundenen, vermehrten Freisetzung von 

inflammatorischen Zytokinen, was zum neuronalen Verlust führt [57]. Eine Anhäufung an 

Zytokinen wurde u.a. in der Cerebrospinalflüssigkeit und im Rückenmark von ALS-

Patienten gefunden [58, 59]. Des Weiteren zeigten auch in vivo-Studien mit Hilfe von 

bildgebenden Verfahren Hinweise auf eine übermäßige Aktivierung von Mikroglia bei 

ALS-Patienten [60, 61]. Dennoch scheiterten bisher immunmodulatorische ALS-Therapien 

mit neuroprotektiven Wirkstoffen wie Celexocib in klinischen Studien [13, 62]. 
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1.2 Humane Superoxiddismutase 1 (hSOD1) 

1.2.1 Physiologische Funktion und struktureller Aufbau von hSOD1 

Die Superoxiddismutase 1 (SOD1) ist ein ubiquitäres, antioxidatives Enzym und wurde 

erstmals durch Fridovich und McCord im Jahre 1969 beschrieben [63]. SOD1 ist vor allem 

im Cytosol, aber auch im Nukleus, in den Peroxisomen und im mitochondrialen 

Intermembranraum eukaryotischer Zellen als auch im periplasmatischen Raum 

bakterieller Zellen zu finden [64, 65].   

Das Gen der humanen SOD1 (hSOD1) ist auf dem Chromosom 21 lokalisiert und codiert 

für ein 32 kDa schweres, dimeres Metalloenzym [65]. Das Protein bindet je ein Kupfer- und 

ein Zinkion pro Monomer, die für die katalytische Aktivität bzw. Struktur wichtig sind. Die 

enzymatische Funktion von hSOD1 besteht darin, die Disproportionierung von zwei 

Hyperoxidanionen, welche als Nebenprodukt aus der zellulären Atmungskette resultieren, 

zu molekularem Sauerstoff und Wasserstoffperoxid zu katalysieren (Abbildung 2). Die 

Katalyse findet dabei in einem zweistufigen Prozess durch die Reduktion und 

anschließende Reoxidation des katalytisch aktiven Kupfers statt. Im ersten Schritt wird ein 

Hyperoxidanion durch Cu(II) oxidiert, wodurch molekularer Sauerstoff entsteht. Im zweiten 

Schritt wird dann das so reduzierte Cu(I) durch ein weiteres Hyperoxidanion wieder 

oxidiert und es entsteht Wasserstoffperoxid, welches anschließend von weiteren 

Enzymen wie von Katalasen reduziert wird. Das hochkonservierte Enzym dient somit zur 

Reduzierung des oxidativen Stresses in der Zelle [65-68]. 

 

Abbildung 2: Darstellung der Disproportionierungsreaktion der humanen Superoxiddismutase 1. 
hSOD1 katalysiert mit Hilfe des gebundenen Kupfers die Umwandlung von zwei Hyperoxidanionen (O2

-) zu 
molekularem Sauerstoff (O2) und Wasserstoffperoxid (H2O2). 
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Jede Untereinheit von hSOD1 besteht aus 153 Aminosäuren und zeichnet sich durch ein 

achtsträngiges β-Fass Strukturmotiv (Greek key β-barrel) mit je sieben Loops und einer 

kurzen α-Helix aus [64, 69-71] (Abbildung 3). Zwei dieser Loops, die auch als 

elektrostatischer Loop (Aminosäureposition 122-143) und Zink-Loop (Aminosäureposition 

49-84) bezeichnet werden, weisen dabei funktionell wichtige Eigenschaften auf. Diese 

sind für die Koordination der Metallionen und somit auch für die Substratumsetzung 

essentiell [72]. Der Zink-Loop (Loop IV) koordiniert das für die Struktur und Stabilität 

wichtige Zinkion, welches von den Aminosäuren His63, His71, His80 und Asp83 in einer 

tetraedrischen Geometrie gebunden wird [65]. Der elektrostatische Loop (Loop VII) besitzt 

mehrere geladene Aminosäuren, die die Weiterleitung des Substrates über 

elektrostatische Anziehung an das katalytisch aktive Zentrum ermöglichen [67]. In der 

oxidierten Form von Kupfer, Cu(II), fungiert die Imidazol-Gruppe des Histidins an 

Position 63 als zweiwertiger Ligand und verbindet die beiden in räumlicher Nähe 

vorliegenden Metallionen über Wasserstoffbrückenbindungen. Das Cu(II) nimmt hierbei 

eine fünffache Koordinierung ein und wird neben dem His63 zusätzlich von den 

Aminosäureresten His46, His48 und His120 und einem Wassermolekül gebunden. Im 

Zuge der katalysierten Reaktion wird die Bindung vom Kupfer zum His63 unterbrochen, 

wodurch das reduzierte Kupfer, Cu(I), in eine dreifache Koordinierung mit einer nahezu 

trigonalen planaren Bindungsgeometrie übergeht [64, 65, 73]. Dabei stabilisiert ein Netzwerk 

an Wasserstoffbrücken die Struktur um die Metallionen und verbindet die 

Metallbindungsregionen mit anderen funktionell wichtigen Regionen des Proteins. So 

werden beispielsweise die beiden Metallionen zusätzlich neben dem gemeinsamen 

Imidazolliganden über sekundäre Wasserstoffbrücken ausgehend vom Aspartat an 

Position 124 über das His46 und His71 miteinander verbunden [65]. Neben der 

Dimerisierung und der Insertion der Metallionen besitzt hSOD1 noch eine weitere 

posttranslationale Modifikation. In jeder Untereinheit wird zwischen den Aminosäureresten 

Cys57 und Cys146 eine intramolekulare Disulfidbrücke ausgebildet, die für intrazelluläre 

Proteine aufgrund der reduzierenden Bedingungen des Cytosols eher untypisch ist. Die 

intakte Disulfidbrücke ist dabei essentiell für die Struktur und Stabilität des Dimers [74, 75]. 

Durch die Ausbildung der Disulfidbrücke wird der Zink-Loop über das Cys57 an das 

zentrale β-Sandwich verankert [70, 74]. Darüber hinaus ist der erste Bereich des Zink-Loops 

(Position 50-54) Teil der Dimer-Grenzfläche [74]. Die Dimer-Grenzfläche wird dabei durch 

nicht-kovalente Wechselwirkungen wie Wasserstoffbrücken und hydrophobe 

Wechselwirkungen stabilisiert [65]. 
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Abbildung 3: Kristallstruktur des nativen hSOD1-Dimers mit den gebundenen Metallionen Kupfer 
(rosa) und Zink (hellcyan) (PDB Eintrag: 1HL5). Jedes Monomer besteht aus 153 Aminosäuren und 
zeichnet sich durch ein achtsträngiges β-Fass Strukturmotiv (Greek key β-barrel) mit 7 Loops und einer 
kurzen α-Helix aus. Die beiden funktionell wichtigen Loops, der Zink-Loop bzw. Loop IV und der 
elektrostatische Loop bzw. Loop VII, sind in Cyan bzw. Rot dargestellt. In Gelb sind die Positionen der beiden 
Cysteine Cys57 und Cys146 gezeigt, die eine intramolekulare Disulfidbrücke ausbilden, wodurch der Zink-
Loop an das zentrale β-Sandwich verankert wird. Hervorgehoben sind die Aminosäuren, die an der Bindung 
von Kupfer und Zink beteiligt sind. Das Zinkion wird von den Aminosäuren His71, His80, Asp83 (cyan) und 
His63 (beige) gebunden. In der oxidierten Form von Kupfer fungiert das His63 als zweiwertiger Ligand und 
bindet zusammen mit den Aminosäuren His46, His48 und His120 (rot) das Cu(II). Im Zuge der katalysierten 
Reaktion wird die Bindung des His63 zum Cu(I) unterbrochen [64, 65, 70].   
Die hier dargestellte Struktur von hSOD1 wurde mit Hilfe der Software PyMOL (PyMOL Molecular Graphics System, 
Version 2.0.5 Schrödinger, LLC) erstellt.  

 

Die zuvor genannten posttranslationalen Modifikationen wie die Insertion der Metallionen, 

die Ausbildung der intramolekularen Disulfidbrücke und die Dimerisierung sind für die 

Proteinfaltung und -stabilität von hSOD1 wichtig [76, 77] und führen dazu, dass das native 

Protein u.a. in 8 M Urea oder 1% SDS nicht denaturiert [65] und je nach Beladungszustand 

eine Schmelztemperatur bis zu 84 °C aufweist [78]. Der genaue Reifungsprozess zum 

vollständig prozessierten Holoenzym ist jedoch bisher nicht eindeutig geklärt. Es wird 

vermutet, dass im ersten Schritt der Prozessierung hSOD1 zunächst als Apoprotein 

apoSOD12SH, d.h. als Monomer ohne inserierte Metallionen und mit reduzierter 

Disulfidbrücke in Lösung vorliegt und Zink aufnimmt [76, 79]. Der Mechanismus zur 

Zinkinsertion selbst ist unbekannt, jedoch wird eine Beteiligung von Metallothioneinen 

vermutet [72, 80]. Die anschließende Kupferinsertion von E,Zn-SOD12SH zu Cu,Zn-SOD12SH 

und die nachfolgende Oxidation der Disulfidbrücke zu Cu,Zn-SOD1S-S wird durch die 

Beteiligung eines Chaperons ermöglicht. Das sogenannte SOD1-spezifische Chaperon 

Copper Chaperon for SOD1 (CCS), welches aus 3 essentiellen Domänen aufgebaut ist, 

formt einen transienten heterodimeren Komplex mit hSOD1, um dessen Reifung zu 

erleichtern [79, 81]. Die Domänen 1 und 3 der CCS sind sowohl an der Kupferbereitstellung 

und am Kupfertransport als auch an der Ausbildung der Disulfidbrücke beteiligt, während 
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die Domäne 2 eine 50%ige Sequenzidentität zu SOD1 aufweist und die Erkennung und 

Bildung des SOD1-CCS-Komplexes vermittelt [79]. Obwohl in den meisten Fällen CCS an 

dem korrekten Einbau des Kupfers und an der Ausbildung der Disulfidbrücke in hSOD1 

beteiligt ist [81, 82], wiesen Carroll et al. auch einen CCS-unabhängigen Mechanismus zur 

Prozessierung des hSOD1-Holoenzyms nach, welcher reduziertes Glutathion erfordert [83]. 

Auch wenn der genaue Mechanismus zur Reifung der nativen Konformation von hSOD1 

nicht abschließend aufgeklärt ist, sind die posttranslationalen Modifikationen von hSOD1 

für die Struktur und Stabilität von essentieller Bedeutung. 

 

1.2.2 hSOD1-assoziierte ALS 

Für die Ausbildung der nativen, enzymatisch aktiven Form von hSOD1 sind die zuvor 

genannten posttranslationalen Modifikationen wie die Insertion der Metallionen, die 

Ausbildung der intramolekularen Disulfidbrücke und die Dimerisierung essentiell und das 

vollständig prozessierte Holoenzym resultiert so in einem der thermostabilsten Proteine, 

die bisher beschrieben worden sind [78, 84-86]. Jedoch beinhaltet der bislang nicht eindeutig 

geklärte Reifungsprozess zur nativen Form von hSOD1 viele Zwischenschritte und der 

Verlust einer oder mehreren dieser posttranslationalen Modifikationen verringert die 

hSOD1-Stabilität erheblich. Einige Mutationen und/oder abweichende posttranslationale 

Modifikationen von hSOD1 werden dabei mit der ALS-Pathogenese assoziiert, wobei der 

zugrunde liegende Mechanismus der hSOD1-vermittelten Toxizität noch unklar ist [77, 87, 88]. 

Seit der Entdeckung der ersten ALS-assoziierten Mutation im SOD1-Gen durch Rosen im 

Jahre 1993 [89] wurden mehr als 185 Mutationen in sod1 identifiziert, die mit der ALS-

Pathogenese in Verbindung gebracht werden [90]. Bis auf wenige Ausnahmen handelt es 

sich dabei um missense-Mutationen, die in der Regel autosomal dominant vererbt 

werden [91]. Etwa 1-2% aller ALS-Fälle werden durch Mutationen im hSOD1-Gen 

verursacht [80, 92]. Von sod1-Mutationen betroffen sind dabei ca. 20% aller fALS-

Patienten [65, 91]. Viele ALS-assoziierten Mutationen beeinflussen die Reifung des 

Holoenzyms mit Auswirkung auf die Dimerisierung [93], Metallinsertion [94] und/oder 

Ausbildung der Disulfidbrücke [95]. So zeigten beispielsweise fALS-assoziierte Varianten 

von hSOD1 eine erhöhte Anfälligkeit gegenüber der Reduktion der intramolekularen 

Disulfidbrücke als die wildtypische Variante [95]. Je nach betroffener Punktmutation können 

sich die hSOD1-Varianten im Phänotyp, Krankheitsdauer und Schweregrad jedoch 

erheblich unterscheiden. So wird die A4V-Variante mit einer in den Extremitäten-

beginnenden aggressiven Form der ALS assoziiert [12, 96], während Patienten, die eine 

homozygote Form der weltweit am häufigsten vorkommenden D90A-Variante 

aufweisen [97], eine vergleichsweise langsam einsetzende Parese zeigen [98]. Dahingegen 

weist die heterozygote D90A-Variante eine deutlich schnellere Progression der 
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Erkrankung auf [97, 99]. Einige Varianten, die die Metallbinderegion von hSOD1 betreffen, 

zeigten zudem einen Verlust der enzymatischen Aktivität. Diese Erkenntnis führte zu einer 

ersten Hypothese, dass die Pathogenität der ALS-assoziierten hSOD1-Varianten durch 

einen Funktionsverlust (loss of function) induziert wird, was folglich zur Akkumulation von 

toxischen Sauerstoffspezies führt [100]. Weitere Studien führten jedoch zu der bis heute in 

der Wissenschaft favorisierten Theorie, dass ein weitaus komplexerer und bislang nicht 

eindeutig aufgeklärter Mechanismus vorliegt, der zu einem toxischen Funktionsgewinn 

(toxic gain of function) von mutierter hSOD1 führt [101]. So wiesen knock out-Mäuse, in 

denen das Gen für SOD1 stillgelegt wurde, keinen ALS-Phänotypen auf [102]. Stattdessen 

zeigten transgene Mäuse, die eine ALS-assoziierte hSOD1-Variante zusätzlich zur 

endogenen WT-SOD1 exprimierten, eine ALS-ähnliche Neurodegeneration und Paralyse 

mit SOD1-Inklusionen in den Astrozyten [103]. Analysen des Rückenmarks von weiteren 

SOD1-transgenen Mäusen belegten eine Anhäufung von SOD1-Aggregaten und wiesen 

einen Verlust der Motoneuronen auf [104, 105]. Auch die Feststellung, dass sowohl in fALS- 

als auch in sALS-Patienten hSOD1-Aggregate bestehend aus fehlgefalteter hSOD1 in 

den betroffenen Motoneuronen im Rückenmark vorgefunden worden sind, bestätigt die 

Annahme, dass es sich hierbei um einen toxischen Funktionsgewinn resultierend aus der 

hSOD1-Fehlfaltung und der hSOD1-Aggregation handelt, und dass die hSOD1-

Fehlfaltung ein Teil des ALS-Pathomechanismus ist [106, 107]. So führt der Verlust einer 

oder mehrerer posttranslationaler Modifikationen zur Destabilisierung der nativen 

Konformation von hSOD1 und das so entstehende Apo-Enzym weist eine deutliche 

Reduzierung der thermalen Stabilität auf. Es wurde zudem gezeigt, dass das Apo-

Monomer als Vorläufer der Aggregation gilt [108, 109]. Auch wenn keine Mutation vorliegt, 

kann aufgrund des Entzugs von Metallionen, der Reduktion der Disulfidbrücke und/oder 

oxidative Modifikation wildtypische hSOD1 in unlösliche Aggregate in vitro fehlfalten [110]. 

