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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Morbus Parkinson

Die Symptomatik der Parkinson-Krankheit (Morbus Parkinson) oder auch des
idiopathischen Parkinson-Syndroms (IPS) wurde erstmals 1817 von dem Arzt
James Parkinson beschrieben, nachdem dieses Syndrom benannt ist. In seinem
Monograph "An essay on the shaking palsy’ beschrieb er eine neurologische
Erkrankung, welche sich durch einen Ruhetremor und eine progressive
motorische Unbeweglichkeit auszeichnet. Das IPS ist die zweithdufigste neuro-

degenerative Erkrankung nach dem Morbus Alzheimer.

1.1.1 Epidemiologie und klinische Symptome der

Parkinson-Krankheit

Die Préivalenz der Parkinson-Krankheit (PK) betrigt in den industrialisierten
Staaten etwa 0,3% der Gesamtbevolkerung. In der dlteren Generation besteht bei
den iiber 60-Jihrigen eine etwa 2%ige Wahrscheinlichkeit, an der PK zu
erkranken, wobei eine familidre Pradisposition die Wahrscheinlichkeit verdoppelt.
Es sind dabei alle ethnischen Gruppen betroffen, wobei Ménner eine leicht hdhere
Priavalenz aufweisen als Frauen. Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt in
den frithen 60’ern, bei Patienten mit friilhem Krankheitsbeginn treten die Initial-
symptome vor dem 50. Lebensjahr auf. Dabei zeigen etwa 5-10% der Parkinson-
Patienten einen frithen Krankheitsbeginn (UA: Fahn, 2003; Samii, 2004).

Die Kardinalsymptome der Erkrankung sind Ruhetremor (Zittern), Rigiditat
(Steifheit) und die Bradykinese (Verlangsamung der Bewegungsabldufe). Der
Ruhetremor ist bei etwa 50% der Erkrankten als primér auftretendes Symptom
erkennbar, zeigt bei PK-Patienten eine Frequenz von 3-5Hz und ist bei
Erkrankungsbeginn typischerweise asymetrisch. Allerdings gibt es auch Fille, in
denen die Bradykinese ein erster Hinweis auf die Erkrankung ist, weiterhin gibt es
Krankheitsverldufe, bei denen es zu keiner Ausprigung eines Ruhetremors
kommt. Beim Ruhetremor der PK sind normalerweise die Hande und Fiifle
betroffen, in seltenen Fillen kann es auch zu einem Tremor von Zunge und Kiefer
kommen. Die Muskelsteitheit (Rigor) spiegelt sich durch eine Spannungs-
erhohung in den antagonistischen Muskeln der Gliedmaflen wider und ist fiir die

Patienten als Steifheit der Arme und Beine spiirbar. Die Bradykinese manifestiert
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sich zumeist in Schwierigkeiten bei Bewegungsabldufen der Feinmotorik, wie
z.B. dem Schreiben. Weiterhin kommt es zu einem verminderten Mitschwingen
der Arme beim Gehen. Der Beginn der Bradykinese ist meistens auf eine
Korperhilfte festgelegt und bleibt auf diese auch im weiteren Krankheitsverlauf
sehr lange beschriankt. Als weitere Symptomatik der Bradykinese sind eine
verminderte Mimik und Gestik, ein Leiserwerden der Stimme, ein Gang mit
kleinen Schritten und im spiten Verlauf auch Haltungs- und Gleichgewichts-
stérungen zu nennen (UA: Fahn, 2003; Samii, 2004).

Viele Parkinson-Patienten weisen weitere Symptome auf, welche als nicht-
motorisch bezeichnet werden. Hierzu zéhlen Schlafstérungen, Motivationsverlust,
sexuelle Dysfunktion, Blasenschwiche, Miidigkeit, sensorische Schmerz-
symptome und Depression. Im spéteren Verlaufsstadium der PK kommt es bei

etwa 40% der Patienten zur Demenz (UA: Fahn, 2003).

1.1.2 Diagnose der Parkinson-Krankheit

Die Diagnose der PK beruht auf dem Erkennen der Krankheitssymptome, eine
abschlieBende, sichere Diagnose kann jedoch erst nach dem Tod durch patho-
logische Untersuchungen des Gehirns gestellt werden.

Die Diagnose sollte durch einen Neurologen erfolgen, da es dhnliche Symptome
gibt, die zusammenfassend als Parkinsonismus bezeichnet werden und in drei
Gruppen eingeteilt werden. Als primiren Parkinsonismus bezeichnet man den
Morbus Parkinson, der sich in das sporadische, idiopathische Parkinson-Syndrom
und Erkrankungsverldufe durch bekannte genetische Ursachen der Parkinson-
Krankheit aufteilt. Durch die Erkenntnisse der vergangenen Jahre wird der Begriff
des IPS zwischenzeitlich generell fiir den Morbus Parkinson verwendet
(UA: Fahn, 2003).

Als sekundérer Parkinsonismus werden Parkinson-Syndrome bezeichnet, welche
durch die Intoxikation mit Medikamenten oder Umweltgiften ausgelost werden.
Parkinson-Plus-Syndrome stellen die dritte Gruppe dar, zu denen etwa MSA
(Multiple system atrophy) und DLBD (Diffuse lewy body disease) gehoren.

Die Diagnose der PK kann gestellt werden, wenn mindestens zwei der
Hauptsymptome des Parkinsonismus vorliegen (siehe Tabelle 1.1) und folgende
drei Kriterien zutreffen: (1) ein asymetrisches Auftreten der Symptome, (2) das

Vorliegen eines Ruhetremors (wobei es auch PK Fille gibt, bei denen es zu keiner
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Ausprigung eines Ruhetremors kommt), (3) Ansprechen auf eine Levodopa-

Therapie.

Tabelle 1.1: Die sechs Hauptsymptome des Parkinsonismus (Quelle: Fahn, 2003)

Hauptsymptome des Parkinsonismus

Ruhetremor EGebeugte Haltung von Nacken, Rumpf
Rigiditit und GliedmafBien
Bradykinese Freezing-Phdnomen

Verlust von posturalen Reflexen

Zur normalen klinischen Diagnostik kann man bei atypischen, fraglichen Féllen
noch das Hilfsmittel des Neuroimagings hinzuziehen. Hierbei wird die Funktion
des nigrostriatalen dopaminergen Stoffwechsels untersucht. Dabei ist bei der PK
charakteristischerweise ein Riickgang der striatalen 6-['*F]-fluoro-L-dopa-Auf-

nahme durch PET-Untersuchungen nachweisbar.

1.1.3 Pathogenese der Parkinson-Krankheit

Das pathologische Bild der PK zeichnet sich durch den Verlust der nigrostriatalen
dopaminergen Neurone in der Substantia nigra pars compacta (SNpc) aus. Durch
den Verlust der dopaminergen Neurone werden die dopaminergen Projektionen
der SNpc zum Nucleus caudatus und zum Striatum gestort. Durch den
progressiven Verlust der dopaminergen Neurone kommt es zu einem Verlust an
Dopamin in der Substantia nigra und im Striatum, wodurch letztendlich die
Symptomatik der Erkrankung hervorgerufen wird. Durch kompensatorische
Effekte der Dopaminrezeptoren kommt es jedoch erst ab einem etwa 80%igen
Riickgang an Dopamin - was zirka einem 50-60%igen Verlust der nigrostriatalen
Neurone entspricht - zu den ersten Symptomen. Durch den fortschreitenden
Verlust an Neuronen und dem daraus resultierenden weiteren Riickgang an
Dopamin préigen sich die Symptome weiter aus.

Weiterhin kommt es zum Auftreten von intrazytoplasmatischen, neuronalen
Proteineinschliissen, sogenannten Lewy-Korpern, welche nach ihrem Erstbe-
schreiber Friedrich Lewy benannt sind. Sie treten bei der PK in vielen Regionen
des Nervensystems auf, neben der Substantia nigra auch im Locus coeruleus,

Nucleus basalis, in limbischen Regionen, dem Hypothalamus, dem zerebralen
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Kortex, kranialen Motorneuronen und peripheren Anteilen des autonomen
Nervensystems (UA: von Bohlen und Halbach, 2004; Riess, 1999). Die Neurode-
generation weiterer Gehirnareale, wie z.B. die Strukturen des Hippocampus,
erklaren auch die nicht-dopaminerge Pathologie und die nicht-motorischen Krank-

heitssymptome im fortgeschrittenen Erkrankungsverlauf (UA: Schulz, 2004).

Abbildung 1.1.1: Abbildung eines Lewy-
Korpers nach Féarbung fiir a-Synuklein (blau-
schwarze immunzytochemische Markierung),
die den Hof stark einfarbt (Pfeil). Der Zellkern
des Neurons (N) wurde rot gegengefarbt (Riess
et al, 1999).

SA

Als Hauptbestandteil der Lewy-Korper wurde das Protein o-Synuklein
identifiziert, als weitere Bestandteile konnten Neurofilament, Lipide, Synphilin-1,

Ubiquitin und mit dem UPS verbundene Proteine identifiziert werden.
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1.1.4 Atiologie des Morbus Parkinson

Die Ursachen der PK sind bislang nicht gekldart. Der Grofteil der Parkinson-
Patienten wird sporadischen Ursachen zugeteilt, genetische Faktoren haben an
Bedeutung gewonnen, wurden bis jetzt jedoch nur einem Bruchteil der Patienten
zugeordnet.

Durch genetische, epidemiologische und neuropathologische Studien und die
Entwicklung experimenteller Tiermodelle konnten molekulare Zusammenhénge
und Wege der Pathogenese von sporadischen wie familidren Formen der PK
gefunden werden.

Hierzu zdhlen oxidativer Stress, Stress durch Nitrosamine, die Akkumulation
fehlgefalteter oder mutierter Proteine, Dysfunktionen des Ubiquitin-Proteasomen-
Weges und Stérungen der mitochondrialen Funktion. Im Folgenden sollen die
familidren Faktoren, wie auch die mdglichen Griinde fiir die sporadischen Fille

der PK, ndher erldutert werden.

1.14.1 Familiéire und genetische Ursachen der Parkinson-Krankheit

Lange Zeit galt die PK als eine typische nicht-genetisch bedingte sporadische
Erkrankung. Es fiel zwar auf, dass Verwandte Betroffener haufiger ein Parkinson-
Syndrom entwickelten, die Untersuchungen an Zwillingen zeigten jedoch keine
eindeutigen Resultate (UA: Moore, 2005). Durch die spitere Identifikation von
Genorten (Loci), bei denen durch Kopplungsanalysen in Familien mit PK eine
Segregation der Erkrankung festgestellt wurde, machte die Identifikation von
Genen moglich, die fiir familidre Formen der PK verantwortlich waren.
Zwischenzeitlich sind 11 dieser Loci gefunden worden und es konnten sechs Gene

identifiziert werden, die mit der PK assoziiert sind (vgl. Tabelle 1.2).
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Tabelle 1.2: Loci und Gene der familidren Formen der Parkinson-Krankheit

Locus Lokalisation | Gen Vererbung |Referenz
PARKI1 |4g21-g23 a-Synuklein AD Polymeropolous, 1997
PARK2 |6q25-q27 Parkin AR Kitada, 1998
PARK3 |2pl3 unbekannt AD' Gasser, 1998
PARK4 |4pl5 a-Synuklein AD Singleton, 2003
(Triplikation)
PARKS |4pl4 UCH-LI ? Leroy, 1998
PARK6 | 1p35-p36 PINK1 AR Valente, 2004
PARK7 | 1p36 DJ-1 AR Bonifati, 2003
PARKS8 | 12pl1.2- LRRK? AD Zimprich, 2004
ql3.1
PARKY9 |1p36 unbekannt AR Hampshire, 2001
PARKI10 |1g32 unbekannt ? Hicks, 2002
PARKI11 |2q36-q37 unbekannt ? Pankratz, 2003

AD: Autosomal dominant, AR: Autosomal rezessiv; ' Vererbungsmuster mit unvollstindiger
Penetranz

1.1.4.1.1 a-Synuklein (PARK1, PARK4)

Die erste identifizierte genetische Ursache fiir die PK war eine A53T-Mutation im
a-Synuklein-Gen. Die pathogenetische Bedeutung dieser Mutation wurde durch
die spitere Identifikation von a-Synuklein (SNCA) als Hauptbestandteil der
Lewy-Korper (Spillantini, 1998) und das Auffinden einer A30P-Mutation im
a-Synuklein-Gen bei einer deutschen Familie mit familidrem Parkinson-Syndrom
(Kriiger, 1998) deutlich. Zwischenzeitlich wurde noch eine weitere E46K-
Mutation in einer spanischen Familie gefunden (Zarranz, 2004). Neuere Unter-
suchungen ergaben, dass eine genomische Triplikation des Bereiches um das
a-Synuklein-Gen fiir den PARK4 Lokus verantwortlich ist (Singleton, 2003).

Die physiologische Rolle von a-Synuklein ist noch unklar. a-Synuklein wird
beim Menschen im ganzen Nervensystem exprimiert und dabei hauptsichlich in
den prisynaptischen Nervenendigungen gefunden, wo es mit membran- und
vesikuldren Strukturen assoziiert ist (Kahle, 2000). Als mdgliche physiologische

Funktionen gelten Modifikation des vesikuldren Transports, Regulation der
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synaptischen Vesikelgrofle und vesikuldres Recycling mit einer Verbindung zur
Dopaminspeicherung und Dopamintransport (Abeliovich, 2000).

a-Synuklein ist ein 140 AS grofes Protein, welches aus einer N-terminalen
amphipatischen a-helikalen Region besteht, die aus sechs imperfekten KTKEGV-
Wiederholungen besteht, welche in eine hydrophobe Region iibergeht, in der die
NAC-Domine lokalisiert ist. Die C-terminale Region besteht aus einer sauren
Doméne mit Chaperone-Aktivitdt (Kim, 2002). Als pathogener Mechanismus von
a-Synuklein wird die Eigenschaft, mit sich selbst zu aggregieren, diskutiert. So
sind die P30-, K46- und T53-a-Synuklein-Mutanten in unterschiedlichem Aus-
maf in der Lage, Fibrillen zu bilden und tendieren zur Bildung von oligomeren
Strukturen (Conway, 1998 & 2000). Hierbei werden aus den Monomeren des
Proteins durch Aggregation B-Faltblatt-reiche Oligomere gebildet, die sich zu
sogenannten Protofibrillen zusammenschlieen. Durch zunehmende Aggregation
kommt es zur Bildung von Fibrillen, die sich zu Amyloid-dhnlichen Strukturen
zusammenlagern und schlieBlich zur Bildung von Lewy-Korpern fithren. Dabei
wird diskutiert, dass die Bildung der Fibrillen und Lewy-Korper keine toxischen
Effekte zeigt, sondern dass die Protofibrillen das eigentliche toxische Agens sind.
Der genaue toxische Effekt bleibt jedoch weiterhin unklar. Die pathogenetische
Bedeutung der Triplikation, welche zu einer Verdopplung der o-Synuklein
Proteinmenge in der Zelle fiihrt, kann in der Zunahme an Protofibrillen oder auch
Fibrillen bestehen. Hierbei ist zu bemerken, dass mit zunehmendem Lebensalter
die Konzentration an a.-Synuklein in der SNpc steigt (Li, 2004).

Mitochondriale Inhibition des Komplex I durch Rotenone oder z.B. Paraquat fiihrt
zu einem Anstieg der Aggregation und Akkumulation von a-Synuklein, was auch
bei anderen Formen von oxidativem Stress gezeigt werden konnte. Die
protofibrillaren Strukturen von a-Synuklein haben die Eigenschaft, schlecht iiber
das Proteasom abgebaut zu werden. So nimmt man an, dass eine negative
Beeinflussung des Proteasom zu zelluldirem Stress durch Akkumulation von
fehlgefalteten Proteinen fithren kann (UA: Moore, 2005).

Bei transgener Uberexpression von Wt- und mutiertem o-Synuklein in Miusen
und Drosophila konnten in unterschiedlichem Maf3e pathologische Charakteristika
der PK, wie proteinhaltige Einschliisse und motorische Dysfunktionen beobachtet
werden. Die der humanen Pathologie am &hnlichsten entsprechenden Beobach-

tungen wurden durch Uberexpression von a-Synuklein in Drosophila gemacht.
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Bei diesem Organismus kam es zu altersabhingigen Verlusten an dopaminergen
Neuronen, der Bildung von fibrilliren intraneuronalen Inklusionen und
motorischen Auffilligkeiten (Feany, 2000). Es konnte jedoch in keinem der trans-
genen Mausmodelle eine Pathologie der SNpc beobachtet werden. a-Synuklein
knock-out Méuse zeigen keine Entwicklungsdefekte und keine motorischen
Defekte, was fiir einen foxic gain of function bei den Mutationen des Proteins
spricht. Im Rattenmodell mit transgenen a-Synuklein iiberexprimierenden Tieren,
konnten Motordysfunktionen beobachtet werden und es kam auch zur Gene-
rierung von proteinhaltigen Inklusionen, die aber in der SNpc nicht am stérksten

ausgebildet waren (UA: Lim, 2003).

1.1.4.1.2 Parkin (PARK?2)

Untersuchungen in japanischen Familien wiesen eine sehr seltene, juvenile Form
der PK auf. Es zeigte sich, dass eine Deletion im Parkin-Gen fiir die Pathogenese
der PK bei diesen Personen verantwortlich war (Kitada, 1998). In der Folge
konnte gezeigt werden, dass auch bei Europdern 40% der Patienten mit
familidren, frith beginnenden Formen der PK, Mutationen im Parkin-Gen
aufweisen (Liicking, 1998). Die auftretenden Mutationen im Parkin-Gen
umfassen dabei das komplette mogliche Spektrum an Mutationen, Punkt-
mutationen, Deletionen und Insertionen, welche zu einem loss of function-
Phinotyp fithren (Imai, 2000; UA: Mata, 2004). Zwischenzeitlich wird fiir
bestimmte Punktmutationen die Rolle einer toxic gain of function-Mutation im
Parkin-Protein diskutiert. Hierbei wurde eine R275W-Mutation des Parkins
charakterisiert, die eine Fehllokalisation und verstdrkte Aggregation des Proteins
bewirkt (Cookson, 2003).

Das Parkin-Gen hat 12 Exons und kodiert fiir ein 465 AS grof3es Protein, welches
aus einer N-terminalen Ubiquitin-dhnlichen Doméne (UBL), einer zentralen
Linker-Doméne und zwei C-terminalen RING-Finger-Dominen besteht, die durch
eine In-between-Ring-Domine (IBR) getrennt sind. Parkin hat die Funktion einer
E3-Ubiquitin-Ligase und stellt damit einen wichtigen Teil des Ubiquitin-
Proteasomen-Systems dar. Hierbei vermitteln die RING-Finger-Doménen die
Interaktionen zwischen E2-Ubiquitin-konjugierenden Enzymen und den Sub-
straten von Parkin, die UBL-Doméne bewirkt eine Interaktion von Parkin mit der
19S-Untereinheit des 26S-Proteasoms (UA: Kahle, 2004). Zu den bekannten

Substraten von Parkin gehdren dabei eine Reihe von Proteinen (vgl. Tabelle 1.3).
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Diese Substrate werden von Parkin polyubiquitiniert und itiber das 26S-Proteasom

abgebaut.

Tabelle 1.3: Bekannte spezifische Substrate der E3-Ligase Parkin

Substrat Referenz
CDCrell Zhang, 2000
Pacl-R Imai, 2001
Synphilin-1 Chung, 2001

O-glykosyliertes a-Synuklein | Shimura, 2001

Synaptotagmin XI Huynh, 2003
Cyclin E Staropoli, 2003
a- und B-Tubulin Ren, 2003
polyQ Tsai, 2003

p38 aa-tRNA Synthetase Corti, 2003

Durch loss of function-Mutationen wird die Substraterkennung, die Ubiquiti-
nierung oder die komplette Funktion von Parkin gestort, wodurch es zu einer
Akkumulation der Proteine in der Zelle kommt. Fiir CDCrell und Pael-R konnte
gezeigt werden, dass eine Akkumulation bzw. Uberexpression zum Zelltod in
dopaminergen Neuronen fiihrt (Dong, 2003; Imai, 2001).

Bei der Pathologie der loss of function-Mutationen konnte zuerst das Auftreten
von Lewy-Korpern ausgeschlossen werden. Zwischenzeitlich hat man beobachtet,
dass Parkin-Mutationen eine variable LK-Pathologie zeigen. Zum ersten Mal
konnte bei Parkinson-Patienten mit Parkin-Mutationen eine Lewy-Kdorper-
Pathologie im Gehirn eines betroffenen Tragers der R275W-Parkin-Mutation
beobachtet werden (Farrer, 2001).




Einleitung

1.1.4.1.3 UCH-L1 (PARKS5)

In einem Kandidaten-Gen-Screening von 72 Familien mit PK wurde eine hetero-
zygote 193M-Mutation in einer deutschen Familie im UCH-LI-Gen gefunden. In
dieser Familie zeigte sich eine dominante Vererbung der Mutation mit in-
kompletter Penetranz (Leroy, 1998). Weiterhin fand man einen S18Y-Poly-
morphismus im UCH-LI-Gen, der als protektive Variante des Gens beschrieben
wurde (Maraganore, 2004).

Ubiquitin-carboxyl-terminale Hydrolasen sind Proteine, die Polyubiquitin-Ketten
nach der Degradation von polyubiquitinierten Proteinen wieder in einzelne
Ubiquitin-Proteine aufspalten und somit das Ubiquitin nach dem Degradations-
prozess wiederverwerten. Die Ubiquitin-carboxyl-terminale Hydrolase 1 (UCH-
L1) ist dabei eine Neuronen-spezifische Hydrolase. Dies suggeriert eine mogliche
Rolle von UCH-LI in der Pathogenese der PK, da UCH-L1 eine direkte
Auswirkung auf die Funktion des UPS haben konnte, sofern es durch einen
Mangel an freiem, wiederverwerteten Ubiquitin zu einer verminderten
Degradation {iber das 26S-Proteasom kommt.

Die funktionelle Untersuchung der I93M-Mutation zeigte eine verminderte
hydrolytische Aktivitdt, was einer loss of function-Mutation entspricht (Leroy,
1998). In einem Mausmodell mit einer Deletion des Maus-Homologs konnte ein
neurodegenerativer Phanotyp beobachtet werden, die Maiuse zeigten Nerven-
zelluntergang und ein Auftreten ubiquitinierter Proteinablagerungen (Saigoh,
1999). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass UCH-L1 auch eine Ubiquitin-
Ligase-Funktion hat. Diese Ligase-Funktion scheint bei der S18Y-Variante des
Proteins eine verminderte Aktivitit zu haben, wodurch sich der neuroprotektive
Effekt dieses Polymorphismus erkldren konnte (Liu, 2002). Fiir die 193M-
Mutation wurde gezeigt, dass sie iiber eine gesteigerte Ligase-Aktivitit verfiigt,
wodurch es zu einer gesteigerten o-Synuklein Akkumulation kommt (Liu, 2002).
Die genauen Zusammenhénge zwischen Mutationen im UCH-L-Gen und der PK

miussen noch untersucht werden.
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1.1.4.1.4 PINK1 (PARKG6)

Durch ein genomweites Screening in einer groflen sizilianischen Familie mit vier
betroffenen Patienten, die eine early-onset-Form des Parkinson-Syndroms zeigten
und weitere Kopplungsstudien, konnte eine 12,5 ¢cM grofle Region auf Chro-
mosom 1p35-1p36 eingegrenzt werden, in der sich das PINKI-Gen befindet. Im
PINKI-Gen konnten eine G309D- und eine W4370PA-Mutation gefunden
werden, welche jedoch bei Parkinson-Patienten mit early-onset-Form nur sehr
selten auftreten (Rogaeva, 2004). Zwischenzeitlich wurden 13 neue homozygot
oder compound heterozygot auftretende Mutationen gefunden sowie 10 Muta-
tionen, die bei betroffenen PK-Patienten als heterozygote Mutationen im PINKI-
Gen nachgewiesen wurden (siehe Abbildung 1.1.2).

PINK1 ist ein 581 AS grofles Protein mit einer mitochondrialen Translokations-
sequenz am N-Terminus und kodiert fiir eine hoch konservierte Proteinkinase,

ghnlich der Kinasen der Ca®"-Calmodulin-Familie (Valente, 2004).
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Abbildung 1.1.2: Schema des PINK1-Proteins und die Mutationen, die bisher bei PK-Patienten
im PINK1-Protein beschrieben wurden (aus Bonifati, 2005). Homozygote und compound hetero-
zygote PINK1-Mutationen, die bei PK-Patienten gefunden wurden, sind mit schwarzen Pfeilen,
heterozygot aufgetretene Mutationen mit grauen Pfeilen dargestellt.

Die Untersuchungen des PINK1-Proteins weisen auf loss of function-Mutationen
hin, da die identifizierten Mutationen im PINKI/-Gen vorwiegend in der
vorhergesagten Kinase-Doméne liegen (sieche Abbildung 1.1.2; Bonifati, 2005;
Valente, 2004; Hatano, 2004).

Moglicherweise phosphoryliert PINK1 mitochondriale Proteine unter zelluldrem
Stress, um vor mitochondrialer Dysfunktion zu schiitzen (Valente, 2004). Fiir die
G309D-Mutation wurde eine Verminderung der Kinaseaktivitit nachgewiesen,

die zu mitochondrialer Dysfunktion unter proteasomalem Stress flihrt (Bossy-
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Wetzel, 2004; Valente, 2004). Durch Mutationen im PINKI-Gen konnte somit
erstmals eine direkte Verbindung zwischen mitochondrialer Funktion und Homo-
ostase und der PK gezeigt werden. Dies unterstiitzt frithere Beobachtungen, dass
sporadische Formen der PK durch einen Funktionsverlust der Mitochondrien mit-

verursacht sein konnen.

1.1.4.1.5 DJ-1 (PARK?7)

Mutationen im DJ-7-Gen konnten in zwei Stammbdumen mit rezessiver Ver-
erbung der PK nachgewiesen werden (Bonifati, 2003). In einer niederlandischen
Familie wurde eine homozygote Deletion nachgewiesen, welche die Funktion des
Proteins aufhebt, in einer italienischen Familie wurde eine homozygote L166P-
Mutation identifiziert. Zwischenzeitlich wurden noch weitere Mutationen im
DJ-1-Gen gefunden, homozygote M26I- und E64D-Mutationen und heterozygote
A104T-, bzw. D149A-Mutationen (Hering, 2004; UA: Moore, 2005).

Das DJ-1-Gen kodiert fiir ein hochkonserviertes Protein, das aus 189 Amino-
sduren aufgebaut ist und der DJ-1-/ThiJ-/Pfpl-Superfamilie zugeordnet wird. DJ-1
wird ubiquitir exprimiert.

Funktionelle Assoziationen mit DJ-1 wurden in verschiedenen Zusammenhingen
beschrieben. So gilt DJ-1 als mogliches Onkogen, da es mit dem Onkogen c-myc
und wahrscheinlich mit dem Onkogen ras interagiert (Nagakubo, 1997).
Weiterhin wurde DJ-1 als positiver Regulator des Androgen-Rezeptors und als
Regulator der mRNA Stabilitét {iber Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) beschrieben (Takahashi, 2001; Hod, 1999) sowie ein Zusammenhang
zwischen DJ-1 und Infertilitidt bei Ratten gefunden (Wagenfeld, 1998). Interes-
santerweise wurde in nigralen Neuronen von PK-Patienten eine Translokation von
GAPDH in den Nukleus beschrieben, weiterhin wurde GAPDH in Lewy-Korpern
nachgewiesen (Tatton, 2000).

Die genaue pathophysiologische Funktion von DJ-1 bei der PK ist unklar. Als
mogliche Funktion von DJ-1 gelten eine Chaperon-Funktion und eine mogliche
Funktion als Modulator der Genexpression auf zelluldren Stress. Ebenfalls wird
eine Funktion von DJ-1 als Redoxsensor bei oxidativem Stress vermutet, da sich
bei oxidativem Stress der isoelektrische Punkt (pI) von DJ-1 ins Saure verlagert
und eine Uberexpression von DJ-1 zu einer protektiven Wirkung bei oxidativem
Stress fiihrt. Bei oxidativem Stress transloziert DJ-1 ins Mitochondrium. Ein

knockdown von physiologischen DJ-1 iiber siRNA fiihrt zum Viabilitdtsverlust
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von SH-SY5Y-Zellen unter H,O,-Behandlung, wogegen die Uberexpression von
Wt-DJ-1 die Zellen schiitzt. DJ-1 wird als Radikalfanger, der reaktive Sauer-
stoffspezies (ROS) inaktiviert, gesehen. Dabei kann es iiber eine Oxidation des
Cysteinrestes an AS-Position 106 zur Cysteinsulfinsdure Hydrogenperoxid binden
(Taira, 2004; Canet-Aviles, 2004; Mitsumoto, 2001).

Die physiologischen Funktionen von DJ-1 scheinen explizit an die Form als
Homodimer des Proteins gebunden zu sein. Die L166P-Mutation von DJ-1 weist
eine gestorte Homodimerisierung auf. Dies scheint zu einer schnellen protea-
somalen Degradation der L166P-Monomere zu fiihren, was sich in einer
verminderten Stabilitdt der L166P-Form in der Zelle ausdriickt. So fehlt der
L166P-Form von DJ-1 die Fihigkeit, H,O,-Radikale abzubauen, wie auch die
weiteren mutierten Formen von DJ-1 die Zelle anfélliger fiir H,O,-Stress machen.
Die Verinderung des pl von 6.3 auf 5.3 konnte nur fiir Wt-DJ-1 gezeigt werden,

mutierte Formen weisen keine Verdnderung des pl auf (Taira, 2004).

j Transkriptionelle Aktivierung des Androgen-Rezeptors
liber die Bindung an PIASxa unter SUMOylierung

Interaktion mit Onkogenen > Onkogenese

Spermienreifung und Fertilitat

Nicht-neuronale

Kontrolle der Gentranskription

Regulation der mRNA-Stabilitat
> GAPDH-Interaktion

Funktion

Zellulare Stressantwort
~—+— Molekulares Chaperon
Antioxidant

Neuronale

Abbildung 1.1.3: Die unterschiedlichen Funktionen von DJ-1 und die mogliche Beteiligung an
neuronalen Funktionen, welche sich auf die Pathogenese der PK auswirken kdnnen (siche Text).

Interessanterweise konnte eine Interaktion mit einem bereits identifizierten
Parkinson-Gen, Parkin, gezeigt werden. Parkin stabilisiert die mutierten Formen
von DJ-1 in der Zelle, so dass diese nicht mehr iiber das Proteasom abgebaut
werden konnen und als unldsliche Fraktionen in der Zelle vorliegen (Moore,
2005). Die M26I-Mutation sowie die heterozygoten Mutationen weisen eine
verminderte Homodimerisierung auf (Moore, 2005). Weiterhin wurde gezeigt,

dass unter oxidativem Stress eine Interaktion von Parkin und Wt-DJ-1 besteht.
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Wt-DJ-1, respektive die mutierten Formen von DJ-1, werden von Parkin jedoch
nicht polyubiquitiniert, trotzdem fiihrt die Hemmung des Proteasoms mit MG132
zu einer Akkumulation von DJ-1 (Moore, 2005).

1.1.4.1.6 LRRK2 (PARKS)

Das LRRK2-Gen (leucine-rich repeat kinase 2) stellt das aktuellste Gen dar,
welches bei erblichen Formen der PK identifiziert wurde. Durch Gen-Kartierung
in mehreren Familien konnte der urspriingliche durch Kopplungsanalysen
definierte Genort von PARKS weiter eingegrenzt werden (Funayama, 2002;
Zimprich, 2004). Durch Sequenzierungen von Kandidatengenen wurden Muta-
tionen im LRRK2-Gen gefunden, die die PK verursachen. Es wurden vier
Missense-Mutationen (Y1699C, R1441C, 11122V, 12020T) und ein Basen-
austausch nahe einem Exon/Intron-Ubergang (L1114L, 3342 A>G) gefunden
(Zimprich, 2004). Weitere Untersuchungen weisen auf die Bedeutung von Muta-
tionen im LRRK2-Gen, sowohl bei familidren als auch sporadischen Parkinson-
Patienten hin (Toft, 2005). Funktion und Lokalisation von LRRK2 sind noch
unbekannt. LRRK?2 liegt genomisch als 144 kb groBes Gen mit 51 Exons vor und
kodiert fiir ein 2527 AS grof3es Protein, das zur ROCO-Genfamilie zéhlt.

1.1.4.2 Suszeptibilititsgene der Parkinson-Krankheit

Suszeptibilititsgene sind Gene, bei denen Mutationen in der DNA von PK-
Patienten gefunden wurden und die vermutlich eine Rolle als genetische Ursache
der Erkrankung spielen konnen. Dabei konnten diese Gene nicht durch die
Untersuchung von groflen Familien, sondern durch die Untersuchung von gro3en
Gruppen definiert werden. Eine Beteiligung in der Pathogenese der PK wurde
jedoch durch Mutationsanalysen und funktionelle Charakterisierung bestitigt.