So zeigten Arnesano et al., dass der Entzug der Metallionen, insbesondere des Zinkions, 

zu einer drastischen Destabilisierung des Proteins führt [84]. Tatsächlich waren 

Motoneuronen isoliert aus dem Rückenmark von einigen ALS-Patienten, die keine SOD1-

Mutation, sondern wildtypische hSOD1 aufwiesen, gegenüber einem spezifischen 

Antikörper gegen fehlgefaltete SOD1 immunreaktiv [107, 111, 112]. Darüber hinaus zeigten 

Graffmo et al., dass die Überexpression von wildtypischer hSOD1 in transgenen Mäusen 

zu einer Ausprägung eines ALS-Phänotyps führte [113]. Mit in vitro-Studien und 

Zellkulturexperimenten wurde zudem nachgewiesen, dass fehlgefaltete hSOD1 nicht nur 

die Aggregation von weiteren mutierten hSOD1-Spezies, sondern auch von wildtypischer 

hSOD1 induzieren kann [114, 115]. Ferner wurde gezeigt, dass sich mutierte, aggregierte 

hSOD1 Prion-artig intrazellulär verbreiten kann, indem es die toxische Fehlfaltung von 

endogener SOD1 induziert [116]. Es wird vermutet, dass sich hSOD1-Spezies, die von 
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Neuronen und Gliazellen sezerniert werden, über die Cerebrospinalflüssigkeit (CSF) auf 

das zentrale Nervensystem ausbreiten [117]. Tatsächlich ist hSOD1 ein Bestandteil des 

CSF und auch wenn bisher kein Unterschied in der Menge an fehlgefalteter hSOD1 

zwischen ALS-Patienten und gesunden Probanden festgestellt werden konnte [118], so 

konnte die Degeneration von einer Motoneuronen-ähnlichen Zelllinie mittels der Zugabe 

der aus sALS-Patienten isolierten Cerebrospinalflüssigkeit induziert werden [119]. Tokuda 

et al. wiesen zudem nach, dass auch wildtypische hSOD1 eine fehlgefaltete Konformation 

im CSF von sALS-Patienten einnehmen kann [117]. Interessanterweise wurden auch 

Aggregate bestehend aus fehlgefalteter, wildtypischer hSOD1 nicht nur bei sALS-

Patienten, sondern auch bei fALS-Patienten mit keiner vorliegenden SOD1-Mutation 

gefunden [114, 120], wodurch die Hypothese bekräftigt wird, dass toxische Varianten der 

wildtypischen hSOD1 resultierend aus der Destabilisierung und Fehlfaltung der nativen 

Konformation Teil des ALS-Pathomechanismus sind. Ob nun die finalen Proteinaggregate 

und/oder auch die löslichen Zwischenstufen der fehlgefalteten Form von hSOD1 toxisch 

sind, ist in der Literatur ein kontroverses Thema [108, 121-123]. Rakhit et al. zeigten, dass die 

oxidative Schädigung der wildtypischen hSOD1 in vitro unter physiologischen 

Bedingungen zu einer Destabilisierung und Aggregation des Proteins führt. Dabei zeigten 

sie, dass sowohl mutierte als auch wildtypische hSOD1 vor der Aggregation in ein 

fehlgefaltetes, monomeres Zwischenprodukt dissoziiert [108]. Auch in vivo Daten wiesen 

auf monomere, fehlgefaltete hSOD1 in transgenen Mäusen und in fALS-Fällen mit SOD1-

Mutation hin [124, 125]. Dahingegen wurde monomere, fehlgefaltete hSOD1 in sALS- und 

fALS-Fällen ohne vorliegende SOD1-Mutation bislang nicht detektiert [123, 125].  

Wenn auch die genaue Bedeutung der toxischen Varianten von hSOD1 bzw. der 

zugrunde liegende Pathomechanismus bisher nicht eindeutig geklärt sind, deutet das 

Vorfinden von fehlgefalteter hSOD1 auch bei ALS-Fällen mit keiner vorliegenden SOD1-

Mutation auf einen gemeinsamen Pathomechanismus hin und verweist so auf eine 

zentrale Rolle der hSOD1-Fehlfaltung und deren Aggregation in der ALS-

Pathogenese [126]. 
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1.2.3 Stabilisierung der nativen hSOD1-Konformation als Ansatz zur 

Behandlung der hSOD1-assoziierten ALS 

Mehrere Erkenntnisse der letzten Jahre verdeutlichen die Beteiligung der hSOD1-

Fehlfaltung und dessen Aggregation durch Destabilisierung an der hSOD1-assoziierten 

ALS-Pathogenese [108, 114, 115, 117]. Aus diesem Grund ist die Stabilisierung der nativen 

hSOD1-Konformation ein vielversprechender Ansatz zur Behandlung der hSOD1-

assoziierten ALS-Erkrankung, um so die Bildung von toxischen hSOD1-Spezies zu 

verringern, wenn nicht sogar zu verhindern.   

Ein ähnlicher Ansatz wurde bereits in der Transthyretin (TTR)-assoziierten Amyloidose 

verfolgt. Es wurde gezeigt, dass das tetramere Protein vor der Fehlfaltung und 

Aggregation in Monomere dissoziiert [127]. Die Bindung kleiner, spezifischer Moleküle 

führte jedoch zur Stabilisierung der nativen Konformation des Proteins und erhöhte die 

kinetische Barriere zur Tetramerdissoziation, wodurch die Amyloidose in vitro verhindert 

werden konnte [128, 129]. Einige Studien wiesen zudem auch in vivo einen Effekt hinsichtlich 

der Stabilisierung des nativen TTR-Konformationszustandes nach [130, 131]. Zur 

Identifizierung solcher Liganden zur Stabilisierung der nativen Konformation von hSOD1, 

haben Ray et al. Computersimulationsexperimente durchgeführt und waren in der Lage, 

kleine Moleküle zu finden, die dimere hSOD1 binden und stabilisieren [132]. Mit 

in vitro-Experimenten konnte bereits ein stabilisierender Effekt einiger dieser Moleküle 

gegenüber der A4V-Variante mit Einfluss auf deren Aggregation gezeigt werden [133].   

In den letzten Jahren rückten Peptide immer mehr in den Fokus zur Anwendung als 

potentielle Pharmazeutika [134, 135]. Therapeutische Peptide, die im Allgemeinen als 

Moleküle mit weniger als 50 Aminosäuren definiert werden [136, 137], können aus mehreren 

Quellen gewonnen werden [134]. So können diese von den natürlich vorkommenden 

Peptidhormonen oder von Fragmenten größerer Proteine, die von Pflanzen oder vom 

Menschen selbst produziert werden, abgeleitet werden, als auch aus rekombinanten oder 

chemischen Bibliotheken isoliert werden [134, 136]. Dabei weisen Peptide gegenüber kleinen 

Molekülen (small molecules) und gegenüber größeren Biopharmaka einige Vorteile auf. 

Während kleine Moleküle mit einem Molekulargewicht von weniger als 500 Da eine 

geringere Selektivität zum Zielprotein aufweisen, besitzen Biopharmaka (>5000 Da) den 

Nachteil, dass diese mit erhöhten Herstellungskosten verbunden sind und in der Regel als 

Therapeutika oral nicht bioverfügbar sind und intravenös verabreicht werden müssen. 

Dahingehen besitzen therapeutische Peptide das Potenzial, die Vorteile der beiden zuvor 

beschriebenen Klassen zu vereinen, wie die Spezifität von Biopharmaka kombiniert mit 

einer geringeren Molekülgröße und niedrigeren Produktionskosten [137]. Zudem zeigt die 

Anwendung in Menschen eine hohe Sicherheit und Verträglichkeit, sodass Peptide einen 

geeigneten Ausgangspunkt für die Entwicklung von potentiellen Therapeutika 
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darstellen [135]. Jedoch besitzen therapeutische Peptidkandidaten bestehend aus 

L-Aminosäuren den Nachteil, dass sie im Allgemeinen empfindlicher gegenüber 

Proteasen sind und so eine geringere Halbwertszeit aufweisen [138]. Im Gegensatz dazu 

besitzen Peptide, die aus D-Aminosäuren aufgebaut sind, eine erhöhte Stabilität 

gegenüber der Proteolyse [139], was wiederum in einer erhöhten Bioverfügbarkeit 

resultieren kann.   

Die Wirksamkeit von D-Peptiden wurde bereits am Beispiel von Aβ(1-42), dessen toxische 

Spezies an der Pathogenese der Alzheimerschen Demenz beteiligt sind, erfolgreich 

demonstriert. Mit Hilfe eines spezifischen D-Peptids, des RD2, konnte die Bildung von 

toxischen Aβ-Spezies reduziert werden. In vitro-Daten zeigten, dass das Peptid in der 

Lage ist, monomeres Aβ(1-42) zu binden und die Bildung von Aβ-Fibrillen 

konzentrationsabhängig zu inhibieren. Zusätzlich wurden mit Hilfe des Peptids bereits 

bestehende toxische Oligomere aufgelöst [140] und Mausstudien belegten ebenfalls eine 

signifikante Reduktion von toxischen Aβ-Oligomeren, sowie eine Verbesserung der 

kognitiven Eigenschaften bei Verabreichung des Peptids [140-142].   

Somit stellt zusammenfassend die Stabilisierung der nativen Konformation von hSOD1 

durch Peptidliganden einen vielversprechenden Ansatz zur ALS-Therapie dar, bei der die 

Bildung von toxischen hSOD1-Spezies reduziert bzw. ganz verhindert werden soll 

(Abbildung 4). 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Strategie zur Behandlung der hSOD1-assoziierten ALS 
durch die Stabilisierung der nativen Konformation von hSOD1 mittels Peptidliganden. Mutationen 
und/oder posttranslationale Modifikationen wie z.B. Oxidation und/oder der Entzug der Metallionen (Cu: rot 
und Zn: blau) führen zur Destabilisierung der nativen Konformation von hSOD1 und zur hSOD1-Fehlfaltung, 
die in der Bildung von hSOD1-Oligomeren und hSOD1-Aggregaten resultiert. Diese toxischen hSOD1-
Spezies sind an der hSOD1-assoziierten ALS-Pathogenese beteiligt. Durch die Bindung von Peptidliganden 
(gelb) der nativen Konformation von hSOD1 soll trotz destabilisierenden Bedingungen das Holoenzym in 
seiner nativen Konformation stabilisiert und so die Bildung von toxischen hSOD1-Spezies verringert bzw. 
verhindert werden.  
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1.3 Phagendisplay 

Zur Identifizierung geeigneter Peptidliganden, die in der Lage sind, ein Zielmolekül zu 

binden, findet die Methode Phagendisplay ihre Anwendung. Phagendisplay beschreibt 

eine biotechnologische Methode, bei der rekombinante Bibliotheken bestehend aus 

Peptiden, Proteinen oder Proteinfragmenten auf der Oberfläche von Bakteriophagen 

(kurz: Phagen) präsentiert werden [143, 144].   

Phagendisplay besitzt viele Anwendungsmöglichkeiten u.a. in der Analyse von Protein-

Protein- oder Protein-Peptid-Interaktionen [145], in der Entwicklung von Impfstoffen [146] 

oder in der Identifizierung von Enzyminhibitoren [147]. Darüber hinaus wird mittels 

Phagendisplay eine schnelle Identifizierung von Bindungspartnern eines Zielproteins 

ermöglicht [148], die die biochemischen Eigenschaften des Targets beeinflussen können. 

Eine Bindung von Peptidliganden an allosterische Bindetaschen oder an das aktive 

Zentrum des Proteins kann beispielsweise zur Erhöhung der Proteinstabilität führen [149]. 

Aus diesem Grund sind mittels Phagendisplay identifizierte Peptide von großer Bedeutung 

vor allem in der Entwicklung von Therapeutika.  

Insbesondere der filamentöse Phage M13, der die Aufnahme von fremder DNA ins eigene 

Genom toleriert, wird für das Phagendisplay verwendet. Der Phage M13 besteht aus einer 

einzelsträngigen DNA mit einer Größe von 6407 nt und neun Genen [150], die für 11 

verschiedene Proteine codieren. Fünf der Proteine sind Hüllproteine, während die 

restlichen Proteine an der Replikation und Assemblierung des Phagens beteiligt sind [151]. 

Das Hüllprotein pVIII umgibt mit etwa 2700 Einheiten die DNA, während die Hüllproteine 

pVII und pIX am distalen Ende bzw. pIII und pVI am proximalen Ende des Phagens in fünf 

Kopien vorliegen [151] (Abbildung 5, A). Durch die Fusion der randomisierten DNA-

Sequenzen der Peptidliganden mit dem Gen eines der Hüllproteine des Phagens entsteht 

eine direkte Verbindung zwischen Genotyp und Phänotyp [152]. Die Fusion erfolgt meistens 

über das Hüllprotein pIII oder pVIII. Die Verwendung des Haupthüllproteins pVIII 

ermöglicht eine Präsentation der Fusionspartner in tausender Ausführung, besitzt jedoch 

den Nachteil, dass nur kurze Peptidsequenzen bestehend aus 6 bis 7 Aminosäuren ohne 

Cysteine integriert werden können, da sonst die Assemblierung des Phagens behindert 

wird. Am häufigsten wird daher das Hüllprotein pIII am proximalen Ende des Phagens zur 

Integration der Peptidsequenzen verwendet, welches die Präsentation auch von größeren 

Liganden in fünffacher Ausführung erlaubt [152, 153]. Die Klonierung der randomisierten 

DNA-Sequenzen in das Leseraster des Gens codierend für eines der Hüllproteine 

ermöglicht so die Präsentation von Peptidbibliotheken auf der Phagenoberfläche. Die 

Nutzung einer von Phagen-präsentierenden Peptidbibliothek erlaubt folglich die 

Präsentation verschiedener Peptidvarianten und das Screening nach geeigneten 

Bindungspartnern in kurzer Zeit [152]. Hierfür wird das zu untersuchende Zielprotein auf 
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einer festen Oberfläche immobilisiert und mit der Phagenbibliothek inkubiert. Durch 

mehrere Waschschritte werden ungebundene Phagen entfernt. Phagen, die an das 

Zielprotein binden, werden durch geeignete Pufferbedingungen eluiert und durch die 

Infektion von Bakterienzellen amplifiziert (Abbildung 5, B). Der Bakteriophage M13 gehört 

zu den filamentösen Phagen, der gramnegative Bakterien infizieren kann, die einen 

Fertilitätsfaktor (F-Plasmid) tragen. Durch die Bildung des sogenannten F-Pilus wird die 

Konjugation zwischen dem Bakteriophagen und der Bakterienzelle ermöglicht [154]. 

Innerhalb des geeigneten Wirtsorganismus wird anschließend die einzelsträngige 

Phagen-DNA zusammen mit der fusionierten Nukleotidsequenz des jeweiligen Peptides 

amplifiziert [151]. Da die randomisierte DNA-Sequenz der potentiellen Liganden in das 

Phagengenom integriert ist, ist schließlich eine Identifizierung der entsprechenden 

Peptidsequenz durch Sequenzierung der isolierten Phagen-DNA möglich. Die 

Durchführung mehrerer Selektionsrunden ermöglicht dabei die Selektion von 

Peptidvarianten, die aufgrund einer höheren Bindungsaffinität zum Zielprotein unter den 

gegeben Bedingungen einen Selektionsvorteil gegenüber jenen Phagen besitzen, deren 

Peptid weniger affin an das Zielprotein bindet. Geeignete Kontrollselektionen ermöglichen 

darüber hinaus eine deutlich effizientere Beurteilung des Selektionserfolges und 

erleichtert ferner die Identifizierung von Target-bindenden Peptiden gegenüber jenen 

Peptiden, die sich beispielsweise aufgrund einer Affinität zu der für die Target-

Immobilisierung verwendeten Oberfläche angereichert haben [155]. 

 

Abbildung 5: Schematischer Aufbau des filamentösen Bakteriophagen M13 und Skizzierung einer 
Phagendisplay-Selektion. A. Das Genom des Phagen M13 codiert für 11 Proteine, von denen fünf 
Hüllproteine sind. Die einzelsträngige DNA ist umgeben von mehreren Tausend Kopien des Hüllproteins pVIII. 
Die Hüllproteine pVII und pIX am distalen Ende bzw. pVI und pIII am proximalen Ende des Phagens liegen in 
fünffacher Ausführung vor. B. Die Peptidliganden werden auf der Oberfläche des Bakteriophagen M13 durch 
die Fusion der randomisierten DNA-Sequenz mit dem Gen des Hüllproteins pIII präsentiert. Dabei weist jeder 
Phagenklon eine fünffache Präsentation einer bestimmten Peptidvariante auf (hier einfachheitshalber in 
zweifacher Aufführung dargestellt). Die Peptidbibliothek wird mit einem auf einer festen Oberfläche 
immobilisiertem Zielprotein inkubiert. Ungebundene Phagen werden durch stringentes Waschen entfernt. Die 
an das Zielprotein gebundenen Phagen werden eluiert und die so isolierten Phagen werden in einem 
geeigneten Wirtsorganismus amplifiziert, um anschließend in einer weiteren Selektionsrunde eingesetzt bzw. 
hinsichtlich der Peptidsequenzen analysiert zu werden. 
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1.3.1 Prozessierung der selektierten Peptide  

Zur Vermeidung des proteolytischen Abbaus stehen Peptide bestehend aus 

D-Aminosäuren immer mehr im Fokus bei der Entwicklung von Therapeutika, da diese 

resistent gegenüber proteolytischem Abbau sind und somit eine erhöhte Bioverfügbarkeit 

im Vergleich zu L-Peptiden aufweisen. Das Spiegelbild-Phagendisplay ermöglicht die 

Identifizierung solcher D-enantiomeren Peptide [156]. Ähnlich zur klassischen Variante (1.3) 

wird das Zielprotein an eine feste Oberfläche immobilisiert und mit Hilfe einer 

Phagenbibliothek bestehend aus L-Peptiden nach geeigneten Bindungspartnern 

selektiert, jedoch liegt hier das Target als D-Enantiomer vor [157]. Das D-Enantiomer der 

isolierten L-enantiomeren Peptidliganden wird anschließend synthetisch hergestellt und 

die Interaktion mit der natürlichen L-Variante des Zielmoleküls wird durch 

Bindungsstudien verifiziert.   

In einigen Fällen ist die Identifizierung geeigneter Peptidliganden mittels der Spiegelbild-

Phagendisplay-Methode jedoch aufgrund der Größe des Zielmoleküls nicht möglich. Hier 

muss das Target zunächst chemisch synthetisiert werden und gewöhnlich stellen Proteine 

mit einer Länge von über 50-60 Aminosäuren auch unabhängig der Stereochemie eine 

Herausforderung in der chemischen Synthese dar [158]. Darüber hinaus weisen viele 

Zielproteine eine Struktur auf, deren korrekte Faltung unter Umständen nach der 

chemischen Synthese erst in vitro rekonstituiert werden muss.   

Durch die Einführung der Synthese von retro-inversen D-Peptiden durch Chorev und 

Goodman im Jahre 1979 [159] können auch die mittels Phagendisplay selektieren 

L-Peptide hinsichtlich ihrer klinischen Parameter optimiert werden. Retro-inverse 

D-Peptide sind aus den gleichen Aminosäuren wie die entsprechenden L-Peptide 

aufgebaut, jedoch liegen diese in der D-enantiomeren Form in entgegengesetzter Abfolge 

vor (Abbildung 6). Die Verwendung von D-Aminosäuren resultiert in einer erhöhten 

Bioverfügbarkeit von therapeutisch eingesetzten Peptiden, welche sich aus der in 

D-Peptiden im Vergleich zu L-Peptiden erhöhten Resistenz gegenüber proteolytischer 

Degradation ergibt [160]. Aufgrund der hohen Äquivalenz der Seitenkettentopologie des 

retro-inversen D-Peptids zum L-Leitpeptid werden ähnliche Bindungsaffinitäten zum 

Zielmolekül der Isomere vermutet [161]. So wiesen bereits einige Studien eine 

Verbesserung der Bioverfügbarkeit und Wirksamkeit retro-inverser D-Peptide nicht nur 

gegenüber des L-Leitpeptids [162], sondern auch gegenüber der klassischen D-Variante 

auf, bei der die L-Aminosäuren des Ursprungspeptides lediglich in die D-enantiomere 

Form umgewandelt und nicht zusätzlich deren Abfolge umgekehrt wurde [163]. Weitere 

Modifikationen des C- und N-Terminus der retro-inversen D-Peptide können zusätzlich zu 

einer erhöhten Stabilität führen. Durch Acetylierung des N-Terminus und durch 

Amidierung des C-Terminus wiesen die so modifizierten Peptide beispielsweise eine 
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geringere Anfälligkeit gegenüber Amino- und Carboxyexopeptidasen auf [164, 165]. Darüber 

hinaus ist das synthetisch hergestellte, modifizierte, retro-inverse D-Peptid dem 

ursprünglichen L-Peptid, welches während des Phagendisplays C-terminal mit dem 

Phagen konjugiert ist und folglich keine Ladung am C-Terminus aufweist, nicht nur wie 

zuvor beschrieben hinsichtlich der Seitenkettentopologie, sondern auch der Nettoladung 

an den Endgruppen aufgrund der Modifikationen am ähnlichsten [166]. Die Verwendung 

von Endgruppen-modifizierten, retro-inversen D-Peptiden weist somit einige Vorteile 

gegenüber der klassischen L- oder D-Variante bezüglich der Bioverfügbarkeit und 

Wirksamkeit in der Entwicklung von therapeutischen Wirkstoffkandidaten, die auf eine 

Stabilisierung der nativen Konformation des Zielmoleküls zielen, auf. 

 

Abbildung 6: Mögliche Strukturtransformationen und Modifikationen am Beispiel eines selektierten 
Tetrapeptides zur Optimierung der Bioverfügbarkeit und Wirksamkeit (modifiziert nach Chorev 
2005 [166]). Das Peptid liegt zunächst als L-Enantiomer vor (A), welches ursprünglich C-terminal mit dem 
Phagen konjugiert ist und somit während des Phagendisplays, anders als hier abgebildet, keine Ladung am 
C-Terminus aufweist. Das selektierte L-Peptid wird anschließend in die D-enantiomere Form (B) umgewandelt 
und durch Umkehrung der Aminosäurenabfolge liegt das Tetrapeptid als retro-inverses D-Peptid vor (C), 
dessen Endgruppen (grün: angefügtes Diamin am C-Terminus und Acetylgruppe am N-Terminus) modifiziert 
werden (D).  
Die Strukturformeln wurden mit Hilfe der Software ChemDraw Professional 16.0 gezeichnet. 
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2 Zielsetzung  

Einige Mutationen und/oder posttranslationale Modifikationen von hSOD1 führen zur 

Destabilisierung und begünstigen eine Fehlfaltung des Proteins. Es wurden Aggregate, 

die fehlgefaltete hSOD1 enthielten, im Rückenmark von sALS- aber auch fALS-Patienten 

mit keiner vorliegenden hSOD1-Mutation gefunden. Dies führt zu der Hypothese, dass die 

hSOD1-Fehlfaltung Teil des ALS-Pathomechanismus ist. Um zu untersuchen, ob die 

Destabilisierung des hSOD1-Holoenzyms entscheidend für die ALS-Pathogenese ist, ist 

zu überprüfen, ob die Stabilisierung der nativen hSOD1-Konformation durch spezifisch 

bindende Liganden in der Lage ist, die hSOD1-Aggregation zu stören. Solche Liganden 

sollen dann die Bildung von hSOD1-Aggregaten sowohl in vitro als auch in vivo inhibieren 

und so den Krankheitsverlauf von ALS verzögern, wenn nicht sogar verhindern.  

Das übergeordnete Ziel der hier vorliegenden Arbeit ist die Stabilisierung der nativen 

hSOD1-Konformation mittels Peptidliganden zur ALS-Therapie. Hierfür wurde zunächst 

die heterologe Expression von hSOD1 in E. coli und eine anschließende in vitro 

Rekonstitution zum Erhalt des vollständig prozessierten Holoenzyms etabliert. Der native 

Konformationszustand der rekonstituierten hSOD1 wurde anschließend mit Hilfe 

verschiedener Experimente zur Charakterisierung bezüglich der Faltung, Stabilität und 

Aktivität bestätigt. Die Selektion von hSOD1-bindenden Peptidliganden wurde mittels 

Phagendisplay ermöglicht. Dabei wurde die Methode durch weitere Kontrollselektionen 

erweitert und durch die Verwendung von Next Generation Sequencing (NGS) optimiert. 

Darüber hinaus wurde eine in der Arbeitsgruppe Mohrlüder entwickelte Software namens 

Target Sequencing Analysis Tool (TSAT) entwickelt, die eine effiziente Auswertung der 

resultierenden NGS-Daten u.a. durch die Verwendung von zwei definierten Scores 

ermöglicht. Ausgewählte Peptide wurden anschließend hinsichtlich der Bindung zu 

hSOD1 und des Einflusses auf die Bildung und Toxizität von amyloiden und nicht-

amyloiden hSOD1-Aggregaten analysiert. Zusammenfassend repräsentiert die 

vorliegende Arbeit einen entscheidenden Schritt zur Identifizierung von hSOD1-

stabilisierenden Peptidliganden für die Entwicklung von potentiellen Wirkstoffkandidaten 

zur ALS-Therapie. 
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3.2 Ligand-Induced Stabilization of the Native Human Superoxide 

Dismutase 1 
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4 Weitere Resultate 

4.1 Materialien & Methoden 

4.1.1 Peptide 

Die in dieser Arbeit selektierten und ausgewählten Peptide wurden von der Firma Caslo 

(Lyngby, Dänemark) synthetisiert. Bei allen Peptiden lag der C-Terminus amidiert vor. 

Informationen bezüglich der Anzahl an Aminosäuren, der Sequenz und des 

Molekulargewichts der einzelnen Peptide sind der Tabelle 1 zu entnehmen.  

Tabelle 1: Auflistung der im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit analysierten Peptide mit Angabe der 
Sequenz, Aminosäurenanzahl und des Molekulargewichts der jeweiligen Peptide. Die Peptide wurden 
von der Firma Caslo (Lyngby, Dänemark) synthetisiert und sind am C-Terminus amidiert. 

Peptid  Sequenz  Aminosäurenanzahl  Molekulargewicht [g/mol]

S1VL‐1  RPYNPSHYWHEIHTVQ  16  2063 

S1VL‐2  EEPWNRPDWKMSHNKH  16  2090 

S1VL‐3  QFGSPSVQQYRHLYFR  16  2012 

S1VL‐4  MPGHQESIKVQNWNRV  16  1922 

S1VL‐5  KISPRDTHGWYNMPWQ  16  2015 

S1VL‐6  EHVVWMRHAEHGWAPM  16  1972 

S1VL‐7  WGKQPQTHPTIWSPPV  16  1858 

S1VL‐8  YDTPKHKDKTWPMMHH  16  2051 

S1VL‐9  SVSVWVKPAAWEYGIH  16  1828 

S1VL‐10  WPHHKQQVGRPAAQSM  16  1857 

S1VL‐11  YDPMKWQITHWALRP  15  1941 

S1VL‐12  FHDTLTHPMQPWDWPP  16  2004 

S1VL‐13  YTNEIERYRPHQTNYR  16  2139 

S1VL‐14  GDEYYKSYQRKSHQLW  16  2087 

S1VL‐15  THRHHESMDVTHFVKH  16  1997 

S1VL‐16  GELQKKMDWLSTMPIM  16  1907 

S1VL‐17  HPFQMLDINTIRDPVP  16  1892 

S1VL‐18  KWTTFSQPGTENWFYQ  16  2019 

S1VL‐19  LPVPSYYSFGSPQYDY  16  1882 

S1VL‐20  HEVTRWINPLRPIYAL  16  1977 

S1VL‐21  YKHSWETQEKQNYVTD  16  2055 

S1VL‐22  YPTYPWYYFWHQEDEITRRD  20  2765 

S1VL‐23  HVEKYWHHNQHHKNVQ  16  2120 

S1VL‐24  ASFGEKFHPFV  11  1264 

S1VL‐25  EQYNWVDWIITYTQHE  16  2124 

S1VL‐26  HYQQYEWLHPDWQEAG  16  2086 

S1VL‐27  FGGTYEWEWHWETLAW  16  2097 

S1VL‐21_Rdm1  KWYHEEVTYKQDTQNS  16  2055 

S1VL‐21_Rdm2  YKYVTTENHDSQEQKW  16  2055 

S1VL‐21_Rdm3  HKSNDKEWTETQQYVY  16  2055 
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4.1.2 Microscale thermophoresis (MST)-Messungen zur Bestimmung der 

Bindungsaffinität der selektierten Peptide zu nativer hSOD1 

Zur Bestimmung der Bindungsaffinität der im Rahmen dieser Arbeit selektierten Peptide 

(Tabelle 1) zu nativer hSOD1 wurden microscale thermophoresis (MST)-Messungen 

durchgeführt.   