Hier sollen zwei Beispiele angefiihrt werden:

1.1.4.2.1 Synphilin-1

Bei der Suche nach Interaktionspartnern von o-Synuklein wurde Synphilin-1
identifiziert (Engelender, 1999). Synphilin-1 ist ein 919 AS grof3es Protein mit
sechs Ankyrin-dhnlichen Doménen, einer coiled-coil-Doméne und einem
ATP/GTP-Binde-Motiv. Ankyrin-dhnliche Doménen und coiled-coil-Doméinen
vermitteln Protein-Protein-Interaktionen, was einen Hinweis auf die Bedeutung
von Synphilin-1 im Zellmetabolismus geben kann. Synphilin-1 zeigt eine sehr
hohe Homologie in diesen Doménen. Zwischenzeitlich konnten Interaktionen von

Synphilin-1 mit Parkin, SIAH-1, SIAH-2 und Dorfin gezeigt werden. Dabei wird
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Synphilin-1 von den Ubiquitin-E3-Ligasen Parkin, SIAH-1, SIAH-2 und Dorfin
ubiquitiniert und vom Proteasom abgebaut (UA: Kriiger, 2004). Die Interaktion
von Synphilin-1 und a-Synuklein kann zu zytosolischen Inklusionen fiihren,
welche von Parkin ubiquitiniert werden (UA: von Bohlen und Halbach, 2004).
Diese Interaktionen mit Proteinen des UPS weisen auf eine mogliche Rolle von
Synphilin-1 in der Pathogenese der PK hin. Ein weiterer Hinweis liegt in der
Lokalisation des Synphilin-1-Gens, welches beim Menschen auf Chromosom
5923.1-23.3 lokalisiert ist. Durch Kopplungsanalysen konnte eine Verbindung
dieses Genomabschnittes mit dem Parkinson-Syndrom gezeigt werden (UA:
Kriiger, 2004). Als erste Bestdtigung von Synphilin-1 als Parkinson-Suszep-
tibilitdtsgen kann eine R621C-Mutation im Synphilin-1-Protein gelten (Marx,
2003). So konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von R621C-Synphilin-
1 Zellen anfilliger fiir zelluldren Stress macht als Wt-Synphilin-1 (Marx, 2003).
Weiterhin weisen Zellen, die R621C-Synphilin-1 {iberexprimieren einen ge-
ringeren Anteil an Aggresomen-dhnlichen Einschliissen auf, als solche die den Wt
tiberexprimieren. Dabei wird angenommen, dass die Bildung von Aggresomen die
Zelle schiitzt und die Vorlduferstrukturen (Protofibrillen) die Zelle schidigen
(Marx, 2003; UA: Kriiger, 2004).

1.1.4.2.2 Nurrl

Nurrl, oder auch NR4A2, ist ein Transkriptionsfaktor der nuclear receptor-
Familie. Im Nurrl-Gen, welches auf Chromosom 2q22-23 lokalisiert ist, wurden
in einer Studie zwei Mutationen in Exon 1, einem nicht-kodierenden Exon,
nachgewiesen. Die beiden Mutationen (—291Tdel und —245T—G) konnten bei 10
Personen mit familidirem Parkinson, nicht jedoch bei sporadischen Féllen oder
Kontrollen nachgewiesen werden und wirken sich negativ auf die Expression von
Nurrl aus (Le, 2003).

Nurrl wird hauptséchlich im zentralen Nervensystem exprimiert und spielt in der
embryonalen Entwicklung, bei der Differenzierung der dopaminergen Neurone,
wie auch im adulten Metabolismus eine wichtige Rolle. So sterben Nurrl knock-
out Maiause kurz nach der Geburt, was sich auf Funktionsverluste des
respiratorischen Apparates zuriickfithren ldsst. Weiterhin stellt Nurrl einen
wichtigen Faktor in der Entwicklung dopaminerger Neurone dar, da in Nurrl
knock-out Méusen keine neuronalen DA-Marker nachweisbar sind (Perlmann,

2004). Die Dopamin-synthetisierenden Proteine TH (zyrosine hydroxylase) und
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AADC (aromatic amino acid decarboxylase) werden durch Nurrl reguliert. So
hat eine altersbedingte Abnahme an Nurrl auch einen Riickgang an TH in der
SNpc zur Folge (Perlmann, 2004). Weitere Hinweise auf eine Bedeutung von
Nurr-1 in adulten Neuronen zeigen heterozygote Nurrl Mause, welche verstérkt

auf die Komplex I-Inhibition von MPTP ansprechen (Perlmann, 2004).

1.1.4.3 Umwelt und Stressfaktoren

Neben der Identifikation von Genen, welche durch Mutationen zu familidren
Formen der PK fiihren konnen, ist fiir die Mehrzahl der sporadischen Patienten
noch nicht klar, welche Faktoren zur Degeneration der dopamingeren Neurone in
der SNpc beitragen. Durch Tiermodelle und die Riickschliisse auf die Funktionen
der bekannten Gene sind jedoch mehrere Modelle, die zur Degeneration der

Neurone in der SNpc fiihren, in Diskussion.

1.1.4.3.1 Mitochondriale Dysfunktion und oxidativer Stress

Oxidativer Stress kann durch mitochondriale Dysfunktion und erhéhten Dopamin-
metabolismus in dopaminergen Neuronen entstehen. Dabei kommt es zur Bildung
von H,O; und anderen ROS (reactive oxygen species), die durch ihre Hydroxyl-
radikale mit Stickoxiden zur Bildung von Peroxynitrit filhren konnen. ROS und
Peroxynitrite sind toxische Molekiile fiir die Zelle, da sie Nukleinsduren, Proteine
und Lipide durch ihre Reaktivitdt schiddigen konnen. Durch ROS kann der Gehalt
an fehlgefalteten Proteinen in der Zelle stark zunehmen, wodurch das UPS
vermehrt Proteine degradieren muss und die Bildung von Proteinaggregaten
zunehmen kann. Ein toxischer Marker fiir oxidativen Stress konnte in der SNpc
von Parkinson-Patienten nachgewiesen werden (UA: Dauer, 2003). Nahezu 95%
des molekularen Sauerstoffs werden von der Atmungskette in der dopaminergen
Zelle verbraucht, wodurch in den Mitochondrien ein hoher Anteil an ROS entsteht
(Tritschler, 1994). Bei Schidigung oder Inhibition des Komplex I der Atmungs-
kette kommt es zu einem Anstieg von Superoxidradikalen. Bislang konnte bei
Parkinson-Patienten noch kein krankheitsrelevantes Gen gefunden werden, das fiir
ein Protein der Atmungskette kodiert. Die selektive Beeinflussung der Atmungs-
kette durch Toxine wie Paraquat (vgl. 1.1.4.1.1) zeigt jedoch die stark erhohte
Anfilligkeit dopaminerger Neurone in der SNpc fliir Komplex I-Dysfunktionen.
So konnte auch gezeigt werden, dass in zytoplasmatischen Hybridzellen — Zellen,
die den Zellkern von gesunden Personen tragen und das Zytoplasma und die Mito-

chondrien von Parkinson-Patienten enthalten — die mitochondriale Funktion und
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der Energiemetabolismus der Atmungskette erniedrigt sind (Swerdlow, 1996;
Swerdlow, 1998).

Fiir dopaminerge Neurone gilt weiterhin, dass der Dopamin-Metabolismus
Hydrogenperoxid und Superoxidradikale erzeugt und die Autooxidation von
Dopamin zu Dopamin-Quinone positiv beeinflusst. Dopamin-Quinone ist ein
Molekiil, welches Cysteinreste von Proteinen schadigt. Energiedefizite in den
Mitochondrien koénnen die vesikuldre Speicherung von Dopamin negativ
beeinflussen, da diese ATP-abhingig ist. Dies wiederum fiihrt zu einem Anstieg
von freiem Dopamin im Zytosol, was zu einer erhdhten Schiadigung der Zelle
durch autooxidierte Dopamin-Derivate fiihren kann. Hieraus wird ersichtlich, wie
wichtig ein Gleichgewicht beziiglich der mitochondrialen Funktion und dem
Abbau von ROS in der Zelle ist, da eine leichte Beeinflussung zu einer sich
aufschaukelnden Bildung von ROS fiihren kann, welche die Zelle schadigen kann.
Durch Energieverlust in der Zelle, welcher liber mitochondriale Dysfunktion
ausgelost wird, wird auch das UPS negativ beeinflusst, da der Proteinabbau iiber

das Proteasom ATP-abhingig ist.

1.1.4.3.2 Einfliisse des Ubiquitin-Proteasomen-Systems

Die Erkenntnisse durch genetische Ursachen der PK, Mutationen in a-Synuklein,
Parkin, Synphilin-1 und UCH-L1, weisen auf eine zentrale Stellung des UPS in
der Pathogenese der PK hin. Inwieweit dies auch bei sporadischen Fillen der
Parkinson-Erkrankung zutrifft, ist nicht geklirt. Durch die Aggregation fehl-
gefalteter Proteine kann die Ursache bereits vor der Degradation von Proteinen
tiber das UPS entstehen, ndmlich in der Entstehung von Proteinaggregaten, die
nicht mehr iiber das Proteasom abgebaut werden kénnen. So etwa durch eine
erniedrigte Chaperon-Aktivitdt, die zu einer Zunahme von zelluldrem Stress durch
fehlgefaltete Proteine fiihrt. In Untersuchungen fiihrte die Uberexpression von
Chaperonen zu einer Abnahme an pathologischen Merkmalen der Neuro-
degeneration. So konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von TorsinA —
ein Protein mit Chaperon-Aktivitit — zur Verminderung von a-Synuklein-Aggre-
gaten in der Zellkultur fiihrt (McLean, 2002). Andererseits fiihrt die Inhibition des
UPS im Tiermodell zu einer Zunahme der Neurodegeneration des nigrostratialen
Systems und zur Bildung LK-dhnlicher Inklusionen, welche o-Synuklein und
Ubiquitin enthalten (McNaught, 2004). So konnte auch gezeigt werden, dass in
der SNpc von sporadischen PK-Patienten die Alpha-Untereinheiten des 26S/20S-
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Proteasoms in domaminergen Neuronen fehlen und somit die enzymatische
Aktivitit des Proteasoms gestort ist (McNaught, 2003).

Die enge Verzahnung von den inhibitorischen Effekten auf das UPS mit der
Bildung von proteolytischem Stress und mitochondrialer Dysfunktion zeigt auch
das Schema in Abbildung 1.1.4, in dem die genetischen und die moglichen

Faktoren durch Umwelteinfliisse dargestellt sind.

1.1.4.3.3 Umwelteinfliisse und Gifteinwirkungen

Einen weiteren Zusammenhang von UPS- und mitochondrialer Dysfunktion mit
dem Untergang der dopaminergen Neurone in der SNpc ergibt sich aus Unter-
suchungen von Toxinen im Tiermodell. Diese Toxine inhibieren die mitochond-
rialen Komplexe der Atmungskette, wobei die Komplex I-Inhibition durch Toxine
wie 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP), Rotenone, Paraquat
und 6-Hydroxy-Dopamine (6-OHDA) die héufigsten Modelle darstellen. Der
Komplex II kann durch 3-Nitropropionsdure und Komplex III durch das Dithio-
carbamat ,,maneb” inhibiert werden. Hier soll auf die Komplex I-Inhibitoren
eingegangen werden.

Da Rotenon und Paraquat als Insektizid bzw. Herbizid eingesetzt wurden, ist eine
Beteiligung dieser Substanzen in einigen sporadischen Féllen der PK als Umwelt-
faktor durchaus denkbar. Als ein experimentelles Modell gilt das MPTP-Modell
in Miusen, Ratten und Primaten, da MPTP nach Intoxikation eine Parkinson-
dhnliche Symptomatik hervorruft. In den frithen 80er Jahren kam es in den USA
zum Auftreten Parkinson-dhnlicher Symtome bei jungen Drogenabhidngigen.
Hierbei stellte sich heraus, dass die eigentliche Droge mit MPTP verunreinigt war
(Langston, 1983). Bei diesen Patienten, wie auch im MPTP-Primatenmodell, zeigt
sich ein Ansprechen auf die Therapie mit Levodopa und Parallelen zum Morbus
Parkinson.

MPTP kann die Blut-Hirnschranke passieren und wird durch Monoaminoxidase B
in Glia-Zellen zu MPDP umgesetzt. Durch einen noch nicht bekannten Mechanis-
mus wird das MPDP zu einem 1-Methyl-4-phenyl-pyridiniumion (MPP") umge-
wandelt und in den Extrazelluldrraum freigesetzt. Von dort wird das MPP" iiber
den Dopamin-Transporter selektiv in dopaminerge Neurone aufgenommen und
angereichert. In den dopaminergen Neuronen kann MPP" in Vesikeln, im Zytosol
und in den Mitochondrien angereichert werden. Die vesikuldre Anreicherung

schidigt die Zelle dabei nicht. Im Zytosol kann MPP" mit zytosolischen Proteinen
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interagieren, den Haupteffekt zeigt MPP" jedoch in den Mitochondrien. In den
Mitochondrien beeintrichtigt das MPP* die oxidative Phosphorylierung durch
Inhibition des Komplex I, was zum einen zu einem Energieverlust in der Zelle
fiihrt, zum anderen zu Bildung von ROS und oxidativem Stress fiihrt. Die
selektive Wirkung auf dopaminerge Neurone erklért sich durch den notwendigen
Transport von MPP" durch den Dopamin-Transporter (DAT), da in DAT knock-
out Méusen eine MPTP-Resistenz gezeigt wurde (Bezard, 1999).

fehlgefaltete  kurzlebige
Proteine Proteine
0] Mitochondrielle

Dysfunktion

Parkin ¥
O-glycosyliertes )

a-Synuklein

o a-Synuklein
Protofibrillen

T N

0%° SN
recyceltes degradierte unldsliche Proteinaggregate
Ubiquitin Proteine zellulérer Stress

< : Mutation oder Schidigung

Abbildung 1.1.4: Schematische Ubersicht iiber mdgliche Mechanismen der Neurodegeneration
bei der PK. Die nach neuen Untersuchungen gewonnenen Erkenntnisse eines Zusammenspiels
zwischen UPS und mitochondrialer Dysfunktion sind dargestellt. Welche Rolle Mutationen im
LRRK2-Gen spielen, ist noch ungeklért.

Zusammenfassend zeigen dopaminerge Neurone der SNpc eine erhdhte Vulner-
abilitdt fiir oxidativen und proteasomalen Stress. Durch Toxin-Modelle ist eine
gute Moglichkeit zur Erforschung der zugrundeliegenden Mechanismen gegeben.
Bis heute ist jedoch noch nicht klar, auf welchem Wege es zur eigentlichen

Degeneration der Neurone kommt.
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1.2 Mechanismen des Zelltods

Es existieren unterschiedliche Mechanismen des Zelltodes, die alle einen
moglichen Einfluss auf den Untergang der dopaminergen Neurone in der
Substantia nigra pars compacta haben konnen. Hierbei werden Formen des
programmierten Zelltods (programmed cell death, PCD) sowie Nekrose und
Autophagie diskutiert. Der programmierte Zelltod (PCD) wird dabei in den
Caspase-abhingigen (Apoptose) und den Caspase-unabhéngigen Weg unterteilt.

Es konnte gezeigt werden, dass Neurone der SNpc von PK-Patienten Zeichen der
Apoptose und der autophagischen Degeneration aufweisen, weiterhin wurden
Neurone beobachtet, die nur apoptotische Mermale aufwiesen (UA: von Bohlen
und Halbach, 2004). Im Folgenden werden die verschiedenen Mechanismen, die

zur Degeneration der Neurone fiihren kdnnen, vorgestellt.

1.2.1 Apoptose

Die Apoptose ist ein wichtiger Mechanismus in der Entwicklung und in der
Homoostase von Organismen. Storungen der apoptotischen Funktion fiihren bei
Formen der geschwichten Apoptose zu Krebs und Autoimmunkrankheiten, bei
erhohter apoptotischer Wirkung z.B. zu neurodegenerativen Erkrankungen.

Die Apoptose ist eine energicabhingige Form des Zelltods und zeigt
morphologische Eigenschaften, die sie von der Nekrose unterscheidet. Typische
apoptotische Merkmale sind das Verkleinern und Abrunden der Zelle, eine
Blaschenbildung der Zellmembran (blebbing), eine Kondensation des Chromatins
und das Auftreten von apoptotic bodies. Die apoptotic bodies werden von
Makrophagen aufgenommen und abgebaut, ohne dass es zu einer entziindlichen
Reaktion im benachbarten Gewebe kommt.

Die Einleitung in die Apoptose kann dabei durch extrazelluldre Signalwege
(extrinsischer Weg) oder durch intrazellulire Signale (intrinsischer Weg)
geschehen.

Beim extrinsischen Weg wird iiber die Ligandenbindung an einen Rezeptor (death
receptor) die Apoptose eingeleitet. Dies geschieht dabei hauptsidchlich und
geregelt in der Entwicklung, um tiberfliissige Zellen abzubauen. Hierbei bildet
sich nach der Ligandenbindung ein DISC (death-inducing signaling complex), der
aus dem Rezeptor, einem Adapter-Protein und einer Procaspase (Procaspase-8

oder -10) besteht. In diesem Komplex kommt es zur Akkumulation von
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Procaspase-8 oder -10, wodurch die Aktivierung zur Caspase vollzogen wird.
Aktivierte Caspase-8/-10 kann direkt zur Aktivierung der Effektorcaspasen
(z.B. Caspase-3) fiihren. Caspase-8 spaltet auch das proapoptotische Signalprotein
Bid zu tBid, was zur Aktivierung des mitochondrialen Apoptoseweges fiihrt. Eine
alternative Aktivierung mitochondrialen Apoptoseweges ist durch Caspase-3
moglich.

Beim intrinsischen Weg kommt es durch intrazellulire Signale zur Permea-
bilisierung der duleren Mitochondrienmembran. Hierdurch werden mitochondrial
lokalisierte pro-apoptotische Faktoren freigesetzt, die eine Signal- und Aktivie-
rungskaskade auslosen. Das mitochondriale Protein Cytochrom C interagiert mit
Apaf-1 und Procaspase-9, um einen hochmolekularen Komplex, das Apoptosom,
zu bilden. Durch die somit aktivierte Caspase-9 werden die Effektorcaspasen
aktiviert, welche die zelluliren Kompartimente abbauen.

Um die Mechanismen der apoptotischen Aktivierung zu steuern, existieren
zelluldre Regelkreise, die eine ’versehentliche” Aktivierung verhindern. Hierzu
zahlen die anti-apoptotischen [AP-Proteine, welche die Caspasen durch Bindung
blockieren konnen. Die IAP-Proteine wiederum konnen durch die mito-
chondrialen Proteine Smac/DIABLO und Omi/HtrA2 inaktiviert werden. Weiter-
hin sind die Signalwege des intrinsischen Weges durch die Bcl-Protein-Familie
reguliert, die pro- sowie anti-apoptotische Proteine beinhaltet, welche sich durch
thre BH-Doménen regulieren. Stérungen dieser Proteine konnen zu verstérkter
oder verminderter Apoptose in Zellen fiihren. Eine vereinfachte Ubersicht iiber
die beiden Apoptose-Wege ist in Abbildung 1.2.1 gegeben.

Als intrinsische Signale zur Aktivierung der Apoptose zédhlen intrazelluldre
Stresssignale, mitochondriale Schédigungen und DNA-Schidigungen, welche

durch ionisierende Strahlung, Umweltgifte oder Ahnliches ausgeldst werden.
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Abbildung 1.2.1: Vereinfachtes Schema der Apoptose mit extrinsischem Weg, iiber die
Aktivierung eines Liganden mit Caspase-8 als Initiator-Caspase, welche Caspase-3 aktiviert.
Weiterhin kann Caspase-8 iiber die Trunkierung von Bid zu t-Bid oder auch durch Caspase-3, die
Permeabilisierung der duBeren Mitochondrienmembran bewirken, was den intrisischen Apoptose-
Weg aktiviert. Hierbei werden aus dem Mitochondrium Cytochrom C und andere pro-apoptotische
Proteine freigesetzt. Durch Cytochrom C kommt es zur Assemblierung des Apoptosoms und zur
Aktivierung von Effektorcaspasen (hier schematisch Caspase-3). Durch die Freisetzung von
Smac/DIABLO und Omi/HtrA2 werden die IAPs inhibiert, wodurch die Caspase-Aktivierung
verstirkt wird (abgewandelt nach Hengartner, 2000 und Boatright, 2003).
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1.2.2 Nekrose

Die Nekrose von Zellen kann durch auBergewohnliche Umsténde ihrer physio-
logischen Umgebung, direkte Verletzungen, Temperaturwechsel und Energie-
depletion auftreten. Dabei zeigt die Nekrose keine Abfolge bestimmter Ereignisse
und wird auch nicht als programmierter Zelltod angesehen.

Nekrotische Zellen unterscheiden sich morphologisch von apoptotischen Zellen
und zeigen unter anderem eine starke Schwellung der Zelle, das Auftreten von
Vakuolen und eine Freisetzung der intrazelluliren Bestandteile in die Umgebung
der Zelle durch massive Briiche der Plasmamembran. Durch den Austritt der
zelluldren Bestandteile in die Umgebung der Zelle kommt es zu einer
Immunreaktion im benachbarten Gewebe der nekrotischen Zelle und damit zu

einer entziindlichen Reaktion, welche fiir die Nekrose charakteristisch ist.

1.2.3 Weitere Moglichkeiten des Zelltods

In den letzten Jahren mehren sich die Hinweise, dass es weitere Formen des
Zelltods gibt. Hierbei wird angenommen, dass es sich dabei um eine Form des
geregelten, also des programmierten Zelltods, handelt, welcher sich von der
Apoptose unterscheidet.

So konnte gezeigt werden, dass in Gliomazellen die Behandlung mit Arsentrioxid
(As;03) zu einem Proliferationsstop fiihrt, der bei Verabreichung von Caspase-
Inhibitoren nicht verhindert wird. Auf ultrastruktureller Ebene zeigen diese Zellen
Eigenschaften der Autophagie. Der Autophagie-Inhibitor Bafilomycin Al in-
hibiert den toxischen Effekt von As,Os; auf diese Zellen (UA: Assung¢ao Gui-
maraes, 2004). In Endothelzellen kommt es durch Endostatin zum Auftreten
autophagischer Merkmale und zum Zelltod, welcher sich nicht durch Caspase-
Inhibitoren und Antioxidazien inhibieren ldsst. Der Zelltod dieser Zellen kann
jedoch durch den Autophagie-Inhibitor 3-Methyladenine inhibiert werden (UA:
Assuncdo Guimardes, 2004). Weitere Hinweise in diesem Ubersichtsartikel
sprechen fiir die Existenz eines programmierten Zelltods, welcher sich von der
Apoptose unterscheidet und durch Merkmale der Autophagie bestimmt ist.

Durch Autophagie werden normalerweise Bestandteile des Zytoplasmas und
Zellorganellen wéhrend des normalen Zellzyklus einer Zelle abgebaut. Einen
kompletten Abbau der Zelle durch Autophagie zeigt sich durch ein verstirktes

Auftreten von Autophagosomen und Lysosomen, welche durch Fusion zum
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Autophagolysosom werden, in dem die eingeschlossenen Bestandteile abgebaut
werden. Dabei wird beim autophagischen Zelltod die Zellmembran erst sehr spét
abgebaut, ohne dass es zur Schadigung benachbarter Zellen kommt. Die ATP-
Synthese der Mitochondrien scheint soweit aufrechterhalten zu werden, bis das
Energielevel ausreichend ist, um den autophagischen Tod und die Degradation der
Zelle komplett abzuschlieBen (Bursch, 2001).

Morphologisch zeichnet sich der autophagische Zelltod vor allem durch das
Auftreten von kleinen Vakuolen aus, welche spéter zu groferen Vakuolen
fusionieren konnen. Die Mitochondrien sind erweitert, das endoplasmatische
Retikulum kann vergrofert sein und es kann zur Bldschenbildung der Plasma-
membran kommen, was mehr ein Zeichen der Apoptose ist.

Ultrastrukturell zeigt der Zelltod durch Autophagie, vor allem durch den Wegtall
vieler zytoplasmatischer Komponenten, einen Riickgang der Elektronendichte,
wodurch die Zellen im EM weniger kontrastreich erscheinen.

Dartiberhinaus ist auch ein Caspase-unabhédngiger Zelltod mit Nekrose-dhnlicher
Morphologie beschrieben, welcher durch unterschiedliche Rezeptoren und
regulierende Proteine der Apoptose ausgeldst werden kann (UA: Assungdo Gui-
maraes, 2004).

Weiterhin ist bekannt, dass durch Proteine der Bcl-2-Familie eine Caspase-
unabhdngige Form des Zelltods durch mitochondriale Faktoren ausgeldst werden
kann. Hierzu zdhlen die Freisetzung von AIF, EndoG und Omi/HtrA2 aus den
Mitochondrien in das Zytoplasma. Dabei wird die Mitochondrienmembran durch
porenformende BH3-only-Proteine, bzw. die Proteine Bax und Bak, fiir diese
Faktoren permeabel, ohne dass es zu diesem Zeitpunkt zur Freisetzung von
Cytochrom C und der Aktivierung der Caspasen-Kaskade kommt. Omi/HtrA2
kann durch die Serin-Proteasefunktion Substrate spalten, ohne dass dabei eine
erhohte Caspase-Aktivitdt in den Zellen vorliegt (vgl. 1.3.2). Nach Freisetzung
von AIF (apoptosis inducing factor) und EndoG gelangen diese Proteine in den
Zellkern und fiihren zu einer Fragmentation der DNA (Lindholm, 2004; van Loo,
2002).
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1.3 Omi/HtrA2

1.3.1 Biochemische Eigenschaften von Omi/HtrA2

Omi/HtrA2 wurde erstmals als Presenilin-1- und Mxi2-interagierendes Protein in
Yeast-two-Hybrid Screens beschrieben (Gray, 2000; Faccio, 2000). Das Gen fiir
Omi/HtrA2 ist auf Chromosom 2p13 lokalisiert und besitzt acht Exons, die fiir ein
458 Aminosduren grofles Protein kodieren, welches ubiquitir exprimiert wird
(Gray, 2000). Es besitzt eine Sequenzhomologie zu bakteriellem HtrA (high
temperature requirement protein A), welches ein Hitzeschockprotein mit
Chaperon- und Proteasefunktion ist, wobei die jeweilige Funktion bei HtrA
temperaturabhéngig ist. Von den Erstbeschreibern wurde eine Lokalisation im
endoplasmatischen Retikulum (Faccio, 2000) und im Zellkern (Gray, 2000)
beschrieben. Die primdre Lokalisation von Omi/HtrA2 wurde letztlich in den
Mitochondrien beschrieben, wobei das Protein nach proapoptotischen Stimuli aus
den Mitochondrien in das Zytoplasma entlassen wird (Suzuki, 2001). Die Lokali-
sation in den Mitochondrien wird im Intermembranraum gesehen (Hedge, 2002).
In den Mitochondrien wird der N-terminale Teil des Proteins autoproteolytisch
prozessiert, wobei vom Gesamtprotein (precursor-Form) die ersten 133 AS
abgespalten werden und das aktive Omi/HtrA2 (mature-Form) resultiert. In den
ersten 133 AS finden sich die mitochondriale Translokationssequenz und die
Transmembran-Domédne. Das prozessierte, aktive Protein beginnt mit einer
AVPS-Sequenz, die durch das sogenannte RGH-Motif der IAP-Binde-Proteine
wie Reaper, Grim oder Hid aus Drosophila melanogaster bekannt ist (Verhagen,
2002). Auf die IAP-Binde-Domine folgt eine SH3-Doméne. Die aktive Doméne
ist die Protease-Domine, die an Aminosdureposition 306 ein Serin mit kata-
lytischer Aktivitéit besitzt. Dieser aktiven Doméne folgt eine PDZ-Domine, die
Protein-Protein-Interaktionen von Omi/HtrA2 ermdglicht (Ubersicht in Abbildung
1.3.1).

Nach der Freisetzung aus den Mitochondrien kann Omi/HtrA2 iiber seine IAP-
Binde-Doméne an die BIR2- und BIR3-Doménen von IAP-Proteinen binden und
somit die Aktivierung der Caspase-Kaskade und speziell der Effektorcaspasen
(Caspase-3, -6 und -7) beschleunigen. Dabei besitzt Omi/HtrA2 eine hohere
Spezifitit zu BIR2-Doménen als zu BIR3-Doménen (Verhagen, 2002).
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Omi/HtrA2 konkurriert iiber die [AP-Domine mit den BIR-Doménen der TAP-
Proteine, welche normalerweise an Caspasen binden, um sie zu inhibieren. Die
Eigenschaft von Omi/HtrA2 eine katalytisch aktive Proteasedomine zu besitzen
fiihrt bei der Interaktion mit IAPs nicht nur zur Konkurrenz um die BIR-Doménen
und damit zur Freisetzung der Caspasen, sondern kann auch die Spaltung der
Substrate bewirken (Yang, 2003). Damit stellt Omi/HtrA2 den zweiten bekannten
Antagonisten der IAPs bei Sdugern dar, wobei die IAP-Inhibition von Omi/HtrA2

im Gegensatz zu Smac/Diablo nicht reversibel sein muf3.

IAP binding domain

SH3 domain

AVPSPPPASPRS

S306

\/

| ——

MT ™ Protease domain PDZ domain

Abbildung 1.3.1: Aufbau des Omi/HtrA2-Proteins. Die ersten 133 Aminosduren prigen die
precusor-Form, welche in den Mitochondrien prozessiert wird und aus der die mature-Form
hervorgeht. In der precusor-Form befinden sich eine mitochondriale Translokationssequenz und
eine Transmembran-Domine (AS 105-121). Die aktive Form des Proteins beginnt mit einer IAP-
Binde-Domiéne, an die sich eine SH3-Domine anschlie8t. Hierauf folgt eine Protease-Doméne
(AS 182-330), die ihre katalytische Stelle an S306 besitzt und der eine PDZ-Doméne
(AS 390-445) angeschlossen ist (Faccio, 2000).

Das proteolytisch aktive Protein liegt dabei als Homotrimer vor, wobei die aktive
Proteasestelle durch einen pyramidalen Aufbau der drei Homotrimere abgeschirmt

ist. Bei Substratbindung an die IAP-Binde-Doméne oder die PDZ-Domiane wird

die Protease-Doméne freigelegt und somit aktiv.

1.3.2 Die Rolle von Omi/HtrA2 beim Zelltod

Wihrend der Apoptose wird Omi/HtrA2 wie Smac/Diablo aus dem Inter-
membranraum der Mitochondrien in das Zytosol entlassen. Die aktive Form des
Proteins bindet dann an die BIR-Domidnen der IAP-Proteine und spaltet diese,
zumindest teilweise irreversibel, von den Caspasen ab. Die hauptsdchlichen
Substrate von Omi/HtrA2 sind dabei IAPs mit BIR2-Doménen, wobei cIAP1 das
Hauptsubstrat von Omi/HtrA2 ist (Yang, 2003). Dabei werden iiber die AVPS-
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Sequenz nur BIR-Dominen beinhaltende Proteine von Omi/HtrA2 als Substrate
akzeptiert (Yang, 2003). Durch die Interaktion und zumindest fiir die flir cIAP1
gezeigte Degradation kann Omi/HtrA2 durch [AP-inhibierte Caspasen freisetzen
und die Zelle damit in die Apoptose fithren bzw. die Apoptose beschleunigen.
Durch diesen Mechanismus spielt Omi/HtrA2 im Caspase-abhéngigen Zelltod
eine entscheidende Rolle. Zellen mit mutierten Formen von Omi/HtrA2, bei denen
die IAP-Binde-Doméne oder S306 verdndert wurden, zeigten eine verminderte
Apoptoserate auf zelluldren Stress (Verhagen, 2002).

Interessanterweise konnte noch eine weitere Wirkung von Omi/HtrA2 auf den
Zelltod gezeigt werden. So kommt es bei Uberexpression von aktivem Omi/HtrA2
im Zytosol zu einem atypischen Zelltod, welcher keine erhohte Caspase-
Aktivierung zeigt (Suzuki, 2001). Hierbei runden sich die Zellen ab und
verkleinern sich, zeigen aber keine Bildung von apoptotic bodies und keine
morphologischen Verdnderungen des Zellkerns (Suzuki, 2001). Eine Inhibition
der Caspasen durch den generellen Caspase-Inhibitor zVAD-FMK zeigt dabei
keinen protektiven Effekt (Suzuki, 2001; Hedge, 2002). Die katalytisch inaktive
Form S306A weist keine Zelltod-induzierende Kapazitit auf, so dass man davon
ausgehen kann, dass Omi/HtrA2 einen Caspase-unabhéngigen Zelltod durch seine
Serin-Protease-Funktion auslosen kann und somit zwei unterschiedliche Arten des

Zelltods auslosen bzw. verstiarken kann.

1.3.3 Omi/HtrA2 als Parkinson Kandidaten-Gen

Ein erster Hinweis auf eine Rolle von Omi/HtrA2 bei neurodegenerativen
Erkrankungen ist die Tatsache, dass Omi/HtrA2 mit Presenilin-1 im Yeast-two-
Hybrid System interagiert (Gray, 2000). Dies konnte in Zellkultur reproduziert
werden und zeigt eine Affinitdt von Omi/HtrA2 zu Presenilin-1 (Gupta, 2004).
Dartiber hinaus konnte eine Interaktion von Omi/HtrA2 mit Amyloid  gezeigt
werden (Park, 2004).

Eine direkte Verbindung zwischen neurodegenerativen Erkrankungen und
Omi/HtrA2 zeigen Miuse, die einen Defekt im mnd2-Gen (motoneuron disease 2)
haben. Bei mnd2-Maiusen treten postnatal nach etwa 20 Tagen motorische
Storungen auf und die Tiere versterben nach etwa 35 Tagen. Das Auftreten der
motorischen Stérungen nach erst 20 Tagen ist ein Hinweis auf eine degenerative

Erkrankung, die mit zunehmendem Alter zunimmt und im Falle der Maus nach
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etwa 35-40 Tagen zum Tod fiihrt. Dabei ist der mnd2-Lokus des Maus-Genoms
der homologe Lokus zum humanen Omi/HtrA2-Gen. Der mnd2-Lokus liegt auf
dem Maus-Chromosom 6, Omi/HtrA2 liegt auf dem humanen Chromosom 2p13,
wohin auch der PARK3 Lokus kartiert (vgl. Tabelle 1.2). Histopathologisch und
morphologisch zeigen die mnd2-Maiuse einen Verlust der striatalen Neurone,
wobei die Zellen eine nukleare Pyknose, Chromatinkondensation und
desintegrierte Organellen zeigen (Rathke-Hartlieb, 2002). Als genetische Ursache
dieses Phanotyps stellte sich eine homozygote Basensubstitution heraus, welche
zu einem Aminosdureaustausch S276C im Omi/HtrA2-Gen fihrt (Jones, 2003).
Die Mutation liegt in der Protease-Doméne von Omi/HtrA2, die physiologische
Auswirkung der Mutation scheint eine Verdnderung der Substratspezifitit zu sein,
die iiber die PDZ-Domine vermittelt wird und zu einem Funktionsverlust des
Proteins fiihrt. Ein kompletter Aktivitdtsverlust der Proteasedomdne konnte
ausgeschlossen werden, da die Deletion der PDZ-Doméne die Proteasefunktion
des Proteins teilweise wieder herstellt (Jones, 2003). Weiterhin konnte eine
Auswirkung der Mutation auf die Lokalisation, Proteingréf3e, Maturierung und die
Expressionsspiegel ausgeschlossen werden. Ebenfalls konnte nachgewiesen
werden, dass die IAP-Bindung nicht beeinflusst wird, jedoch die gebundenen
IAP-Proteine nicht mehr degradiert werden (Jones, 2003). Aus diesen Ergebnissen
kann man schlielen, dass die Protease-Doméne von Omi/HtrA2 iiber die PDZ-
Domine reguliert wird und eine stringente Substratspezifitit dieser Domine
vorliegt. Der Verlust der Substratspezifitit bei den mnd2-Méusen scheint zu
einem Funktionsverlust von Omi/HtrA2 in den Mitochondrien zu fiihren. In den
Mitochondrien scheint Omi/HtrA2 dabei iiber seine Proteasefunktion eine Rolle in
der Homeostase der Mitochondrien zu haben und die Mitochondrien gegeniiber

fehlgefalteten Proteinen zu schiitzen (Jones, 2003).
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1.4 Ziel der Arbeit

Funktionsverluste im Omi/HtrA2-Protein konnen Neurodegeneration ausldsen.
Dies wurde bei mnd2-Maiusen (Rathke-Hartlieb, 2002) gezeigt, die eine neuro-
degenerative Pathologie mit einem Verlust der striatalen Neurone aufweisen,
wobei der Verlust der Neurone nicht auf das Striatum beschrinkt ist (Jones,
2003). Da Omi/HtrA2 in den Mitochondrien lokalisiert ist und eine Beteiligung
der Mitochondrien, unter Stressbedingungen, bei der PK schon lange postuliert
wird (Dauer, 2003; van Bohlen, 2004), sollte in dieser Arbeit untersucht werden,
ob Parkinson-Mutationen im Omi/HtrA2-Gen existieren, welche fiir die
Parkinson-Erkrankung priadisponieren.

Zu Beginn dieser Arbeit gab es noch keinen Hinweis auf eine genetische
Beteiligung mitochondrial lokalisierter Proteine als Ursache des Morbus
Parkinson. Dass die Mitochondrien eine entscheidende Rolle bei der Degeneration
der dopaminergen Neurone darstellen, konnte im MPTP-Modell gezeigt werden
(UA: Dauer, 2003). Durch die Inhibition des Komplex I der Atmungskette werden
ROS induziert, welche zu zelluldrem Stress fiihren und die Neurone in den Zelltod
fiihren. Die genaue Ursache der Degeneration striataler Neurone bei mnd2-
Maiusen ist noch nicht aufgeklirt. Es wird jedoch angenommen, dass Omi/HtrA2
eine Chaperon-Funktion im Intermembranraum der Mitochondrien besitzt und
fehlgefaltete Proteine degradiert. So kommt es bei Omi/HtrA2-Fehlfunktionen zu
einer Akkumulation der fehlgefalteten Proteine, was in mitochondrialem Stress
resultiert und zur Degeneration der Zelle fiihrt (Jones, 2003).

Da mitochondriale Defekte in den dopaminergen Neuronen einen Faktor zur
Generierung von oxidativem Stress darstellen, konnten loss of function-Muta-
tionen im Omi/HtrA2-Gen eine genetische Ursache des Parkinsonismus sein.

Die genomische Lokalisation von Omi/HtrA2 auf dem PARK3-Lokus ist ein
weiterer Hinweis auf eine mogliche Beteiligung dieser Serin-Protease bei der
Parkinson-Krankheit (Rathke-Hartlieb, 2002).

Durch Kopplungsanalysen bei Parkinson-Patienten wurden sowohl krankheits-
auslosende (Gasser, 1998) als auch das Erkrankungalter modulierende Risiko-
faktoren auf den PARK3 Lokus kartiert (DeStefano 2002).

In dieser Arbeit soll fiir die Mutationssuche im Omi/HtrA2-Gen eine DNA-Bank,
welche die DNA von einem Parkinson-Patientenkollektiv mit 518 DNAs enthilt,

untersucht werden.
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Um eine moglichst schnelle und genaue Analyse der genomischen DNA durch-
fihren zu konnen, wurde die Methode der denaturierenden Hochdurchsatz-
Fliissigkeits-Chromatografie ({HPLC) gewéhlt. Hierbei sind zunédchst von allen
Exons des Kandidatengens PCR-Amplifikate zu generieren, welche dann mittels
der dHPLC auf Mutationen untersucht werden.

Die mittels der dHPLC gefundenen Sequenzvariationen sollten dann bei
Veridnderungen der Aminosdureabfolge im Protein funktionell charakterisiert
werden. Die Sequenzvariationen wurden zunéchst gegen eine Kontrollpopulation
abgeglichen, um Polymorphismen auszuschliessen und die Mutationen zu
bestdtigen. Mutationen und Risikoallele sollten dann auf ihre physiologischen
Merkmale hin untersucht und mit dem Wildtyp-Protein verglichen werden. Hierzu
sollten die Lokalisation, die Proteinstabilitdt und die bekannten Funktionen des
Wildtyps im Vergleich mit den Mutationen charakterisiert werden. Weiterhin
sollte eine mdgliche Interaktion mit Proteinen des Ubiquitin-Proteasomen-
Systems tiiberpriift werden, die bei der PK eine klinsch-physiologische Relevanz

haben.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Reagenzien

Art Name Hersteller Ort
Chemikalien B-Mercaptoethanol Fluka Neu-Ulm
Acetonitril Transgenomic USA
Acrylamid 2K - Lésung Applichem Darmstadt
(30%) - Mix 37,5 : 1
Acrylamid/Bis 30% (29:1) Bio-Rad Miinchen
Ammoniumsulfat Sigma Taufkirchen
Ammoniumpersulfat (APS)  Sigma Taufkirchen
Ampicillin, D(-)-a-Amino—  Sigma Taufkirchen
benzylpenicillin sodium salt
Borsédure Merck Darmstadt
Brilliant Blau R250 Sigma Taufkirchen
Bromphenolblau Merck Darmstadt
BSA Sigma Taufkirchen
di-Natriumhydrogenphosphat Merck Darmstadt
DMSO Sigma Taufkirchen
EDTA, Na,EDTA Sigma Taufkirchen
EDTA-Losung (0,5 M) BioWhittaker USA
Eisessig Merck Darmstadt
Ethanol Merck Darmstadt
Ethidiumbromid Sigma Taufkirchen
Geneticin, G 418 Sulfate Calbiochem, Schwalbach
Gibco Eggenstein
Glucose Merck Darmstadt
Glutaraldehyd Sigma Taufkirchen
Glyzerin Merck Darmstadt
Glyzin Applichem Darmstadt
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Kaliumacetat
Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Kalziumchlorid
Kanamycin Sulfat
LB-Agar

LB Broth, powder

Magnesiumacetat

Manganchlorid

Methanol zur Analyse
MG132 (Z-Leu-Leu-Leu-al)
MOPS

MPP" iodide

Mowiol
N,N,N’,N’-Tetramethyl-
ethylendiamin (TEMED)
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid

Orange G

Paraformaldehyd (PFA)

Poly-L-lysine hydrobromide
Ponceau S

Propidiumiodid
Rotiphorese Gel 40
Rubidiumchlorid

SDS (10% Lsg.)
Staurosporine
Sulfosalicylsdure
TEAA

Trichloressigsdure

Fluka
Roth

Roth
Merck
Fluka
Invitrogen
Sigma
Riedel-

de Haén
Sigma
Merck
Sigma
AppliChem
Sigma
Sigma

Roth

Merck
AppliChem
Merck
Merck
Riedel-
deHaén
Sigma
Sigma
Sigma
Roth
Riedel-
de Haén
Accugene
Sigma

Sigma

Transgenomic

Merck

Taufkirchen
Karlsruhe
Karlsruhe
Darmstadt
Taufkirchen
Karlsruhe
Tautkirchen

Seelze

Taufkirchen
Darmstadt
Taufkirchen
Darmstadt
Taufkirchen
Tautkirchen

Karlsruhe

Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt

Seelze

Taufkirchen
Tautkirchen
Taufkirchen
Karlsruhe

Seelze

Belgien
Taufkirchen
Taufkirchen
USA
Darmstadt
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Zellkultur

dNTP
DNA Standards

Agarose

Dynabeads

Protease Inhibitor

Tris

Trizma base
Triton X-100
Tween® 20
Xylencyanol
PIPES

Dulbecco's Modified Eagle

Medium (DMEM)

Contains 4,500 mg\L glucose

and L-glutamine
OPTI-MEM® 1
Reduced Serum Medium

PBS (DPBS)

Trypsin EDTA
Penicillin

Streptomycin
Penicillin/Streptomycin
100 mM dNTP Set
GeneRuler  Ladder Mix
GeneRuler ' 1kb DNA
Ladder

GeneRuler 100bp DNA
Ladder

Roti®garose, MEEO

peqGOLD Universal Agarose

M-280 Steptavidin
Complete, EDTA-free
Protease Inhibitor Cocktail

Tablets

Complete Protease Inhibitor

Cocktail Tablets

AppliChem
Sigma
Sigma
Roth

Fluka
Sigma

Invitrogen

Invitrogen

Cambrex
Invitrogen
Invitrogen
Bio Whittaker
Bio Whittaker
PAN Biotech
Invitrogen
Fermentas

Fermentas
Fermentas
Roth
Peqlab

Dynal AS
Roche

Roche

Darmstadt
Taufkirchen
Tautkirchen
Karlsruhe
Neu-Ulm
Taufkirchen

Karlsruhe

Karlsruhe

Belgien
Karlsruhe
Karlsruhe
Belgien
Belgien
Aidenbach
Karlsruhe

St. Leon-Roth
St. Leon-Roth

St. Leon-Roth
Karlsruhe
Erlangen

Norway

Mannheim

Mannheim
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Western-Blot
Standards

Western-Blot

Detektionsreagenz

Western-Blotfilme
Magermilchpulver
Nitrozellulose

Transfer Membran

Gel Blotting Paper

Transfektions-

reagenzien

Prestained SDS-PAGE
Standards

BenchMark ™ Pre-Stained
Protein Ladder

ECL"™ Western-Blotting
Detection Reagents
Hyperfilm" ECL™

Naturaflor

PROTRAN®

LC2000
Typ GB003

Lipofectamine™ 2000
FuGENE 6 Transfection
Reagent
METAFECTENE™
Effectene

Bio-Rad

Invitrogen

Amersham

Amersham

Topfer

Schleicher
und Schuell
Invitrogen
Schleicher
und Schuell

Invitrogen

Roche

Biontex

Qiagen

Miinchen

Karlsruhe

Freiburg

Freiburg

Dietmannsried

Dassel

Karlsruhe

Dassel

Karlsruhe

Mannheim

Miinchen

Hilden
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2.1.2 Antikorper und Fluoreszenzfarbstoffe

Art Name Hersteller Ort/Land
Primére Antikorper  Anti-6x-Histidine Tag Exalpha USA
Antibody (host clone mouse)
Anti-XIAP (human) Biocarta USA
Anti-V5 Antibody Invitrogen  Karlsruhe
Anti-FLAG® M2 Antibody  Stratagene  Niederlande
ANTI-FLAG®Polyclonal Sigma Taufkirchen
Antibody rabbit
pAb to HtrA2 Antibody Apotech Schweiz
Rabbit-anti-FLAG Ak Sigma Taufkirchen
a-c-myc-Antikorper Santa Cruz  USA
Rabbit-anti-XIAP Ak Peter Gift from
(human, cross reactivity to  Liston P. Liston
mouse and rat)
o-LAMP-1-Antikorper Minoru Referenz:
Fukuda #147,S.168
Agarose-gekoppelte
Antikorper ANTI-FLAG® M2 Sigma Taufkirchen
Affinitéts-Gel
c-myc Monoclonal BD Clontech USA
Antibody-Agarose Beads
Anti-V5 Agarose Affinity Sigma Taufkirchen
Gel
Sekundérantikdrper ~ Anti-goat IgG-HRP Santa Cruz  USA
ECL Rabbit IgG, HRP- Amersham  Freiburg
Linked Whole Antibody
(from donkey)
ECL mouse IgG, HRP- Amersham  Freiburg
Linked Whole Antibody
(from sheep)
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Anti-Rabbit IgG (whole Sigma Taufkirchen
molecule) — Peroxidase
antibody produced in goat

Fluoreszenzmarkierte

Sekundérantikdrper ~ Goat-anti mouse Cy3, IgG,  Dianova Hamburg
Gesamtmolekiil, polyklonal
Goat-anti rabbit Cy3, IgG, Dianova Hamburg
Gesamtmolekiil, polyklonal
Goat-anti rabbit FITC, I[gG, Dianova Hamburg
Gesamtmolekiil, polyklonal
Goat-anti rabbit Cy2, IgG, Dianova Hamburg
(H+L), polyklonal
Goat-anti mouse FITC IgG, Dianova Hamburg
F(ab')2-Fragment, polyklonal

Fluoreszenz-

farbstoffe Hoechst 33342, Molecular USA
trihydrochloride, trihydrate ~ Probes
Hoechst 33258, pentahydrate Molecular USA

(bis-benzimide) Probes
JC-1 Molecular USA
Probes

MitoTracker® Green FM Molecular USA
Probes

MitoTracker® Red CMXRos Molecular USA

Probes
Lysotracker® Red Molecular USA
Probes
TO-PRO®-3 iodide Molecular USA
Probes
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2.1.3 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Geritefunktion Name Hersteller Ort/Land
Agarosegelkammern Mini Sub Cell GT Bio-Rad Miinchen
PerfectBlue Peqlab Erlangen
Minigelssystem S
PerfectBlue Peqlab Erlangen
Minigelssystem L
Autoklav Dampfsterilisator Sauter Schweiz
Bakterienschiittel—
inkubator Multitron® Infors Einsbach
Brutschrinke Function Line, Typ BB16 ~ Heraeus Hanau
B6420 Heraeus Hanau
MCO-18 AIC(UV) Sanyo Miinchen
Durchflusszytometer FACSCalibur Becton Heidelberg
Dickinson
CyAn™ Dako Hamburg
Cytomation
Elektrophorese
Power Supplies E835 Consort England
Powerpac 300 Bio-Rad Miinchen
PowerPac Basic Bio-Rad Miinchen
Powerpack 3000 Bio-Rad Miinchen
PS 3002 Life Techn. USA
ELISA-Reader MRX Dynatech USA
Laboratories
Multiscan EX Thermo Dreieich
Entwicklermaschine X-OMAT M35 Kodak Stuttgart
FPM 800A Fujifilm Diisseldorf
Fragmentanalyse
System Gel-Scan 2000 Corbett Australia
Research
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Geldokumentation

Heizblocke

Kamerasysteme

Magnetriihrer

Mikroskope

PAA-Gelkammer
PCR-Cycler

Photometer

Sequenziergeréte

Pipetten

Kaiser RS1
bioview

Bio-Print

Heizblock HTM 130
Thermomixer comfort

ECL-Kamera LAS-100

FluorChem 8900

CCD300ETRCX

Axiocam Mr
Sensicam
MR3000
Axioplan2
LSM 510

Leica DMIRBE

Wilowert A
TS100
Modell SA

MultiCycler PTC 200

MultiCycler PTC Dyad 220

GeneAmp®

PCR System 9700

Ultrospec 3000

BioPhotometer

CEQ 8000
PSQ 96

Gilson Pipetman

Eppendorf Reference

Kaiser
Biostep
Vilber
Lourmat
HLC
Eppendorf
Fujifilm
Alpha
Innotech
Dage-MIT
Zeiss

PCO
Heidolph
Zeiss

Zeiss

Leica
Hund
Nikon

Life Techn.
MJ Research

MJ Research

Applied
Biosystems
Amersham
Eppendorf
Beckman
Pyro-
sequencing
Gilson

Eppendorf

Buchen
Jahnsdorf

Frankreich

Bovenden
Hamburg
USA
USA

USA
Gottingen
Kelheim
Schwabach
Gottingen
Gottingen
Bensheim
Wetzlar
Diisseldorf
USA
Biozym,
Deutschland
Biozym,
Deutschland
USA

Freiburg
Hamburg
Krefeld

Schweden

USA
Hamburg
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Pipettoren

Schiittler

SDS Elektrophorese-
und Blotting-System

Sterilbank

Waagen

UV-Tisch

Zell-Zahlkammer

Zentrifugen

- 4®
accu-jet

pipetus®-akku

Rollentaumelmischer RM5

KS250 basic

Mini-PROTEAN®II-
Elektrophorese-System
Tecnoflow 3F120-1I GS

Herasafe HSP18§
MCI1 Laboratory LC420

Micro, Typ M5P

Precisa XT 6200C-FR
Standardmodell ohne
besondere Kennzeichnung

Neubauer-Zahlkammer

Biofuge fresco (Rotor 3325)

Biofuge pico (Rotor 3324)
Centrifuge 5417R
Centrifuge 5417C
Centrifuge 5415R
Centrifuge 5804
Megafuge 1.0R
(Rotor 2252)
Multifuge 3S-R
(Rotor 75006445)
Sorvall RC 5C Plus
(Rotor SLA-3000)
(Rotor SLA-600TC)

Brand

Hirschmann®
Laborgerite
Hecht
Assistent
Kika Labor-
technik

Bio-Rad

Intregra
Biosciences
Heraeus

Sartorius

Sartorius
Pesa
MWG
Biotech
Hecht
Assistent
Heraeus
Heraeus
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

Heraeus

Heraeus

Kendro

Wertheim
Eberstadt

Sondheim/
Rhon

Staufen

Miinchen

Schweiz

Hanau

Gottingen

Gottingen
Bisingen

Ebersberg

Sondheim/
Rhon
Hanau
Hanau
Hamburg
Hamburg
Hamburg
Hamburg

Hanau

Hanau

Langenselbold
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Zellkulturgefil3e

Mikroskopiematerial

6-/24-/96-well-
Zellkulturplatten
60x15 mm-

Zellkulturschalen

Costar® Zellkulturflaschen,

25 cmz, 75 cm?

Nunclon®

Zellkulturflaschen,

175 cm?

Deckgliaser 12 mm, 16mm

Deckgliaser 12 mm

Objekttrager

Chambered Coverglass
(Objekttragerkammern)

Horse Serum

BD Falcon

BD Falcon

Corning

NUNC

Langenbrinck,

Hecht

Assistent

Langenbrinck

NUNC

Biochrom

Heidelberg

Heidelberg

USA

Wiesbaden

Emmendingen

Sondheim

Emmendingen

Wiesbaden

Berlin
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2.1.4 Enzyme, Kits und Reagenziensysteme

Funktion Name Hersteller Ort/Land
Miniprep QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen Hilden
FastPlasmid™ Mini Eppendorf =~ Hamburg
Midiprep QIAGEN Plasmid Midi Kit Qiagen Hilden
GeneElute Midiprep Kit Sigma Taufkirchen
Maxiprep QIAGEN Plasmid Maxi Kit Qiagen Hilden
Agarose Gel
Extraktion QIAquick Gel Extraction  Qiagen Hilden
Kit
Perfectprep Gel Cleanup Eppendorf =~ Hamburg
Kit
PCR Aufreinigung QIAquick PCR Purification Qiagen Hilden
Kit
Mutagenese-Kit QuikChange® Site-Directed Stratagene  Niederlande
Mutagenesis Kit
Tag DNA Polymerase BioTherm” DNA Genecraft Liidinghausen
Polymerase
Taq DNA Polymerase, Invitrogen  Karlsruhe
Recombinant
AmpliTagq® DNA Applied USA
Polymerase Biosystems
Taq DNA Polymerase Fermentas St. Leon-Roth
Pfu DNA Polymerase Pfu DNA Polymerase Fermentas St. Leon-Roth
(native)
PfiTurbo® DNA Stratagene ~ Niederlande
Polymerase
AccuTherm  DNA Genecraft Lidinghausen
Polymerase
Pwo DNA
Polymerase SAWADY Pwo-DNA- Peqlab Erlangen

Polymerase
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Ligase
Phosphatase

Restriktionsenzyme

Weitere Kits

T4 DNA Ligase
SAP

Agel

Apal

Avall

BamHI

Bgll

Bglll

Dpnl

Eco321 (EcoRV)
Hhal

Mval

Ncol

Notl

Sall

Xbal

Xhol

Cytotoxicity Detection Kit

(LDH)

Fermentas
Fermantas
NEB

Fermentas
NEB

Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
NEB

Fermentas
NEB

Fermentas
Fermentas
Fermentas

Fermentas

Roche

St. Leon-Roth
St. Leon-Roth
Frankfurt a.M.
St. Leon-Roth
Frankfurt a.M.
St. Leon-Roth
St. Leon-Roth
St. Leon-Roth
St. Leon-Roth
St. Leon-Roth
Frankfurt a.M.
St. Leon-Roth
Frankfurt a.M.
St. Leon-Roth
St. Leon-Roth
St. Leon-Roth
St. Leon-Roth

Mannheim
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2.1.5 Puffer und Losungen

Puffername Bestandteile
10x PCR Puffer 750mM Tris-HCI (pH 8,8), 200mM (NH4),SO4,
0.1% Tween 20
50x TAE 2 M Tris
57,1 ml/l Eisessig
0,05 M EDTA (pH 8,0)
10x TBE 890 mM Tris
890 mM Borséure
20 mM ETDA (pH 8,0)
10x TBS 100 mM Tris-HCI, 1,5 M NaCl
pH 7,2
TBS-T 1x TBS mit 0,05% Tween 20
ColP- bzw.
Lysepuffer 1x PBS, 0,1% Trition X-100,
plus Complete® Protease Inhibitor
10X PBS 80 g/l NaCl, 2,0 g/l KCI,

5x-SDS-Laufpuffer

WB-Transferpuffer

5x-Laemmli-Puffer

Ponceau S

Blockierlosung

14,4 g/l Na,HPOy, 2,4 g/l KH,PO4, pH 7,4
124 mM Tris

960 mM Glyzin

0,005% SDS

2,5 mM Tris, 19,2 mM Glyzin,
20% Methanol

62,5 mM Tris-HCI pH 6,8,

5% PB-Mercaptomethanol, 2% SDS,
10% Glyzin,

0,05% Bromphenolblau

0,2% Ponceau S,

3% TCA,

3% Sulfosalicylsédure

5% Magermilchpulver (w/v) in TBS
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“Stripping”-Puffer 0,2 M Gylcin
0,5 M NaCl
pH 2,8
1000X Ampicillin
4000X Kanamycin

Ttbl 30 mM Kalium Acetat, 15% (v/v) Glyzerol

100 mg/ml Ampicillin in HyOpigest, sterilfiltriert

100 mg/ml Kanamycin in HyOp;gest, sterilfiltriert

Ttbll

Puffer L1

Puffer L2

Puffer L3

10X Gel-Loading

Buffer (10X GLB)

Ethidiumbromid-

stocklosung

dHPLC Puffer A

dHPLC Puffer B

Stop-Losung

Pyrosequencing

2x Binding Puffer

50 mM Mangan Chlorid,

100 mM Rubidium Chlorid,

10 mM Kalzium Chlorid,

pH 5,8

10 mM MOPS, 75 mM Kalzium Chlorid,
10 mM Rubidium Chlorid

15% (v/v) Glyzerol

pH 6,5

9 g Glucose, 3,72 EDTA, 3,03 g Tris

ad 11 HyOp;gest, steril filtriert

20 ml 2N NaOH, 20 ml 20%ige SDS-Lsg.
ad 200 ml HyOpigest

120 ml 5 M Kac (pH 4,8 — 5,2)

23 ml Eisessig

57 ml HOpidest

60% Glycerol , 10 mM EDTA,
0,4% Orange G, 0,4% Xylene Cyanol

10 mg/ml Ethidiumbromid in HyOpigest
0,1 M TEAA

0,1 M TEAA,

25% (v/v) Acetonitril

1,5 M NaOAc, pH 5,2

50 mM Na,EDTA, pH 8,0

10 mM Tris, 2M NaCl, ImM EDTA,
0,1% Tween
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Pyrosequencing

1x Annealing Puffer 20 mM Tris-Acetate,
SmM MgAc,

Pyrosequencing

Denaturierungslosung 0,5 M NaOH

Einfriermedium [ 40% FCS
60% DMEM

Einfriermedium II 20% DMSO
80% DMEM

100X Poly-L-Lysin 0,5 mg/ml Poly-L-Lysin

2.1.6 Verwendete Bakterienstamme und Zelllinien

2.1.6.1 Bakterienstimme

Stamm Art Anbieter

DHS5u Subcloning Efficiency™ DHS5u™ Invitrogen
Competent Cells

TOP10 One Shot® TOP 10 Invitrogen

2.1.6.2 Humane Zelllinien

Zelllinie  Art Medium Referenz

HEK293 Humane embryonale DMEM, 10% FCS, Microbix,
Nierenzelllinie 5% Penicillin/Streptomycin Kanada

SH-SY5Y Humane DMEM, 15% FCS, DSMZ,

Neuroblastomazelllinie 5% Penicillin/Streptomycin ~ Deutschland:

ACC 209
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2.1.7 Plasmide

2.1.71 Kommerzielle Plasmide zur Klonierung:

Name Hersteller Epitop Resistenz ~ Promotor
pCMV-TagdA Stratagene FLAG Kan', Neo' CMV
pcDNA3.1"/myc-His Invitrogen  myc, His  Amp’,Neo©  CMV
pcDNA3.1"/V5-

His TOPO® TA Invitrogen V5,His  Amp', Neo' CMV
pcDNA3™ Invitrogen - Amp', Neo' CMV

2.1.7.2 Verwendete Plasmide mit Inserts

pCMV-Tag4A-Wt-Omi/HtrA2:

Dieses Konstrukt wurde mittels einer cDNA, welche der genomischen Omi/HtrA2
Sequenz (NCBI accession number AC005041) entspricht kloniert. Das Insert
wurde aus einem anderen Vektor mit der ¢cDNA, durch PCR mit denen in
Abschnitt 2.1.8 beschriebenen Primern, mit den Sequenzen Fwd-CTGATA-
TCAAGGCGGAGCTGATGGCT und Rev-ATCCTCGAGTTCTGTGACCTCA-
GGGGTCA, amplifiziert. Als Schnittstellen dienten Eco321 und Xhol. Der Vektor
exprimiert das Insert unter der Kontrolle des CMV-Promotors und fiigt an das

Protein ein C-terminales FLAG-Epitop an.

pCMV-Tag4A-S141-Omi/HtrA2:

Dieses Konstrukt wurde aus dem pCMV-Tag4A-Wt-Omi/HtrA2 Vektor durch
Mutagenese mit dem QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit hergestellt und
exprimiert die S141-Form von Omi/HtrA2.

pCMV-Tag4A-S399-Omi/HtrA2:

Dieses Konstrukt wurde aus dem pCMV-Tag4A-Wt-Omi/HtrA2 Vektor durch
Mutagenese mit dem QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit hergestellt und
exprimiert die S399-Form von Omi/HtrA2.
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pcDNA3-Ub-A133-Wt-Omi/HtrA2:

Dieses Konstrukt wurde von L.M. Martins (Leicester, UK) kloniert. Es beinhaltet
die kodierende Sequenz der reifen Form des Omi/HtrA2-Proteins, mit einem
davor befindlichen Ubiquitinrest. Dieses Ubiquitin wird im Zytosol abgespalten
und ermdglicht die korrekte Prozessierung des Proteins. Omi/HtrA2 wird nur
cytosolisch exprimiert, da die MTS-Sequenz fehlt und es zu keinem Transport in
die Mitochondrien kommt. Das Insert wurde mittels Kpnl und Xhol in den

pcDNA3 Vektor kloniert und exprimiert auch einen FLAG-Epitop.

pcDNA3-Ub-A133-S141-Omi/HtrA2:
Dieses Konstrukt wurde aus dem pcDNA3-Ub-Wt-Omi/HtrA2-Konstrukt durch
Mutagenese hergestellt und exprimiert die S141-mutierte Form von Omi/HtrA2.

pcDNA3-Ub-A133-S399-Omi/HtrA2:
Dieses Konstrukt wurde aus dem pcDNA3-Ub-Wt-Omi/HtrA2-Konstrukt durch
Mutagenese hergestellt und exprimiert die S399-mutierte Form von Omi/HtrA2.

pcDNA3.1/V5-His-TOPO TA-Wt-DJ-1:

Dieses Konstrukt wurde von Peter Heutink (Amsterdam, NL) zur Verfligung
gestellt. Es enthidlt das durch TOPO TA Klonierung eingefiigte Wt-DJ-1. Das
Insert besitzt kein Stop-Codon und geht in die kodierende Tag-Sequenz fiir ein
V5- und 6x-His Epitop iiber, auf welche ein Stop-Codon folgt. Exprimiert wird
unter der Kontrolle eines CMV Promotors, das Resistenzgen codiert fiir eine

Ampicillin-Resistenz.

pcDNA3.1/V5-His-TOPO TA-P166-DJ-1:
Dieser Vektor wurde durch Mutagenese aus dem pcDNA3.1/V5-His-TOPO TA-
Wt-DJ-1 Vektor generiert und uns von Peter Heutink zur Verfiigung gestellt.

pcDNA3.1/V5-His-TOPO TA-D64-DJ-1:
Dieser Vektor wurde durch Mutagenese mit dem QuikChange® Site-Directed
Mutagenesis Kit aus dem pcDNA3.1/V5-His-TOPO TA-Wt-DJ-1 Vektor her-
gestellt und exprimiert D64-mutiertes DJ-1.
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pcDNA3.1/myce-XIAP:
Dieser Vektor exprimiert myc-markiertes Wt-XIAP unter der Kontrolle des CMV
Promotors und wurde von Ulrike Naumann (Hertie-Institut, Tiibingen) zur

Verfligung gestellt.

pcDNA3.1/myces-Wt-a-Synuklein:

Dieser Vektor enthilt als /nsert die komplette cDNA des Wt-a-Synukleins, und
wurde in den pcDNA3.1 Vektor mit N-terminalem 6-fach myc-Tag einkloniert ist.
Daher besitzt das Insert kein Startcodon und wird unter Kontrolle eines CMV
Promotors exprimiert. Quelle: Olaf Eberhardt, Marc Gleichmann (Hertie-Institut,
Tiibingen)

pEGFP-N1-Synphilin-1:

Dieser Vektor enthélt als /nsert die cDNA des Wt-Synphilins, welches in einen
pEGFP-N1 Vektor mit C-terminalem EGFP-Tag einkloniert ist. Das Insert wird
unter Kontrolle eines CMV Promotors exprimiert. Quelle: M. Cookson (Balti-

more, USA)

pcDNA3.1/myce-Parkin:

Dieser Vektor enthilt als Insert die cDNA des Wt-Parkins, welches in einen
pcDNA3.1 Vektor mit N-terminalem 6-fach myc-Tag einkloniert ist. Das Insert
besitzt kein Startcodon und wird unter Kontrolle eines CMV Promotors

exprimiert. Quelle: Olaf Eberhardt, Marc Gleichmann (Hertie-Institut, Tiibingen)

pMT123-HAs-Ubiquitin:

Dieser Vektor wurde von der Arbeitsgruppe von Dirk Bohmann (Rochester, USA)
kloniert und uns freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Er exprimiert unter der
Kontrolle des CMV-Promotors ein achtfaches, C-terminal HA-markiertes

Ubiquitin, welches mittels der Restriktionsendonukleasen Not/ und EcoRI in einen

BSSK™ -Vektor kloniert wurde.
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2.1.8 Primer

Name Primerfunktion Primersequenz Lieferant

Omi:

EcoRV_ATG Klonierungsprimer CTGATATCAAGGCGGAGCTGAT MWG
GGCT

Omi:

Xhol_STOP  Klonierungsprimer ATCCTCGAGTTCTGTGACCTCA MWG
GGGGTCA

Omi FL-Fwd  PCR Primer forward ATGGCTGCGCCGAGGGCGGG  Metabion
Omi FL-Rev  PCR Primer reverse GGTCAGTGTTTCTCGTCCCCG  Metabion

OMI_Ex1_F  PCR Primer forward TGCCGCCTCTGAGTAGGG Euro
Gentech
OMI E1-177F PCR Primer forward CCGGTTGTCTGTTGGGGTCA Metabion
OMI_Ex1_R  PCR Primer reverse CGGTCTACCCCCACCATT Euro
Gentech
OMI_Ex2_F  PCR Primer forward TCTGTGCTTTCCCTCCATTT MWG
Biotech