MST ist eine biophysikalische Methode zur Analyse von Interaktionen zwischen 

Biomolekülen, welche auf dem Prinzip der Thermophorese, d.h. der gerichteten 

Bewegung von Molekülen innerhalb eines Temperaturgradienten basiert. Die 

Thermophorese ist dabei abhängig von den Eigenschaften des zu untersuchenden 

Analyten wie der Größe, Ladung und der Hydratationshülle. Kleinste Veränderungen 

dieser Eigenschaften, beispielsweise hervorgerufen durch einen Liganden, ermöglichen 

die Quantifizierung molekularer Ereignisse wie die Bindung zweier Moleküle. Dabei 

werden die thermophoretischen Eigenschaften eines fluoreszenzmarkierten Analyten in 

Abhängigkeit eines nicht-markierten Liganden in mehreren, kleinen Glaskapillaren, die 

eine Lösung bestehend aus konstanter Analyt- und steigender Ligandenkonzentration 

enthalten, verfolgt. Ein Infrarot-Laser, welcher einen präzisen Temperaturgradienten von 

2-6 K induziert, wird durch ein Objektiv auf die Glaskapillaren fokussiert. Gleichzeitig wird 

die emittierte Fluoreszenz des fluoreszenzmarkierten Analyten durch dasselbe Objektiv 

erfasst, wodurch eine Thermophorese-abhängige Abnahme oder Akkumulation der 

Fluoreszenz innerhalb des Temperaturgradienten verfolgt werden kann. Eine Änderung 

der Fluoreszenzintensität ist jedoch nicht nur auf die Thermophorese zurückzuführen, 

sondern auch ein Resultat der intrinsischen Temperaturabhängigkeit des 

Fluoreszenzfarbstoffes und wird als sogenannter Temperatursprung (T-Jump) bezeichnet, 

welcher in den ersten Millisekunden der Lasereinwirkung beobachtet wird. Liegt keine 

bzw. eine aufgrund zu niedriger Ligandenkonzentration nicht-detektierbare Bindung 

zwischen den zu untersuchenden Molekülen vor, so weist der Analyt ein Laufverhalten 

innerhalb des Temperaturgradienten auf, welches für einen ungebundenen Zustand 

charakteristisch ist. Die Bindung eines Liganden und die daraus resultierende 

Veränderung der Moleküleigenschaften des fluoreszenzmarkierten Analyten führen zu 

einem veränderten Laufverhalten innerhalb des Temperaturgradienten. In einigen Fällen 

beeinflusst die Bindung nicht nur die thermophoretischen Eigenschaften des 

fluoreszenzmarkierten Analyten, sondern auch dessen Reaktion auf die 

Temperaturänderung. Je nach Auswertungsmodus der Messdaten, die in die Analyse der 

Fluoreszenzänderung und der damit verbundenen veränderten Thermophorese des 

Analyten resultierend aus der Titration eines nicht-fluoreszenzmarkierten Liganden 

einfließen, können die Effekte der Thermophorese und des T-Jumps zur Berechnung der 

Dissoziationskonstante KD unterschiedlich stark berücksichtigt werden [167, 168].  
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Zur Bestimmung der Bindungsaffinität der selektierten Peptide (Tabelle 1) zur hSOD1 mit 

Hilfe von MST-Messungen wurde die mit dem Fluoreszenzfarbstoff CF633 über primäre 

Amine gekoppelte, rekonstituierte hSOD1 (siehe Manuskript 3.2, S. 37; Labeling of Native 

hSOD1 with Fluorophore CF633) mit einer konstanten dimeren Endkonzentration von 

250 nM zu Proben mit steigender Konzentration an nicht-markiertem Peptid hinzugefügt. 

Hierfür wurden je 0,5 mg der Peptide in 200 µL 50 mM Natriumacetatpuffer pH 6 mit 

150 mM NaCl und 0,05% Tween-20 gelöst. Die Konzentration wurde über die Absorption 

bei 280 nm (Formel 1) bestimmt bzw. über Einwiegen (Formel 2) berechnet, falls eine 

photometrische Messung aufgrund eines fehlenden Extinktionskoeffizienten nicht möglich 

war. Anschließend wurde eine serielle 1:1-Verdünnungsreihe des Peptides mit insgesamt 

16 Konzentrationen und eine 500 nM CF633-hSOD1-Lösung in dem zuvor genannten 

Puffer hergestellt. Die einzelnen Peptidlösungen wurden dann im gleichen 

Volumenverhältnis mit CF633-hSOD1 versetzt und in die für die Messung vorgesehenen 

Glaskapillaren (MO-K025 bzw. MO-K022; Nanotemper technologies, München, 

Deutschland) transferiert. Um eine Verdunstung der Proben zu vermeiden, wurde Wachs-

haltiges Material (NT wax tight sealing; Nanotemper technologies, München, 

Deutschland) zur Versiegelung der Kapillaren verwendet. Die Messung der 16 Proben 

erfolgte am Monolith NT.115 Blue/Red (Nanotemper technologies, München, 

Deutschland) bei 25 °C mit einer LED-Leistung von 40%, was zu Fluoreszenzwerten 

zwischen 650 und 950 Einheiten führte, wobei lediglich die Messungen berücksichtigt 

wurden, die eine Abweichung der Fluoreszenzwerte von maximal 10% innerhalb einer 

Messreihe aufwiesen. Für alle Messungen wurden die vom Hersteller empfohlenen 

Standardparameter verwendet und die Messdaten wurden mit Hilfe der vom Hersteller 

mitgelieferten Analyse-Software (NT analysis software, Version 1.5.21) unter 

Berücksichtigung des Thermophorese-Effekts bei einer MST-Leistung von 40% zur 

Bestimmung der Dissoziationskonstanten (KD) ausgewertet.  
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c:  Konzentration ሾmol/Lሿ 
A280 nm:  gemessene Absorption bei 280 nm 
ϵ:  Extinktionskoeffizient ሾL*mol-1*cm-1ሿ 
d: Schichtdicke der Küvette ሾcmሿ 
VF:  Verdünnungsfaktor 
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c:  Konzentration ሾmol/Lሿ 
m:  Masse ሾgሿ 
M:  Molekulargewicht ሾg/molሿ 
V: Volumen ሾLሿ 
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4.1.3 Thioflavin T (ThT)-Assay zur Analyse des Einflusses der selektierten 

Peptide auf das amyloidähnliche Aggregationsverhalten von hSOD1  

Um den Einfluss der im Rahmen dieser Arbeit selektierten Peptide (Tabelle 1) auf die 

amyloidähnliche Aggregation von hSOD1 zu bestimmen, wurde ein Thioflavin T (ThT)-

Assay durchgeführt. Seit der Darstellung des Potentials von ThT im Jahre 1959 durch 

Vassar und Culling [169] ist die Nutzung des Benzothiazolfarbstoffes heute eines der 

meistgenutzten Methoden zur Analyse der Bildung von amyloiden Strukturen [170, 171]. In 

Lösung besitzt ThT nur eine geringe Fluoreszenzemission. Bei Bindung von ThT an 

β-Faltblatt-reichen Strukturen wird die Fluoreszenzintensität verstärkt und es kommt zu 

einer Verschiebung des Anregungs- (385  450 nm) und des Emissionsmaximums 

(445  482 nm) [172, 173]. Dabei ist in Proteinlösungen die Interaktion zwischen ThT und 

amyloiden Strukturen spezifisch und eine Erhöhung der ThT-Fluoreszenzintensität wird 

mit amorphen Aggregaten oder löslichen Proteinen nicht beobachtet [170]. Naiki et al. 

wiesen nach, dass die Emissionsintensität linear von der Menge an amyloiden Strukturen 

abhängt [172], sodass die amyloidähnliche Aggregation von hSOD1 und der Einfluss der 

Peptide in Abhängigkeit der Zeit anhand der Entwicklung der ThT-Fluoreszenzintensität 

verfolgt werden kann. Normalerweise zeigt die zunehmende ThT-Fluoreszenzemission 

und die damit verbundene Menge der amyloidähnlichen Aggregate in Abhängigkeit der 

Zeit einen charakteristischen, sigmoidalen Verlauf. In der Regel beginnt die 

Assemblierung amyloider Spezies mit einer Verzögerungsphase, die sogenannte Lag-

Phase, in der es zur Bildung von Nukleationskeimen aus einer (partiell) fehlgefalteten, 

monomeren Vorstufe kommt. Die anschließende Elongationsphase wird durch ein 

schnelles, exponentielles Wachstum durch die Anlagerung von weiteren Monomeren 

gekennzeichnet. Dabei beeinflussen weitere sekundäre Prozesse wie die sekundäre 

Nukleation, in der es zur Bildung eines neuen Keims beginnend an der Oberfläche einer 

bereits existierenden Fibrille kommt, und/oder die Fragmentation von Fibrillen zusätzlich 

die Amyloidassemblierung. Die Reaktion endet mit einem Plateau, welches durch die 

Konzentration an freien Monomere bedingt ist [170, 174, 175]. 

Zur Analyse des Einflusses der selektierten Peptide auf die amyloidähnliche hSOD1-

Aggregation wurde zunächst lyophilisiertes Peptid in gefiltertem ddH2O gelöst und steril 

filtriert. Alle weiteren Lösungen sowie der finale Puffer wurden ebenfalls steril filtriert mit 

Hilfe der Spritzenvorsatzfilter Minisart-Plus (0,2 μm; Sartorius, Göttingen, Deutschland) für 

größere Volumina und Anotop 10 (0,2 μm; Cytiva, Chicago, USA) für kleinere Volumina. 

Lediglich die rekonstituierte hSOD1-Stocklösung in 50 mM Natriumacetatpuffer pH 6 

(Manuskript 3.1) wurde kurz vor der Verwendung für 10 min bei 20800 x g und 21 °C 

zentrifugiert, um gegebenfalls vorhandene größere Bestandteile zu entfernen und so 
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einen Probenverlust durch Filtration zu vermeiden. Im Laufe der Arbeit zeigte sich, dass 

eine Vorinkubation der Materialien und Lösungen bei 37 °C zu homogeneren Messdaten 

führte, sodass bei späteren Versuchen (in den Ergebnissen vermerkt) zunächst alle 

Bestandteile für 1 h bei 37 °C inkubiert wurden bevor die Lösungen zusammen pipettiert 

wurden. Anschließend wurden 5 μM dimere hSOD1 in 50 mM Natriumacetatpuffer pH 6 

mit 5 μM ThT, 5 mM EDTA, 10 mM TCEP, 50 mM bzw. 150 mM NaCl und mit der zu 

untersuchenden Konzentration an Peptid versetzt. Als Kontrolle diente eine Probe mit 

hSOD1 ohne Peptid. Um eine Fibrillierung bzw. amyloidähnliche Aggregation des 

Peptides selbst auszuschließen, wurde die Fluoreszenzentwicklung der jeweiligen Peptide 

mit ThT ohne hSOD1 ebenfalls verfolgt. Die Ansätze, bei denen eine Vorinkubation der 

Materialien bei 37 °C durchgeführt wurde, wurden anschließend erneut für weitere 15 min 

bei 37 °C inkubiert bevor die Messung der Fluoreszenzintensitätsentwicklung in einer 

Mikrotiterplatte (Corning; New York, USA) mit je einer 3,2 mm Edelstahlperle (Biospec 

products; Waltham, USA) und mit einem Probenvolumen von 120 µL pro Vertiefung mit 

Hilfe eines Mikrotiterplatten-Lesegeräts (BMG Labtech; Ortenberg, Deutschland) gestartet 

wurde. Die Mikrotiterplatte wurde nach dem Befüllen mit einer Folie versiegelt (Thermo 

Fisher Scientific; Waltham, USA) und der Verlauf der Fluoreszenzintensität wurde bei 

37 °C alle 15 min mit einer Anregungswellenlänge (λex) von 448 nm und einer 

Emissionswellenlänge (λem) von 482 nm gemessen, wobei die Platte für 30 s mit 400 rpm 

vor jeder Messung geschüttelt wurde. Die Messungen wurden in einer 3- bis 5-fach 

Bestimmung durchgeführt. Die ThT-Fluoreszenzintensität jedes Assays wurde auf den 

höchsten Wert normiert und gegen die Zeit aufgetragen. Die Berechnung der 

lag time (tlag)-Werte erfolgte anhand der sigmoidalen Anpassung der einzelnen 

Messreihen mit Hilfe der Boltzmann-Fitfunktion (Formel 3) der Software OriginPro 2019.
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Einfluss von S1VL-21 auf die amyloidähnliche hSOD1-Aggregation abhängig vom 

Zeitpunkt der Peptidzugabe 

Das im Rahmen dieser Arbeit genauer untersuchte Peptid S1VL-21 wurde außerdem auf 

dessen Einfluss auf die amyloidähnliche hSOD1-Aggregation abhängig vom Zeitpunkt der 

Peptidzugabe analysiert. Hierfür wurde ein ThT-Assay wie zuvor beschrieben (4.1.3) mit 

einer Vorinkubation bei 37 °C durchgeführt mit der Ausnahme, dass die Peptidzugabe erst 

nach Beginn der Messung der Fluoreszenzemission erfolgte. Dazu wurde kurz vor der 

Peptidzugabe lyophilisiertes Peptid in ddH2O aufgenommen und nach steriler Filtration in 

einem 10-fachen molaren Überschuss bezogen auf die hSOD1-Monomerkonzentration zu 

den hSOD1-Fibrillationsproben nach 20 h, 27,5 h und 44,5 h ab Beginn der 

Fluoreszenzintensitätsaufzeichnung hinzugefügt. Als Kontrolle wurde statt des Peptides 

das gleiche Volumen an ddH2O zu den hSOD1-Fibrillationsproben hinzugefügt.  

 

4.1.4 Analyse der resultierenden hSOD1-Spezies nach Aggregation mit und 

ohne S1VL-21 Inkubation mit Hilfe der Rasterkraftmikroskopie  

Zur Untersuchung der Morphologie der nach Aggregation resultierenden hSOD1-Spezies 

mit und ohne Inkubation des Peptids S1VL-21 wurden mikroskopische Aufnahmen der 

Proben am Rasterkraftmikroskop durchgeführt.   

Die Rasterkraftmikroskopie wurde im Jahre 1986 von Binnig, Quate und Gerber [176] 

eingeführt und ermöglicht u.a. das Abbilden der Morphologie einer Probe im Sub-

Nanometer-Bereich. Vereinfacht ausgedrückt ist das Prinzip des Rasterkraftmikroskops 

das rasterförmige Abtasten der Oberfläche der zu messenden Probe mit Hilfe einer 

nanoskopischen Messspitze. Die daraus resultierende Wechselwirkung, die auf die 

Messspitze ausgeübt wird, wird registriert und ein Oberflächenprofil der Probe entsteht. 

Die Spitze ist dabei an einer Blattfeder, dem sogenannten Cantilever, befestigt, welcher 

mit Hilfe von Piezokristallen, deren räumliche Ausdehnung abhängig von der Ausrichtung 

der angelegten Spannung ist, über die Probe bewegt wird. Die Bewegung der Spitze über 

das zu messende Objekt führt abhängig zur Höhe der Probenoberfläche zur Auslenkung 

des Cantilevers. Die Auslenkung des Cantilevers wird anschließend mit Hilfe eines 

positionssensitiven Photodetektors und eines vom Cantilever reflektierendem Laserstrahls 

erfasst. Je nach Betriebsmodus können mit Hilfe des Rasterkraftmikroskops atomare bis 

subatomare Auflösungen erzielt werden. Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten 

Messungen wurde der intermittierende Modus, auch tapping mode [177] genannt, 

verwendet. Dabei wird der Cantilever nahe seiner Resonanzfrequenz, d.h. die Frequenz, 

bei der die Amplitude maximal wird, angeregt. Die Spitze am Cantilever tastet mit einer 

definierten Amplitude die Probe Stück für Stück ab und aufgrund der kurzzeitigen 
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Berührung mit der Probenoberfläche wird die Schwingung des Cantilevers eingeschränkt 

und es kommt zu einer Veränderung der Amplitude. Da jedoch die Schwingungsamplitude 

konstant gehalten wird, wird die Höhe bzw. der Abstand zwischen Probe und Messspitze 

nachreguliert. Die Auftragung der daraus resultierenden Veränderung auf der Z-Piezo-

Achse gegen den Ort ermöglicht so eine Abbildung der Oberflächentopographie [178, 179]. 

Mit Hilfe des Rasterkraftmikroskops wurden hSOD1-Proben, die mit und ohne S1VL-21 

während der Aggregation inkubiert wurden (siehe 4.1.3; Beispiel in Manuskript 3.2, S. 33), 

auf die Verteilung und Morphologie der resultierenden hSOD1-Spezies analysiert. 