OMI_Ex2_R  PCR Primer reverse TCATCTGAAGATGCGAGCAA MWG
OMI_Ex3_F  PCR Primer forward GGTTGGAGCTGCTTATTTGC MWG
OMI_Ex3_R  PCR Primer reverse TCCCCCATCATTGTCATTT MWG
OMI_Ex4_F  PCR Primer forward CCCAGACTTAGAATCCCCAGA  MWG
OMI_Ex4_R  PCR Primer reverse GGGATTCTTGGAAGGAAGGA MWG
OMI_Ex5_F  PCR Primer forward TAGGGAACTGGGGGCTGTAT  MWG
OMI_Ex5_R  PCR Primer reverse CCACATTAAAGGAACCCGTTT  MWG
OMI_Ex6_F  PCR Primer forward GGCTCATTTGTCCCTCTGTC MWG
OMI_Ex6_R  PCR Primer reverse CCCCCTCTGATTACACTGGT MWG
OMI_Ex7_F  PCR Primer forward GGGTTTGGCTAATAGGGTGA MWG
OMI_Ex7_R  PCR Primer reverse CCATATCACACTGCAGCCTCT  MWG
OMI_Ex8_F  PCR Primer forward TGTGTCCTTGAACTAGGCTTTG MWG
OMI_Ex8_ R  PCR Primer reverse GGAGCCTCATACTCTTGGTGA  MWG
E1-177F_biot PCR Primer biotinyliert CCGGTTGTCTGTTGGGGTCA Metabion
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Mut_seq423-
436rev
T7-Primer
Omi_S:391-
408 fwd
Omi_S:241-
260 fwd
Omi_1694 R
E1-mut421-
fwd

E1-mut421-

rev

+Mut E7: G-A

fwd

+Mut E7: G-A

rev

rs4853031_F

rs4853031_R

rs6707302_F

rs6707302_R

rs6709863_F

rs6709863_R

rs715407 _F
rs715407 R
rs4853030_F

rs4853030_R

rs2286924_F

rs2286924_R

rs2231250_F

Pyrosequencing
Sequenzierprimer

Sequenzierprimer

Sequenzierprimer

Sequenzierprimer
Sequenzierprimer
Mutageneseprimer
Exon1 G421->T

Mutageneseprimer
Exon1 G421->T

Mutageneseprimer
Exon7 G1195>A

Mutageneseprimer
Exon7 G1195>A

SNP-Primer
SNP-Primer
SNP-Primer
SNP-Primer
SNP-Primer
SNP-Primer
SNP-Primer
SNP-Primer
SNP-Primer
SNP-Primer
SNP-Primer
SNP-Primer
SNP-Primer

GACTCCGGGGAGAA
TAATACGACTCACTATAGG

GTCCTCGCCGCCGTCCCT

GCACAACTGACTGCGGTGAC
TCCAGCTGTGACCTTCATGG

CTAGCCCGCCGCCCTCTTCTCC
CCGGAG

CTCCGGGGAGAAGAGGGCGGC
GGGCTAG

TCCATAAAGTCATCCTGAGCTC
CCCTGCACACC

CCGGTGTGCAGGGGAGCTCAG
GATGACTTT
CTCAGGCTGGAGTGCAGTG
TGGTGGCTCACACCTGTAAT
ACAGTGATGCCTTGCTCTCC
GCATTACCACAGCATGGACA
TCAAGGACTCCTCCTGCCTA
AGTTCCCTGACATCCCTCCT
GGATCAGTGTTCCCAAATCAA
AAGCTTCCCACTTCGAGTTC
AAGATCAAAGCTTGCCCATC
CAAGGTCTCAGCCCGACA
GGCACTGCAGGACCAAAC
TGGAGAGGGACTGACATGCT
TACCACCTGTAGCACCGTGA

MWG
MWG

MWG

MWG
MWG

MWG

MWG

Metabion

Metabion

Metabion
Metabion
Metabion
Metabion
Metabion
Metabion
Metabion
Metabion
Metabion
Metabion
Metabion
Metabion

Metabion
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rs2231250_R  SNP-Primer GCAAGAAGAAAAATATTGAGGA  Metabion
AAA
rs1306918_F SNP-Primer TGTGCCGTGTATCTCTCACC Metabion
rs1306918_R SNP-Primer AAACGTTCATCAGGAGTTGGA  Metabion
rs6546909_F SNP-Primer GGCAGTTGTCTTTGGATATGG  Metabion
rs6546909_R SNP-Primer GCCTGCCTCTTCCCTTTTAT Metabion
rs7569292_F SNP-Primer CTCCCAAAGTGCTGGGATTA Metabion
rs7569292_R SNP-Primer GAGCTAGGTGTCTCCGCAAC Metabion
rs3835033_F SNP-Primer TGGGAACCAGGAGAAGAGAA  Metabion
rs3835033_R  SNP-Primer GTTCCGCATGGAGGATACTG Metabion
rs_7562200F SNP-Primer TGCTGTAAACCCAGTGGCGG Metabion
rs_7562200R SNP-Primer CCTTCTCCTCAAATGTTCCTGC  Metabion
rs7569292F  SNP-Primer CAAGCATGTGCCACCATACCTG Metabion
rs7569292R  SNP-Primer GGGAAAGTCATGAAGAGTCACA Metabion
AGG
D2S145fwd ~ SNP-Primer AGCTTATGGCAAGATTGTCC Metabion
D2S145rev. SNP-Primer GGGCATTGTTGAAATGGA Metabion
D2S286 rev.  SNP-Primer TGGTGGTTTATCTTACCAGTC  Metabion
D2S286 fwd ~ SNP-Primer TTAAAATTGTTTCTATGACATGA  Metabion
TG
D2S2110 fwd  SNP-Primer AAGGGTAGTATGTCACTCCATT  Metabion
D2S2110 rev SNP-Primer GCTTACCATATGATCAGGGG Metabion
D2S2111 fwd SNP-Primer CAGGAATGCTAGTGCATACACT  Metabion
C
D2S2111 rev. SNP-Primer ACCCTCATGCTGGTCGTAAT Metabion
DJ-Mut Mutageneseprimer GATGCAAAAAAAGACGGACCAT  Metabion
G192Cfwd  DJ-1 E64D Fwd ATGATGTGGTGG
DJ-1 Mut Mutageneseprimer CCACCACATCATATGGTCCGTC  Metabion
G192Crev  DJ-1 E64D Rev TTTTTTTGCATC
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2.1.9 Patienten- und Kontrollkollektive

Als Patientenkollektiv diente eine DNA Sammlung, in der isolierte genomische
DNA von 518 Parkinson-Patienten vorhanden war. Das durchschnittliche
Erkrankungsalter der Patienten betrug 55,3 + 12,0 Jahre, der durchschnittliche
Anteil an Méannern betrug 55,4%, der Anteil an Frauen 44,6%. Der Anteil an
Patienten mit positiver familidrer Krankheitsgeschichte betrug 12,5%. Die DNA's
der Patienten stammten alle aus Deutschland, alle Patienten wurden neurologisch
begutachtet. Die Diagnose, idiopatisches Parkinson-Syndrom, wurde auf der
Grundlage der UK brain bank gestellt.

Weiterhin stand uns im Rahmen dieser Arbeit Patienten-DNA einiger Personen
der Indexfamilien B und C zur Verfiigung, mit denen die Kartierung des PARK3
Lokus durchgefiihrt wurde (Gasser, 1998).

52



Material und Methoden

2.2 Methoden

2.2.1 Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Durch die Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist es
moglich, einen definierten DNA-Abschnitt eines heterogenen DNA-Gemisches
aus einem Ausgangsmaterial schnell und in groBem Umfang zu vervielféltigen.
Die Ausgangs-DNA (7Template) wird durch Erhitzung denaturiert. An die nun
vorliegenden DNA-Einzelstringe hybridisieren synthetische Primer, die die zu
amplifizierende Region flankieren (4nnealing). An die hybridisierten Primer
synthetisieren die DNA-Polymerasen dNTPs in 5= 3’-Richtung an (Elongation)
und fiihren den Einzelstrang in einen Doppelstrang iiber. Durch eine zyklische
Abfolge dieser drei Schritte, wird der urspriingliche DNA-Abschnitt
millionenfach kopiert.

Bei der PCR werden thermostabile DNA-Polymerasen eingesetzt, welche die
hohen Temperaturen der Denaturierungsschritte ohne nennenswerten Aktivitéts-
verlust {liberstehen und somit fiir die automatische Durchfiihrung der drei PCR-
Schritte in mehreren Zyklen geeignet sind. Fiir die Standard-PCR hat sich die
Tag-Polymerase etabliert, welche eine hohe Syntheseleistung zeigt und relativ
unkompliziert einzusetzen ist, aber iber keine 3'> 5" Exonukleaseaktivitit
verfiigt. "Proof-Reading’- Polymerasen besitzen eine 3" 5" Exonukleaseaktivitit
iiber die sie fehlgepaarte Nukleotide erkennen. Hierdurch wird die Mutationsrate
bei der PCR stark verringert und die Spezifitit der PCR-Produkte gesteigert. Eine
Ubersicht iiber die unterschiedlichen, in dieser Arbeit eingesetzten DNA-

Polymerasen findet sich in Tabelle 2.1:

Tabelle 2.1: Ubersicht iiber die eingesetzten DNA-Polymerasen

DNA-Polymerase | Herkunft Mutationsrate * | Verwendungszweck
Tag-Polymerase | Thermus aquaticus |2.2 x10” Standard-PCR
Pfu-Polymerase | Pyrococcus 2.6x10° Klonierung

furiosis Mutagenese
Pwo-Polymerase | Pyrococcus woesei | 7.4 x107 Klonierung

* Fehler pro Nukleotid pro Zyklus

Zur Steigerung der Spezifitit der Primerhybridisierung wurde der PCR teilweise

DMSO zugesetzt.
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2.2.1.1 Durchfiihrung der PCR fiir die Mutationsanalyse

Der kodierende Bereich des Omi/HtrA2-Gen erstreckt sich tiber 8 Exons. Fiir die
Mutationsanalyse wurden die acht Exons des Omi/HtrA2-Gens mit intronischen
Primern amplifiziert. Somit wurde sichergestellt, dass der komplette Bereich der
Exons und die Splice-Stellen an den Ubergiingen zwischen Intron und Exon
untersucht wurden.

Die Etablierung der PCR erfolgte auf moglichst gleiche oder &hnliche
Bedingungen, fiir jedes Primerpaar zwischen den acht Exons. Dabei sollte vor
allem das Programm des Thermocyclers fiir alle Exons gleich sein. Somit konnte
man gewdhrleisten, dass in einem PCR-Cycler mehrere DNAs unterschiedlicher
Exons amplifiziert werden konnen.

Hierzu wurde eine Gradienten-PCR fiir jedes Exon durchgefiihrt, in welcher
unterschiedliche Magnesium-Chlorid-Konzentrationen bei unterschiedlichen
Temperaturen verglichen werden sollten. Dabei durften die Amplifikate im Gel
moglichst keine Schatten- oder Doppelbanden aufweisen und sich, sofern
moglich, in einer klaren Bande auf dem Agarosegel abzeichnen. Mittels scharfer
Einzelbanden konnte man die Amplifikate direkt, ohne weitere Aufreinigung, in
der dHPLC einsetzen. Als giinstigste Bedingung erwies sich dabei eine
Annealing-Temperatur von 58°C, ein DMSO Anteil von 5% und ein Magnesium-
gehalt von 1 mM, der fiir alle Exons gewahlt wurde.

Die angewendeten PCR-Bedingungen fiir die Amplifikation der Patienten- und

Kontroll-DNAs stellten sich nach der Etablierung folgendermalB3en zusammen:

Pipettierschema:
Reagenz/Komponente Endkonzentration
10X Reaktionspuffer I x
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) je 0,2 mM
5’-Primer 0,25 uM
3’-Primer 0,25 uM
MgCl, 1,0 mM
DNA-Template > 500 ng
DNA-Polymerase 1-2,5 U
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Thermocycler Programm:

PCR-Schritt Temperatur  Zeit (min:sec)  Zyklen
Initiale Denaturierung 94,0°C 1:30

Zyklische Denaturierung 94,0°C 1:00

Annealing 58,0°C 1:00 » 40x
Elongation 72,0°C 1:00

Finale Elongation 72,0°C 3:00
Aufbewahrung 4,0°C 0

Durch die gewidhlten Bedingungen wurde eine hohe Qualitit der Amplifikate

erzielt.
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Abbildung 2.2.1: Amplifikate von Exon 1-Exon 8 und des Exon 1* Fragmentes 177 Fwd-Exon 1
Reverse mit den etablierten PCR Bedingungen, visualisiert durch EtBr.

Fiir die Analyse in der dHPLC wurde die PCR in einem Mastermix fiir 100 PCRs
pro 96-well-Platte angesetzt, wobei in ein well eine Negativkontrolle pipettiert
wurde, in dem sich H;Opjgest anstelle von DNA-Template befand, um Kontami-
nationen durch Fremd-DNA auszuschlieen.

Im Anschluss an die PCR wurden die Negativkontrolle, welche aus dem PCR
Mastermix und Wasser anstelle von DNA-Template bestand, und eine
Positivkontrolle, mit qualitativ hochwertiger Ausgangs-DNA, auf einem Agarose-
gel untersucht. Stellten sich beide Kontrollen als korrekt heraus, wurde die

komplette PCR Platte fiir die Mutationsanalyse verwendet.
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2.2.1.2 Durchfiihrung der PCR zur Klonierung

Sollen PCR-Fragmente in ein Plasmid eingefiigt (kloniert) werden, so miissen an
das PCR- Produkt Uberhinge in Form von Erkennungssequenzen fiir Restrik-
tionsendonukleasen angefligt werden. Durch die Erweiterung der Primersequenz
um diese Erkennungssequenzen am 5’'-Ende des Primers, wird die Hybridi-
sierungstemperatur des Primers in der PCR herabgesetzt und die Bindungs-
spezifitit verschlechtert. Die Sequenz und die Linge dieses Uberhangs ist vom
jeweiligen Enzym abhéngig. Die eigentliche PCR wurde dann mit Polymerasen
durchgefiihrt, welche eine "Proof-Reading’-Eigenschaft besitzen, um Mutationen
in der CDS des einzufiigenden Gens moglichst auszuschlieBen. Fiir die folgenden
PCR-Reaktionen wurden ausschlieBlich Pfu- und Pwo-Polymerase verwendet und
die Elongationstemperatur von 72°C auf 68°C herabgesetzt. Bei niedrigerer Tem-

peratur arbeiten diese Polymerasen langsamer und die Fehlerrate nimmt ab.

Pipettierschema:
Reagenz/Komponente Endkonzentration
10X Reaktionspuffer I x
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) je 0,2 mM
5’-Primer 0,25 uM
3’-Primer 0,25 uM
MgCl, bzw. MgSO4 1,0-2,5 mM
DNA-Template 200-750 ng
DNA-Polymerase 1-25 U

Thermocycler-Programm:

PCR-Schritt Temperatur Zeit (min:sec)  Zyklen
Initiale Denaturierung 94,0°C 1:30

Zyklische Denaturierung 94,0°C 1:00

Annealing 58,0°C 1:00 » 35x
Elongation 68,0°C X

Finale Elongation 68,0°C 3:00
Aufbewahrung 4,0°C 00

x: Je 1 kb Vektorgrosse, eine Minute Synthesezeit
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2.2.2 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophoresen wurden alle in horizontalen Gelkammern mit
Tris-Borat-Puffer (TBE) oder Tris-Acetat-Puffer (TAE) durchgefiihrt. Die Wahl
der Agarosekonzentration wurde an die Grofle der aufzutrennenden Fragmente
angepasst und lag zwischen 0,8 und 3,0 Prozent. Zur Visualisierung in einem Gel-
dokumentationssystem wurde der Agarose nach dem Aufkochen Ethidiumbromid
zugegeben. Ethidiumbromid interkaliert besonders in doppelstringige DNA,
wobei der organische Farbstoff auch an einzelstringige DNA und RNA inter-
kaliert. Durch Bindung an DNA wird die Fluoreszenz des Farbstoffs wesentlich
verstérkt. Die zu untersuchende DNA wurde mit einem Probenpuffer versetzt und
in die Geltaschen geladen. Die angelegte Spannung betrug zwischen 3 und 7,5
V/em und differierte nach dem verwendeten Puffersystem und der Agarose-
konzentration. Die Fragmentgroen wurden im Anschluss mittels eines DNA-

GroBenstandards auf einem Geldokumentationssystem bestimmt.

2.2.3 Denaturierende-Hochdurchsatz-Flussigkeits-Chromato-
grafie

Die Mutationsanalyse wurde auf einem Denaturierenden-Hochdurchsatz-Fliissig-
keits-Chromatografen ({HPLC) der Firma Transgenomic (Wave System 3500HT)
durchgefiihrt. Die Methode beruht auf dem unterschiedlichen Schmelzverhalten
von DNA-Heteroduplexen und DNA-Homoduplexen.

Die DNA wird mittels eines Tragermaterials, Triethylammonium Acetat (TEAA),
an eine Sdulenmatrix gebunden und I6st sich je nach Konformation und Lénge,
welche das Schmelzverhalten festlegen, bei steigender Acetonitrilkonzentration
von der Sdule ab. Dabei muss die Sdule eine fiir die jeweilige DNA festzulegende
Temperatur haben, welche die partielle Denaturierung bewirkt.

Um eine Unterscheidung von nicht mutierten und mutierten DNA-Strangen zu
erreichen, miissen die PCR-Produkte zunichst denaturiert werden. Im Anschluss
daran kiihlt man die Einzelstringe sehr langsam wieder ab. Dabei bilden sich
renaturierte DNA-Doppelstriange, bei denen es zur Formation von mutierten mit
nicht mutierten DNA-Stringen kommt, welche man als Heteroduplex bezeichnet.
Bei Heteroduplexen kommt es zu einer Fehlpaarung zweier oder mehrerer nicht

komplementirer Basen, durch welche die Schmelztemperatur des DNA-Doppel-
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strangs erniedrigt wird. Die Homoduplexe bilden sich dabei aus jeweils zwei

mutierten oder zwei nicht-mutierten DNA-Einzelstringen.

wt mut Homoduplexe

Heteroduplexe

Denaturierung
-C-G FA-T . -C-G| FA-T— —-C T —A G|
Renaturierung

Abbildung 2.2.2: Bildung von Homo- und Heteroduplexen nach Denaturierung und anschlieB3-
ender langsamer Renaturierung.

Die renaturierten Homo- und Heteroduplexe werden dann aus einem Probengefal3
automatisch in das System aufgenommen und mit einem Acetonitrilpuffer
versetzt. Dieser Puffer besitzt eine niedrige Acetonitrilkonzentration und ist mit
TEAA versetzt, welches durch positive Ladungen mit den negativ geladenen
Phosphatresten der DNA interagiert, wodurch es zur Bildung eines ungeladenen
Ionenpaars kommt. Das TEAA bindet nun mit der DNA mittels seines
hydrophoben Teils an die hydrophobe Saulenmatrix. Nach der Bindung der durch
die erhohte Temperatur teilweise schon denaturierten DNA wird die Aceto-
nitrilkonzentration langsam linear erhoht. Dabei l6st sich die DNA zu einem
definierten Zeitpunkt, da das unpolare Acetonitril um die Bindungsstellen an der
hydrophoben Séule mit dem TEAA konkurriert und damit die Interaktion
zwischen DNA und Siulenmatrix verhindert. Hierbei 16sen sich Heteroduplexe
bedeutend frither von der Sdule als Homoduplexe. Der durch die Saule flieBende
Puffer wird an einem UV-Detektor vorbeigefiihrt, der die Absorption der DNA
bei einer Wellenldnge von 260 nm erfasst. Die Daten des Detektors werden an
eine Software weitergeleitet, welche die gemessene DNA-Menge zu jedem Zeit-
punkt der Analyse protokolliert (Abbildung 2.2.3).

Die hier untersuchten Patientenproben wurden pro Exon einzeln amplifiziert. Im
Anschluss wurden zwei Patientenamplifikate in einer 96-wel/-Platte gemischt,
wodurch die Detektion homozygoter Mutationstriager ermdglicht wird. Hetero-

zygote Trager eines mutierten Allels werden iiber die Bildung von Hetero-
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duplexen detektiert. Durch das Mischen zweier Patienten-DNAs wird die Bildung
von Heteroduplexen fiir Proben mit homozygotem Basenaustausch ermoglicht.
Die Kombination von zwei Patienten-DNAs sollte jedoch nur durchgefiihrt
werden, wenn man annehmen kann, dass nicht zwei Patienten von der gleichen
Mutation betroffen sein konnten. Dies ist bei der Parkinson-Krankheit unwahr-
scheinlich, da von seltenen Mutationen ausgegangen wird. Sollte man mit vielen
Mutationen in einem Gen rechnen, so muss man das Amplifikat einer gesunden
Person mit dem eines Patienten zusammenbringen. Abweichungen des
Schmelzverhaltens in der dHPLC zeigen Sequenzverdnderungen in einem Gen
auf. Da die dHPLC als Screening-Methode keine direkten Analysen auf der
Nukleotidebene ermdoglicht, wurden aufféllige Proben im Folgenden mittels
Sequenzierung untersucht.

Fir die dHPLC wurden pro Patienten-DNA 10 ul PCR-Amplifikat und 10 pul
HOpigest in €in well tiberfiihrt, um ein Endvolumen von 40 pl zu erreichen. Die
Probe mit den zwei Patienten-DNAs pro well wurde denaturiert und langsam
renaturiert. Pro Analyse wurden 5 pl dieser DNA-Probe in einem dHPLC-Lauf

eingesetzt.

Etablierung der dHPLC

Fiir das Mutationscreening mit der dHPLC mussten die einzelnen Exons zunichst
etabliert werden. Hierzu wurde die Temperatur des Ofens mit den Einstellungen
des Wavemaker-Programms auf eine hohe Bindungskapazitit der DNA an die
Séule eingestellt. Somit sollte moglichst viel DNA zur gewiinschten Elutionszeit
von der Sdule gelost und im Detektor als Ausschlag (Peak) messbar sein. Der
Zeitpunkt der Elution wurde dabei mit der Anfangs- und Endkonzentration des
Acetonitrilgradienten eingestellt.

Der Elutionskurve sollte dabei moglichst als scharfe und steile Spitze nach
12 bis 2 Minuten im Chromatogramm sichtbar sein. Als Verlauf des Gradienten
wurde zundchst, wie vom Hersteller angegeben, ein Konzentrationsanstieg
zwischen Puffer A zu Puffer B, von 10% gewéhlt. War aufgrund der Schmelz-
kurve der DNA im Wavemaker-Programm kein einheitlicher Schmelzpunkt
bestimmbar, wurden diese Exons mit zwei unterschiedlichen Einstellungen

gemessen.
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PCR Patient A PCR Patient B
I
I

Kombinieren beider PCR Prokukte,
Denaturierung der DNA,
langsame Renaturierung der DNA,
Bildung von
Homo-und Heteroduplizes

Laden der Probe in das
dHPLC-System mit Probenpuffer
(Acetonitril und TEAA)

Der hydrophobe Teil des TEAA
bindet an die Beads

Der negativ geladene Phosphatrest
der DNA bindet an die positiv
geladene Ammonium-Gruppe

des TEAA.

Bei ansteigender ACN Konzentration
geht die Interaktion zwischen TEAA
und DNA zuriick und die DNA-
Fragmente beginnen von der

Saule zu eluieren, wobei Hetero-
duplizes zuerst eluieren.
Spater I18sen sich die Homoduplizes

Ofen mit hydrophoben Beads

von der Matrix ab und werden vom
Detektor erfasst.

¥

Abbildung 2.2.3: Schematischer Ablauf der dHPLC fiir das WAVE System.
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Tabelle 2.2: Einstellungen der dHPLC-Laufe bezogen auf die einzelnen Exons.

Exon Primer Produktliinge | Siulentemperatur | Gradient in %
(Exon) (bp) °O) (Puffer A=B)
1 1 Fwd - 1 Rev 573 64.2 60-72
N 177 Fwd -1 Rev 350 64.2 59-71
61.2 57-73
2 2 Fwd - 2 Rev 289
59.8 57-67
61.5 55-65
3 3 Fwd -3 Rev 298
58.0 58-68
4 4 Fwd - 4 Rev 116 60.0 46-60
5 5 Fwd - 5 Rev 174 61.0 51-63
60.8 50-63
6 6 Fwd - 6 Rev 147
61.0 51-61
51-61
7 7 Fwd - 7 Rev 159 59.5
50-66
8 8 Fwd - 8 Rev 251 60.5 56-66

Bei einer weiteren Etablierung wurde der Verlauf des Gradienten noch weiter
angepasst, um den Verlauf der DNA-Elution zu verbessern. Dies wurde fiir
Exon 2 und Exon 7 durchgefiihrt. Da es fiir das Omi/HtrA2-Gen keine Positiv-
kontrollen mit bekannten Mutationen fiir alle bzw. einzelne Exons gab, konnten
die dHPLC-Einstellungen nur auf eine moglichst hohe Bindungskapazitit der
DNA optimiert werden (Tabelle 2.2).

2.2.4 Zyklische Sequenzierung

Die zyklische DNA-Sequenzierung beruht auf der Methode nach Sanger (Sanger,
1977). Bei ihr wird ein DNA-Strang in 5'— 3" Richtung synthetisiert. Neben den
zur Synthese der DNA notwendigen vier Desoxyribonukleotiden werden der
Sequenzierreaktion auch die entsprechenden Didesoxyribonukleotide (ddNTP)
beigefligt. Sie verfiigen am 3 -Kohlenstoffatom nicht iiber eine Hydroxylgruppe,
sondern iiber ein Wasserstoffatom, ferner fehlt ihnen das 2’-Kohlenstoffatom.
Durch diese Modifikation des Nukleotids kann nach dem Einbau in den DNA-
Strang kein weiteres Nukleotid eingebaut werden, da dem Didesoxyribonucleotid
durch die fehlende OH-Gruppe die Moglichkeit fehlt, mit dem nichsten Nukleotid

eine Phosphodiesterbindung auszubilden. Somit kommt es nach dem Einbau eines
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ddNTPs zu einem Strangabbruch. Durch das richtige Verhiltnis von dNTP und
ddNTP Molekiilen kommt es bei der zyklischen Sequenzierung an jeder Synthese-
stelle mehrere Male in der Sequenzierreaktion zu einem Abbruch des Stranges
durch dANTP Molekiile. Durch die Wahl eines komplementiren Primers wird der
zu sequenzierende Abschnitt der DNA festgelegt. Die DNA-Synthese in 5'— 3'-
Richtung erfolgt bei der Sequenzierreaktion im Gegensatz zur PCR auf einem
DNA-Strang. Die ddNTP Molekiile sind iiber Fluoreszenzfarbstoffe spezifisch
markiert und konnen nach der Sequenzierreaktion und einer Aufreinigung in
einem Sequenzierautomaten analysiert werden. Die synthetisierte DNA wird im
Sequenzierautomaten denaturiert und iiber ein denaturierendes Gel in einer Kapil-
lare nach ihrer GroBBe aufgetrennt. Die iiber die ddNTPs endmarkierten Einzel-
stringe werden nun durch die zeitliche Detektion der Fluoreszenzmarkierung
zugeordnet, wodurch sich Base fiir Base die entsprechende Sequenz ergibt.

Fir die Sequenzierung wurde das CEQ8000 System von Beckmann Coulter
eingesetzt. Die entsprechenden Sequenzierreaktionen wurden in einem 20 pl

Ansatz pipettiert und setzen sich wie folgt zusammen:

Reagenz/Komponente Endkonzentration

Aufgereinigtes PCR-Produkt oder Plasmid DNA 200-500 ng

Sequenzierprimer 0,25 uM
DTCS Quick Start Mastermix 4 ul

Das durchgefiihrte Cycler-Programm umfasste die folgenden Schritte:

Cycle-Sequencing-Schritt Temperatur  Zeit (min:sec)  Zyklen
Initiale Denaturierung 95,0°C 1:00

Zyklische Denaturierung 95,0°C 0:20

Annealing 52,0°C 1:00 30x
Strangsynthese 60,0°C 4:00
Aufbewahrung 4,0°C ©

Nach der Sequenzierreaktion wurde die weitere Polymeraseaktivitit durch Zugabe
von Stop-Losung gehemmt und die Reaktion im Anschluss durch eine Ethanol-
fallung aufgereinigt. Das DNA-Pellet wurde in einem denaturierenden Puffer
(SLS — Sample loading solution) der Firma Beckmann geldst und zur Sequenz-

ierung in den Sequenzierautomaten geladen.
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2.2.5 Pyrosequencing

Das Pyrosequencing ist eine direkte Sequenzierung, die durch die Detektion von
Pyrophosphat (PPi) wéhrend der Strangsynthese durchgefiihrt wird. Das Pyro-
phosphat wird dabei als Lichtemission von einem Detektor nach einer enzy-
matischen Reaktion quantitativ erfasst.

In einer Probenvorbereitung wird ein PCR-Produkt, welches mit einem Biotin-
markierten Primer amplifiziert wurde, an Streptavidin-gekoppelte magnetische
Kiigelchen immobilisiert. Die Immobilisierung an die magnetischen Kugeln dient
der Bindung des zu untersuchenden DNA-Strangs bei der weiteren Proben-
vorbereitung.

Die gebundenen PCR-Amplifikate werden zuerst mit 0,5 M NaOH denaturiert, so
dass nur noch der Biotin-markierte DNA-Strang an den Kugeln haftet und der
komplementdre Strang verworfen werden kann. Im Anschluss wird ein, dem
Biotin-markierten Strang komplementarer Primer, bei 80°C hybridisiert, welcher
kurz vor der zu untersuchenden Stelle auf der immobilisierten DNA spezifisch
bindet.

Im Pyrosequencer werden der Probe in einem ndchsten Schritt die zur Reaktion
notwendigen Substrate und Enzyme beigefiigt:

1. Durch Zugabe eines passenden dNTP wird durch die katalytische Reaktion
der Polymerase, ein Pyrophosphat freigesetzt. Die freigesetzte Menge an
Pyrosphosphat ist dquivalent zur eingefiigten Menge an dNTPs in den
Strang.

2. Das freie Pyrophosphat wird durch das Enzym Sulfurylase in Anwesenheit
von Adenosin-5"-Phosphosulfat zu ATP umgesetzt.

3. Luziferin wird dann durch das Enzym Luziferase mittels des ATP zu
Oxiluziferin katalysiert. Hierdurch kommt es zu einer Lichtemission, die
der Menge an freiem ATP dquivalent ist und die durch eine CCD-Kamera
protokolliert wird. Die Stirke des gemessenen Lichtsignals ist der Menge
an synthetisierten dNTPs gleichzusetzen.

4. Durch das Enzym Apyrase werden verbleibende Nukleotide und
verbleibendes ATP abgebaut, so dass das nichste dNTP zur Reaktion
gegeben werden kann. Da dATP ebenfalls als Substrat fiir die Luziferase

dienen kann, wird zur Strangsynthese in der Pyrosequencing-Reaktion
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dATPaS verwendet. Dieses Nukleotid wird von der Polymerase erkannt,

dient der Luziferase jedoch nicht als Substrat (Abbildung 2.2.4).

2. Immobilisierung an Strep-Avidin Beads

Strep-Avidin B

3. Strang-Trennung mittels
Denaturierungsldsung
1. Biotin-markiertes PCR-Produkt

Strep-Avidin
Bead

4. Waschen mit H,0

5. Primer-Hybridisierung

Strep-Avidin
Bead

Oxiluziferin

\ Luziferin
A

\

Zugabe von Substrat- und Enzym-Mix

(DNA),+ dNTP
Zugabe eines dNTP

Abbildung 2.2.4: Schematischer Ablauf des Pyrosequencings. Im 1. zum 2. Schritt wird das PCR-
Produkt immobilisiert und in Schritt 3 werden der nicht-markierte Strang und der immobilisierte
Strang getrennt. Schritt 5 zeigt die Hybridisierung des Primers. Danach kommt es zur eigentlichen

Sequenzierreaktion, die im Text ndher erldutert ist.

Die PCR zum Pyrosequencing des Kontrollkollektives der G421T Basen-
substitution wurde mit einem Biotin-markierten Vorwirtsprimer (***"-5"-CCGGT
TGTCTGTTGGGGTCA-3") amplifiziert. Bei der Sequenzierung kam ein reverser
Primer (5'-GACTCCGGGGAGAA-3") zum Finsatz, der mit Hilfe des Online-
Tools der Pyrosequencing-Webseite (http://www.pyrosequencing.com) ausge-

wihlt wurde. Die einzelnen Schritte wurden nach den Herstellerangaben durch-

gefiihrt.
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2.2.6 Restriktionsanalyse

Typ II - Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die doppelstringige DNA an
bestimmten Stellen spalten. Sie erkennen ihre spezifische Schnittstelle durch eine
fiir jedes Enzym spezifische Basenabfolge in einem DNA-Strang. Es gibt dabei
Enzyme, welche die DNA ohne Uberhang eines Stranges abschneiden (blunt-end)
und solche, die einen komplementidren Strangiibergang pro geschnittener Hélfte
zuriicklassen (sticky-end).

Restriktionsendonukleasen wurden im Rahmen der Arbeit fiir Klonierungen
(vgl. 2.2.8) und zur PCR-Restriktionsanalyse verwendet.

Eine Restriktionsanalyse wird moglich, wenn durch das Auftreten einer Mutation
in der DNA eine vorhandene Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms
zerstort wird und es den DNA-Strang nicht mehr spalten kann oder im
umgekehrten Fall eine neue Erkennungssequenz fiir eine Restriktionsendo-
nuklease durch eine Mutation erzeugt wird. In beiden Féllen kann man somit ein
Wt-PCR-Produkt von einem mutierten PCR-Produkt aufgrund der Fragmentlénge
des DNA-Strangs unterscheiden.

Restriktionsendonukleasen benétigen fiir ihre Aktivitdit bestimmte Puffer-
bedingungen und Temperaturen, die jedem Enzym spezifisch zuzuordnen sind.
Fiir die Restriktionsanalyse wurde beim Einsatz einer Restriktionsendonuklease

folgender Restriktionsansatz verwendet:

Reagenz/Komponente Endkonzentration
10x Puffer 1 X
DNA 250-2000 ng
Restriktionsendonuklease 0,5-3 U

Je nach Anbieter der Enzyme musste der Reaktion noch BSA zugesetzt werden.
Die Reaktion erfolgte nach der fiir das Enzym entsprechenden Temperatur fiir
8-16 Stunden.

Die Methode wurde zum Screening des Kontrollkollektives fiir die G1195A
Basensubstitution in Exon 7 angewendet. Als Restriktionsenzym wurde Mval

verwendet, welches das Wt-Amplifikat von Exon 7 schneidet.
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2.2.7 Haplotypisierung genomischer DNA-Abschnitte

Mittels der Haplotypisierung lésst sich feststellen, ob auch unter nicht-
offensichtlich verwandten Personen ein genetischer Zusammenhang beziiglich
eines krankheitsauslosenden Allels bestehen konnte. Hierzu muss gezeigt werden,
dass ein Zusammenhang zwischen der Mutation auf chromosomaler Ebene und
flankierenden polymorphen Markern bei den Betroffenen besteht. In dieser Arbeit
wurden als Marker UniSTS Marker (Mikrosatellitenmarker) und SNPs (single
nucleotide polymorphisms) verwendet. Bei den Mikrosatellitenmarkern handelt es
sich um sequence-tagged sites, welche ihre polymorphe Eigenschaft durch eine
unterschiedliche Anzahl an Di-, Tri- oder Tetranukleotid-Wiederholungen bzw.
VNTRs erlangen. Bei den SNPs handelt es sich um einzelne Basenaustausche.
Die Genotypen dieser Marker kann man im Falle der STS-Marker iiber dena-
turierende Gele bestimmen, die auch kleinste Grof3enverdnderungen eines kurzen
DNA-Fragments zeigen. Die SNP-Marker konnen {iiber Restriktionsldngen-

Polymorphismen oder durch Sequenzierung bestimmt werden.

2.2.71 Untersuchung von Mikrosatellitenmarkern
Die Mikrosatellitenmarker fiir die HEX-markierte Primer vorlagen wurden auf
einem Gel-Scan 2000 untersucht, andernfalls durch denaturierende Poly-

acrylamid-Gelelektrophorese und anschlieBender Silbernitratfirbung detektiert.

Untersuchung von Mikrosatellitenmarkern mittels Gel-Scan

Bei einem real-time Fragmentanalyse-System wie dem Gel-Scan 2000 muss einer
der beiden Primer durch einen Fluoreszenzfarbstoff markiert werden. Beim Lauf
des Gels wird eine Stelle am Ende der Laufstrecke von einem Laser angestrahlt
und die auftretenden Signale mittels eines Detektors iiber die Laufzeit visualisiert.
Das Gel wird dann iiber eine Software ausgewertet, worauf man die Banden an
einem Computer analysieren kann.

Da bei kurzen DNA-Fragmenten eine korrekte Bestimmung der Fragmentlangen
nur iiber Einzelstringe mdglich ist, wurden denaturierende Polyacrylamidgele

eingesetzt, die sich wie folgt zusammensetzen:
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Reagenz/Komponente Endkonzentration
Acrylamid 4,5 %
Harnstoff 8 M
10x TBE Puffer 6,2 %
TEMED 0,005 %
APS 0,1 %

Als Ladepuffer diente deionisiertes Formamid mit 0,1% Bromphenolblau. Die
Proben wurden mit dem Ladepuffer fiir 5 Minuten auf 95°C erhitzt, um die DNA
zu denaturieren und im Anschluf3 auf das Gel geladen. Die Laufzeit betrug bei

einer konstanten Spannung von 880 V 120 Minuten.

Visualisierung von PAA-DNA-Gelen mittels Silberfirbung

Will man die DNA in denaturierenden PAA-Gelen ohne markierte Primer
auswerten, muss man die DNA im Gel visualisieren. Eine DNA-Visualisierung
wird hierbei durch eine Silberfarbung nach Budowle und Allen (1990) erreicht.
Das Gel hatte folgende Komposition:

Reagenz/Komponente Endkonzentration
Rotiphorese® Gel 40 (29:1) 4,5 %
Urea 8§ M
10x TBE Puffer 1 x
TEMED 0,005 %
APS 0,1 %

Als Ladepuffer wurde 1x TBE-Puffer mit 8% Ficoll (Typ 400) und 0,01% Brom-
phenolblau verwendet. Fiir den Lauf des Gels wurde eine konstante Spannung von
250 Volt fiir 1,5 Stunden angelegt, als Laufpuffer diente 1x TBE. Nach dem Lauf
wurde das Gel mit Silbernitrat gefarbt (Allen, 1989).

2.2.7.2 Untersuchung von SNP Markern

Bei single nucleotide polymorphisms handelt es sich um Stellen in der genom-
ischen DNA, an denen unterschiedliche Basen vorkommen konnen und es somit
zu hochpolymorphen Allelen kommt. Da es sich hierbei normalerweise um

Basensubstitutionen handelt, welche keine Verdanderung der genomischen DNA in
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threr Linge nach sich ziehen, konnen SNPs schlecht iiber Gele visualisiert
werden. Durch die Verdnderung der Nukleotidsequenz konnen jedoch Erken-
nungssequenzen von Restriktionsendonukleasen verdandert werden. In diesem Fall
macht man sich die Unterschiede der Fragmentlingen nach einer Restriktion
zunutze, um auf die jeweiligen Allele zu schlieBen. Bei vielen SNPs kdnnen
jedoch Restriktionsenzyme nicht eingesetzt werden, da es zu keiner verdnderten
Erkennungssequenz kommt. In diesen Fillen muss man die entsprechenden
Sequenzabschnitte sequenzieren oder mittels Sonden nachweisen.

Hier wurden die Allele der SNP-Marker entweder durch Restriktionsenzyme
nachgewiesen oder beim Fehlen einer Erkennungssequenz direkt mittels

zyklischer Sequenzierung untersucht.

2.2.8 Klonierung

In dieser Arbeit wurden ausschlieBlich eukaryotische Expressionsplasmide
verwendet, bei denen unterschiedliche Peptid-Erkennungssequenzen (Epitop-
Tags) zu einer besseren Detektion an die eingefiigte kodierende Sequenz eines
Gens angebunden werden. Protein-spezifische Antikorper sind nicht fiir jedes
Protein erhéltlich. Aus diesem Grund bedient man sich der Epitop-Tags, die eine
kurze Peptid-Erkennungssequenz an das eigentliche Zielprotein anfiigen. Durch
diese Fusion des Zielproteins mit dem Epitop ist es nun mdglich, Epitop-spezi-
fische Antikdrper zu verwenden, um das Zielprotein zu markieren.

Bei der Klonierung wird ein Leervektor und der einzufiigende kodierende DNA-
Abschnitt (/nsert) zundchst mittels einer oder zweier Restriktionsendonukleasen
gespalten. Nach einer Aufreinigung wird der DNA-Abschnitt dann durch das
Enzym DNA-Ligase mit den gespaltenen Enden des Vektors verbunden.

Plasmide

Plasmide bestehen aus einem zirkuldren DNA-Doppelstrang und besitzen neben
prokaryotischen Merkmalen zur Propagierung des Plasmids in Bakterien, eine
multiple Klonierungsstelle mit mehreren Schnittstellen flir Restriktionsenzyme
und eine Antibiotika-Resistenz zur Selektion. Die hier eingesetzten Plasmide
verfiigen ferner iiber einen viralen CMV Promotor, der die einklonierte
kodierende Sequenz in eukaryotischen Zellen zur Expression bringt. Einige
Plasmide verfiigen iiber einen Selektionsmarker fiir eukaryotische Zellen.

Folgende Plasmide wurden fiir Klonierungen verwendet:
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e pCMV-Tagd4A
e pcDNA3.1 /myc-His B
e pcDNA3.1"/V5-His TOPO® TA

Klonierung des Omi/HtrA2-pCMV-Tag4A-Vektors

Zur Expression der kodierenden Sequenz des Omi/HtrA2-Gens wurde eine cDNA
des Omi/HtrA2-Gens amplifiziert. Hierzu wurden Primer verwendet, die
Restriktionsschnittstellen trugen, welche zur Klonierung in den pCMV-Tag4A
Vektor dienten. Es wurden am 5’-Terminus der cDNA Erkennungssequenzen von
Eco32] und am 3’-Terminus von Xhol als Restriktionsschnittstellen verwendet.
Die PCR Primer (vgl. 2.1.8) trugen am 5’-Ende noch einen kurzen Uberhang, um
die Erkennung durch die Restriktionsenzyme zu gewéhrleisten. Die eingefligte

Sequenz wurde laut der NCBI accession number AC005041 verifiziert.

Restriktionsverdau von DNA-Fragmenten

Fiir die Klonierung wurden immer zwei Restriktionsendonukleasen verwendet,
die {liber eine unterschiedliche Erkennungssequenz verfligen. Dies stellt bei der
anschlieBenden Ligation sicher, dass der eingefligte DNA-Abschnitt mit der
korrekten Orientierung in das Plasmid eingefiigt wird und verhindert
gleichermallen, dass der geschnittene Vektor mit sich selbst religiert. War ein
paralleler Verdau nicht moglich, wurde zuerst mit einem Enzym restringiert und
im Anschluss nach einer Gelaufreinigung (vgl. 2.2.9) mit dem zweiten Enzym
geschnitten.

Um die kurzen von Plasmid und Insert abgespaltenen DNA-Fragmente zu
entfernen, folgte im Anschluss eine Aufreinigung mittels des Qiagen PCR-
Purification Kits, welches DNA-Fragmente unter 50 Basenpaaren ausschlie3t. Um
jegliche Moglichkeit einer Religation zu vermeiden, wurde der geschnittene

Vektor noch an seinen 5'-Enden dephosphoryliert.

2.2.8.1 Desphosphorylierung von Vektor-DNA

Um ein Religieren von partiell geschnittener Vektor-DNA zu unterbinden, kann
man die restringierten Vektoren an ihren 5°-Enden dephosphorylieren. Hierzu
wurde das Enzym Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) verwendet. Flir den Ansatz
wurde ein Volumen von 20 ul gewdhlt und nach Zugabe des hersteller-
spezifischen Puffers etwa 2 ug Vektor-DNA und 1 pl SAP verwendet. Nach einer

Inkubationszeit von 45 Minuten folgte eine Hitzeinaktivierung des Enzyms bei
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65°C fiir 15 Minuten, um die Vektor-DNA ohne weitere Aufreinigungsschritte

weiterverwenden zu konnen.

2.2.8.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Fiir die Ligation von restringierten DNA-Fragmenten wird das Enzym T4-DNA-
Ligase verwendet. Die T4 Ligase katalysiert die Formation von Phosphodiester-
bindungen zwischen 5’-Phosphat- und 3’-Hydroxyl-Terminus in doppelstrangiger
DNA, womit die Insert-DNA mit der Vektor-DNA verbunden wird. Fir die
Reaktion wurde die DNA in einem Insert:Vektor-Verhiltnis von 4:1 zugegeben,
2 ul des 10X Reaktionspuffers und 1 U Ligase verwendet. Der Reaktionsansatz
wurde auf 20 pl mit HyOpigest aufgefiillt und {iber Nacht bei 16°C inkubiert.

2.2.8.3 Hitze-Schock-Transformation

Fir die Transformation der ligierten Plasmide wurden chemisch kompetente
Bakterien des Stammes DH5a verwendet. Kompentenz bedeutet in diesem Falle
die Fahigkeit der Bakterien, Plasmide durch die Zellmembran aufzunehmen. Die
Bakterien wurden zundchst auf Eis aufgetaut. Fiir jeden Ansatz wurde 1-10 pl
Ligationsansatz verwendet und fiir fiinf Minuten auf Eis gestellt; pro Trans-
formationsansatz 100 pl kompetente Bakterien zugegeben, vorsichtig mit der
DNA vermischt und fiir 20-30 Minuten auf FEis inkubiert. Der Hitzeschock
erfolgte bei 42°C fiir 90 Sekunden, worauf eine 30 Sekunden lange Abkiihlung
auf Eis erfolgte. Im Anschluss wurde jeweils 500 ul LB-Medium auf die
Bakterien gegeben und fiir 60 Minuten bei 37°C unter leichtem Schiitteln
inkubiert. Hierbei kommt es bei den Bakterien zur Teilung und dem Autbau einer
intakten Membran. Im Anschluss plattierte man die Bakterien auf antibiotika-
haltigen LB-Platten aus und selektierte iiber Nacht bei 37°C auf positive

Transformanten.

2.2.9 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Um DNA-Fragmente einer bestimmten GrofBe aus einem Pool verschiedener
FragmentgroBBen zu isolieren, kann man die DNA nach ihrer GroBe in einem
Agarosegel auftrennen und das gesuchte Fragment aus dem Gel mittels eines
Skalpells oder Messers ausschneiden. Um die DNA aus dem Trigermaterial zu
isolieren, wurde das QIAquick Gel Extraction Kit der Firma Qiagen verwendet.

Das Prinzip der Qiagen Aufreinigungsmethode beruht auf dem Bindungsverhalten

der DNA an eine Silicia-Gel-Membran unter dem Einfluss eines Puffers mit hoher
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Konzentration an chaotrophen Salzen. Die DNA bindet an die Membran, wobei
sehr kurze DNA-Fragmente, wie z.B. Primer, und Verunreinigungen durch die
Sdule passieren. Nach dem Bindungs- und einem Waschschritt kann man die
gereinigte DNA mittels Tris-Puffer oder Wasser wieder von der Sdule eluieren.
Die Aufreinigung der DNA erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

Um die gereinigte DNA zu eluieren, wurde 35 pl HyOpigest auf die Sdule gegeben
und fiir 1 Minute bei 13.000 rpm zentrifugiert.

2.2.10 Praparation von DNA aus Bakterien

Bei der Priparation der Plasmid-DNA kann man zwischen unterschiedlichen

Malfistiaben unterscheiden.

Minipriparation von Plasmid-DNA mittels alkalischer Lyse

Fiir die Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen Format impft man eine
Ubernachtkultur eines Bakterienklons in LB Medium mit dem entsprechenden
Selektionsmarker an. Die Bakterien werden nach der Wachstumsphase durch
Zentrifugation bei 6.000 rpm fiir 5 Minuten pelletiert und in 150 pl Puffer L1
resuspendiert. Die Membran der Bakterien wird mittels alkalischer Lyse durch
Zugabe von 300 pl Puffer L2 fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur permeabilisiert,
wodurch die Plasmide aus den Zellen austreten. Um die Lyse abzustoppen, gibt
man 225 pl Puffer L3 zu und inkubiert nochmals fiir 5 Minuten, wobei die
Membranpartikel der Bakterien nun als flockige, weille Partikel zu sehen sind.
Angeschlossen wird ein Zentrifugationsschritt bei 13.000 rpm fiir 5 Minuten, nach
dem man den klaren Uberstand in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt und mit
600 pl Isopropanol versetzt. Um die DNA durch das Isopropanol zu fillen,
schlieft man eine Inkubation von 5 Minuten an und zentrifugiert dann fiir 10
Minuten bei 13.000 rpm bei Raumtemperatur, gefolgt von einem Waschschritt mit
70%igem Ethanol. Nachdem man den Ethanol mit einer Pipette abgezogen hat,
lasst man das DNA-Pellet bei RT fiir etwa 30-60 Minuten trocknen und
resuspendiert dann mit 50 pl HyOpigestrrnase- Die so aufgereinigte DNA kann nun
mittels eines Photometers auf ihre Konzentration bestimmt werden. Der
Reinheitsgrad der durch alkalische Lyse und Isopropanolfillung gewonnenen
DNA ist zur weiteren Verwendung bei Sequenzierung, Restriktionsverdau, PCR
usw. ausreichend, sollte aufgrund etwaiger Verunreinigungen jedoch nicht zur

Transfektion von Zellkulturen verwendet werden.
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Midi- und Maxipriparation von Plasmid-DNA mittels QIAGEN-Kit

Die Isolation der Plasmid-DNA im groBBen Mafstab erfolgt durch die Auf-
reinigung an einer Sdule. Bei den Midi- und Maxi-Aufreinigungssidulen handelt es
sich um Anion-Austauschersdulen, bei denen die DNA unter niedrigen Salz- und
pH-Bedingungen gebunden wird. RNA, Proteine und Verunreinigungen werden
durch Waschen mit einem Puffer mittlerer Salzkonzentration abgeschieden,
worauf im Anschluss eine DNA-Elution durch hohe Salzkonzentrationen folgt.
Das Fluat wird dann mittels Isopropanol préizipitiert, mit 70%igem Ethanol ge-
waschen und im Anschluss getrocknet. Das DNA-Pellet wird durch HyOpigest 0der
einen Tris-Puffer wieder in Losung gebracht. Die so gewonnene DNA ist hochrein

und kann fiir jegliche Weiterverwendung benutzt werden.

2.2.11 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Basen der Nukleinsduren absorbieren UV-Licht, wodurch man die Konzen-
tration der Nukleinsduren in einer Losung messen kann. Eine Absorption von 1
bei einer Wellenlédnge von 260 nm entspricht dabei 50 pg/ml DNA bzw. 40 pg/ml
RNA. Die Konzentrationsbestimmung von DNA wurde in einem Spektral-
photometer mit einer Quarzkiivette gemessen. Das Kiivettenvolumen betrug
100 pl, wobei die DNA in einer 1:100 Verdiinnung mit Wasser gemessen wurde.
Durch Messung der Losung bei 280 nm wurde anhand des Verhéltnisses der
OD26onm und ODjgonm auch die Reinheit der DNA {berpriift. Die resultierende
DNA-Konzentration wurde anhand der Formel c¢[DNAJ]= 50 x Ajs x 100

berechnet.

2.2.12 In-vitro Mutagenese

Um in klonierten Plasmiden Mutationen zu erzeugen, wurde das QuikChange™
Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma Stratagene verwendet. Mit Hilfe dieser
Methode kann man sequenzspezifische Mutationen, wie Substitutionen, Dele-
tionen oder Insertionen von ein bis zwei Basen in Plasmide einfiigen, um die
Funktion bestimmter, z.B. bei Patienten gefundener Mutationen, auf Proteinebene
zu untersuchen.

Bei diesem Verfahren wird ein sich nahezu iiberlappendes Primerpaar, welches
jeweils zu den gegeniiberliegenden DNA-Stringen des Vektors komplementar ist,
synthetisiert. Dieses Primerpaar enthélt die gewiinschte Mutation in der Mitte. Mit

Hilfe dieser Primer wird eine PCR mit Pfu-Polymerase durchgefiihrt, so dass
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nachher Stringe des Ausgangsplasmids und neu synthetisierte Stringe mit der
Mutation vorliegen. Durch Zugabe von Dpnl, einer Restriktionsendonuklease,
welche ausschlieBlich methylierte und hemimethylierte DNA spaltet, wird nun das
Ausgangsplasmid zerstort, um das synthetisierte Plasmid mit der Mutation zu
selektieren. Die so selektionierte Plasmid-DNA wurde in hochkompetente
Bakterien transformiert und durch das Ausplattieren auf antibiotikahaltige LB-
Agaroseplatten auf erfolgreiche Transformanten selektiert. Fiir jede Mutagenese
wurden etwa 10 Klone auf eine erfolgreiche Mutagenese ansequenziert und ein
Klon mit der mutagenisierten Sequenz nochmals auf der kompletten Linge der

kodierenden Sequenz des Inserts via zyklischer Sequenzierung kontrolliert.

Durchfiihrung der in vitro Mutagenese:
PCR
Fir die PCR wurde jeweils ein 50 ul Ansatz in einem 200 pl PCR Gefal3

angesetzt.

Reagenz/Komponente Endkonzentration
10X Reaktionspuffer 1 x

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) je 1,0 mM
5’-Primer 1,25 uM
3’-Primer 1,25 uM
Ursprungsplasmid 50 ng
DNA-Polymerase 25 U

Thermocycler Programm

PCR-Schritt Temperatur Zeit (min:sec)  Zyklen
Initiale Denaturierung 95,0°C 0:30

Zyklische Denaturierung 95,0°C 0:30

Annealing 55,0°C 1:00 ~ 16x
Elongation 72,0°C X
Abkiihlung 8,0°C 0

x: Je 1 kb VektorgroBe, eine Minute Synthesezeit
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Selektion synthetisierter DNA
Zugabe von 1 pl Dpnl zur PCR Reaktion und Inkubation bei 37°C fiir 1 h.

Transformation

Es wurden 1-5 pl des selektionierten Mutagenese-Ansatzes in ein Reaktionsgefaf3
mit hochkompetenten Bakterien gegeben und fiir 15 Minuten auf Eis inkubiert.
Der Hitzeschock erfolgte bei 42°C fiir 30 Sekunden, danach inkubierte man die
Zellen fiir 30 Sekunden auf Eis. Im Anschluss folgte die Inkubation fiir 60
Minuten bei 37°C in 250 pl SOC-Medium unter geringem Schiitteln. Nach der
Inkubation wurden die transformierten Bakterien auf LB-Agaroseplatten mittels

Antibiotikum tiber Nacht bei 37°C selektioniert.

2.2.13 Herstellen chemisch kompetenter Bakterien

Fir die Hitzeschock-Transformation kann man mittels der RbCI-Methode
(Sambrook et al., 1989) kompetente Bakterien selbst herstellen. Hierzu impft man
eine Ubernachtkultur des gewiinschten Bakterienstammes in LB-Medium an. Von
dieser Ubernachtkultur werden am folgenden Tag drei Milliliter in 400 ml LB
Medium angeimpft und bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Nach dem Erreichen
einer optischen Dichte von ODgyo= 0,5 - 0,6 stoppt man den Wachstumsprozess,
indem man die Bakterien auf Eis flir 5-10 Minuten abkiihlt. Im Anschluss
pelletiert man die Bakterien mittels Zentrifugation bei 3.000 g fiir 10 Minuten bei
4°C und verwirft das Kulturmedium. Das Pellet wird dann in einem 2/5 Volumen
Ttbl-Puffer resuspendiert, fiinf Minuten auf Eis inkubiert und wieder bei 3.000 g
fiir 10 Minuten pelletiert. Nach dem Verwerfen des Uberstandes wird das Pellet in
1/25 Volumen des Startvolumens mit TfblI-Puffer resuspendiert und 15 Minuten
auf Eis inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit kann man Aliquots in gewiinschten
Volumina abfiillen und in fliissigem Stickstoff oder Ethanol-Trockeneis ein-
frieren. Die so hergestellten chemisch kompetenten Zellen sind fiir 1-2 Jahre bei

-70°C lagerfihig.

2.2.14 Herstellen von Bakterien-Glycerin-Stocks

Fiir die Generierung von Bakterienstocks zur Langzeitaufbewahrung wurden
700 pl einer iiN-Kultur des jeweiligen Bakterienklons in ein Kryordhrchen
tiberfithrt und mit 500 pl einer 50%igen (v/v) Glycerinlosung vermengt. Diese

Suspension wurde schnellstmoglich bei —80°C tiefgefroren.
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2.2.15 Zellkultur

Die verwendeten Zelllinien, welche in Abschnitt 2.1.6.2 dargestellt sind, wurden
in einem Brutschrank mit 5% CO,-Atmosphire und 95% relativer Luft-
feuchtigkeit bei 37°C in 75 cm®-Kulturflaschen kultiviert. Die Zellen wurden
jeweils bei Erreichen eines konfluenten Stadiums in neue Zellkulturflaschen
verbracht. Nach Absaugen des Mediums wurde hierzu zuerst ein Waschschritt mit
PBS durchgefiihrt, um das Serum des Mediums von den Zellen zu entfernen, da
Serum die Wirkung von Trypsin hemmt. Nach Entfernen des PBS wurde jeweils
I ml Trypsin/EDTA auf die Zellen gegeben und fiir 2-3 Minuten bei 37°C
inkubiert. Durch Zugabe von 10 ml frischem Kulturmedium wurde die Wirkung
des Trypsins gestoppt und die Zellen mit Hilfe der Pipette mehrere Male
resuspendiert, um aneinanderhidngende Zellverklumpungen zu trennen. Zur fort-
laufenden Kultivierung wurden etwa 2 Millionen Zellen in eine neue Kultur-
flasche tiberfiihrt und mit 10 ml Medium aufgefiillt.

Zum Aussden der Zellen fiir spezifische Experimente oder zur Mikroskopie
wurden die Zellen mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer gezihlt. Hierzu z&hlt
man vier Quadrate in der Zdhlkammer aus und bildet aus dem Ergebnis den
Mittelwert. Den berechneten Mittelwert setzt man dann in folgende Formel ein:
Zellzahl/ml = Mittelwert der Zellzahlneubauer-zinikammerx Verdiinnungsfaktor x 1 0*

Die Zellen wurden dann entsprechend der gewiinschten Zellzahl ausgesit.

2.2.15.1 Einfrieren von Zellen

Zellen, die zur Langzeitlagerung eingefroren werden sollten, wurden in 75 cm’
Zellkulturflaschen anwachsen gelassen, bis sie eine 80%ige - 90%ige Konfluenz
aufwiesen. Dann wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, mittels Trypsin
aus der Kulturflasche abgelost und mit 10 ml frischem Medium in ein steriles
Kunstoffrohrchen iiberfiihrt, in dem sie fiir 5 Minuten bei 1.200 rpm abzentri-
fugiert wurden. Nach Absaugen des Uberstandes resuspendierte man die Zellen in
1,5 ml Einfriermedium I, verteilte je 500 pul der Zellsuspension auf 3 Kryo-
rohrchen und inkubierte fiir 10 Minuten auf Eis. Nach der Inkubation tropfte man
500 pl Einfriermedium II unter leichtem Schiitteln in jedes Rohrchen. Die Zellen
wurden dann schnellstmdglich in einem isolierten Behéilter bei —80°C eingefroren,
um eine langsame Abkiihlung zu gewihrleisten. Nach 24-48 Stunden wurden die

Zellen dann in einer —150°C Gefriertruhe gelagert.
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2.2.16 Transfektion

Mittels der Transfektion ist es moglich, fremde Nukleinséduren oder Proteine in
eine Zelle einzuschleusen. Bei Nukleinsduren kann es sich um DNA sowie RNA-
Konstrukte handeln, die dann in der Zelle exprimiert werden. In dieser Arbeit

wurden liposomale und Lipid-Komplex-Transfektionsreagenzien eingesetzt.

2.2.16.1 Transfektion mit FuGENE 6

FuGENE 6 ist ein nicht-liposomales Transfektionsreagenz, welches mit der DNA
einen Lipid-DNA-Komplex bildet, der bei der Transfektion in die Zellen
transportiert wird.

Bei der FuGENE 6-Transfektion muss man die Zellen einen Tag vor der
Transfektion aussden, so dass sie am folgenden Tag eine 50-80%ige Konfluenz
aufweisen. Hierzu wurden fiir ein 35mm-well einer 6-well-Platte entweder
700.000 HEK293 oder 1 Mio. SH-SYS5Y Zellen ausgesét und mit dem normalen
Kulturmedium iiber Nacht anwachsen gelassen. Am Tag der Transfektion wurden
die Zellen mit PBS gewaschen und mit 2 ml frischem Medium versorgt, bevor die
Transfektion durchgefiihrt wurde. Die DNA wurde in einem Volumen von 50 ul
mit Optimem verdiinnt und mit dem Vortexer vorsichtig gemischt. Fiir jede
Transfektion wurde eine DNA-Konzentration zwischen 1 und 2 ug DNA gewihlt.
Die Menge an FuGENE 6 wurde in einem Verhéltnis FuGENE 6:DNA von 2:1
berechnet, in einem Volumen von 50 pl Optimem verdiinnt, gemischt und kurz
abzentrifugiert. Nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten wurden 50 pl der
FuGENE 6-Verdiinnung zur DNA-Verdiinnung gegeben und gemischt. Um die
DNA-Lipid-Komplexe zu bilden, wurde das Gemisch nun fiir 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurden jeweils 100 ul der
Losung auf ein well getropft und durch leichtes Schwenken der 6-wel/-Platte im
Kulturmedium des wells verteilt. Bei der Verwendung von 24-wel/-Platten wurde
maximal 1 pg/well DNA verwendet, die Gesamtmenge an Optimem auf

50 ul/well reduziert.

2.2.16.2 Transfektion mit Metafectene

Metafectene ist ein polykationisches liposomales Transfektionsreagenz, welches
beim Aufeinandertreffen mit DNA einen DNA-Lipid-Komplex ("Lipoplex”)
bildet. Dieser wird von den Zellen durch Endozytose der dufleren Zellmembran

aufgenommen und bildet ein Lipoplex beinhaltendes Endosom, in welches nun
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H'-lonen aufgenommen werden. Durch die siurepuffernde Wirkung des
kationischen Lipid-Komplexes kommt es zu keinem Anstieg des Sduregrades im
Lumen der Endosomen, von welchen nun die Membranen aufgrund des
osmotischen Drucks aufreiBen und den DNA-Lipid-Komplex in das Zytosol
freisetzen.

Bei der Transfektion mit Metafectene kann man die Zellen am gleichen Tag
aussden und transfizieren. Hierzu wurden die Zellen in 2 ml Medium ausgesit, fiir
1-2 Stunden im Brutschrank inkubiert und anschlieBend ohne einen weiteren
Medienwechsel transfiziert. Die eigentliche Transfektion mit Metafectene wird
dhnlich wie die FuGENE 6 Transfektion durchgefiihrt. Hierzu legt man 25 pl
Optimem in einem Reaktionsgefdl vor und gibt die berechnete Menge an
Metafectene hinzu und resuspendiert mit der Pipette. Die DNA mischt man mit
Optimem in einem weiteren Reaktionsgefdl, wobei das Verhéltnis zwischen
Metafectene und DNA bei SH-SYS5Y Zellen bei 3:1 liegt, fiir HEK293 bei 2:1.
Die Metafectene-Optimem Losung wird fiir 3 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und dann auf die DNA-Verdiinnung gegeben, mittels dem Vortexer
gemischt, kurz abzentrifugiert und fiir 10-15 Minuten bei RT inkubiert. Nach der
Inkubationszeit, wéhrend der sich die Lipid-DNA-Komplexe gebildet haben, wird
die Losung auf die Zellen gegeben.

2.2.17 Generierung von stabil exprimierenden Zelllinien

Im Rahmen dieser Arbeit dienten stabil exprimierende Zellen der Mikroskopie
und Apoptose-Assays. Bei den Testsystemen wére durch transiente Transfektion
keine Aussage iiber die Transfektionseffizienz moglich. Dadurch hitte die
Messung von nicht-transfizierten Zellen die Ergebnisse verfalscht.

Fiir die Generierung von stabilen Zellen, welche das pCMV-Tag4A-Omi/HtrA2
dauerhaft exprimieren, konnte die Neomycin-Resistenz des pCMV-Tag4A
Vektors verwendet werden. Hierzu wurden HEK293 und SH-SYS5Y Zellen
transfiziert und fiir 12 Stunden inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen
auf zwei Kulturschalen aufgeteilt und iiber Nacht anwachsen gelassen; am
ndchsten Tag das Kulturmedium gegen Selektionsmedium ersetzt. Beim Selek-
tionsmedium handelte es sich stets um das Kulturmedium fiir die jeweilige
Zelllinie, welches mit sterilem G418 versetzt wurde. Fiir HEK293 wurde dabei

eine Konzentration von 0,7 mg/ml G418 und fiir SH-SY5Y eine Konzentration
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von 1,0 mg/ml gewdhlt. Als Kontrolle fiir eine positive Selektion der
exprimierenden Zellen wurden jeweils zwei wells der Kulturplatten, welche
untransfizierte Zellen enthielten, mit dem Selektionsmedium versetzt. Waren hier
alle Zellen durch das G418 abgetotet, war die Selektion positiv und die
Expressionslevel der Omi/HtrA2 - FLAG Konstrukte wurden in einem Western-
blot verglichen. Fiir die folgenden Experimente kamen nur Zellen mit nahezu
gleichen Expressionsleveln zur Verwendung. Bei den so generierten, stabil

exprimierenden Zellen, handelte es sich immer um polyklonale stabile Zelllinien.

2.2.18 Herstellung von Proteinlysaten

Um Proteine aus Zellen einer Zellkultur zu isolieren, miissen die Zellen zunéchst
aufgeschlossen werden. Eine schonende Methode ist dabei die Zerstérung der
Zellmembran durch nicht-ionische Detergenzien wie Triton X-100. Dieses
Detergenz 16st dabei sowohl die Zellmembran als auch die Membran von
Zellorganellen auf und solubisiert teilweise membrangebundene Proteine. Mit
dem Zytoskelett assoziierte Proteine und einen Teil membrangebundener Proteine
kann man allein mit diesen Detergenzien jedoch nicht in Losung bringen. Die in
dieser Arbeit zu isolierenden Proteine konnten alle mittels Triton X-100-Auf-
schluss lysiert werden.

Um eine Degradation der Proteine durch Proteasen zu verhindern, wurde dem
Lyse-Puffer der Protease-Inhibitor Complete der Firma Roche zugefiigt. Er setzt
sich aus einem Cocktail unterschiedlicher Protease-Inhibitoren zusammen.
Complete schiitzt dabei vor Serin-, Cystein-, Metallo- und Aspartatproteasen,
wogegen das EDTA-freie Complete nicht gegen Aspartatproteasen schiitzt.