Verglichen wurden dabei Proben von hSOD1 ohne Peptid und mit einem 10-fachen 

molaren Überschuss an S1VL-21 nach einer 65-stündigen Inkubation unter 

hSOD1-aggregierenden Bedingungen. Als Kontrolle wurde die Probe, bei der das Peptid 

ohne hSOD1 vorlag, ebenfalls analysiert. Dazu wurden die jeweiligen Proben der 

Mehrfachbestimmung aus der Mikrotiterplatte entnommen und entsprechend 

zusammengeführt. Jeweils 10 µL der Proben wurden dann auf eine frisch-gespaltene 

Mica für 10 min bei RT inkubiert und anschließend 4x mit 100 µL ddH2O gewaschen 

bevor diese mit Hilfe von N2 vorsichtig getrocknet wurden. Die Proben wurden im 

intermittierenden Kontaktmodus unter Umgebungsbedingungen mit einem Silizium-

Cantilever (OMCL-AC160TS; Olympus, Tokio, Japan) mit einer nominalen 

Federkonstante von 26 N/m und einem nominalen Spitzenradius von 7 nm gemessen. Die 

Höhenbilder wurden mit Hilfe des Nanowizard3-Systems (JPK Instruments, Berlin, 

Deutschland) aufgenommen und anschließend mittels der Datenverarbeitungssoftware 

des Herstellers (JPK Data 280 Processing Software 5.0.69) prozessiert. 
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4.2 Ergebnisse 

4.2.1 Weitere Ergebnisse zum Einfluss des selektierten Peptides S1VL-21 

auf die hSOD1-Aggregation 

Das mittels Phagendisplay selektierte Peptid S1VL-21 weist wie im Manuskript 3.2 

ausführlich beschrieben eine mikromolare Affinität zur nativen hSOD1 auf und einen 

Einfluss auf deren Aggregation. Es wurde u.a. gezeigt, dass die Inkubation von hSOD1 

mit S1VL-21 zu einer konzentrationsabhängigen Abnahme der Bildung an 

amyloidähnlichen hSOD1-Aggregaten führt. Mit Hilfe von weiteren, den hier 

nachfolgenden Experimenten wurde der Einfluss des Peptides auf die hSOD1-

Aggregation genauer analysiert. 

 

4.2.1.1 Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen weisen auf eine geringere Bildung 

von großen hSOD1-Aggregaten durch die Zugabe von S1VL-21 während der 

hSOD1-Aggregation hin 

Zur Untersuchung der Morphologie und zur vorsichtigen Beurteilung der Verteilung der 

nach Aggregation resultierenden hSOD1-Spezies mit und ohne Inkubation des Peptids 

S1VL-21 wurden Aufnahmen der jeweiligen Proben am Rasterkraftmikroskop 

durchgeführt (4.1.4). Verglichen wurden dabei Proben von hSOD1 ohne und mit einem 

10-fachen molaren Überschuss an S1VL-21, die nach der 65-stündigen Inkubation unter 

hSOD1-aggregierenden Bedingungen resultierten. Als Kontrolle wurde die Probe mit 

S1VL-21 ohne hSOD1 ebenfalls analysiert.  

Wie in Abbildung 7 exemplarisch zu erkennen ist, zeigen die Aufnahmen eine 

unterschiedliche Verteilung und Morphologie der hSOD1-Spezies, die aus der Inkubation 

mit und ohne S1VL-21 unter hSOD1-aggregierenden Bedingungen resultieren. Während 

hSOD1 ohne Peptid mehrere große Aggregate mit einer Höhe von etwa 600 nm formt 

(Abbildung 7, A), deuten die hier vorliegenden Aufnahmen auf die Bildung von deutlich 

weniger großen hSOD1-Aggregaten bei einer Inkubation mit S1VL-21 während der 

hSOD1-Aggregation hin (Abbildung 7, B). Anhand der Aufnahmen ist daher zu vermuten, 

dass die verbleibenden hSOD1-Aggregate nicht nur in der Menge, sondern auch 

hinsichtlich ihrer Größe verringert sind (Abbildung 7, Vergleich A.II und B.II). Mit Hilfe der 

Analyse der Kontrollprobe mit S1VL-21 ohne hSOD1 (Abbildung 7, C) konnten seltene 

Artefakte identifiziert werden. Weitere Analysen der hSOD1-Proben mit verschiedenen 

Messflächen verdeutlichen die Anhäufung von größeren hSOD1-Aggregaten, wenn 

hSOD1 nicht mit einem 10-fachen molaren Überschuss an S1VL-21 unter hSOD1-

aggregierenden Bedingungen inkubiert wurde (Anhang, Abbildung 12). 
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Abbildung 7: Aufnahmen mittels Rasterkraftmikroskopie der resultierenden hSOD1-Spezies nach 
Aggregation weisen auf eine geringere Bildung von großen hSOD1-Aggregaten bei Inkubation mit 
S1VL-21. Die Höhenbilder wurden mit einem Nanowizard3-System (JPK Instruments AG, Berlin, 
Deutschland) mit 10 µL der Proben aus dem wie in 4.1.3 beschriebenen ThT-Assay nach 65 h der 
Aggregation durchgeführt. Die Proben wurden auf einer frisch-gespaltenen Mica für 10 min bei RT inkubiert 
und anschließend 4x mit 100 µL ddH2O gewaschen bevor diese mit N2 vorsichtig getrocknet wurden. Die 
Messungen erfolgten mit einer Auflösung von 512 Pixeln bei einer Zeilenrate von 0,5 bis 2 Hz im 
intermittierenden Kontaktmodus mit einem Silizium-Cantilever mit einer nominalen Federkonstante von 
26 N/m und einem nominalen Spitzenradius von 7 nm. Die Prozessierung der Daten erfolgte mit Hilfe der 
Datenverarbeitungssoftware des Herstellers (JPK Data Processing software 5.0.69). A. Aufnahmen der 
hSOD1-Probe ohne S1VL-21 nach 65 h der Aggregation. Zu erkennen sind große hSOD1-Aggregate mit einer 
Höhe von etwa 600 nm. B. Aufnahmen der hSOD1-Probe, bei der hSOD1 mit einem 10-fachen molaren 
Überschuss an S1VL-21 während der Aggregation inkubiert wurde. Es wurden nur wenige Bereiche gefunden, 
die einige größere Aggregate enthielten, die jedoch nicht nur in der Menge, sondern auch in ihrer Größe im 
Vergleich zur hSOD1-Probe ohne Peptid deutlich reduziert waren. C. Aufnahmen der Kontrollprobe mit 
S1VL-21 ohne hSOD1. Es wurden vereinzelt Artefakte gefunden. 
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4.2.1.2 S1VL-21 reduziert die Bildung von hSOD1-Aggregaten auch bei Zugabe des 

Peptides zu Beginn der Elongationsphase der amyloidähnlichen hSOD1-

Aggregation 

Um den Einfluss des selektierten Peptides S1VL-21 auf die hSOD1-Aggregation abhängig 

vom Zeitpunkt der Peptidzugabe zu analysieren, wurde ein ThT-Assay wie in 4.1.3 

beschrieben durchgeführt mit der Ausnahme, dass die Zugabe von S1VL-21 im 10-fachen 

molaren Überschuss bezogen auf die hSOD1-Mononomer-Konzentration erst nach 20 h, 

27,5 h und 44,5 h ab Beginn der Fluoreszenzintensitätsaufzeichnung erfolgte. Als 

Kontrolle wurde statt des Peptides das gleiche Volumen an ddH2O zu den hSOD1-

Fibrillationsproben hinzugefügt. Um eine Fibrillierung bzw. amyloidähnliche Aggregation 

des Peptides auszuschließen, wurde die Fluoreszenzintensitätsentwicklung von S1VL-21 

mit ThT ohne hSOD1 in der gleichen Konzentration ebenfalls verfolgt. Die ThT-

Fluoreszenzintensität wurde auf den höchsten Wert normiert und gegen die Zeit 

aufgetragen (Abbildung 8).  

Die initiale Zugabe von S1VL-21 zu hSOD1 kurz vor der Aggregation resultiert in einer 

konzentrationsabhängigen Abnahme der Fluoreszenzemission. Mit einem 10-fachen 

molaren Überschuss an S1VL-21 bezogen auf die hSOD1-Monomer-Konzentration 

konnte die Fluoreszenzemission bis zu 90% reduziert werden (Manuskript 3.2, S. 33). Ein 

ähnlicher Effekt des Peptides auf die amyloidähnliche hSOD1-Aggregation konnte auch 

beobachtet werden, wenn S1VL-21 erst nach 20 h ab Beginn der 

Fluoreszenzintensitätsmessung unter hSOD1-aggregierenden Bedingungen hinzugefügt 

wurde (Abbildung 8, A). So war das Peptid in der Lage, die Fluoreszenzintensität um 82% 

im Vergleich zur hSOD1-Probe ohne S1VL-21 zu reduzieren (Abbildung 8, B). Die Zugabe 

von S1VL-21 in der Elongationsphase (nach 27,5 h; Abbildung 8, C) als auch in der 

stationären Phase des sigmoidalen hSOD1-Aggregationsverlaufes (nach 44,5 h; 

Abbildung 8, D) führte jedoch zu keiner Reduktion der Fluoreszenzemission. 

Zusammenfassend resultiert sowohl die initiale als auch die Zugabe des Peptides zu 

Beginn der Elongationsphase der amyloidähnlichen hSOD1-Aggregation zu einer 

signifikanten Abnahme der Fluoreszenzemission.  
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Abbildung 8: ThT-Assays von hSOD1 mit Zugabe von S1VL-21 zu verschiedenen Zeitpunkten der 
amyloidähnlichen hSOD1-Aggregation verweisen auf eine reduzierte Bildung von hSOD1-Aggregaten 
auch bei Zugabe des Peptides zu Beginn der Elongationsphase. Die ThT-Assays wurden wie in 4.1.3 
beschrieben durchgeführt, um den Einfluss von S1VL-21 bei Zugabe zu unterschiedlichen Zeitpunkten auf die 
amyloidähnliche hSOD1-Aggregation zu untersuchen. Dazu wurde 5 µM dimere hSOD1 in 50 mM 
Natriumacetatpuffer pH 6 mit 10 mM TCEP, 5 mM EDTA, 150 mM NaCl und 5 µM ThT für 15 min bei 37 °C 
inkubiert bevor die Messung der Fluoreszenzintensitätsentwicklung in einer Mikrotiterplatte mit je einer 
Edelstahlkugel (3,2 mm) gestartet wurde. Die Messungen erfolgten dabei in 3- bzw. 5-fach Bestimmung. Die 
ThT-Fluoreszenzintensität wurde auf den höchsten Wert normiert und gegen die Zeit aufgetragen. Der rote 
Stern markiert die Zugabe von S1VL-21 im 10-fachen molaren Überschuss bezogen auf die monomere 
hSOD1-Konzentration, welche nach 20 h (A), 27,5 h (C) und 44,5 h (D) ab Beginn der 
Fluoreszenzintensitätsaufzeichnung erfolgte. Verfolgt wurde als Kontrolle neben der hSOD1-Aggregation mit 
S1VL-21 (cyan) und ohne S1VL-21 (schwarz) auch die Fluoreszenzintensitätsentwicklung von Peptid ohne 
hSOD1 (grau). In B ist der Vergleich der relativen ThT-Fluoreszenzintensitäten der in Abbildung A enthaltenen 
hSOD1-Probe mit und ohne S1VL-21 nach 46 h, wo das Fluoreszenzsignal für die Probe mit hSOD1 ohne 
Peptid maximal ist, als Mittelwert ± Standardabweichung (n=3) dargestellt. Eine einfache Varianzanalyse 
(one-way ANOVA) mit Fisher-Post-hoc-Test wurde für die statistische Auswertung genutzt (** p ≤ 0.01). Die 
Zugabe von S1VL-21 zur hSOD1-Aggregation nach 20 h führte zu einer Abnahme der Fluoreszenzintensität 
um 82%, während kein signifikanter Unterschied in der Fluoreszenzintensitätsentwicklung bei Zugabe des 
Peptids nach 27,5 und 44,5 h beobachtet werden konnte. 
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4.2.2 Ergebnisse weiterer Peptide 

Es wurden einige Phagendisplay-Selektionen durchgeführt, um Peptide zu identifizieren, 

die native hSOD1 binden und die hSOD1-Aggregation inhibieren. Eine Zusammenfassung 

der Ergebnisse bezüglich der Affinität zur hSOD1 und des Einflusses auf die hSOD1-

Aggregation der im Rahmen dieser Arbeit selektierten Peptide (Tabelle 1) ist der Tabelle 4 

im Anhang zu entnehmen. Nachfolgend werden die Ergebnisse des Peptides S1VL-11, 

das neben S1VL-21 ebenfalls eine Bindung zu nativer hSOD1 und einen inhibierenden 

Einfluss auf deren Aggregation aufweist, näher dargestellt. 

 

4.2.2.1 Peptid S1VL-11 weist ebenfalls eine Bindung zur hSOD1 und einen Einfluss 

auf deren Aggregation auf 

Neben S1VL-21 wurde ein weiteres Peptid, S1VL-11 (Abbildung 9, A), mittels 

Phagendisplay selektiert, welches nativ gefaltete hSOD1 bindet und einen signifikanten 

Einfluss auf die hSOD1-Aggregation besitzt.   

Mit Hilfe von MST-Messungen konnte die Bindungsaffinität von S1VL-11 zur hSOD1 

bestimmt werden. Die MST-Messung erfolgte wie in 4.1.2 beschrieben mit konstanter 

Konzentration an hSOD1, welches zuvor mit dem Fluoreszenzfarbstoff CF633 über 

primäre Amine gekoppelt wurde, und steigender Peptidkonzentration. Es konnte eine 

mikromolare Affinität von S1VL-11 zu nativer hSOD1 mit einer Dissoziationskonstante von 

34,1 ± 2,5 µM nachgewiesen werden (Abbildung 9, B).  
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Abbildung 9: Peptid S1VL-11 weist eine mikromolare Bindungsaffinität zu nativer hSOD1 auf.  
A. Darstellung der Strukturformel des Peptides S1VL-11, welches mit Hilfe von MST-Messungen in Bezug auf 
die Bindungsaffinität zu nativer hSOD1 analysiert wurde. Der C-Terminus liegt amidiert vor. Die Strukturformel 
wurde mit Hilfe der Software ChemDraw Professional 16.0 gezeichnet. B. MST-Messung der mit CF633-
fluoreszenzmarkierten hSOD1 (250 nM) und S1VL-11 mit steigender Konzentration (12 nM - 389 µM) wurde 
in 50 mM Natriumacetatpuffer pH 6 inklusive 150 mM NaCl und 0,05% Tween-20 bei 25 °C mit einer LED-
Leistung von 40% durchgeführt. Änderungen in der Thermophorese, die als Änderungen der normierten 
Fluoreszenz (Fnorm) wiedergegeben werden, wurden gegen die jeweilige Peptidkonzentration aufgetragen 
und mit Hilfe der Analysesoftware des Herstellers (NT-analysis software version 1.5.41; Nanotemper 
technologies; München, Deutschland) bei einer MST-Leistung von 40% unter Berücksichtigung des 
Thermophorese-Effekts ausgewertet. Die durchgezogene Linie repräsentiert die gefitteten Daten mit einer 
resultierenden Dissoziationskonstante (KD) von 34,1 ± 2,5 µM. 