Zum schonenden Aufschluss der Zellen wurden die Proteinlysate auf Eis
hergestellt:

Das Medium der Zellen wurde abgenommen, die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen
und mit 100 ul Trypsin aus der Zellkulturschale geldst. Nach dem Uberfiihren der
Zellen wurden die Zellen bei 1.200 g fiir 4 Minuten bei 4°C zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 300 pl Lysispuffer resuspendiert.
Nach 30 Minuten Inkubation auf FEis wurden die Membranreste durch
Zentrifugation bei 15.000 g fiir 30 Minuten pelletiert und der Uberstand als

Zelllysat weiterverwendet.
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2.2.19 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration aus Proteinlysaten wurde mit dem
Bradford-Assay (Bradford, 1976) durchgefiihrt. Es handelt sich dabei um eine
colorimetrische Methode, durch die mittels Bindung des Farbstoffes Coomassie
Brilliant Blue G-250 an Proteine in saurer Losung eine Verschiebung des
Absorptionsmaximums von 465 nm zu 595 nm auftritt. Die Farbintensitit wird
hierbei hauptsdchlich durch die Menge an kationischen und unpolaren,
hydrophoben Aminoséurenresten der Proteine verursacht, an die der Farbstoff
bindet. Mit der Methode konnen schon sehr geringe Mengen an Protein
nachgewiesen werden. Um die eigentliche Proteinkonzentration einer Probe zu
bestimmen, muss man durch die Messung eines Referenzproteins mit vor-
gegebenen Konzentrationen eine Eichkurve der Absorptionsmaxima bei 595 nm
erstellen, auf der man dann die Konzentration der Probe bestimmen kann. Die
exakte Bestimmung durch die Berechnung der Eichkurven wurde dabei von
programmierbaren Photometern durchgefiihrt. Die Eichgerade wurde durch
Konzentrationen von 0 bis 12 pg Protein gebildet, von den Lysaten wurde eine
1:50 Verdiinnung in HyOpjgest zur Bestimmung hergestellt. Jeder Referenzwert und

jede Probe wurde in einer 96-well-Platte als Dreifachbestimmung gemessen.

2.2.20 SDS-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der Auftrennung
von Proteinen nach ihrer Grofe in denaturierter Form. Hierzu wird durch die
Anlagerung des Natriumsalzes der Dodecansulfonsdure (SDS) die Eigenladung
der Proteine iiberdeckt, wodurch alle Proteine eine pro Masseneinheit konstante,
negative Nettoladung erhalten. Durch ihre gleiche Nettoladung werden die
Proteine in der Trdgermatrix rein nach ihrer Grofle aufgetrennt. Grofle Proteine
bewegen sich dabei langsamer durch die Poren der Triagermatrix als kleine
Proteine. Als Tragermatrix dient bei der SDS-PAGE Polyacrylamid, welches
durch die Quervernetzung von Acrylamidmonomeren durch N, N’-Methylen-
bisacrylamid entsteht. Die Polymerisation wird dabei durch Ammoniumperoxo-
disulfat (APS) initiiert, wobei N, N, N’, N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

als Katalysator dient.
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Zur Fokussierung der Proteine in der Tragermatrix dient zundchst ein Sammelgel,
welches eine niedrige Konzentration an Acrylamid besitzt. Vom Sammelgel
wandern die fokussierten Proteine dann in das Trenngel, welches eine hohere
Acrylamidkonzentration aufweist. Hier trennen sich die Proteine dann aufgrund
threr GroBe und der damit verbundenen Wanderungsgeschwindigkeit durch die
Poren der Triagermatrix auf. Als System dienten Minigelsysteme der Firma
Bio-Rad. Pro Geltasche wurden 30 pg Protein aufgetragen. Hierzu wurde die
entsprechende Proteinmenge mit 5x-Laemmli-Puffer versetzt und fiir 5 Minuten
bei 95°C denaturiert. Zur Fokussierung der Proben im Sammelgel wurde eine
konstante Spannung von 150 V angelegt, nach Ubergang der Markerbanden in das
Trenngel wurde die Spannung auf 200 V erhoht. Der Lauf wurde mit dem

Erreichen der Bromphenolblau-Laufbande am unteren Gelende gestoppt.

Als Sammelgel diente immer ein 4%iges Polyacrylamidgel:

Komponente Menge

Aqua bidest 1,15 ml
30% Acrylamid 0,33 ml
0,5 M Tris 0,5 ml
10% SDS 0,02 ml
TEMED 0,002 ml
10% APS 0,02 ml

Die verwendeten Trenngele wurden folgendermal3en hergestellt:

Trenngel (%) 7,5 8 10 12 15
30% Acrylamid |2,5 ml 1,3 ml 1,7 ml 2ml 2,5ml
1,5 M Tris 2,5 ml 1,3 ml 1,3 ml 1,3 ml 1,3 ml
10% SDS 0,10 ml 0,05 ml 0,05 ml 0,05 ml 0,05 ml
10% APS 0,05 ml 0,05 ml 0,05 ml 0,05 ml 0,05 ml
TEMED 0,003 ml |0,002ml |0,002ml [0,002ml |0,002 ml
H,0 4,85 ml 2,3 ml 2 ml 1,7 ml 1,2 ml
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2.2.21 Western-Blot

Durch das 1979 von Renart und Towbin vorgestellte Verfahren des
elektrophoretischen Transfers von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen
(Western-Blotting), wurden die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine im-
mobilisiert. Hierzu werden die negativ geladenen Proteine durch Anlegen eines
elektrischen Feldes aus dem Polyacrylamid auf eine Nitrozellulosemembran
transferiert, auf der sie dann immobilisiert vorliegen. Auf dieser Membran lassen
sich die Proteine dann {liber Antikorper direkt oder indirekt nachweisen.

Fiir den Western-Blot wurden die Nitrozellulosemembran, die Filterpapiere und
die Schwidmme der Transferkammer in 1x Transferpuffer gelegt, um sie zu
befeuchten. Das Polyacrylamidgel wurde ohne Sammelgel aus der Lautkammer
genommen und luftblasenfrei auf die Nitrozellulosemembran gelegt, dann
zwischen Filterpapieren und Schwédmmen in die Transferkammer eingespannt.
Das Transfersystem der Fa. Bio-Rad wurde mit 1x Transferpuffer befiillt und zur
Hitzereduktion mit einem Kiihlblock aus Eis versehen. Das Blotten wurde bei
einer konstanten Spannung von 100V fiir 1 Stunde durchgefiihrt. Nach dem
Blotten wurde die Nitrozellulosemembran in H;Opigest kurz gewaschen und mit
dem kolloidalen Farbstoff Ponceau S geférbt. Durch diese reversible Farbung der
Proteine kann man schon kurz nach dem Blotten, ohne den Einsatz von
Antikorpern erkennen, ob die Proteine auf die Nitrozellulosemembran transferiert
wurden. Nach der Ponceau S Farbung kann man den Farbstoff leicht wieder durch
einige Waschschritte mit H,Opigest 0der TBS entfernen und mit dem Antikorper-

nachweis fortfahren.

2.2.22 Detektion spezifischer Proteine mittels Antikorper

In dieser Arbeit wurde die Detektion der Proteine tiber Antikoérper immer indirekt
durchgefiihrt. Hierzu wurde ein primérer Antikorper gegen das Epitop-Tag oder
das gesuchte Protein verwendet, zur Detektion im Western-Blot wurde dieser
primire Antikdrper durch einen zweiten AntikOrper nachgewiesen, welcher mit
Meerrettich-Peroxidase verkniipft ist. Die indirekte Detektion ist sensitiver, da
sich mehrere sekundédre Antikdrper am primédren Antikorper anlagern konnen.
Dadurch kann der Primérantikorper bei einer Lagerung von 4°C mehrere Male

wiederverwendet werden, der Sekunddrantikérper kann nur einmal verwendet
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werden. Ein Nachteil ist die niedrigere Spezifitit, da sich der Zweitantikorper
auch unspezifisch an andere Proteine oder Membranbestandteile anlagern kann.
Da Nitrozellulosemembranen eine hohe Bindekapazitit fiir Proteine aufweisen,
werden Antikdrper auch unspezifisch an die Membran gebunden. Deshalb ist es
notwendig, diese Bindungsstellen zu sittigen. Zum weiteren Gebrauch wurde, die
nach der Ponceau S Férbung gewaschene Membran hierzu fiir mindestens 30
Minuten in 5% Magermilch bei Raumtemperatur geblockt, um unspezifische
Proteinbindungsstellen auf der Membran abzuséttigen. Nach dem Blocken wurde
die Membran iiber Nacht mit dem primdren Antikorper bei 4°C auf einem
Taumel-Rollenmischer in einem 50 ml-Falcon inkubiert. Der Inkubation folgten
zwel Waschschritte mit TBS-T und ein Waschschritt mit TBS, bevor die
Membran mit dem Zweitantikorper fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert
wurde. Die Zweitantikdrper wurden in folgenden Konzentrationen eingesetzt:

Anti- mouse 1: 5000

Anti- rabbit  1:10000

Anti- goat 1:3000
Nach der Inkubation mit dem Sekundirantikorper folgen nochmals drei
Waschschritte — einmal mit TBS-T und zweimal mit TBS.
Die gewaschene Membran iiberschichtete man mit je 1 ml der Lésungen des ECL
Western Blotting Detection Reagents von Amersham Biosciences und inkubierte
die Membran fiir 1-3 Minuten in der Losung. Die dabei stattfindende Reaktion
beruht auf der Oxidation von Peracid durch die Meerrettich-Peroxidase und den
dabei entstehenden Sauerstoffradikalen. Die Sauerstoffradikale reagieren im alka-
lischen Medium der Lésung mit Luminol und bringen dieses in einen angeregten
Zustand. Beim Zuriickfallen in den Grundzustand emitiert das Luminol Licht,
welches den Film an den Stellen belichtet, an denen der Sekundérantikorper die
Chemilumineszenzreaktion katalysiert.
Die Entwicklungszeit der Filme wurde an die Signalstirke angepasst und betrug
zwischen 10 Sekunden und 2 Stunden. Nach dem Entwickeln der Filme wurde der
GroBenstandard noch in der Filmkassette auf dem Film eingezeichnet und der
Blot ausgewertet.
Alternativ und zur quantitativen Auswertung unterschiedlicher Proteine kann man
die Detektion auch unter einem ECL-Detektionssystem nachweisen. Hierbei

handelt es sich um digitale Aufnahmen hochsensitiver gekiihlter CCD-Kameras,
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welche man nach der Aufnahme genau auswerten kann, indem die zugehorige

Software die Signalintensitit der zu vergleichenden Proben misst.

2.2.23 "Strippen” von Nitrozellulose-Membranen

Um nach Detektion eines Proteins in einem Western-Blot ein weiteres Protein mit
einem spezifischen AntikOrper nachzuweisen, muss der primire und sekundire
Antikorper des ersten Nachweises von der Membran entfernt werden. Zur
Entfernung der Antikdrper von der Nitrozellulose-Membran, miissen die Anti-
korper denaturiert werden, ohne dabei die Membran und die in der Membran
gebundenen Antigene zu zerstéren. In diesem Falle wurden die Antikdrper mittels
eines stark sauren Puffers denaturiert und somit von der Membran entfernt. Dazu
wurde die Membran fiir flinf Minuten mit ,,Stripping““-Puffer bei RT inkubiert und
danach der pH-Wert des Puffers mittels NaOH auf einen neutralen pH-Wert von
pH 7.0 eingestellt. Zur erneuten Detektion eines Proteins mit neuen Antikorpern
wurde die Membran weiterbehandelt, wie nach der Ponceau S-Féarbung (siehe

Abschnitt 2.2.22) beschrieben.

2.2.24 Immunprazipitation

Die Immunprizipitation ist eine Ausfillung von Antigen-Antikdrper-Komplexen.
Hier steht der Begriff dafiir, bestimmte Proteine (Antigene) durch Agarose-
Antikorper-Verbindungen aus einem heterogenen Gemisch vieler Proteine
(Antigene) zu isolieren. Die Antikorperbindung an die Sepharose beruht auf der
spezifischen Bindung von IgG an Protein A oder Protein G, welche an die
Sepharose gekoppelt sind. Fiir viele spezifische Epitop-Tags gibt es kommerziell
erhéltliche, Antikorper-gekoppelte Agarose- oder Sepharose-Beads, die gegen die
Epitop-Tags gerichtet sind. In dieser Arbeit wurden ausschlielich kommerzielle
Produkte verwendet.

Zur Immunprézipitation stellt man Proteinlysate, wie oben beschrieben, her und
gibt dann die nach Hersteller angegebene Menge an Agarose- bzw. Speharose-
Beads zum Lysat hinzu. Von jedem Lysat wird eine kleine Menge als Kontrolle
zuriickgehalten, die als Imput-Kontrolle fiir die IP dient. Somit kann man
kontrollieren, dass nach einer Transfektion das gesuchte Protein auch exprimiert
wurde. Das Lysat mit den Beads wird dann bei 4°C {iber Nacht unter stindiger

Bewegung und Durchmischung der Losung inkubiert.
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Nach der Inkubation zentrifugiert man die Beads bei 4°C fiir 3 Minuten bei
13.000 rpm und wischt sie dreimal im entsprechenden Lysepuffer. Nach der
vierten Zentrifugation nimmt man die Beads dann in 5x-Laemmlipuffer auf und
kocht sie fiir flinf Minuten bei 95°C um die Antigen-Antikdrperbindung zu
zerstoren. Die an die Antikorper gebundenen Proteine wandern nach der
Denaturierung ohne die Agarose-Kiigelchen in das Trenngel ein und kénnen im

Western-Blot oder iiber Proteinfarbungen nachgewiesen werden.

2.2.25 Ko-Immunoprazipitation (ColP)

Die Ko-Immunprizipitation beruht auf der Methode der Immunprézipitation im
Falle des Isolierens eines Zielproteins bzw. eines Antigens aus einer Losung.
Interagiert dieses Zielprotein in der Losung mit einem zweiten Protein, so kann
dieses unter den nativen Bedingungen der Interaktion mittels des Zielproteins aus
der Losung isoliert und in einem Gel nachgewiesen werden.

Die Zellen zur Ko-Immunoprézipitation wurden einen Tag vor der Transfektion
ausgesit und am darauffolgenden Tag mit jeweils 1 pg der DNA des Zielproteins
und 1 pg DNA des moglichen Interaktionspartners mit FUGENE 6 transfiziert. Als
Negativ-Kontrolle wurde die DNA des moglichen Interaktionspartners mit dem
Leervektor des Zielproteins transfiziert, um eine unspezifische Bindung an die
Agarose auszuschlieen. Nach 48 Stunden wurden die Zellen lysiert und wie bei
der Immunprézipitation beschrieben, mit den Beads inkubiert und auf einem SDS-
Gel aufgetrennt. Die Input-Kontrolle zeigt einem, ob beide Proteine in aus-
reichendem Mafle exprimiert wurden, um sie nach den ColP auch wieder
nachweisen zu konnen. Die Western-Blots wurden zuerst mit dem entsprechenden
Antikorper des moglichen Interaktionspartners durchgefiihrt, dann “gestrippt” und
mit dem Zielprotein detektiert, um die Menge an gezogenem Zielprotein zu

tiberpriifen.

2.2.26 Mikroskopie

Mittels der Phasenkontrast-Mikroskopie kann man Aussagen iiber die Zellmorph-
ologie machen. Will man die Lokalisation von bestimmten Kompartimenten oder
Proteinen in der Zelle visualisieren, bedient man sich der Fluoreszenz-Mikros-
kopie.

Hierbei werden Proteine durch Antikdrper oder bestimmte spezifische Farbstoffe

markiert, die dann unter Anregung eines Lichtsignals einer definierten
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Wellenlidnge ein fluoreszentes Licht emitieren. Mittels spezifischer Farbstoffe
konnen auch komplette Zellkompartimente, wie z.B. Mitochondrien oder
Lysosomen, in der Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden. Die
Fluoreszenzmikroskopie kann man mit fixierten und auch mit lebenden Zellen

durchfiihren.

2.2.26.1 Visualisierung von fixierten Zellen

Zur Mikroskopie fixierter Zellen wurden Deckgldschen in 100% Ethanol
gewaschen und abgeflammt, je ein Deckgldschen in ein well einer 24-well-Platte
gelegt und in 0,01% PLL-Losung fiir eine Stunde im Brutschrank inkubiert. Es
folgte einem Waschschritt mit PBS nach dem 70.000 Zellen pro well auf das
entsprechende Coverslip im well ausgesdt wurden. Sollten die Zellen transfiziert
werden, folgte am ndchsten Tag die Transfektion mit FuGENE 6 und Inkubation
fir 48 Stunden. Bei Verwendung von Mitotracker® Red CMXRos wurden die
Zellen fir 45 Minuten mit 200 nM Mitotracker® Red CMXRos im Standard-
medium bei 37°C inkubiert. Um eine Hintergrundfiarbung durch den Farbstoff
auszuschlieBen, wurde das Kulturmedium gewechselt und nochmals fir 5
Minuten im Brutschrank inkubiert. Nach der Firbung mit Mitotracker® folgte die
Fixierung der Zellen in 400 pl kaltem 4% PFA /PBS™’* nach einem abge-
wandelten Protokoll von Brock et al. (1999). Der Fixierschritt wurde 5 Minuten
auf Eis und im Anschluss fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur mit zwei folgenden
Waschschritten in PBS durchgefiihrt. Die Permeabilisierung erfolgte mit -20°C
kaltem Methanol bei -20°C fiir 7 Minuten, wonach ein sofortiger Waschschritt mit
kaltem PBS folgte. Ein weiterer Waschschritt mit PBS fiir 5 Minuten bei RT
entfernte das verbleibende Methanol. Zum Blocken wurden die Zellen in 10%
Horse Serum/PBS fiir 30 Minuten bei RT inkubiert, worauf die Inkubation mit
dem Erstantikorper folgte. Dieser wurde in 5% Horseserum/PBS entsprechend der
Herstellerangaben verdiinnt und {iber Nacht bei 4°C in einem Volumen von
250 pl/well inkubiert. Nach einem dreifachen Waschschritt mit PBS wurde der
Sekundirantikérper in 10% Horseserum/PBS fiir eine Stunde bei RT inkubiert.
Fiir die Kernfiarbung wurde dem Zweitantikorper in den letzten 10 Minuten der
Inkubationszeit noch Hoechst 33258 bzw. Hoechst 33342 in einer Endverdiinnung
von 1:5000 zugegeben oder TO-PRO®-3 iodide in einer Endverdiinnung von
1:1000. Nach der Detektion mit dem Sekunddrantikdrper wurden die Zellen

fiinfmal mit PBS gewaschen, dann mit Mowiol auf einem Objekttrager einge-
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deckelt und mindestens fiir 12 Stunden bei 4°C im Dunkeln inkubiert, bevor sie
unter dem Mikroskop begutachtet wurden. Sollten die Priparate fiir einen lén-
geren Zeitrahmen aufbewahrt werden, folgte auf die Waschschritte vor der
Eindeckelung noch eine Inkubation in 4% PFA fiir 10 Minuten, um die Sekundir-

antikorper zu fixieren, gefolgt von zwei Waschschritten in PBS.

2.2.26.2 Visualisierung von lebenden Zellen

Fiir die konfokale Laserscanning-Mikroskopie wurden 9.000 — 12.000 Zellen in
Objekttragerkammern ausgesidt und tiiber Nacht in normalem Kulturmedium
kultiviert. Am néachsten Tag wurden die Zellen etwa 40 Minuten vor Mikroskopie-
beginn mit 200 pM Mitotracker® Green FM und 50 nM Lysotracker® Red
inkubiert. Nach der 30 Minuten Inkubationszeit folgte ein Waschschritt mit 37°C
warmem Kulturmedium, um eine weitere intensivere Férbung durch die Farb-
stoffe zu umgehen. Darauf folgte die sofortige Untersuchung mit dem Mikroskop
fiir maximal 30 Minuten.

Im konvokalen Mikroskop wurden einzelne Zellen gesucht und von diesen mit
einem kleinen Pinhole (airy=1) Z-Stapel aufgenommen, um eine sichere

Kolokalisation zu detektieren.

2.2.27 Vitalitats- und Zelltod-Tests

2.2.27.1 LDH-Assay

Der Lactat-Dehydrogenase-release-Assay ist eine biochemische Methode zur
Bestimmung des Zelliiberlebens. Er beruht auf der Tatsache, dass tote Zellen
Lactat-Dehydrogenase (LDH) nach der Permeabilisierung der Zellmembran in das
Kulturmedium entlassen. Die LDH zeigt keinen Aktivitdtsverlust, wird ubiquitir
exprimiert und nicht durch Proteasen wihrend des Zelltods abgebaut, wodurch sie
sich flir einen Nachweis des Zelltods oder der Zytotoxizitdt sehr gut eignet. In
vivo katalysiert die LDH die Oxidation von Lactat zu Pyruvat, wobei NAD" zu
NADH + H" reduziert wird. Die Reaktion lisst sich dann mittels einer
Sekundirreaktion visualisieren und messen, wobei die Messung die quantitative
Menge an freigesetztem LDH detektiert. Der LDH-Assay wurde mittels des
Cytotoxicity Detection Kits der Fa. Roche nach folgendem Muster durchgefiihrt:
In ein well einer 24-well-Platte wurden 100.000 — 125.000 Zellen ausgesit und fiir
24 Stunden anwachsen gelassen. Im Anschluss wurde das normale Kulturmedium

gegen ein LDH-Kulturmedium mit Zelltodinduktoren gewechselt, als Negativ-
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kontrolle diente das LDH-Kulturmedium mit dem Diluent der entsprechenden
Substanz. Beim LDH-Assay muss darauf geachtet werden, dass die End-
konzentration an FCS nicht iiber 1% liegt. FCS beeintrichtigt die Reaktion
positiv, da tierische Seren einen gewissen Eigenanteil an LDH besitzen. Aus
diesem Grund wurde das Kulturmedium mit nur 1% FCS verwendet und wird hier

als LDH-Kulturmedium deklariert.

/\

NADH + H*

tetrazolium

(yellow)

formazan

(red)

Catalyst

H CI CI

Abbildung 2.2.5: Prinzip des LDH-A4ssays mit dem visualisierenden Endprodukt Formazan.

Alle Ansdtze wurden pro Test als Dreifach-Bestimmung angesetzt. Nach der
Inkubation mit den Toxinen wurden jeweils 150 pl Uberstand in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal iiberfiihrt und das Medium in diesem abzentrifugiert (2.000 rpm,
2), um abgeschwommene Zellen vom Uberstand zu trennen. Aus dem Uberstand
wurden 100 pl in ein well einer 96-well-Platte iiberfiihrt und die restlichen 50 pl
in das entsprechende well der 24-well-Platte zuriickpipettiert. In die 24-well-Platte
wurden dann je 50 pl einer 10%igen Triton X-100 Losung zugegeben, um die
Zellen zu lysieren und den kompletten LDH-Gehalt der Zellen zu ermitteln. Nach
einer Inkubation von 20 Minuten auf Eis wurden 150 pl des Uberstandes
abzentrifugiert (2.000 rpm, 2°) und 100 ul des Uberstandes in ein neues well der
96-well-Platte tiberfiihrt.

Zu jedem well der 96-well-Platte wurden dann 100 pul der Reaktionslosung
gegeben und fiir 20 Minuten bei RT im Dunkeln inkubiert. Um die Reaktion
abzustoppen, wurden nach der Inkubation noch 50 ul einer 2N HCI-Lsg.
zugegeben. Den Farbumsatz des Tetrazoliumsalzes bestimmte man im Anschluf3
in einem ELISA-Reader. Die Absorption wurde bei 490 nm gemessen, wobei ein
Referenzabgleich bei 650 nm pro well erfolgte. Als interne Referenz diente das
LDH-Kulturmedium, welches ab dem Zeitraum der Vergiftung in einem leeren

well die gleichen Protokollschritte absolvierte, wie die wells mit den Zellen. Den
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mit Triton X-100 lysierten Zellen wurde dabei eine Kontrolle mit Triton X-100
gegeniibergestellt.

2.2.27.2 Durchflusszytometrie

Mittels der Durchflusszytometrie ist es moglich, einzelne Zellen in ihrer Grofle
und Granularitit sowie auf unterschiedliche Fluoreszenzen zu untersuchen. Somit
kann man mit dieser Methode sehr einfach eine grof3e Zellpopulation untersuchen,
wobei der Zeit- und Kostenaufwand gering ist. Fiir die Aussagen iiber die
Apoptose und Viabilitit von Zellen ist eine groBe Anzahl an kommerziellen
Testsystemen erhdltlich. Im Rahmen dieser Arbeit wurden unterschiedliche
Ansitze zur Messung des mitochondrialen Membranpotentials als Hinweis auf die

zelluldre Energieversorgung getestet, die im Folgenden beschrieben werden.

Messung des mitochondrialen Membranpotentials mit JC-1

JC-1 ist ein griin fluoreszierender Farbstoff, der zur Messung des mitochondrialen
Membranpotentials eingesetzt wird. Er besitzt die Eigenschaft, durch zelluldre
Membranen zu diffundieren und liegt dabei als Monomer vor, welches griin
fluoresziert. In intakten Mitochondrien kommt es durch das mitochondriale
Membranpotential zu einer Akkumulation des Farbstoffes, wobei sich JC-1
Aggregate bilden. Die Aggregate emitieren das Anregungslicht in einer rot
fluoreszierenden Wellenlidnge zuriick und sind damit sowohl im Mikroskop als
auch im Durchflusszytometer von den griin fluoreszierenden Monomeren deutlich
zu unterscheiden. Somit kann man mit JC-1 das mitochondriale Membranpotential
sehr gut messen und indirekt Aussagen iiber einen mdglichen Apoptosebeginn
von Zellen machen, da das mitochondriale Membranpotential zu einem sehr
frithen Zeitpunkt in der Apoptose zusammenbricht, der Verlust jedoch auch
wieder reversibel sein kann.

Fiir den JC-1 Assay wurden Zellen 24 Stunden vor der Behandlung mit Toxinen in
6-well-Platten ausgesdt (HEK293: 700.000, SH-SYS5Y: 1.000.000 Zellen/well)
und fiir 24 Stunden adhirent anwachsen gelassen. Nach dieser Zeit wurden die
Zellen mit den entsprechenden Toxinen in normalem Zellkulturmedium
weiterkultiviert und nach den angegebenen Inkubationszeiten fiir die Analyse
weiterverwendet. Die Zellen wurden dann mit Trypsin aus der Zellkulturschale
abgelost, abzentrifugiert (1.200 rpm, 4 Minuten) und einmal in PBS gewaschen,;
nach dem Waschen erneut zentrifugiert und dann in 500 pl einer 5 pg/ml

konzentrierten JC-1/PBS-Losung resuspendiert. Die Inkubation mit JC-1 erfolgte
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fiir 30 Minuten bei 37°C. Auf den Inkubationsschritt folgten drei Waschschritte
mit PBS, worauf sofort die Analyse im Durchflusszytometer folgte.

Um bei der Analyse der Fluoreszenzen zwischen griiner und roter Fluoreszenz
abzugrenzen und die Einstellung im Durchflusszytometer anzupassen, wurden
Zellen ohne JC-1, mit JC-1 und mit CCCP behandelte Zellen mit JC-1 verwendet.
CCCP ist eine Protonophore, welche das mitochondriale Membranpotential
reversibel authebt. Durch Behandlung mit CCCP wurde nur die griine

Fluoreszenz der JC-1 Monomere angeregt.

Messung des mitochondrialen Membranpotentials mit Mitotracker®

Als Alternative zu JC-1 kann man das mitochondriale Membranpotential auch
durch eine Doppelfirbung mit Mitotracker® Red CMXRos und Mitotracker®
Green FM darstellen. Da Mitotracker® Green FM alle Mitochondrien unabhingig
ihres Membranpotentials anfirbt und Mitotracker® Red CMXRos nur Mito-
chondrien mit intaktem Membranpotential farbt, beruht die Messung auf dem
gleichen Prinzip wie bei JC-1. Als Unterschied gilt, dass JC-1 als Monomer die
komplette Zelle farbt und nur in den Mitochondrien rote Aggregate bilden kann,
wogegen die Firbung mit Mitotracker® nur Mitochondrien anfirbt. In der
Auswertung der Assays sind mittels der doppelten Mitotracker® Firbung die
Unterschiede der Membranpotentiale einfacher voneinander trennen. Zu beachten
ist bei beiden Féarbungen, dass die griine Fluoreszenz immer vorhanden ist. Bei
JC-1 kann eine griine Fluoreszenz immer durch das in der Zelle vorliegende JC-1
Monomer detektiert werden, bei der doppelten Mitotracker® Farbung ist Mito-
tracker® Green FM immer nachweisbar. Somit kann in beiden Systemen nur die

Abnahme der roten Fluoreszenz gemessen werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Mutationsanalyse der Omi/HtrA2 Exons mittels dHPLC

3.1.1 dHPLC Screening

Im dHPLC-Screening wurden in den Exons 2 und 4 keine auffilligen Kurven-
verldufe beobachtet. In den Exons 3, 5, 6 und 8 wurden in der dHPLC-Analyse
keine Messergebnisse beobachtet, die einer guten Auftrennung von Heteroduplex-
DNA entsprechen. Es gab jedoch Proben, in denen Abweichungen zu den
normalen Kurvenverldufen auffillig waren. Bei der Sequenzierung zeigte sich in
diesen Patienten-Proben trotz des auffilligen dHPLC-Kurvenverlaufes keine
Abweichung in der Nukleotidsequenz. FEine Ubersicht der untersuchten
Omi/HtrA2 Exons bei den PK-Patienten-DNAs in der dHPLC-Analyse zeigt
Tabelle 3.1:

Tabelle 3.1: Ubersicht der untersuchten Exons mit der dHPLC und der dabei beobachteten

Auffilligkeiten bei der Mutationsanalyse.

Exon Auftillige Anzahl an auffilligen
Kurvenverldufe Patienten-
Amplifikaten

43

12

4
24

0| N[N B |W N
[\ORNIE \O RN RV, I I \S B I e 2 B \S B el i \9)
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Ergebnisse fiir Exon 1

In Exon 1 wurden bei 44 Patientenproben Heteroduplexe detektiert. Anhand der
ersten auffilligen Messergebnisse wurden die Einstellungen optimiert, um eine
genauere Detektion zu gewdhrleisten. So erkennt man mit den optimierten
Einstellungen 'Exon 1 *° (Tabelle 2.2) insgesamt vier Spitzen (Peaks) im
Chromatogramm, mit den nicht-optimierten Einstellungen "Exon 1" ist die Unter-
scheidung der Heteroduplex- zur Homoduplex-DNA ungenauer (Abbildung 3.1.1
und Abbildung 3.1.2).

Absorbance (mV)

D e e L G

Time (Minutes)

Abbildung 3.1.1: dHPLC fiir Exon 1 mit den Einstellungen ‘Exon 1’ aus Tabelle 2.2. Uber-
lagerung des Kurvenverlaufes einer Probe mit Homoduplex (griin) und Heteroduplex (rot). Die

Heteroduplex-DNA zeigt nur eine geringe Auftrennung in unterschiedliche Amplituden.
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Abbildung 3.1.2: dHPLC fiir Exon 1 mit den Settings "Exon 1*" aus Tabelle 2.2. Uberlagerung
des Kurvenverlaufes einer Probe mit Homoduplex (griin) und Heteroduplex (rot). Mit den

optimierten Einstellungen zeigen Proben mit Heteroduplex-DNA deutlich unterscheidbare Peaks.
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Ergebnisse des Screenings fiir Exon 7
In Exon 7 wurde ein Auftreten von Heteroduplexen bei vier Patientenproben
beobachtet. Die Einstellungen der dHPLC wurden in einem zweiten Screen dieses

Exons auf die kurze Fragmentldnge optimiert (Abbildung 3.1.3 A und B).
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Abbildung 3.1.3: dHPLC-Screening von Exon 7. Ein Nachweis von Heteroduplexen war erst
nach Optimierung der dHPLC-Einstellungen moglich. A: Verlauf der Elutionskurve mit einem
Anstieg des Gradienten von 51-61% Acetonitril und einer Sdulentemperatur von 59.5°C. B: Die
identische Probe mit der gleichen S&ulentemperatur und einem Verlauf des Puffer A—=B-
Gradienten von 50-66%. Hierbei ist eine deutliche Doppelamplitude zu erkennen. C: Elutionsprofil

einer Probe mit Doppelamplitude und sehr geringem DNA-Gehalt.
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3.1.2 Sequenzierung der auffalligen dHPLC Ergebnisse

Traten beim Mutationsscreening mittels der dHPLC aufféllige Elutionskurven auf,
wurde das betreffende Exon von beiden Patienten der gepoolten dHPLC-Probe
sequenziert. Bei der Sequenzierung der auffilligen Proben aus der dHPLC

konnten folgende Basen-Substitutionen in der Sequenzierung nachgewiesen

werden:
Exon 1
A G421T
J
) 410 420 430 44
CGTCCCTAGCCCGCCGCCCGCTTCTCCCCGGAGTCAGTAC
CGTCCCTAGCCCGCCGCCCTCTTCTCCCCGGAGTCAGTAC
B C447T

G T C A G TA C A A CTT C A T CGC A G A TGTG G TGG A C

430 440 450 460

1 1 1
'CGGAGTCAGTACAACTTCATCGCAGATGTGGTGGAGAAGA(
'CGGAGTCAGTACAACTTTATCGCAGATGTGGTGGAGAAGA!

Abbildung 3.1.4: Sequenzierungen der auffélligen Exon 1-Patientenproben mittels des PCR
Reverse-Primers (Darstellung: Revers-komplementér).
A: Heterozygote Transversion einer Purinbase zu einer Pyrimidinbase G421T.

B: Heterozygote Transition zwischen zwei Pyrimidinbasen C447T.

Durch die Basensubstitution von Guanin zu Thymin an Basenposition 421 auf der
kodierenden Sequenz kommt es zu einer Verdnderung der Aminosduresequenz auf
Proteinebene. Anstelle der Aminosdure Alanin in Aminosdureposition 141 wird

ein Serin in das Peptid eingebaut.
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Eine weitere Basensubstitution von Cytosin zu Thymin an Basenposition 447
fiihrt zu keinem Aminosdureaustausch einer Aminosaure und ist somit eine stille
Mutation. Die Haufigkeit der Exon 1-Basensubstitutionen bei den Patienten ist in
Tabelle 3.2 dargestellt. Beide Substitutionen wurden nur in heterozygoter Form

detektiert, es konnte kein homozygoter Trager nachgewiesen werden.