 

Um den Einfluss von S1VL-11 auf die amyloidähnliche hSOD1-Aggregation zu 

analysieren, wurde wie in 4.1.3 beschrieben unter der Verwendung des Peptides S1VL-11 

ein ThT-Assay in 3-fach Bestimmung durchgeführt. Um eine Fibrillierung bzw. 

amyloidähnliche Aggregation des Peptides auszuschließen, wurde die 

Fluoreszenzintensitätsentwicklung von S1VL-11 mit ThT ohne hSOD1 in der höchsten, 

getesteten Konzentration ebenfalls verfolgt. Die ThT-Fluoreszenzintensität wurde auf den 

höchsten Wert normiert und gegen die Zeit aufgetragen (Abbildung 10, A).   

Die Inkubation von hSOD1 mit einem 10-fachen molaren Überschuss an S1VL-11 unter 

hSOD1-aggregierenden Bedingungen resultierte in einer Reduktion der maximalen 

Fluoreszenzemission um 69% (Abbildung 10, B). Darüber hinaus führte die Inkubation 

von hSOD1 mit S1VL-11 während der amyloidähnlichen hSOD1-Aggregation nicht nur zu 

einer signifikanten Abnahme der absoluten ThT-Fluoreszenz, sondern auch zu einer 
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konzentrationsabhängigen Verlängerung der Verzögerungsphase (lag time; tlag) 

(Abbildung 11, B), welche die Zeit der Verzögerung bis zum Beginn der Elongationsphase 

des sigmoidalen Fluoreszenzemissionsverlaufes beschreibt und in der typischerweise die 

Bildung von eines oder mehreren Nukleationskeimen erfolgt [174]. Die Bestimmung der tlag-

Werte erfolgte dabei anhand der sigmoidalen Anpassung der einzelnen Messungen von 

hSOD1 und hSOD1 mit Peptid mit Hilfe der Boltzmann-Fitfunktion (4.1.3) wie in 

Abbildung 11-A beispielhaft für hSOD1 ohne und mit S1VL-11 (1:10) dargestellt. So 

resultierte die Inkubation von hSOD1 mit einem 10-fachen molaren Überschuss an 

S1VL-11 unter hSOD1-aggregierenden Bedingungen in einer signifikanten Verschiebung 

von tlag um +7 h im Vergleich zu hSOD1 ohne Peptid (Abbildung 11, B). 

 

Abbildung 10: S1VL-11 weist einen Einfluss auf die Bildung von amyloidähnlichen hSOD1-Aggregaten 
auf. A. Es wurde wie in 4.1.3 beschrieben ein ThT-Assay durchgeführt, um den Einfluss von S1VL-11 auf die 
amyloidähnliche hSOD1-Aggregation zu analysieren. Dazu wurde 5 µM dimere hSOD1 (entspricht 10 µM 
monomerer hSOD1) mit und ohne steigender S1VL-11-Konzentration in 50 mM Natriumacetatpuffer pH 6 
inklusive 10 mM TCEP, 5 mM EDTA, 150 mM NaCl und 5 µM ThT für 15 min bei 37 °C inkubiert bevor die 
Messung der Fluoreszenzintensitätsentwicklung in einer Mikrotiterplatte mit je einer Edelstahlkugel (3,2 mm) 
gestartet wurde. Die Messung erfolgte in 3-fach Bestimmung. Die ThT-Fluoreszenzintensität wurde auf den 
höchsten Wert normiert und gegen die Zeit aufgetragen. Dargestellt sind die Mittelwerte ± 
Standardabweichung. Die Inkubation von hSOD1 mit S1VL-11 unter hSOD1-aggregierenden Bedingungen 
führte zur konzentrationsabhängigen Abnahme der ThT-Fluoreszenzemission. B. Vergleich der in A 
dargestellten relativen ThT-Fluoreszenzintensitäten nach 64,5 h, wo das Fluoreszenzsignal für die Probe mit 
hSOD1 ohne Peptid maximal ist. Eine einfache Varianzanalyse (one-way ANOVA) mit Fisher-Post-hoc-Test 
wurde für die statistische Auswertung genutzt (n.s. = nicht signifikant; * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001). 
Die Inkubation von hSOD1 mit einem 10-fachen molaren Überschuss an S1VL-11 unter hSOD1-
aggregierenden Bedingungen führte zu einer signifikanten Abnahme der Fluoreszenzintensität um 69%. 
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Abbildung 11: Inkubation von hSOD1 mit einem 10-fachen molaren Überschuss an S1VL-11 unter 
hSOD1-aggregierenden Bedingungen führt zur Verlängerung der Verzögerungsphase (lag time, tlag) 
der amyloidähnlichen hSOD1-Aggregation. A. Beispielhafte Darstellung der einzelnen Messreihen (Punkte) 
der 3-fach Bestimmung und der sigmoidalen Anpassung (durchgezogene Linie) von hSOD1 (graue Farbreihe) 
und hSOD1 mit einem 10-fachen molaren Überschuss an S1VL-11 (grüne Farbreihe) des ThT-Assays aus 
Abbildung 10-A zur Bestimmung von tlag [h]. Die angepassten Werte der Messreihen, sowie die Berechnung 
von tlag wurden mit Hilfe der Boltzmann-Fitfunktion y = ((A1-A2)/(1+exp((x-x0)/dx)))+A2 der Software OriginPro 
2019 ermittelt mit tlag = x0 - 2dx. B. Vergleich der ermittelten tlag-Werte [h] von hSOD1 und hSOD1 mit 
steigender Konzentration an S1VL-11. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung. Eine einfache 
Varianzanalyse (one-way ANOVA) mit Fisher-Post-hoc-Test wurde für die statistische Auswertung genutzt 
(n.s. = nicht signifikant; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001). Die Inkubation von hSOD1 mit einem 5-fachen bzw. 10-
fachen molaren Überschuss an S1VL-11 unter hSOD1-aggregierenden Bedingungen führte zu einer 
signifikanten Verschiebung der Verzögerungsphase (tlag) der amyloidähnlichen hSOD1-Aggregation um +5 h 
bzw. +7 h im Vergleich zu hSOD1 ohne Peptid. 
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5 Zusammenfassung und Schlussfolgerung 

Amyotrophe Lateralsklerose ist eine tödlich verlaufende neurodegenerative Erkrankung 

des motorischen Nervensystems und die Überlebenszeit der Betroffenen beträgt in der 

Regel lediglich 3 bis 5 Jahre nach Ausbruch der Symptome. Bisher existiert keine 

Therapie zur vollständigen Heilung von ALS auch bedingt durch die fehlenden 

Informationen bezüglich der genauen Ursachen und des exakten Pathomechanismus von 

ALS. Ein gemeinsames Merkmal der familiären und sporadischen ALS ist jedoch die 

Akkumulation von aberranten Proteinspezies – einschließlich Aggregate der humanen 

Superoxiddismutase 1 – in den Motoneuronen und im Rückenmark von ALS-Patienten. 

Es wurde gezeigt, dass die Destabilisierung von hSOD1 durch Mutationen und/oder durch 

den Verlust einer oder mehrerer posttranslationalen Modifikationen eine Fehlfaltung des 

Proteins und dessen Aggregation begünstigen [8, 12, 65]. Aus diesem Grund ist die 

Stabilisierung der nativen Konformation von hSOD1 ein vielversprechender Ansatz zur 

ALS-Therapie, bei der die Bildung toxischer hSOD1-Spezies reduziert bzw. ganz 

verhindert werden soll.  

In der hier vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Stabilisierung der nativen 

hSOD1-Konformation durch spezifisch bindende Liganden in der Lage sind, die hSOD1-

Aggregation zu stören. Hierfür wurde zunächst die heterologe Expression von hSOD1 in 

E. coli und die in vitro Rekonstitution des vollständig prozessierten Holoenzyms etabliert, 

um anschließend eine Phagendisplay-Selektion zur Identifizierung von hSOD1-bindenden 

Peptidliganden durchzuführen. Dabei ermöglichte die Einführung von geeigneten 

Kontrollselektionen und der in der Arbeitsgruppe Mohrlüder entwickelten Software TSAT 

mit u.a. zwei definierten Scores eine effizientere Beurteilung des Selektionserfolges und 

eine erleichterte Identifikation von hSOD1-bindenden Peptiden. Ausgewählte Peptide 

wurden anschließend hinsichtlich ihrer Bindung zur hSOD1 und deren Einfluss auf die 

Bildung von amyloidähnlichen hSOD1-Aggregaten analysiert.  

 

5.1 Es konnte nativ gefaltete hSOD1 mit hoher enzymatischer 

Aktivität durch die in vitro Rekonstitution gewonnen werden 

Die humane SOD1 ist ein 32 kDa schweres Homodimer mit je einem gebundenem 

Kupfer- und einem Zinkion pro Monomer, welche für die Aktivität und Stabilität des 

Proteins wichtig sind. Eine intramolekulare Disulfidbrücke in jeder Untereinheit trägt 

darüber hinaus weiter zur Proteinstabilität bei. Das vollständig prozessierte Holoenzym 

resultiert so zu einem der thermisch stabilsten bekannten Proteine [65, 84].  
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Die Herstellung von rekombinant exprimierter hSOD1 ist nicht nur für die Aufklärung des 

molekularen Pathomechanismus der hSOD1-assoziierten ALS wichtig, sondern auch für 

die Entwicklung von therapeutischen Strategien zur Bekämpfung der Erkrankung. Für die 

hier vorliegende Arbeit war die in vitro Rekonstitution zum vollständig prozessierten 

hSOD1-Holoenzym notwendig, um nachfolgend Peptidliganden zu identifizieren, die 

native hSOD1 binden und die hSOD1-Aggregation stören. Die bislang publizierten in vitro 

Präparationen von in E. coli exprimierter hSOD1 führten jedoch häufig zu einer 

unvollständigen Beladung mit Metallionen insbesondere mit Kupfer. Dabei lagen die 

bisherigen dokumentierten spezifischen Aktivitäten von heterolog exprimierter hSOD1 bei 

maximal ~ 6 000 U/mg [180], während die aus Erythrozyten isolierte hSOD1 eine 

spezifische Aktivität von 23 700 U/mg aufwies [181]. Für die Selektion von Peptidliganden, 

die native hSOD1 binden, war jedoch die Herstellung des korrekt gefalteten Proteins 

einschließlich der Metallionenbeladung erforderlich. Aus diesem Grund wurde im Rahmen 

dieser Arbeit zunächst ein Protokoll zur in vitro Rekonstitution von in E. coli exprimierter 

hSOD1 etabliert, welches zum nativ gefaltetem Holoenzym mit einer nahezu vollständigen 

Metallionenbeladung und der bisher höchsten berichteten spezifischen Aktivität für 

rekombinante hSOD1 führte (Manuskript 3.1) [182].   

Zusammengefasst wurde die in E. coli heterolog exprimierte und mittels hydrophober 

Interaktionschromatographie aufgereinigte hSOD1 zunächst mit 6 M Guanidinhydrochlorid 

denaturiert, um eine vollständige Entfaltung und so eine Homogenität der vorliegenden 

hSOD1-Spezies zu gewährleisten. Anschließend wurde das Protein mit Hilfe eines 

500-fachen molaren Überschusses an DTT reduziert und die Zugabe von EDTA führte zur 

Komplexierung von möglicher Weise bereits gebundenen Metallionen, die aus der 

Expression in E. coli stammen. Das so denaturierte und reduzierte Apo-hSOD1 wurde 

anschließend mit Hilfe von Dialysen mit abnehmender Konzentration an 

Guanidinhydrochlorid und äquimolarer Menge an ZnSO4 bezogen auf die hSOD1-

Monomer-Konzentration mit Zink beladen. Die Reduktion der hSOD1 zu Beginn bzw. die 

Zugabe von reduzierenden Additiven während der Dialysen erfolgte, um die Aufnahme 

der Metallionen zu erleichtern, da gezeigt wurde, dass die fehlende Ausbildung der 

intramolekularen Disulfidbrücke zu einer Erhöhung der strukturellen Flexibilität des 

Loops IV (Zink-Loop) führt [74]. Leinartaite et al. zeigten, dass das Zink-Ion zunächst die 

korrekte Faltung des Monomers katalysiert, indem es transient in der Kupfer-Bindestelle 

koordiniert wird bevor dieses auf die thermodynamisch günstigere Zink-Bindestelle 

übertragen wird. Die Bindung von Zink führt wiederum zur korrekten Ausrichtung der 

funktionellen Loops, wodurch die Kupfer-Koordination ermöglicht wird [86, 183]. Daraus 

resultiert, dass der Einbau von Zink nicht nur zur einer erhöhten Stabilität des 

Intermediats führt, sondern auch dass die nachfolgende Bindung des Kupferions und die 



Zusammenfassung und Schlussfolgerung 57
 

Reifung des Holoenzyms erleichtert wird [77, 86]. Die Beladung mit Kupfer erfolgte dabei 

während der hier beschriebenen Rekonstitution mit Cu(II)Cl2 im zweifachen molaren 

Überschuss bezogen auf die hSOD1-Monomer-Konzentration bei 37 °C abhängig von der 

eingesetzten Proteinmenge für mindestens 7 Tage. Bereits Goto et al. zeigten, dass die 

sequentielle Zugabe von Zink gefolgt von Kupfer nach Entfernung von bereits 

gebundenen Metallionen in eine voll-beladene SOD1 mit hoher enzymatischer Aktivität 

resultieren kann [184]. Anhand vorheriger Versuche im Rahmen der hier vorliegenden 

Arbeit (Ergebnisse hier nicht gezeigt) stellte sich heraus, dass die Beladungseffizienz je 

nach Proteinmenge von der Beladungszeit und -temperatur abhängt. Je länger die 

Beladung bei 37 °C mit Kupfer stattgefunden hat, desto höher war die Beladungseffizienz. 

Während der Beladung mit Kupfer wurde kein weiteres DTT hinzugefügt, um die 

Ausbildung der Disulfidbrücke zu ermöglichen. Die Disulfidbrücke verbindet dabei den 

Loop IV mit dem zentralen β-Sandwich. Darüber hinaus sind einige Aminosäurereste 

(Aminosäureposition 50-54) des Loops IV Teil der Dimergrenzfläche, sodass die 

Metallionenkoordination nicht nur zur korrekten Ausrichtung des Loops führt, sondern 

folglich auch die Ausbildung der Disulfidbrücke und die Dimerisierung maßgeblich 

beeinflusst [74].   

Entscheidend für die Isolierung des nativen Holoenzyms mit nahezu vollständiger 

Beladung waren somit insbesondere der Oxidationszustand, sowie die Inkubationszeit 

und -temperatur während der Rekonstitution von hSOD1. Nach Aufreinigung des 

Rekonstitutionsansatzes mit Hilfe der Größenauschlusschromatographie für eine 

konformationell homogenere Probe und zur Entfernung von nicht-gebundenen 

Metallionen, konnte so dimere hSOD1 isoliert werden, welche nicht nur eine hohe 

thermische Stabilität, sondern auch die bisher höchste berichtete, spezifische Aktivität für 

rekombinant exprimierte hSOD1 aufwies. Die isolierte hSOD1 wies eine Beladung von 

durchschnittlich 0,7 Äquivalenten gebundenem Kupfer- und Zinkion pro Monomer und 

eine Schmelztemperatur von bis zu 86 °C auf. Es konnte eine auf den Kupferanteil 

normierte, durchschnittliche spezifische Aktivität von 20 900 U/mg erzielt werden. Zudem 

wurde nachgewiesen, dass die so hergestellte hSOD1 auch nach mehreren Wochen 

Lagerung bei 4 °C stabil als Dimer vorlag [182].   