Tabelle 3.2: Ubersicht iiber die Patientenzahl und die nachgewiesenen Substitutionstriger.

Gepriifte Patienten Patienten mit Substitution | Patienten mit Substitution
(dHPLC) G421T C447T
414 27 20
Exon 7

Bei der in Exon 7 detektierten Basensubstitution eines Guanins zu einem Adenin
in Position 1195 der kodierenden Nukleotidsequenz kommt es zu einer
Veranderung der Aminosduresequenz von Glyzin zu Serin an Aminosiure-
position 399. Dieser heterozygote Basenaustausch konnte bei vier Patienten
nachgewiesen werden (Abbildung 3.1.5).
GI1195A

» T A A A G TCA TCCTG RGO TCCOCCC TG CACACC G G

AW WV

1180 1190 I 1200 1210

CCATAAAGTCATCCTGGGCTCCCCTGCACACCGGGCTC
CCATAAAGTCATCCTGAGCTCCCCTGCACACCGGGCTC

Abbildung 3.1.5: Sequenzierung der auffilligen Exon 7 Heteroduplex-Proben. Es kommt zu einer
heterozygoten Transition zweier Purinbasen G1195A.

Bei den anderen Exons konnten trotz auffilliger Kurvenverldufe in der dHPLC
keine weiteren Variationen der Nukleotidsequenz gefunden werden.

Um die Ergebnisse der Sequenzierung unabhidngig zu bestitigen und das
Kontrollkollektiv (Old People) auf die gefundenen Basensubstitutionen zu

untersuchen, wurden zwei unterschiedliche Verfahren angewendet.
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3.1.3 Pyrosequencing der G421T-Substitution bei Kontrollen

Mittels des Pyrosequencing konnten alle Triger der Basensubstitution, die in der
Sequenzierung einen heterozygoten G421T-Austausch aufwiesen, bestitigt
werden. Die Abbildung 3.1.6 zeigt die Intensititskurven der Auswertung eines

Pyrosequencing-Laufes.

Intensititskurven des Pyrosequencers Zielsequenz
A C/iC
4O
1 s
K %
1 o
| s
=4
107 a
AN
E
B CIA
a
=
20 g
<
s
Qo
Q
AN
E —
5
C Pipettierreihenfolge vgl. mit der eigentlichen Sequenz
Pipettieren: ES AGC A TG CG C
Sequenzfolge: GC/A GGGCGGC

Abbildung 3.1.6: Pyrosequencing der Kontrollen fiir die G421T-Substitution in Exon 1. Die
Sequenz zeigt den reversen DNA-Strang. A: Beispiel fiir eine homozygote G421-Sequenz
B: Heterozygoter Triger der G421T-Substitution. Die X-Achse zeigt die zupipettierten Reagenzien
an. E steht fiir die Enzymlosung, S ist der Substratpeak, folgend von einem A an Position 1 fiir das
erste zugegebene dNTP. Das folgende dATP ist die Initialbase, die in der Sequenz an dieser Stelle

nach dem Primer nicht vorkommt und daher keinen Peak geben darf.

Beim Screening des Kontrollkollektives zeigte sich auch hier ein Auftreten der
Basensubstitution G421T. Sie konnte in 10 von 331 Kontrollproben mit Hilfe des
Pyrosequencings nachgewiesen werden. Damit ist fiir die G421T-Basensubsti-
tution die Definition eines Polymorphismus erfiillt, da dieser Basenaustausch bei

mehr als 1% der untersuchten Patientenproben nachgewiesen werden konnte.
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3.1.4 RFLP-Analyse der G1195A Substitution

Bei der Basensubstitution in Exon 7 konnte man das Auftreten der Transition
G1195A im Exon 7-Amplifikat mittels einer Restriktionsanalyse nachweisen.

Die vier Patienten mit dem G1195A Basenaustausch, welche in der Sequen-
zierung nachgewiesen werden konnten, zeigten auch in der Restriktionsanalyse
ein heterozygotes Auftreten eines ungeschnittenen Fragmentes und konnten damit
eindeutig bestdtigt werden. Bei der Untersuchung der Kontrollen konnte diese
Basensubstitution nicht nachgewiesen werden. Abbildung 3.1.7 zeigt die
Dokumentation eines analytischen Agarosegels mit PCR-Fragmenten der
Kontrollen (1-6) und eines in der Sequenzierung heterozygoten Patienten (K).
Auch bei diesem Austausch konnte kein homozygoter Triger des neu gefundenen
Allels entdeckt werden, das Auftreten der Transition wurde nur heterozygot nach-

gewiesen.

e - 1mbp
- 112 bp

- 4T bp

Abbildung 3.1.7: Restriktionsanalyse der Basensubstitution G1195A mittels des Restriktions-
enzyms Mval auf einem 1% Agarosegel (TAE). Die PCR-Fragmente der Kontrollgruppe zeigen
eine komplette Restriktion in ein 112 bp und ein 47 bp Fragment. Die interne Kontrolle zeigt einen
partiellen Verdau des 159 bp Fragments, was der heterozygoten G1195A Substitution entspricht.

(M: Marker, 1-6: Kontrollpatienten, K: betroffener Parkinson-Patient als Restriktionskontrolle.)
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3.1.5 Zusammenfassung des Mutationsscreenings

Mittels der dHPLC konnten bei dem Mutationsscreening des Omi/HtrA2-Gens
einer groBen DNA-Bank von Parkinson-Patienten drei Basensubstitutionen in der
kodierenden Sequenz gefunden werden. Eine der Substitutionen erwies sich als
stiller Austausch, der keine Auswirkungen auf die Aminosduresequenz hat, die
beiden anderen detektierten Substitutionen erwiesen sich als Austausch, bezogen
auf die Aminosduresequenz. Bei der in Exon 1 gefundenen Substitution G421T
konnte im Kontrollkollektiv der Basenaustausch ebenfalls nachgewiesen werden.
Der G421T-Polymorphismus zeigte sich bei den Patienten jedoch signifikant
héiufiger als in der Kontrollgruppe (Chi-Quadrat-Test, p(a)= 0,03929, Tabelle 3.3
siche A und B). Bei der in Exon 7 lokalisierten Substitution G1195A konnte im
Kontrollkollektiv ein Auftreten ausgeschlossen werden. In Abbildung 3.1.8 sind
die Lokalisationen der drei Basenaustausche mit den Auswirkungen auf die

Aminosduresequenz dargestellt.

130 140 150 160 170
PPAVLAAVPSPPPASPRESQYNFIADVVEKTAPAVVY IEILDRHPFLGREV
PPAVIAAVPSPPPSSPRSQYNETADVVEKRTAPAVVY TETTDRHPFTLGREV

t

360 370 380 390 400
ISGSORRY IGVIMMLTLSPSILTARIQLREPSEFPDVOHGVLIHKVILGSPAH]
" * ISGSORRY IGVMMLTLSPSTIIAELQLREPSFPDVOHGVITHKVILSSPAH ©  *

t

Abbildung 3.1.8: Aminoséduresequenz der Wt-Sequenz von Omi/HtrA2 (obere Sequenz) mit den

Auswirkungen auf die Aminosduresequenz (untere Sequenz). Die roten Pfeile weisen auf die
Basensubstitutionen hin, welche eine Verdnderung einer Aminoséure verursachen, der griine Pfeil

zeigt die unverdnderte Aminosauresequenz an Position 149 des stillen C447T-Basenaustausches.

Tabelle 3.3 zeigt die Héaufigkeitsverteilung der Basensubstitutionen und die
Allelfrequenzen.
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Tabelle 3.3: Hiufigkeitsverteilung der Mutationen und Signifikanzberechnung der G421T-
Substitution (PA: Parkinson-Patienten; OP: Old People — Kontrollen).

A | Basen- Haufigkeits- Allelfrequenz

substitution | Verteilung

G421T PA: 27 G=9_ 09674, 7=2T 00326
828 828

652 10
: G=—-=09849, T=—=0,0151
OP: 10 662 662
C447T PA: 20 _ 808 20

C=—>-=09758, T =—=0,0242
828 828

op: *
G1195A PA: 4 G=1024 9961, 4=—2 20,0004
1028 1028
OP: 0 G=1

B Signifikanzberechnung G421T

x> = 4,248 p(a)=0,03929

(*: Kein OP-Screening durchgefiihrt.)
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3.2 Generierung potentieller Haplotypen in der 2p13-
Region bei Tragern der G399S-Mutation im Omi/HtrA2-
Gen

Fiir die Haplotypisierung der Region um Omi/HtrA2 bei Patienten mit der in

Exon 7 lokalisierten Basensubstitution, wurden SNP- und STS-Mikrosatelliten-

marker gesucht, welche die Region umschlie3en (Abbildung 3.2.1).

Da nicht fiir alle Marker publizierte Allelfrequenzen vorlagen, wurden jeweils vier

CEPH DNAs mitgefiihrt, um die Haufigkeit eines Allels einzuschitzen.

A

\ DQX1 [ AUP1. IPRSSZ5. LOXL3

[{e]
<]
(9]
(2]
N
(o]

Omi/HtrA2

~ D252110
- D2S1394
N D2S2111
- D25145

o)
@
ik
g1
o
(o)
N
O

P§§25 ;5253788

rs6709863
rs4853030

Abbildung 3.2.1: Untersuchte Marker der G1195A-Haplotypisierung

Es fillt auf, dass Patienten mit der G399S-Mutation fiir alle SNPs identische
Allele aufweisen, was als Hinweis auf einen gemeinsamen Haplotypen gelten
kann. Im Gegensatz hierzu zeigen die vier CEPH-DNAs bei mindestens einer
Probe einen Allel-Unterschied, ausgenommen beim SNP-Marker rs4853030. Bei
den Mikrosatellitenmarkern wurde nur fiir den Marker D2S286 das Allel 3 bei
allen vier Patienten nachgewiesen. Die Marker D2S2111 und D2S1394 wurden
bei den CEPH-DNAs nicht iiberpriift, da die Patienten bei diesen Markern keinen

potentiellen gemeinsamen Haplotyp aufweisen (Tabelle 3.4).

Fiir die vier Patienten konnte ein potentieller gemeinsamer Haplotyp zwischen
den Markern 1s6709863 und 157569292 um das Omi/HtrA2-Gen auf
Chromosom 2 eingegrenzt werden, der 32,3 Kilobasenpaare umfasst. Durch das
gemeinsame Allel bei Marker D2S286 dehnt sich dieser Bereich auf
59,3 Kilobasen aus.
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Tabelle 3.4: Ubersicht iiber die Haplotypen der Patienten mit Exon 7-Substitution und der CEPH-

Vergleichsgruppe.
~ | 8 e
< S| §|2 2
O < ™ o < T - T T =
o - ™~ o o T o o o
< = I L8 (1} o w (7] >
o o o o [&] Q Q [®]
Marker
D2S 2110 13| 22|12 14|23 | 24| 23| 12|| Gelscan
PAA-
D2S 1394 (2 IRTERIPTZN I T R T I R PSS
D2S 2111 1mal23|om|12| - | - | - | - || Gelscan
D2S 145 12| 214 | 314 | 14| 24 | 214 | 14| 315|| Gelscan
Restriktion
rs 6700863| |cic|cic|eiec|ciclere| Tl cie| cr (Bl I
rs 2231250 |cic|cic|cic|ciclere|eic| cic|cie Riﬁ;‘:tl')"”
rse707302] | T {7 | T | T | Tr | e | T | o || REStIKtion
(Ava ll)
rs715407 ciclec|cielec|cie|ere| amal cre || Restriktion
(Bam HI)
Cycle
rs 4853030 | A/A| A/A| A/A| A/A| A/A| A/A| A/A | A/A .
Sequencing
Restriktion
rs 7569292 |c/c|cic|eic|cic| cia| cie| aic|GiG (Hha I
D2S 286 33|33 |33 1213|1312 Gelscan
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3.2.1 Untersuchung der PARK3-Familien

Um zu untersuchen, ob bei Indexpatienten aus den PARK3-Familien Mutationen
im Omi/HtrA2-Gen vorliegen, wurde aus den Familien B und C jeweils eine
Patienten-DNA auf Mutationen in der kodierenden Sequenz untersucht. In der
DNA des untersuchten Patienten aus Familie B wurde die G421T-Mutation nach-
gewiesen, weitere Mutationen im Omi/HtrA2-Gen wurden nicht detektiert. In
Familie C konnte keine Auffilligkeit in der genomischen DNA des Patienten
gefunden werden. Um die eine Segregation der G421T-Mutation in Familie B zu
untersuchen, wurden alle zur Verfiigung stehenden DNAs mit Hilfe des
Pyrosequencings auf die G421T-Mutation sequenziert.

Die G421T-Mutation wurde bei 17 von 21 untersuchten Personen detektiert, alle
Familienmitglieder mit PK-Phanotyp, bis auf einen untersuchten Erkrankten,
waren Triager des G421T-Risikoallels. Aufgrund des erkrankten Familienmit-
glieds (Abbildung 3.2.2, Index-Nr. 412, G/G unterstrichen), das keine Sequenz-
auffilligkeit aufweist, kosegregiert die G421T-Basensubstitution nicht mit der
Erkrankung. Von den weiteren heterozygoten Familienmitgliedern waren leider
keine weiteren Informationen beziiglich des Auftretens erster Symptome der

Parkinson-Krankheit oder des Erkrankungsalters zugénglich.

Abbildung 3.2.2: Stammbaum der PARK3-Indexfamilie B. Die Allele an Nukleotid-Position 421
des Omi/HtrA2-Gens der zur Untersuchung vorliegenden Familienmitglieder sind unterhalb der
Stammbaumnummer dargestellt. Dabei weisen 17 Familienmitglieder das G421T-Allel auf, von
denen vier einen positiven PK-Phinotyp aufzeigen. Interessanterweise zeigt ein Patient an Stamm-
baumnummer 412 (unterstrichenes G/G-Allel) trotz eines homozygoten Wt-Allels einen positiven

PK-Phénotyp. Damit zeigt sich keine Kosegregation des G421T-Allels in Indexfamilie B.

Abbildung auf der néchsten Seite —
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3.3 Auswirkungen der Mutationen auf die Genexpression

3.3.1 Uberexpression bei transienter Transfektion

Uber Verdnderungen der Aminosiduresequenz konnen Proteine durch Kon-
formationsédnderungen in ihrer rdumlichen Struktur und in ihren biochemischen
Eigenschaften modifiziert werden. Hierbei kann es zu einem vermehrten Abbau
durch Proteasen kommen, die fehlgefaltete Proteine spalten oder auch zu einem
stabileren Protein, welches von der Zelle nur schlecht degradiert werden kann.
Ebenfalls ist eine Verdnderung der ProteingroBe denkbar, falls das verdnderte
Molekiil teilweise abgebaut wird. Da bei Omi/HtrA2 die MTS-Sequenz auto-
proteolytisch gespalten wird, wére fiir eine mutierte Aminosduresequenz denkbar,
dass nur das Vorlauferprotein vorliegt, wihrend das aktive, prozessierte Protein

nur in einem kleinen Anteil oder gar nicht in den Mitochondrien vorkommit.

'\ %Q)Cb
N\ ’b
qu K q/%&g/‘o \\fo
w?"\' L &P
S o*° X

a-FLAG 'S S <= Omi/HtrA2 (35 kDa)

Abbildung 3.3.1: Proteinlysate aus pCMV-TagdA Omi/HtrA2 Wt-, S141- oder S399-transfi-
zierten HEK293 Zellen. Uberexprimiertes Omi/HtrA2 wurde iiber einen o-FLAG-Antikdrper

nachgewiesen, als Kontrolle diente Proteinlysat von untransfizierten HEK293 Zellen.

In einer Expressionsanalyse sollten hierzu die Eigenschaften der durch in vitro
Mutagenese eingebrachten Mutationen in die kodierende Sequenz von Omi/HtrA2
untersucht werden. Wie in Abbildung 3.3.1 dargestellt, zeigen die durch einen
a-FLAG-Antikdrper nachgewiesenen Proteinbanden der Omi/HtrA2-FLAG-
Konstrukte keine wesentlichen Unterschiede, bezogen auf die Proteingrofle und

die Expressionsstirke der Konstrukte.
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3.3.2 Uberexpression bei stabil exprimierenden Zelllinien

Bei der Uberexpression der pCMV-Tag4A-Omi/HtrA2 Wt-, S141-und S399-
Konstrukte konnten weder in HEK293 noch in SH-SYSY Zellen Unterschiede
hinsichtlich der GroBe, der Prozessierung oder der Stabilitit des Omi/HtrA2-

Proteins festgestellt werden.

q;v\’“ o S 5
&
NS

o o o o
Omi/HtrA2
35 KDA_ / FLAG
| — L ]

33 kDA™ " \.endogenes
Omi/HtrA2

T Wy s s - Akn

Abbildung 3.3.2: Stabile Uberexpression von Omi/HtrA2 in SH-SYS5Y Zellen. Die Expression
des pCMV-Tag4A-Omi/HtrA2-Konstruktes wurde durch einen polyklonalen Omi/HtrA2-Anti-
korper nachgewiesen. Man erkennt endogenes Omi/HtrA2 mit einer Gréf3e von 33 kDA und eine
stirkere Detektion der Omi/HtrA2-FLAG Konstrukte mit einer GréB3e von 35 kDA. Der GroBen-
unterschied zwischen endogenem Omi/HtrA2 und den iiberexprimierten Formen ist durch das
fusionierte FLAG-Epitop bedingt. Der Nachweis von B-Actin diente als Ladekontrolle fiir die
Menge an Gesamtprotein.

Alle drei Omi/HtrA2-Formen konnten im Westernblot mit dhnlichen Expressions-
spiegeln nachgewiesen werden. Abbildung 3.3.2 zeigt einen Westernblot mit
Lysaten aus stabil iiberexprimierenden SH-SY5Y Zellen und einer transient iiber-
exprimierenden HEK293 Kontrolle. Der Vergleich der stabil liberexprimierenden
SH-SYSY Zellen mit den transient iiberexprimierenden HEK293 Zellen
(Kontrolle in Abbildung 3.3.2) zeigt einen hohen Expressionsspiegel der
polyklonalen SH-SY5Y Zellen. Man sieht, dass die stabile Uberexpression der
Omi-FLAG-Konstrukte im Vergleich zu endogenem Omi/HtrA2 zu deutlich
hoheren Expressionsspiegeln fiihrt und dass eine vollstdndige Prozessierung aller

drei Formen vorliegt.
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3.3.3 Zusammenfassung

Durch den Nachweis der drei Omi/HtrA2-Formen bei transienter und stabiler
Expression in HEK293 und SH-SYS5Y Zellen konnte keine Verdnderung einer der
mutierten Formen zum Wt-Protein beobachtet werden. Weder konnte bei einer der
Mutationen eine Verdnderung der Proteingréfe noch eine Destabilisierung des
Proteins nachgewiesen werden, was bei einer erhohten oder verminderten Form

der Degradation von fehlgefalteten Proteinen moglich gewesen wire.

3.4 Auswirkungen der Omi/HtrA2-Mutationen auf die
Interaktion mit XIAP

Mittels Ko-Immunprézipitation sollte herausgefunden werden, ob die bekannte
Interaktion von Omi/HtrA2 mit XIAP, welche unter Freisetzung von Omi/HtrA2
aus den Mitochondrien zu einer Inhibition und nachfolgender Degradation von
XIAP fiihrt, bei einer der mutierten Formen des Proteins beeintrichtigt ist. Hierzu
wurden Wt-, S141- und S399-Ub-Omi/HtrA2-Konstrukte, welche die CDS fiir ein
prozessiertes Omi/HtrA2 in pcDNA3" enthielten, zusammen mit XIAP-myce-
Konstrukten in HEK293 Zellen ko-exprimiert.

Das N-terminale Ubiquitin des pcDNA3 " -Ub-Omi/HtrA2-Vektors ist notwendig,
um eine korrekt prozessierte Form des Proteins nach Expression zu erhalten. Die
bereits bekannte Interaktion zwischen XIAP und Omi/HtrA2 konnte fiir alle
Omi/HtrA2-Konstrukte bestdtigt (Abbildung 3.4.1) und somit ein Einfluss der
mutierten Omi/HtrA2-Proteine auf die direkte Interaktion mit XIAP ausgeschlos-
sen werden.

Weiterhin wurde untersucht, ob der Einfluss von mutiertem Omi/HtrA2 eine
differentielle Auswirkung auf die XIAP Steady-State-Level zeigt. Hierzu wurden
pCMV-Tag4A-Konstrukte von Omi/HtrA2 mit pcDNA3.1" /myce-His-Kon-
strukten von XIAP ko-exprimiert. 24 Stunden nach Transfektion wurden die
transfizierten HEK293 Zellen entweder mit oder ohne Zusatz von 10 uM MG132
fiir 16 Stunden weiter inkubiert. MG132 blockiert als proteasomaler Inhibitor die
Degradation von XIAP {iber das Ubiquitin-Proteasomen-System (Abbildung
3.4.2).
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Abbildung 3.4.1: Ko-Expression von pcDNA3"-Ub-Omi/HtrA2 und pcDNA3.1"/myc-His-XIAP
in HEK293 Zellen mit anschlieBender IP durch c-myc-Agarose Beads. Fiir die Westernblots wurde
ein polyklonaler a-myc und ein polyklonaler oi-Omi/HtrA2-Antikdrper verwendet. Es konnte fiir
alle Formen des prozessierten Omi/HtrA2-Proteins eine Interaktion mit XIAP bestitigt werden.
Die GroBe von 79 kDa fiir XIAP (normal 56,7 kDa) ist durch den myce-Tag des pcDNA3.1"™
Vektors bedingt. Die unspezifische Bande der myc-Agarose-Ak ist gekennzeichnet (¥).

-myc A
oemy o h_—_ <] XIAP (79 kDA)
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Abbildung 3.4.2: Steady-State-Level von XIAP bei Ko-Expression von Wt-und mutierten

Formen von Omi/HtrA2. Es zeigt sich kein wesentlicher Unterschied der XIAP-Spiegel nach Ko-
Transfektion mit verschiedenen Omi/HtrA2-Formen. Man erkennt unterhalb der Proteinbanden der
transfizierten Omi/HtrA2-Konstrukte schwache Proteinbanden von endogenem Omi/HtrA2, die in

Laufbanden der XIAP Transfektionen ohne Omi/HtrA2-Konstrukte auch zu beobachten sind.
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3.5 Auswirkungen der Omi/HtrA2-Mutationen auf Inter-
aktionen mit PK-assoziierten Proteinen

Bei der Parkinson-Krankheit sind bis heute sechs Proteine bekannt, welche fiir
den genetischen Hintergrund der Erkrankung verantwortlich gemacht werden.
Durch Ko-Immunprézipitation sollte herausgefunden werden, ob das Wt-
Omi/HtrA2-Protein oder eine der mutierten Formen (S141-oder S399-

Omi/HtrA2) mit assoziierten Proteinen der PK differentiell interagiert.

3.5.1 Ko-Immunprazipitation mit krankheitsassoziierten Pro-

teinen des Ubiquitin-Proteasomen Pathways

Wie in Abschnitt 1.1.4 erlautert, spielen Mutationen in Genen des Ubiquitin-
Proteasomen-Systems bei den erblichen Formen der PK eine entscheidende Rolle.
Mittels Ko-Expression und anschlieBender ColP sollte herausgefunden werden,
ob bekannte krankheitsassoziierte Proteine dieses Proteindegradationsweges mit
Omi/HtrA2 interagieren und eine krankheitsauslosende oder modifizierende Rolle
durch die mutierten Formen des Omi/HtrA2-Proteins bestehen konnte.

Dazu wurden Wt- oder mutierte Formen von Omi/HtrA2 mittels des pCMV-
Tag4A Vektors mit Parkin-, Synphilin-1- und a-Synuklein-Vektoren ko-trans-
fiziert. 48 Stunden nach Transfektion wurden Zelllysate hergestellt und eine
Immunprézipitation mit myc-Agarose oder FLAG-Agarose durchgefiihrt. In
einem Westernblot wurde mittels eines a-Omi/HtrA2-Antikorpers iiberpriift, ob
das Omi/HtrA2-Protein mit einem der ko-exprimierten Proteine interagiert.
Hierbei konnte in keinem Fall eine Interaktion von Wt-, S141- oder S399-
Omi/HtrA2 mit Proteinen des Ubiquitin-Proteasomen-Weges nachgewiesen
werden. Abbildung 3.5.1 zeigt die Westernblots der durchgefiihrten IPs und die

zugehorigen Expressionskontrollen (Inpuf).
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3.5.2 Ko-Immunprazipitation mit DJ-1

Abbildung 3.5.1:

Ko-Immunprézipitation nach Ko-
Expression der drei Formen von
Omi/HtrA2 mit Proteinen des
Ubiquitin-Proteasomen-Systems.
Es wurden die drei entsprech-
enden pCMV-Tag4A-Konstrukte
der unterschiedlichen Omi/HtrA2
Formen mit Vektorkonstrukten,
codierend fir SNCA (A), Parkin
(B) und Synphilin (C), in
HEK?293 Zellen ko-exprimiert.
Im Anschluss erfolgte eine IP
mittels  c-myc-Agarose  oder
FLAG-Agarose und einer an-
schliessenden Auftrennung im
Westernblot.  Als  spezifischer
Antikorper diente ein polyklo-
naler a-Omi/HtrA2-Antikoérper.
Es konnte in keinem Fall eine
Interaktion zwischen Proteinen
des UPS mit Wt- bzw. mutierten
Formen von Omi/HtrA2 nachge-

wiesen werden.

Durch den Nachweis von Mutationen im DJ-/-Gen konnte ein Gen identifiziert

werden, welches keine direkte Rolle im UPS spielt und vermutlich in einem

weiteren pathogenen Mechanismus der PK krankheitsauslosend ist. Durch die

Translokation von DJ-1 bei oxidativem Stress in die Mitochondrien stellt DJ-1

einen moglichen Kandidaten fiir Interaktionen mit Omi/HtrA2 dar. Um eine

physiologische Relevanz der beiden Proteine in vivo zu testen, wurden HEK293

Zellen mit Wt-myc-DJ-1 und den drei Formen von Omi/HtrA2 transfiziert und
nach 48 Stunden Lysate hergestellt. Dabei wurde Omi/HtrA2 durch FLAG-
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Agarose immobilisiert, um mdgliche DJ-1-Interaktionen im Westernblot nachzu-

weisen.
Abbildung 3.5.2:  Ko-Immun-
Wt-Flag-Omi/HtrA2 + - - - L .
S141-Flag-Omi/HtrA2 - + - . prizipitation von Omi/HtrA2-
S$399-Flag-Omi/HtrA2 - - + - FLAG-Konstrukten und Wt-myc-
Wemyc-DJ-1 + + + + DJ-1. Es konnte keine Interaktion
der beiden Proteine festgestellt
Input o-mye -~ o
T — werden. Die dicke Bande der
a-myc c-myc-detektierten IP  ensteht
IP FL AG et | (urch die  Antikorper  der
' — -
0-HITAZ | — e Agarose-Beads. DJ-1 wire iiber
dieser Bande detektierbar.

Unter normalen physiologischen Bedingungen konnte keine Interaktion zwischen
DJ-1 und Omi/HtrA2 identifiziert werden. Somit kann eine proteolytische

Spaltung durch iiberexprimiertes Omi/HtrA2 ausgeschlossen werden.

3.5.3 Zusammenfassung

Die hier untersuchten Proteine, welche nachweislich bei Mutationen zur
Auspragung der PK fiihren, zeigten bei Interaktionsstudien mit Wt-Omi/HtrA2
sowie den S141-und S399-Mutationen keine erkennbaren Verbindungen auf

funktioneller Ebene.

3.6 Auswirkungen der Mutationen auf die Ubiquitinierung

Die Ubiquitinierung von Proteinen ist fiir den Zellstoffwechsel von grofer
Bedeutung. Zum einen konnen Proteine durch Mono-Ubiquitinierung modifiziert
werden, um sie an bestimmte Zellkompartimente weiterzuleiten, auf der anderen
Seite werden polyubiquitinierte Proteine fiir den proteasomalen Abbau markiert.
Durch eine Verdnderung der Ubiquitinierung der S141- oder S399-Omi/HtrA2-
Proteine konnte es somit, im Vergleich zum Wildtyp-Protein, zu einem fehlenden
Abbau-Signal fiir den proteasomalen Degradationsweg kommen und damit zu
einer Akkumulation der Proteine im Mitochondrium oder im Zytosol.

In einer ersten Untersuchung wurde iiberpriift, ob Wt-Omi/HtrA2 ubiquitiniert
wird. Hierzu wurde das pCMV-Tag4A-Omi/HtrA2-Wt-Konstrukt mit pMT123-
HAjs-Ubiquitin ko-exprimiert, mittels FLAG-Agarose immunprazipitiert und auf
einem Westernblot durch einen HA-Antikorper visualisiert. Um eine protea-

somale Degradation von Wt-Omi/HtrA2 durch die Anreicherung von ubiquiti-
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niertem Omi/HtrA2 zu untersuchen, wurden Zellen mit 10 uM MG132 fiir 16 h
behandelt.
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Abbildung 3.6.1: Ubiquitinierung von Wt-Omi/HtrA2-FLAG und Anreicherung polyubiquiti-
nierter Omi/HtrA2-FLAG-Formen nach proteasomaler Hemmung durch MG132. Bei normaler
proteasomaler Funktion zeigt der HA-Antikorper wenig Signal fiir ubiquitiniertes Omi/HtrA2 nach
der IP. Durch proteasomale Hemmung wird ein hochmolekularer Schmier polyubiquitinierter
Omi/HtrA2-Formen erkennbar. Die breite Bande (*) in den Spuren mit immunprézipitierten Zell-

lysaten ist auf eine unspezifische Bande der FLAG-Agarose zuriickzufiihren.

Es konnte gezeigt werden, dass Wt-Omi/HtrA2 ubiquitiniert wird. Durch
proteasomale Hemmung konnten vermehrt ubiquitinierte Formen von Wt-
Omi/HtrA2 préazipitiert und mittels des HA-Antikopers nachgewiesen werden
(Abbildung 3.6.1).

In einem weiteren Versuch sollte untersucht werden, ob die mutierten Formen von
Omi/HtrA2 Unterschiede beziiglich ihrer Ubiquitinierung aufweisen. Hierzu

wurden die pCMV-Tagd4A-Omi/HtrA2-Wt-, S141- und S399-Konstrukte mit
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pMT123-HAg-Ubiquitin ko-exprimiert, mittels FLAG-Agarose immunprézipitiert

und auf einem Westernblot durch einen HA-Antikdrper visualisiert.
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Abbildung 3.6.2: Nachweis der Ubiquitinierung von Omi/HtrA2 durch 8x HA-Ubiquitin nach IP
mit FLAG-Agarose von pCMV-Tag4A-Omi/HtrA2 mittels Detektion mit HA-Antikérper. Die

Banden des Groflenstandards sind in kDa angegeben.

Fiir alle drei Omi/HtrA2-Formen konnte eine Ubiquitinierung nachgewiesen
werden. Fir Wt-, S141- und S399-Omi/HtrA2 erkennt man deutlich die hoch-
molekularen polyubiquitinierten Produkte, welche durch den a-HA-Ak detektiert
werden. Dass alle drei Formen in gleichem MalBe {iber den UPS-Weg abgebaut
werden, wird durch die Akkumulation der polyubiquitinierten Proteine nach 16 h

Hemmung des UPS mit 10 uM MG132 deutlich.
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3.7 Auswirkungen der Mutationen auf die Funktionalitat

Durch eine Kooperation mit Dr. Louis Miguel Martins der MRC Toxicology Unit
in Leicester (UK) waren weiterfilhrende Experimente auf biochemischer und
funktioneller Ebene moglich. Mittels aufgereinigtem, rekombinantem Wt-, S141-
und S399-Omi/HtrA2, kloniert in pET-20b zur rekombinanten Synthese von
C-terminal 6x His markiertem Omi/HtrA2, wurden funktionelle Unterschiede von
Wt- zu mutiertem Omi/HtrA2 untersucht.

Da die beiden Mutationen nahe bei (S141) oder in funktionellen Doménen (S399)
liegen, welche die Proteaseaktivitit beeinflussen (Martins et al., 2003), sollten die
moglichen Auswirkungen der Mutationen auf die Aktivierung der Protease-
funktion gemessen werden.

Weiterhin ist bekannt, dass natives Omi/HtrA2 als Homotrimer vorliegt und nur in
dieser Konformation eine Proteaseaktivitét besitzt. Eine Konformationsdnderung
durch mutiertes Omi/HtrA2 konnte damit die Homotrimerisierung beeinflussen
und zu einem Funktionsverlust des Proteins fiihren. Dies sollte in einem Inter-

aktions-Assay der Omi/HtrA2 Monomere untersucht werden.

3.7.1 Effekte von mutiertem Omi/HtrA2 auf die Serin-Protease-
aktivitat

Um die proteolytische Aktivitit von Omi/HtrA2 zu bestimmen, wurde ein
Fluoreszenz-Peptid-Assay mit aktivem, rekombinantem Protein (Wt, S141 und
S399) und entsprechenden Substraten nach Literaturangaben durchgefiihrt
(Martins et al., 2003). Die BIR2-Doméne von XIAP (AS 159-256) wurde hierzu
in einen pGEX-3X Vektor mittels PCR kloniert. Das nach Induktion mit IPTG
synthetisierte BIR2-Protein wurde mittels Glutathione-Sepharose-Beads aufge-
reinigt und bei —20°C gelagert. Das PDZ-Opt Peptid (biotin-GQYYFV-COOH)
wurde an der *Tufts University Core Facility’ hergestellt.