Zusammenfassend konnte mit Hilfe des im Rahmen dieser Arbeit entwickelten 

Rekonstitutionsprotokolls ein Verfahren etabliert werden, welches die Herstellung von 

nativ gefalteter, in E. coli exprimierter hSOD1 ermöglicht. 
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5.2 Es wurden hSOD1-bindende Peptidliganden, die einen Einfluss 

auf die amyloidähnliche hSOD1-Aggregation besitzen, identifiziert 

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war die Identifizierung von Peptidliganden, die die native 

hSOD1 binden und stabilisieren, sodass deren Aggregation im besten Fall vollständig 

inhibiert oder zumindest reduziert wird. Dabei stellt die Stabilisierung der nativen 

Konformation von hSOD1 einen vielversprechenden Ansatz zur Therapie aller hSOD1-

assoziierten ALS-Formen dar, da auch die Fehlfaltung von wildtypischer hSOD1 in 

einigen ALS-Fällen ohne vorliegende hSOD1-Mutation zu toxischen, in der ALS-

Pathogenese involvierten hSOD1-Spezies führt, sodass der Fokus auf einzelne hSOD1-

Mutationen als Ziel von ALS-Therapieansätzen nicht ausreicht, um das Fortschreiten der 

Krankheit vollständig aufzuhalten [111, 185]. Die identifizierten Peptidliganden sollen dabei 

nicht nur wildtypische hSOD1, sondern bestenfalls auch die nicht-pathologische 

Konformation der hSOD1-Varianten stabilisieren und so die Progression der Erkrankung 

trotz vorliegender hSOD1-Mutation mindestens verzögern, wenn nicht sogar ganz 

verhindern.  

Mittels Phagendisplay konnten potentielle hSOD1-Peptidliganden selektiert werden. Die 

Einführung von Kontrollselektionen, aber auch die NGS-Analyse der resultierenden 

Proben nach der Selektion erleichterten dabei erheblich die Identifizierung von hSOD1-

bindenden L-Peptiden. So konnten in der Regel hunderttausende Peptide sequenziert 

werden, die aus einer einzelnen Selektion resultierten. Die Durchführung von 

verschiedenen Selektionen mit veränderten Selektionsbedingungen (Anhang, Tabelle 2) 

erhöhte zudem die Wahrscheinlichkeit, potentielle Peptidliganden zu finden, die native 

hSOD1 stabilisieren. Dabei wurden die nach der NGS-Analyse resultierenden 

Peptidsequenzen im Hinblick auf deren Anreicherung nach Selektionsende und im 

Vergleich zu den Kontrollselektionen mit Hilfe der in der Arbeitsgruppe Mohrlüder 

entwickelten Software TSAT [155] mittels speziellen Filtereinstellungen prozessiert und 

analysiert. Zwei definierte Parameter – Empty Score und Enrichment Factor – dienten 

zudem zur numerischen Bewertung der Anreicherungsstärke der Peptide im Vergleich zu 

Beginn der Selektion und im Vergleich zur Kontrollselektion ohne hSOD1 

(Anhang, Tabelle 3).  

So wurden im Rahmen dieser Arbeit insgesamt 27 Peptide ausgewählt, die anschließend 

hinsichtlich ihrer Bindung zur nativen hSOD1 und deren Einfluss auf die hSOD1-

Aggregation analysiert wurden (Anhang, Tabelle 4). Hierfür wurden MST-Messungen zur 

Bestimmung der Bindungsaffinität und ThT-Assays zur Analyse des amyloidähnlichen 

Aggregationsverhaltens von hSOD1 mit und ohne Peptid durchgeführt (Anhang, 

Tabelle 4). Zusammenfassend wiesen 14 der hier 27 untersuchten Peptide einen KD-Wert 
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im mikromolaren Bereich auf (Anhang, Tabelle 4; S1VL-2, -3, -7, -8, -9, -10, -11, -12, -13,  

-16, -20, -21, -23, -26). Von diesen 14 Peptiden zeigten 8 Peptide in den ersten 

Screeninganalysen einen signifikanten Einfluss auf die amyloidähnliche hSOD1-

Aggregation (S1VL-3, -8, -9, -10, -11, -12, -13, -21). Alle 8 Peptide verringerten die ThT-

Gesamtfluoreszenz, während 5 dieser Peptide zusätzlich eine Verzögerung der lag time 

(tlag) bewirkten (S1VL-9, -11, -12, -13, -21). Bei zwei weiteren Peptiden wurde dahingegen 

ein beschleunigtes ThT-aktives Aggregationsverhalten beobachtet, auch wenn unter den 

gegebenen Bedingungen keine Bindung zu nativer hSOD1 in den MST-Messungen 

nachgewiesen wurde (S1VL-4 und S1VL-15). In den nachfolgenden Analysen wurden 

anschließend jene Peptide näher untersucht, die in den ersten Screeninganalysen einen 

signifikanten Einfluss im Hinblick auf eine um mindestens 50% reduzierte und gleichzeitig 

verzögerte Bildung von amyloidähnlichen hSOD1-Aggregaten aufwiesen (S1VL-11, 

S1VL-13 und S1VL-21). 

 

5.2.1 Insbesondere die Peptide S1VL-11 und S1VL-21 können die Bildung 

von toxischen hSOD1-Aggregaten konzentrationsabhängig reduzieren 

Insbesondere die Peptide S1VL-11, S1VL-13 und S1VL-21 zeigten in den ersten 

Screeninganalysen mittels ThT-Assays im zweifachen molaren Überschuss bezogen auf 

die hSOD1-Monomer-Konzentration einen signifikanten Einfluss auf die amyloidähnliche 

hSOD1-Aggregation (Anhang, Tabelle 4). So wurde die ThT-Fluoreszenzemission nicht 

nur um mehr als 63% reduziert, sondern auch die lag time wurde um mindestens 2,9 h 

verlängert.   

In anschließenden Analysen wurde der konzentrationsabhängige Einfluss der Peptide auf 

die amyloidähnliche hSOD1-Aggregation analysiert. Dabei stellte sich heraus, dass die 

Zugabe von S1VL-13 mit einem 10-fachen molaren Überschuss zur amyloidähnlichen 

Aggregation von hSOD1 in einen Anstieg der ThT-Fluoreszenzemission um 113% und in 

einer beschleunigten lag time um 7,4 h im Vergleich zu hSOD1 ohne Peptid resultierte 

(unveröffentlichte Daten), sodass S1VL-13 hier nicht näher untersucht wurde.   

Dahingegen resultierte sowohl die Zugabe von S1VL-11 (Abbildung 10) als auch die von 

S1VL-21 (Manuskript 3.2) in einer konzentrationsabhängigen Abnahme der ThT-

Fluoreszenzemission. So führte beispielsweise die Inkubation von hSOD1 mit äquimolarer 

Menge an S1VL-11 unter hSOD1-aggregierenden Bedingungen zu einer reduzierten, 

relativen ThT-Fluoreszenzemission von 69 ± 19%, während die Zugabe eines 10-fachen 

molaren Überschusses an S1VL-11 die relative ThT-Fluoreszenzemission auf insgesamt 

31 ± 7% verringerte (Abbildung 10). Auch mit S1VL-21 konnte ein 

konzentrationsabhängiger Einfluss auf die amyloidähnliche hSOD1-Aggregation 
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beobachtet werden. Dabei führte die Inkubation von hSOD1 mit äquimolarer Menge an 

S1VL-21 zu einer relativen ThT-Fluoreszenzemission von 45 ± 3%, während die Zugabe 

eines 10-fachen molaren Überschusses an S1VL-21 diese um 90% auf 10 ± 2% im 

Vergleich zu hSOD1 ohne Peptid reduzierte (Manuskript 3.2). Da die Signalintensität bei 

konstanter ThT-Konzentration proportional zur Konzentration an amyloiden Strukturen 

ist [170, 172], resultiert die Inkubation von hSOD1 mit S1VL-11 bzw. S1VL-21 unter hSOD1-

aggregierenden Bedingungen somit in einer konzentrationsabhängigen, reduzierten 

Bildung von amyloidähnlichen hSOD1-Aggregaten.   

Darüber hinaus konnte durch die Zugabe von S1VL-11 zur amyloidähnlichen hSOD1-

Aggregation auch die lag time konzentrationsabhängig bis zu 7 h mit einem 10-fachen 

molaren Überschuss an Peptid verlängert werden (Abbildung 11), während jedoch für 

S1VL-21 die aus den ersten Screeninganalysen resultierende lag time-Verschiebung von 

2,9 h (Anhang, Tabelle 4) nicht reproduziert werden konnte (Manuskript 3.2). Die nicht-

reproduzierbaren Daten bzw. die teils hohe Variation in der Kinetik der SOD1-Aggregation 

wurde bereits in der Literatur thematisiert [186]. Es wurde gezeigt, dass die Auswahl der 

Bedingungen für die Analyse der amyloidähnlichen hSOD1-Aggregation mittels ThT, 

insbesondere die Auswahl der Beads, die für die Fragmentation der Probe nötig sind, 

einen erheblichen Einfluss auf die Homogenität der Messdaten besitzt [187] und dass auch 

bereits geringe Unterschiede im pH-Wert der verwendeten Pufferlösung die Morphologie 

der resultierenden SOD1-Spezies beeinflussen [188]. Ob jedoch die Inhomogenität das 

alleinige Resultat von experimentellen Artefakten oder auch der intrinsischen 

Eigenschaften der SOD1-Aggregation selbst ist, ist bislang noch ungeklärt. In einigen 

in vitro-Studien konnte bereits der Einfluss bestimmter Bedingungen wie Temperatur, 

Molekülkonzentration und der Einfluss von Verunreinigungen auf die SOD1-Aggregation 

analysiert werden, auch wenn diese lediglich eine Erklärung für geringe Variationen - wie 

hier vorliegend - lieferten [186]. Nichtsdestotrotz konnte die signifikante Reduktion der ThT-

Fluoreszenzemission der amyloidähnlichen hSOD1-Aggregation durch das im Rahmen 

dieser Arbeit selektierte Peptid S1VL-21 in mehreren, unabhängigen Versuchen 

reproduziert werden.  Des Weiteren wurde gezeigt, dass S1VL-21 auch die 

Fluoreszenzemission bei Zugabe des Peptides zu Beginn der Elongationsphase 

signifikant reduziert (um 82%; Abbildung 8, B).   

In der Regel kann die Bildung von amyloidähnlichen Aggregaten anhand der 

Fluoreszenzemission von ThT in vitro als Funktion der Zeit verfolgt werden, wobei die 

Funktion einen charakteristischen, wie hier vorliegend, sigmoidalen Verlauf aufweist und 

sich in Lag-Phase, exponentieller Elongationsphase und einer abschließenden Plateau-

Phase unterteilt [170, 171]. Jedoch ist es mit Hilfe des ThT-Assays allein nicht möglich, die 

Morphologie der gebildeten amyloiden Spezies zu bestimmen und die molekularen 
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Prozesse bzw. deren Anteil zu identifizieren, die an der Amyloidassemblierung beteiligt 

sind [175]. Zudem ist der genaue Mechanismus der SOD1-Aggregation bislang nicht 

eindeutig geklärt, auch wenn Chattopadhyay et al. bereits nachweisen konnten, dass 

bereits kleine Mengen an metallfreier und reduzierter, monomerer SOD1 die Bildung von 

amyloiden Spezies aus Disulfidbrücken-intakten SOD1 initiieren können und dass die 

Elongation durch Rekrutierung von Apo- oder partiell metallbeladener, dimerer SOD1 mit 

intramolekularer Disulfidbrücke vorangetrieben wird [189]. Aus diesem Grund kann mit Hilfe 

des hier durchgeführten ThT-Assays nur die Vermutung aufgestellt werden, dass die 

Peptide S1VL-11 und S1VL-21 in einigen Fällen die Keimbildung als 

geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der amyloidähnlichen hSOD1-Aggregation 

verzögert (charakterisiert durch die Verschiebung von tlag) und/oder lösliche, (partiell) 

nativ-gefaltete hSOD1-Moleküle insoweit stabilisieren, dass diese nicht zur Elongation von 

bereits bestehenden amyloiden Spezies zur Verfügung stehen, wodurch die verminderte 

ThT-Fluoreszenzemission auch bei Zugabe von S1VL-21 zu Beginn der 

Elongationsphase erklärt werden kann. Dahingegen führte die Zugabe von S1VL-21 

während der Elongationsphase und am Ende der sigmoidalen Reaktionskinetik in der 

Plateau-Phase der amyloidähnlichen hSOD1-Aggregation nicht zur reduzierten ThT-

Fluoreszenzemission (Abbildung 8, C & D), was unter anderem damit begründet werden 

kann, dass S1VL-21 gegen native und beispielsweise nicht gegen wie in der Plateau-

Phase vermehrt vorliegende aggregierte hSOD1 selektiert wurde und so grundsätzlich 

keine Interaktion mit nicht-löslichen hSOD1-Molekülen vorliegen sollte. Anzumerken ist 

jedoch, dass mittels des ThT-Assays lediglich die Bildung an ThT-aktiven Spezies und 

nicht an beispielsweise amorphen hSOD1-Aggregaten verfolgt werden kann [170].   

Erste Hinweise, dass S1VL-21 tatsächlich zur reduzierten Bildung von großen hSOD1-

Aggregaten führt und die verminderte ThT-Fluoreszenzemission beispielsweise nicht aus 

der Konkurrenz um die ThT-Bindestelle resultiert, liefern die Aufnahmen der aus der 

Aggregation resultierenden hSOD1-Spezies mit und ohne S1VL-21 am 

Rasterkraftmikroskop (Abbildung 7). Auch wenn die hier vorliegenden Ergebnisse keine 

statistisch-ausgewertete Aussage über die Verteilung der hSOD1-Aggregate zulassen, so 

konnte anhand der zahlreichen Aufnahmen von mehreren Messflächen (Anhang, 

Abbildung 12) der Eindruck gewonnen werden, dass die Co-Inkubation von hSOD1 mit 

S1VL-21 unter hSOD1-aggregierenden Bedingungen nicht nur die Menge an 

amyloidähnlichen hSOD1-Aggregaten, sondern auch die Größe der verbleibenden 

hSOD1-Spezies reduziert. Darüber hinaus zeigten jene hSOD1-Spezies, die aus der 

Inkubation mit S1VL-21 unter hSOD1-aggregierenden Bedingungen resultierten, eine 

geringere Toxizität in Zellkulturexperimenten (Manuskript 3.2). Demnach kann 

geschlussfolgert werden, dass das Peptid S1VL-21 in der Lage ist, auch die Bildung von 
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toxischen hSOD1-Spezies zu reduzieren, wenn auch dies u.U. mit der Gesamtmenge an 

gebildeten hSOD1-Aggregaten korreliert. Eine Reduktion der Toxizität von bereits 

bestehenden hSOD1-Aggregaten durch die Zugabe von S1VL-21 konnte mit Hilfe von 

ersten Zellkulturexperimenten nicht nachgewiesen werden (unveröffentlichte Daten), was 

vermutlich aus der zuvor beschriebenen Spezifität gegen native hSOD1 resultiert. Dass 

jedoch der Effekt von S1VL-21 auf die hSOD1-Aggregation sequenzspezifisch ist, liefern 

die Experimente mit den randomisierten Kontrollpeptiden S1VL-21_Rdm1, 

S1VL-21_Rdm2 und S1VL-21_Rdm3. Diese zeigten im Vergleich zu S1VL-21 eine 

weniger affine Bindung zu nativer hSOD1 und einen deutlich geringeren bis keinen Effekt 

in der Reduktion von amyloidähnlichen hSOD1-Aggregaten (Manuskript 3.2).  

Zusammenfassend konnten im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit hSOD1-bindende 

Peptide selektiert werden, die einen inhibitorischen Einfluss auf die amyloidähnliche 

Aggregation von hSOD1 besitzen. Insbesondere die hier ausführlicher untersuchten 

Peptide S1VL-21 sowie S1VL-11 führten zur signifikanten Reduktion der Bildung von 

toxischen hSOD1-Aggregaten, auch wenn der Einfluss der Peptide mit weiteren 

Versuchen hinsichtlich des Bindungsmotives und des Wirkmechanismus genauer 

analysiert werden muss. Die hier vorliegende Arbeit liefert somit erste wichtige Daten zu 

potentiellen Leitsubstanzen für die Entwicklung von hSOD1-assoziierten Therapeutika zur 

ALS-Therapie. 
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6 Ausblick 

Es wurden Aggregate bestehend aus fehlgefalteter, wildtypischer hSOD1 nicht nur bei 

sALS-, sondern auch bei fALS-Patienten mit keiner vorliegenden hSOD1-Mutation 

gefunden [114, 120]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass auch die Aggregation von WT-SOD1 

durch fehlgefaltete, mutierte SOD1 initiiert werden kann [189], sodass die Stabilisierung der 

nativen Konformation von hSOD1 durch Peptidliganden einen vielsprechenden Ansatz zur 

Entwicklung von Therapiemöglichkeiten aller hSOD1-assoziiierten ALS-Formen darstellt 

mit dem Ziel, die Bildung von toxischen hSOD1-Spezies zu inhibieren bzw. zumindest 

reduzieren.   

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit konnten Peptide identifiziert werden, die native 

hSOD1 binden und einen Einfluss auf die hSOD1-Aggregation besitzen. Insbesondere für 

das hier näher untersuchte Peptid S1VL-21 konnte gezeigt werden, dass dieses die 

Bildung von amyloidähnlichen hSOD1-Aggregaten in vitro reduziert. Jedoch sind nicht nur 

strukturelle Untersuchungen zum Verständnis der Interaktion zwischen hSOD1 und 

S1VL-21 nötig, sondern auch weitere Analysen hinsichtlich dessen Einfluss auf die 

hSOD1-Aggregation, um den Wirkmechanismus zu verstehen und optimieren zu können.  

Auch wenn der ThT-Assay eine zeitabhängige Verfolgung der Bildung von bestimmten 

amyloiden Spezies in vitro erlaubt, ist beispielsweise der Nachweis der in der 

Verzögerungsphase (lag time) gebildeten Nukleationskeime oder von Oligomeren, die 

keine Cross-β-Struktur aufweisen, ohne Weiteres nicht möglich [170, 190]. Aus diesem Grund 

sind weitere Analysen mittels biochemischer und/oder biophysikalischer Methoden wie 

z.B. die dynamische Lichtstreuung (DLS) nötig, um auch so den Einfluss des Peptides auf 

frühe Intermediate der hSOD1-Aggregation und auf nicht ThT-aktive Spezies zu 

untersuchen. Mit Hilfe von ersten rasterkraftmikroskopischen Analysen der resultierenden 

hSOD1-Spezies mit und ohne Inkubation von S1VL-21 unter hSOD1-aggregierenden 

Bedingungen konnte zwar bereits die Hypothese aufgestellt werden, dass das Peptid 

nicht die ThT-Bindung verhindert, sondern dass die geminderte ThT-Fluoreszenzemission 

das Resultat der geringeren Bildung von amyloidähnlichen hSOD1-Aggregaten ist. Um 

jedoch auch eine quantitative Aussage über die Bildung von amyloidähnlichen hSOD1-

Spezies treffen zu können, müssen weitere Analysen hinsichtlich der Verteilung der 

verbliebenen hSOD1-Aggregate durchgeführt werden. Ferner muss die Frage geklärt 

werden, ob S1VL-21 in der Lage ist, bestehende hSOD1-Aggregate wieder in nicht-

toxische Komponenten aufzulösen. Hierfür können weitere Zellkulturanalysen 

durchgeführt werden, mit denen der Einfluss von S1VL-21 auf bestehende hSOD1-

Aggregate und deren Toxizität in der Zelle untersucht wird. Ob hierbei eine ergänzende 

Zugabe von Kupfer- und Zinkionen für die Disassemblierung von hSOD1-Aggregaten 
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vorteilhaft ist, sollte ebenfalls überprüft werden. Zu prüfen ist auch der Einfluss von 

S1VL-21 auf die hSOD1-Aggregation, die durch Nukleationskeime induziert wird (seeding 

assay). Zusätzlich muss untersucht werden, ob S1VL-21 die katalytische Aktivität von 

hSOD1 unerwünscht beeinflusst.  

Des Weiteren wird eine Optimierung von S1VL-21 nicht nur im Hinblick der 

therapeutischen Wirksamkeit, sondern auch hinsichtlich der oralen Bioverfügbarkeit des 

Peptides angestrebt. So sollte die benötigte Konzentration an Peptid, die mindestens eine 

ähnlich hohe Wirksamkeit in der Inhibierung der hSOD1-Aggregation wie S1VL-21 erzielt, 

reduziert werden, um auch so mögliche Nebenwirkungen zu minimieren. Beispielsweise 

könnten hierfür Tandempeptide bestehend aus z.B. zwei S1VL-21-Peptiden oder aus 

einer Kombination von S1VL-21 und S1VL-11, welches ebenfalls einen signifikanten 

Einfluss auf die amyloidähnliche hSOD1-Aggregation besaß, eingesetzt werden. Hierbei 

ist auch der Einsatz von geeigneten Linkern denkbar. Zu diesem Zweck ist eine nähere 

Analyse auch von S1VL-11, sowie der Tandempeptide bezüglich der zuvor beschriebenen 

Fragestellungen erforderlich. Um die orale Bioverfügbarkeit der Peptide zu steigern, 

können zukünftig die hier identifizierten und gegebenenfalls bereits optimierten Peptide in 

retro-inverser Konformation bestehend aus D-enantiomeren Aminosäuren untersucht 

werden. Diese sollen analog zu den L-Leitpeptiden hinsichtlich ihrer Wirksamkeit in der 

Inhibierung der Bildung von toxischen hSOD1-Spezies analysiert werden.  

Zusammenfassend müssen weitere Untersuchungen durchgeführt werden, um den 

Wirkmechanismus der hier identifizierten Peptide zu verstehen und in Bezug auf ihre 

therapeutische Effizienz zu optimieren. Ungeachtet dessen liefert die hier vorliegende 

Arbeit erste wichtige Daten zu potentiellen Leitsubstanzen für die Entwicklung von 

hSOD1-assoziierten Wirkstoffen für die ALS-Therapie.  
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Abbildung 12: Weitere rasterkraftmikroskopische Aufnahmen der Proben aus Abbildung 7 für einen 
Überblick der Verteilung der hSOD1-Aggregate und zur vorsichtigen Beurteilung des Einflusses von 
S1VL-21 auf die hSOD1-Aggregation. Die Höhenbilder wurden mit einem Nanowizard3-System (JPK 
Instruments AG, Berlin, Deutschland) mit 10 µL der Proben aus dem wie in 4.1.3 beschriebenem ThT-Assay 
nach 65 h der Aggregation durchgeführt. Die Proben wurden auf einer frisch-gespaltenen Mica für 10 min bei 
RT inkubiert und anschließend 4x mit 100 µL ddH2O gewaschen bevor diese mit N2 vorsichtig getrocknet 
wurden. Die Messungen erfolgten mit einer Auflösung von 256 Pixeln bei einer Zeilenrate von 2 Hz im 
intermittierenden Kontaktmodus mit einem Silizium-Cantilever mit einer nominalen Federkonstante von 
26 N/m und einem nominalen Spitzenradius von 7 nm. Für einen Vergleich der Proben erfolgte die 
Prozessierung der Daten mit Hilfe der Datenverarbeitungssoftware des Herstellers (JPK Data Processing 
software 5.0.69) mit den gleichen Parametern. A. Aufnahmen der hSOD1-Probe ohne S1VL-21 nach 65 h der 
Aggregation. Zu erkennen sind in allen Messbereichen mehrere, große Ablagerungen, die aggregiertes 
hSOD1 enthalten. B. Aufnahmen der hSOD1-Probe, bei der hSOD1 mit einem 10-fachen molaren 
Überschuss an S1VL-21 unter hSOD1-aggregierenden Bedingungen inkubiert wurde. Im Vergleich zu den 
Aufnahmen ohne S1VL-21 in A sind hier deutlich weniger größere Ablagerungen zu sehen. C. Aufnahmen der 
Kontrollprobe mit S1VL-21 ohne hSOD1. Es wurden vereinzelt Artefakte gefunden. 
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Tabelle 4: Zusammenfassung der Screeninganalysen der im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit 
selektierten Peptide bezüglich deren Affinität zu nativer hSOD1 und deren Einfluss auf die 
amyloidähnliche hSOD1-Aggregation. Die Bestimmung der Dissoziationskonstanten (KD) wurde wie in 4.1.2 
beschrieben mittels MST-Messungen in (a) Premium- (MO-K025; Nanotemper technologies, München, 
Deutschland) oder (b) Standard-Kapillaren (MO-K022; Nanotemper technologies, München, Deutschland) 
durchgeführt. Die in grau hinterlegten Daten sind mit Vorsicht zu betrachten, da unter den gegebenen 
Bedingungen keine vollständige Sättigung der Messdaten für die sigmoidale Anpassung zur Berechnung der 
KD-Werte erzielt wurde. Der Einfluss der Peptide auf die amyloidähnliche hSOD1-Aggregation wurde mit 
einem molaren Verhältnis von 1:2 (hSOD1:Peptid) mit Hilfe des ThT-Assays wie in 4.1.3 beschrieben in einer 
3- bis 6-fach Messung bestimmt. Im Laufe der Arbeit wurde der ThT-Assay angepasst, sodass einige 
Versuche mit 50 mM NaCl und keiner Vorinkubation (c) bzw. (d) mit 150 mM NaCl und einer Vorinkubation 
bei 37 °C (siehe 4.1.3 für Details) durchgeführt wurden. Eine einfache Varianzanalyse (one-way ANOVA) mit 
Fisher-Post-hoc-Test wurde für die statistische Auswertung genutzt (n.s. = nicht signifikant, * p ≤ 0,05, 
** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001). Ausgewählte Peptide wurden genauer analysiert (S1VL-11 siehe 4.2.2.1; S1VL-21 
siehe 3.2 und 4.2.1; S1VL-13 wies in späteren Messungen mit einem 10-fachen molaren Überschuss 
dagegen einen Anstieg der ThT-Fluoreszenzemission von +113%***, (d) und eine Verschiebung der 
Verzögerungsphase um -7,4 h***, (d) im Vergleich zu hSOD1 ohne Peptid auf und wurde daher nicht weiter 
analysiert (unveröffentlichte Daten)). Die amyloidähnliche Aggregation bzw. Fibrillierung der hier getesteten 
Peptide selbst wurde anhand der Verfolgung der ThT-Fluoreszenzentwicklung der jeweiligen Peptide ohne 
hSOD1 ausgeschlossen.  

Einfluss auf die amyloidähnliche hSOD1‐
Aggregation analysiert mit Hilfe von ThT‐Assays 

Peptid  Sequenz  KD [µM]  Gesamtfluoreszenz [%]  Verzögerungsphase [h] 

S1VL‐1  RPYNPSHYWHEIHTVQ   ‐ (a)  n.s. (c)  n.s. (c) 

S1VL‐2  EEPWNRPDWKMSHNKH  37,7 ± 2,6 (a) n.s. (c)  n.s. (c) 

S1VL‐3  QFGSPSVQQYRHLYFR  7,8 ± 0,6 (a)  ‐37** (c)  n.s. (c) 

S1VL‐4  MPGHQESIKVQNWNRV   ‐ (a)  ‐36*** (c)  ‐4,1** (c) 

S1VL‐5  KISPRDTHGWYNMPWQ   ‐ (a)  ‐19** (c)  +3,6** (c) 

S1VL‐6  EHVVWMRHAEHGWAPM   ‐ (a)  n.s. (d)  n.s. (d) 

S1VL‐7  WGKQPQTHPTIWSPPV  48,9 ± 2,4 (a) n.s. (d)  n.s. (d) 

S1VL‐8  YDTPKHKDKTWPMMHH  15,4 ± 0,6 (a) ‐63** (d)  n.s. (d) 

S1VL‐9  SVSVWVKPAAWEYGIH  12,2 ± 0,5 (a) ‐25*** (c)  +3,6** (c) 

S1VL‐10  WPHHKQQVGRPAAQSM  76,7 ± 2,6 (b) ‐21* (c)   n.s. (c) 

S1VL‐11  YDPMKWQITHWALRP  34,1 ± 2,5 (a) ‐63** (d)  +4,7** (d) 

S1VL‐12  FHDTLTHPMQPWDWPP  24,6 ± 1,3 (b) ‐17** (c)  +3,4** (c) 

S1VL‐13  YTNEIERYRPHQTNYR  8,1 ± 0,4 (b)  ‐79** (d)  +2,3*** (d) 

S1VL‐14  GDEYYKSYQRKSHQLW   ‐ (b)  ‐27** (c)  n.s. (c) 

S1VL‐15  THRHHESMDVTHFVKH   ‐ (b)  n.s. (c)  ‐4,4*** (c) 

S1VL‐16  GELQKKMDWLSTMPIM  46,6 ± 1,9 (b) n.s. (d)  n.s. (d) 

S1VL‐17  HPFQMLDINTIRDPVP   ‐ (b)  n.s. (d)  n.s. (d) 

S1VL‐18  KWTTFSQPGTENWFYQ  in ddH2O bzw. 50 mM Natriumacetatpuffer pH 6 unlöslich 

S1VL‐19  LPVPSYYSFGSPQYDY  in ddH2O bzw. 50 mM Natriumacetatpuffer pH 6 unlöslich 

S1VL‐20  HEVTRWINPLRPIYAL  25,1 ± 2,1 (b) n.s. (d)  n.s. (d) 

S1VL‐21  YKHSWETQEKQNYVTD  5,3 ± 0,3 (a)  ‐64** (d)  +2,9** (d) 

S1VL‐22  YPTYPWYYFWHQEDEITRRD  in ddH2O bzw. 50 mM Natriumacetatpuffer pH 6 unlöslich 

S1VL‐23  HVEKYWHHNQHHKNVQ  38,8 ± 3,1 (b) n.s. (d)  n.s. (d) 

S1VL‐24  ASFGEKFHPFV   ‐ (b)  n.s. (d)  n.s. (d) 

S1VL‐25  EQYNWVDWIITYTQHE  in ddH2O bzw. 50 mM Natriumacetatpuffer pH 6 unlöslich 

S1VL‐26  HYQQYEWLHPDWQEAG  17,6 ± 1,4 (b) n.s. (d)  n.s. (d) 

S1VL‐27  FGGTYEWEWHWETLAW  in ddH2O bzw. 50 mM Natriumacetatpuffer pH 6 unlöslich 
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