GST-BIR2 und PDZ-Opt dienten dabei als aktivierende Substrate fiir die TAP-
Bindedoméne, respektive PDZ-Bindedoméne. Die proteolytische Aktivitidt von
rekombinantem Wildtyp oder mutiertem Omi/HtrA2 wurde durch Inkubation von
100 nM Omi/HtrA2 mit GST, GST-BIR2 oder PDZ-Opt Peptid nach Vorin-

kubation oder ohne Vorinkubation gemessen.
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Hierzu wurde die Spaltung des Fluoreszenzsubstrates (H2-Opt fluorescent
substrate (MCA-IRRVSYSF(DNP)KK)) auf einem Cytofluor Serie 4000 Platten-
lesegerdt gemessen und ist im Folgenden in Arbitrary Fluoreszenz Units ange-
geben. Die Reaktionen wurden bei 30°C in 50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 0,5 mM
EDTA, ImM DTT durchgefiihrt.

Die Reaktionsraten wurden iiber eine linecare Regressionsanalyse, liber die
Datenpunkte, welche das Maximum der Reaktion der jeweiligen Versuchs-
konditionen widerspiegelt, bestimmt. Jeder Versuch wurde in drei unabhingigen
Triplikaten repliziert.

Die Grundaktivitdt wurde dabei durch Zugabe des H2-Opt Fluoreszenzsubstrates
(MCA-IRRVSYSF(DNP)KK) gemessen. Hierbei war nur eine basale Aktivitét zu
messen, wobei die Unterschiede zwischen Wt- und mutiertem Omi/HtrA2 als
Messschwankungen zu deuten sind (Abbildung 3.7.1). Eine durch Konformations-
dnderung ausgeloste teilweise Selbstaktivierung von mutiertem Omi/HtrA2
konnte nicht beobachtet werden. Vielmehr wurde nur eine geringe Verminderung

der Basalaktivitit bei den mutierten Formen von Omi/HtrA2 beobachtet.

S399 |
S141 |
wt |
0 0.5 1 15 2
V (AFU/min)

Abbildung 3.7.1: Messung der Grundaktivitit von rekombinantem Wt- oder mutiertem
Omi/HtrA2 mittels des H2-Opt Fluoreszenzsubstrates (MCA-IRRVSYSF(DNP)KK). Zu messen
war nur eine basale Grundaktivitdt, keine der Mutationen zeigte eine erhdhte Aktivitit oder

Selbstaktivierung, sondern einen Riickgang der Basalaktivitét (AFU, Arbitrary Fluoreszenz Units).

Um die proteolytische Aktivitdt unter spezifischen Substraten zu messen, wurden
GST-BIR2 und PDZ-Opt und das H2-Opt Fluoreszenzsubstrates (MCA-
IRRVSYSF(DNP)KK) verwendet. Abbildung 3.7.2 zeigt die proteolytische
Aktivitdit von Omi/HtrA2 durch die Aktivierung der IAP-Bindedomine. Als
Kontrolle zur BIR2-Doméne diente das GST-Kontrollprotein. Es zeigt sich ein
deutlicher Abfall der Proteaseaktivitit der mutierten Formen, verglichen zum

Wildtyp-Protein. Die Zugabe von GST-Kontrollprotein zeigt keinen Einfluss auf
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die Aktivierung durch die IAP-Bindedomdne und bleibt auf dem Niveau der
Grundaktivitit (vgl. Abbildung 3.7.1).

s3gg @
s141 O
——1 wt [
GST-BIR2 —
F——-
| E—
GST [/—HH
I
0 1 2 3 4 5 6 7 8
V (AFU/min)

Abbildung 3.7.2: Aktivierung von rekombinantem Wt- und mutiertem Omi/HtrA2-Protein durch
die BIR2-Doméne von XIAP an der IAP Bindedomédne von Omi/HtrA2. Mutiertes S141- und
S399-Omi/HtrA2 weist einen deutlichen Verlust der proteolytischen Aktivitit im Vergleich zum
Wt auf.

Die Beobachtung, dass die mutierten Formen von Omi/HtrA2 eine deutlich
geringere Proteaseaktivitit zeigten als das Wt-Protein konnte auch nach

Aktivierung iiber die PDZ-Doméne beobachtet werden (siche Abbildung 3.7.3).
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Abbildung 3.7.3: Aktivierung von rekombinantem Wt- und mutiertem Omi/HtrA2-Protein durch
die PDZ-Domine von Omi/HtrA2. Mutiertes S141- und S399-Omi/HtrA2 zeigt einen deutlichen

Verlust der proteolytischen Aktivitit im Vergleich zum Wt ab einer Konzentration von 100 uM.
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3.7.2 Effekte von mutiertem Omi/HtrA2 auf die Homotrimer-
isierung
Fiir die Untersuchung, ob die mutierten Formen von Omi/HtrA2 die Fahigkeit
besitzen miteinander, sowie mit dem Wt, zu trimerisieren, wurden HEK293
Zellen mit Konstrukten ko-transfiziert die entweder fiir C-terminal HA-markiertes
Wt- oder C-terminal FLAG-markierte Omi/HtrA2 Varianten (Wt, S141 oder
S399) codieren. Von allen Konstrukten wurden die Vorlduferform und die prozes-
sierte Form (A133) transfiziert.
48 Stunden nach Transfektion (Effectene, Qiagen) wurden die Zellen lysiert und
durch einen FLAG-spezifischen Antikorper (Sigma) immunprazipitiert. Die
Immunprézipitate wurden auf einem Westernblot mittels FLAG- oder HA-Biotin
konjugierten Antikdrper (Sigma) analysiert.
Beide Mutationen zeigten keinen Einfluss auf die Interaktion mit Wt-Protein und
damit keinen Hinweis fiir eine Storung der Trimerisierung. Dies konnte fiir das
Vorlduferprotein wie auch fiir die prozessierte Form von Omi/HtrA2 nach-
gewiesen werden.
Abbildung 3.7.4 zeigt, dass das S141- bzw. S399-mutierte Protein auch keinen
Einfluss auf die autoproteolytische Spaltung des Vorlduferproteins zum
prozessierten Protein aufweist. Beide Formen kdnnen nach Immunprizipitation
mit transfizierten Konstrukten, welche die komplette CDS von Omi/HtrA2
beinhalten, nachgewiesen werden. Dies bestétigt die Ergebnisse der Expressions-

Analysen in Abschnitt 3.3.
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Abbildung 3.7.4: Westernblot der ko-exprimierten HA- und FLAG-getaggten Formen von
Omi/HtrA2 nach Immunprazipitation mit FLAG-Antikorpern. Man erkennt, dass sowohl die
Vorlauferform als auch die prozessierte Form von Wt-Omi/HtrA2 mit allen FLAG-getaggten
Formen (Wt, S141 und S399) von Omi/HtrA2 Komplexe bildet und iiber einen HA-Antikorper
nach IP im Westernblot erkannt werden. Bei der Ko-Transfektion der Vorlduferform von
Omi/HtrA2 und anschlieBender Detektion {iber HA-Antikorper kann man erkennen, dass die
autoproteolytische Aktivitdit von Wt- und mutierten Formen nicht gestort ist, da sowohl das
Vorlauferprotein (FL= Full length) als auch die prozessierte Form (P) von Omi/HtrA2 nach-

gewiesen werden kann.
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3.8 Mikroskopie

3.8.1 Subzellulare Lokalisation von Omi/HtrA2

Zur Untersuchung der zelluldren Lokalisation wurden HEK293 und SH-SYS5Y
Zellen mit pCMV-Tag4A-Wt-, pCMV-Tag4A-S141- und pCMV-Tag4A-S399-
Omi/HtrA2 transfiziert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen fixiert und mittels
Immunfluoreszenzfarbung visualisiert.

Die jeweiligen Omi/HtrA2-Konstrukte wurden iiber den FLAG-Tag des pCMV-
Tag4A-Vektors mit einem primédren Antikorper detektiert, der durch einen Cy2-
markierten Sekundérantikorper visualisiert wurde. Als mitochondrialer Marker
diente Mitotracker® Red CMXRosamine. Weiterhin wurde eine Kernfirbung mit
Hoechst 33258 durchgefiihrt, welche in Abbildung 3.8.1 jedoch nur in der
Uberlagerung gezeigt wird.

Sollte durch eine der Basensubstitutionen eine verdnderte subzelluldre
Lokalisation des Omi/HtrA2-Proteins hervorgerufen werden, so miisste diese in
einer transfizierten Zelle zu beobachten sein.

Eine unterschiedliche Lokalisation der S141- und S399-Omi/HtrA2-Proteine
konnte jedoch ausgeschlossen werden. Alle drei transfizierten Vektorkonstrukte
zeigten eine deutliche Kolokalisation von Omi/HtrA2 mit den durch Mitotracker®
visualisierten Mitochondrien. Eine Lokalisation von Omi/HtrA2 in weiteren Zell-
kompartimenten wurde mittels der Immunfluoreszenz nicht nachgewiesen. Die
leichte Farbung des Kerns mit dem Cy2-Sekundérantikorper ist als unspezifisch

zu werten, weil diese in der Negativkontrolle ebenfalls beobachtet wurde.
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Abbildung 3.8.1: Transiente Uberexpression mit pPCMV-Tag4A Omi/HtrA2 (Wt, S141 und S399)
in HEK293-Zellen. Als mitochondrialer Marker diente Mitotracker® Red CMXRos. Nach der
Fixierung wurden die Zellen mit einem a-FLAG-Antikérper und Cy2-markiertem Sekundar-
antikorper visualisiert. Als Kernfiarbung diente Hoechst 33258. Man erkennt eine deutliche
Lokalisation von Omi/HtrA2 (Wt, S141 und S399) in den Mitochondrien, weitere Lokalisationen

konnten nicht beobachtet werden.
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3.8.2 Morphologie stabil Omi/HtrA2 tiiberexprimierender Zellen

Zur weiteren Charakterisierung wurden in den mikroskopischen Untersuchungen
auch stabil iiberexprimierende HEK293 und SH-SYS5Y Zelllinien betrachtet,
welche den pCMV-Tag4A-Vektor mit den drei Omi/HtrA2 (Wt, S141 und S399)
Konstrukten unter Selektionsdruck exprimierten.

Da man durch die Verwendung der stabil {iberexprimierenden Zelllinien nicht
mehr darauf angewiesen war, untransfizierte von transfizierten Zellen im
Mikroskop zu unterscheiden, konnte ein o-Omi/HtrA2-Antikorper verwendet
werden. Dieser Antikorper markiert das tiberexprimierte FLAG-Omi/HtrA2 sowie
endogenes Omi/HtrA2.

Bei den weiteren mikroskopischen Untersuchungen fiel auf, dass die dauerhafte
Expression von S141-und S399-Omi/HtrA2 zu auffilligen morphologischen
Verianderungen der Mitochondrien fiihrt (Abbildung 3.8.2, unten).

Die verdnderten Mitochondrien wurden bei der S399 exprimierenden Zelllinie zu
etwa 40 Prozent beobachtet, gefolgt von der S141 exprimierenden Zelllinie mit
etwa 10 Prozent. Bei der Zelllinie mit Uberexpression des Wt-Omi/HtrA2-Pro-
teins konnten nur vereinzelt (< 1%) leichtgradig veranderte Mitochondrien fest-
gestellt werden.

Die Morphologie der Mitochondrien der S399-Omi/HtrA2 {iberexprimierenden
Zellen zeigte oft stark vergroBerte und aufgebldht erscheinende mitochondriale
Strukturen (Abbildung 3.8.2, Pfeil), die auch bei der Mitotracker® Red CMXRos-
Féarbung angefirbt waren. Diese abnorme Morphologie wird als mitochondriale
Schwellung bezeichnet. Diese Beobachtung wurde bei stabil exprimierenden

HEK293 sowie dopaminergen SH-SYSY Zellen gemacht.

Abbildung 3.8.2: Morphologie stabil {iberexprimierender HEK293 Zellen. Als mitochondrialer
Marker diente Mitotracker® Red CMXRos. Nach der Fixierung wurden die Zellen mit einem
o-Omi/HtrA2-Ak und FITC-markiertem Sekundéarantikorper visualisiert. Als Kernfarbung diente
Hoechst 33342. Man erkennt bei Omi/HtrA2 Wt und S141 {iberexprimierenden Zellen keine
auffilligen Strukturen. Bei S399-Omi/HtrA2 iiberexprimierenden Zellen sind deutlich vergroBerte

mitochondriale Strukturen zu beobachten (Pfeil), die sich {iber die ganze Zelle verteilen.

Abbildung auf der ndchsten Seite —
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3.8.3 Ultrastrukturelle Untersuchungen (EM)

Wegen der morphologischen Auffilligkeiten der Mitochondrien in S141 und vor
allem S399 {iberexprimierenden HEK293 und SH-SY5Y Zellen sollten die stabil
tiberexprimierenden HEK293 Zellen genauer auf ihre morphologischen Struk-
turen untersucht werden.

Hierzu wurden Wt-, S141- und S399-Omi/HtrA2 HEK293 Zellen mittels Glutar-
aldehyd (2,5%) fixiert. Diese Zellen wurden im Institut flir Pathologie in der
Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Wolburg fiir die Elektronenmikroskopie préipariert
und ultrastrukturell im Transmissions-Elektronenmikroskop (TEM) untersucht.
Hierbei wurden die Ergebnisse der morphologischen Untersuchungen im Epi-
fluoreszenzmikroskop bestétigt. Verglichen mit Wt-Omi/HtrA2 exprimierenden
Zellen zeigten S141 und speziell S399 exprimierende Zellen eine stark erhohte
Anzahl an charakteristischen Verdnderungen der mitochondrialen Morphologie.
Abbildung 3.8.3 zeigt beispielhaft die beobachteten Verdnderungen der S399-
Omi/HtrA2 verglichen mit den Wt iiberexprimierenden HEK293 Zellen.

Man sieht bei S399 stabil iliberexprimierenden Zellen verdnderte Mitochondrien
(Bild B & C), bei denen sich die Cristae disorganisieren. In Abbildung 3.8.3 D
scheint ein membranumschlossener Vesikel mitochondriale Bestandteile zu
beinhalten (Pfeil). Die membranumschlossenen Vesikel erinnern dabei an
lysosomale Vesikel, in denen zelluldre Organellen abgebaut werden (UA: Larsen,

2002; Stefanis, 2001).
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Abbildung 3.8.3: Ultrastrukturelle Untersuchung der Wt- und S399-Omi/HtrA2 stabil iiberexpri-
mierenden HEK293 Zellen. Verglichen mit Wt-Omi/HtrA2 (A) zeigen Zellen, welche das mutierte

S399-Omi/HtrA2 exprimieren (B-D), oft vergroferte und verdnderte Mitochondrien (M*) mit
disorganisierten Cristae (Pfeile, C). Bei einigen Zellen werden zuriickgebildete Mitochondrien mit
verdichteten, lamelldren Strukturen beobachtet, die membranumschlossenen Vesikeln gleichen

(Pfeil, D).
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3.8.4 Kolokalisation von Lysosomen und Mitochondrien

Wegen der ultrastrukturellen Untersuchungen am TEM und der Beobachtung,
dass mitochondriale Uberreste in Strukturen lokalisiert waren, die auf lysosomale
Bestandteile schlieBen lassen, wurden fixierte und lebende Zellen, welche die
Omi/HtrA2-Konstrukte stabil exprimierten, auf eine Kolokalisation zwischen
Mitochondrien und Lysosomen hin untersucht.

Zur Untersuchung von fixierten Zellen wurden stabil tiberexprimierende HEK293
Zellen auf Poly-L-Lysin beschichteten Coverslips ausgesit und fiir 24 Stunden
unter normalen Kulturbedingungen adhédrent anwachsen gelassen. Nach einer
Inkubationszeit von 30 Minuten mit 100 pM Mitotracker® Red CMXRos wurden
die Zellen fixiert und eine Immunfirbung mit o-LAMP-1-Antikérper durch-
gefiihrt, welcher Lysosomen spezifisch detektiert.

Zur Untersuchung vitaler Zellen wurden stabil liberexprimierende Omi/HtrA2
Zellen in Objekttrigern mit Kulturkammern ausgesit. Die Zellen wurden fiir 24
Stunden adhirent anwachsen gelassen und 30 Minuten vor Beginn der
Untersuchung gefirbt. Als lysosomaler Marker diente dabei Lysotracker® Red,
Mitochondrien wurden mit Mitotracker® Green FM visualisiert. Nach der
Inkubation wurden die Zellen mit frischem Medium versetzt und sofort

mikroskopisch untersucht.

Abbildung 3.8.4: Laserscanning-Mikroskopie der fixierten stabil {iberexprimierenden
Omi/HtrA2-HEK293 Zellen (Wt, S141 und S399). Als mitochondrialer Marker diente Mito-
tracker® Red CMXRos, Lysosomen wurden mittels Immunférbung durch einen a-LAMP-1-Anti-
korper visualisiert. Man erkennt in allen Omi/HtrA2 {iiberexprimierenden Zellen eine Ko-
lokalisation zwischen lysosomal und mitochondrial markierten Strukturen (gelbe Pfeile -
Bild C, F, I). Es kommt jedoch nur bei S141- und S399-Omi/HtrA2 zur vermehrten Kolokalisation
und einer Akkumulation der gelb iiberlagerten Strukturen (Bild F, I - dicke Pfeile), die auf eine
erhohte lysosomale Aktivitit schlieBen lassen. Bei S399-Omi/HtrA2 scheint eine lysosomal
gefirbte Struktur noch schwach Mitotracker® Red gefiirbt zu sein, welche auch in der Morphologie

eher einer mitochondrialen als einer lysosomalen Struktur dhnelt (weile Pfeile - Bild G-I).

Abbildung auf der ndchsten Seite —
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Das Ziel war festzustellen, ob bei Omi/HtrA2 {iberexprimierenden Zellen Mito-
chondrien durch Lysosomen abgebaut werden, was fiir eine Beteiligung von
Autophagie sprechen wiirde. Mittels Laserscanning-Mikroskopie wurden Koloka-
lisationen zwischen Lysosomen und Mitochondrien fiir alle drei Omi/HtrA2 stabil
exprimierenden HEK293 Zellen nachgewiesen (Abbildung 3.8.4; Bild F, I — gelbe
Pfeile).

Zusatzlich zur Kolokalisation wurden Phidnomene beobachtet, die ebenfalls auf
einen Abbau mitochondrialer Strukturen schlielen lassen. So konnten lysosomal
gefdrbte Strukturen beobachtet werden, welche nur noch schwach mitochondrial
angefarbt sind, jedoch gerade in der lysosomalen Farbung deutliche morpho-
logische Merkmale der Mitochondrien aufweisen (Abbildung 3.8.4; Bild G-I —
weille Pfeile).

Die Bestitigung dieser Beobachtungen wurde in lebenden HEK293 und
SH-SYSY Zellen durchgefiihrt (Abbildung 3.8.5; Pfeile). Fiir beide Zelltypen
konnten fiir S141- und S399-Omi/HtrA2 vermehrte Kolokalisationen von Mito-
chondrien und lysosomalen Strukturen gezeigt werden.

Die Firbungen mit Lysotracker® Red zeigen im Gegensatz zu den Strukturen, die
mit a-LAMP-1-Antikdrpern markiert sind, eine stirkere Anfarbung. Dies liegt
daran, dass Lysotracker® Red ein Farbstoff ist, welcher jegliche sauren Organellen

bzw. Vakuolen anfarbt.

Abbildung 3.8.5: Laserscanning-Mikroskopie von nicht-fixierten stabil {iberexprimierenden
Omi/HtrA2 HEK293 Zellen. Als mitochondrialer Marker diente Mitotracker® Green FM,
lysosomale Kompartimente wurden iiber Lysotracker® Red visualisiert. Man erkennt fiir S141-
und S399-Omi/HtrA2 eine stark erhohte Kolokalisation von Lysosomen und Mitochondrien (Bild
D-I — Pfeile). In beiden Féllen scheinen die Zellen generell iiber eine hohere Anzahl an Lysosomen

zu verfiigen.

Abbildung auf der ndchsten Seite —
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3.8.5 Immunhistochemie in Hirnschnitten von PK-Patienten

Immunhistochemische Untersuchungen in Gehirnschnitten von Parkinson-
Patienten, bei denen die Krankheit pathologisch bestétigt war, wurden in

Kooperation mit Frau Dr. Daniela Berg aus der Abteilung fiir medizinische

Genetik des Universititsklinikum Tiibingen durchgefiihrt.

Abbildung 3.8.6: Immunhistochemische Untersuchung eines Hirnschnittes von einem Patienten
mit idiopathischem Parkinson-Syndrom. Hierbei konnte Omi/HtrA2 als Bestandteil von Lewy-
Korpern identifiziert werden. Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden in Formalin-
fixierten, Paraffin-eingebetteten 8 pum dicken Gehirnschnitten mittels Avidin-Biotin-Immun-
peroxidase-Technik durchgefiihrt. Als primérer Antikorper diente ein polyklonaler Omi/HtrA2-
Ak, eine Gegenfirbung der Schnitte erfolgte durch Hamatoxilin. Man erkennt Omi/HtrA2
vorwiegend um den Hof (Halo) lokalisiert.

Durch die Benutzung eines polyklonalen Omi/HtrA2-Antikdrpers konnten in
Hirnstammsektionen und kortikalen Schnitten Omi/HtrA2 positive Ablagerungen,
sogenannte Lewy-Korper, nachgewiesen werden. Dabei waren etwa 30-35% der
untersuchten Lewy-Korper positiv  fiir Omi/HtrA2. Die hauptsédchliche,
spezifische Lokalisation zeigte sich dabei im Hof des LK (Abbildung 3.8.6; Pfeil).
Spezifische Nachweise von LK-Bestandteilen im Hof finden sich auch in der
Literatur fir Ubiquitin und o-Synuklein (Spillantini et al., 1998), wobei

o-Synuklein auch im Kern der LK vorkommt. In Kontrollen, in diesem Fall

Héamatoxilin-gefarbten Hirnschnitten von Patienten ohne Verwendung des
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Omi/HtrA2-Antikorpers, konnte keine LK-Firbung nachgewiesen werden
(Abbildung 3.8.7).

3

Abbildung 3.8.7: Kontrollfarbungen in Hirnschnitten von Patienten mit PK nach Farbung mit

Hamatoxilin. Es ist keine unspezifische LK-Farbung durch den Sekundérantikorper zu erkennen.

Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass das wihrend der Apoptose mit
Omi/HtrA2 interagierende, anti-apoptotische Protein XIAP ebenfalls in ca. 20%

der Lewy-Korper von Parkinson-Patienten nachweisbar ist.

Abbildung 3.8.8: Immunhisto-

chemische Untersuchung eines
" Hirnschnittes von einem Patienten
mit PK. XIAP konnte durch einen
spezifischen Antikorper als
Bestandteil von Lewy-Kdrpern
nachgewiesen werden. Die Dicke
der Paraffin-eingebetteten Schnitte

betrug 3-4 pM.

Die in Abbildung 3.8.8 durchgefiihrte Farbung wurde durch einen a-XIAP
Antikorper detektiert, die Schnittdicke betrug 3-4 uM, gegengefarbt wurde mit

Hamatoxilin.
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3.8.6 Zusammenfassung

Es wurde gezeigt, dass alle drei Formen des Omi/HtrA2-Proteins in den
Mitochondrien lokalisiert sind und es somit zu keiner subzelluliren Fehl-
lokalisation einer mutierten Form des Proteins kommt.

Durch die Untersuchung von stabil iiberexprimierenden Zellen zeigte sich, dass
eine dauerhafte Uberexpression von S399-Protein zu morphologisch verinderten
Mitochondrien fiihrt und diese in geringem Mafle auch bei S141-Omi/HtrA2
vorkommen. In ultrastrukturellen Untersuchungen stellte sich heraus, dass S399
iiberexprimierende Zellen auffillige, morphologisch verinderte Mitochondrien
besitzen, welche disorganisierte Cristae aufweisen und membranumschlossene
Vesikel besitzen, die mitochondriale Strukturen beinhalten. Da Mitochondrien
durch Autophagie abgebaut werden, wurde untersucht, ob Hinweise auf solche
Prozesse vorliegen.

Dies konnte durch Kolokalisationsstudien zwischen lysosomalen Bestandteilen
und Mitochondrien im Laserscanning-Mikroskop nachgewiesen werden, welche
bei S399-Omi/HtrA2 in vermehrtem Maf3e kolokalisieren.

Mittels immunhistochemischer Untersuchungen in Gehirnschnitten von
Parkinson-Patienten, konnte Omi/HtrA2 in Lewy-Kd&rpern nachgewiesen werden.
Auch das anti-apoptotische Protein XIAP, welches beim Zelltod mit Omi/HtrA2

interagiert, konnte in Lewy-Korpern detektiert werden.
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3.9 Viability und Apoptose Assays

Da die PK durch den Verlust bzw. Zelltod von dopaminergen Neuronen in der
SNpc verursacht wird, stellt sich die Frage, ob die mutierten Omi/HtrA2-Proteine
in Zellkultur eine erhohte Suszeptibilitdt auf zelluldren Stress zeigen und damit
anfélliger fiir Mechanismen des Zelltods machen.

Um die Auswirkungen der verdnderten Omi/HtrA2 S141- und S399-Proteine auf
die Zellvitalitit und einen moglichen negativen Effekt bei zelluldirem Stress zu
untersuchen, wurden zwei unterschiedliche Tests zur Messung des Zelltodes unter

Stressbedingungen durchgefiihrt.

3.9.1 LDH-Assays

Mittels des Lactat-Dehydrogenase-Release-Assay wurde untersucht, ob Unter-
schiede zwischen Wt-, S141- und S399-Omi/HtrA2 beziiglich der Zytotoxizitit
nach Behandlung von stabil iiberexprimierenden HEK293 Zellen mit Stauro-
sporine und MG132 auftreten. Als Stress-induzierende Substanzen wurden der
Proteasomen-Inhibitor MG132 und der Kinase-Inhibitor Staurosporine verwendet,

welcher PKC Isotope und Topoisomerase II inhibiert.
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Abbildung 3.9.1: LDH-4ssay nach Behandlung mit 0.5 uM Staurosporine fiir 6 Stunden. Zur
Kontrolle wurden die stabil exprimierenden HEK293 Zellen mit der Tragersubstanz (DMSO)
inkubiert. Die stark erhdhte LDH-Freigabe der S399-Mutation ist, bezogen auf Wt-Omi/HtrA2,
signifikant (Student T Test: p=0,0091).
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Hierzu wurden stabil exprimierende HEK293-Zellen mit Staurosporine bzw.
MG132 behandelt. Nach den angegebenen Zeitpunkten wurde die LDH-Freigabe
der toten Zellen im Kulturiiberstand als Triplikat gemessen.

Bei der Intoxikation der stabil exprimierenden Zellen mit 0,5 uM Staurosporine
fiir 6 Stunden konnte eine deutliche Zunahme der freigesetzten LDH-Menge bei
HEK?293 Zellen mit dem S399-Omi/HtrA2-Protein gemessen werden (Abbildung
3.9.1). Die freigesetzte Menge an LDH betrug bei Wt-Omi/HtrA2 22,3%, bei
S141-Omi/HtrA2 18,2% und bei S399-Omi/HtrA2 55,9%. Die Zunahme an
freigesetztem LDH von S399- im Vergleich zu Wt-Omi/HtrA2 war damit im
Student-T-Test signifikant unterschiedlich, womit die Sensibilitit bei zellulirem
Stress durch Staurosporine belegt wird.

Bei Behandlung der Zellen mit dem Proteasomen-Inhibitor MG132 konnte nach
einer Inkubationsdauer von 24 h gezeigt werden, dass S141-Omi/HtrA2 eine
gesteigerte Empfindlichkeit gegeniiber MG132, bezogen auf Wt-Omi/HtrA2,

besitzt. Die Zunahme an freigesetztem LDH war jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 3.9.2: LDH-A4ssay nach Behandlung mit 3 uM MG132 fiir 24 Stunden. Zur Kontrolle
wurden die stabil exprimierenden HEK293 Zellen mit der Trigersubstanz (DMSO) inkubiert. Die
erhohte LDH-Freigabe der S141-Mutation ist, bezogen auf Wt-Omi/HtrA2, in drei unabhéngigen
Versuchen nicht signifikant (Student T Test: p=0,12).
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3.9.2 Messung des mitochondrialen Membranpotentials

Da Omi/HtrA2 in den Mitochondrien lokalisiert ist und eine erhdhte Zytotoxizitat
sich daher zuerst auf die mitochondrialen Funktionen auswirken konnte, sollte die
Integritdt der Mitochondrien unter Stressbedingungen untersucht werden. Da
keine Verdnderung von mutiertem Protein beziiglich der Interaktion mit XIAP
nachgewiesen werden konnte (vgl. 3.4) und sich die subzelluldre Lokalisation bei
den mutierten Formen nicht vom Wt unterscheidet (vgl.3.8), besteht die
Moglichkeit, dass eine erhohte Suszeptibilitit auf zelluldren Stress in der
Mitochondrienfunktion von Omi/HtrA2 vorliegt.

Weiterhin weisen die morphologischen Verdnderungen der Mitochondrien bei der
S399-Mutation auf eine relevante Rolle von Omi/HtrA2 in den Mitochondrien
hin, weshalb eine Untersuchung der Homdostase der Mitochondrienmembran eine

tragende Rolle beziiglich der Zellvitalitdt darlegen konnte.
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Abbildung 3.9.3: Messung des mitochondrialen Membranpotentials mittels des Markers JC-1.
Dargestellt ist der Verlust des mitochondrialen Membranpotentials (,'¥'m) in Prozent bezogen auf
die Gesamtpopulation der untersuchten Zellen. Stabil Omi/HtrA2 iiberexprimierende SH-SY5Y-
Zellen wurden fiir 4 Stunden mit Staurosporine behandelt, im Anschluss folgte die Inkubation mit
JC-1 und die Messung im Durchflusszytometer. Als Negativkontrolle diente die Trégersubstanz

DMSO.

Als Stress-induzierende Substanzen wurden Staurosporine und Rotenone

verwendet. Die Messung des mitochondrialen Membranpotentials wurde mit JC-1

und dem Mitotracker-Assay gemessen (vgl. 2.2.27.2). Da der Verlust des
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mitochondrialen Membranpotentials bei Zelltod eines der ersten messbaren Er-
eignisse ist, wurde die Inkubationszeit mit Staurosporine bei einer Konzentration
von 0,5 uM von 6 auf 4 Stunden verkiirzt, um die Messung in der Anfangsphase
des Potentialverlustes zu zeigen.

Dabei wurde durch JC-1 nachgewiesen, dass alle Omi/HtrA2 {iberexprimierenden
Zellen unter zellulirem Stress einen Verlust des Membranpotentials aufweisen
(Abbildung 3.9.3). Dieser Effekt war bei Zellen, welche das S141- und S399-

mutierte Protein iiberexprimieren, im Vergleich zum Wt-Protein erhoht.

Abnahme des MMP nach 24 h Staurosporine Inkubation
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Abbildung 3.9.4: Messung des positiven Membranpotentials mittels des Mitotracker-Assays.
Dargestellt ist das positive Membranpotential in Prozent bezogen auf die unbehandelte Kontrolle.
Es wurde eine Inkubation von 24 h mit unterschiedlichen Konzentrationen an Staurosporine durch-
gefiihrt. Zellen mit S399-Omi/HtrA2 zeigen deutlich frither einen Verlust an positivem MMP als
solche mit S141- und Wt-Protein. Bei einer Konzentration von 50 nM Staurosporine ist der

Verlust an MMP bei der S399 iiberexprimierenden Zelllinie am starksten.

Um diese Resultate zu bestdtigen, wurden Inkubationen mit Staurosporine tiber
24 Stunden mit einer Konzentrationsreihe von 10, 25 und 50 nM durchgefiihrt.
Die hierbei durch den Mitotracker-Assay gewonnenen Daten mit stabil iiber-
exprimierenden SH-SYSY Zellen zeigten einen von der Staurosporine-Dosis
abhingigen Effekt auf das mitochondriale Membranpotential. Dieser Effekt zog
fir die mutierten Formen des Omi/HtrA2-Proteins einen deutlich stdrkeren
Verlust des positiven Membranpotentials nach sich. Abbildung 3.9.4 zeigt ab

einer Konzentration von 25 nM fiir Zellen welche das S399-Protein iiberexpri-
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mieren, einen deutlichen Riickgang des Membranpotentials. Bei einer Konzen-
tration von 50 nM Staurosporine weisen alle liberexprimierenden Zellen einen
deutlichen Riickgang des MMP auf. Dabei zeigt sich die gleiche Tendenz wie bei
der 4 Stunden Inkubation mit 500 nM Staurosporine; am geringsten ist der
Riickgang bei Wt-Omi/HtrA2, gefolgt von S141- und am hochsten bei S399-
Omi/HtrA2.

Bei Intoxikation mit steigenden Konzentrationen des Komplex I-Inhibitors
Rotenone zeigen Zellen, welche das S141-Protein exprimieren, ab einer Kon-
zentration von 200 nM Rotenone einen deutlich héheren Verlust des positiven
MMP als die Wt- und S399-Form von Omi/HtrA2. S399-Omi/HtrA2 zeigt einen
starkeren Effekt auf die Komplex I-Inhibition verglichen mit dem Wt, welcher

den geringsten Effekt auf die Behandlung widerspiegelt.
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Abbildung 3.9.5: Messung des positiven Membranpotentials mittels des Mitotracker-Assays.
Dargestellt ist das positive Membranpotential in Prozent bezogen auf die unbehandelte Kontrolle.
Es wurde eine Inkubation von 24 h mit unterschiedlichen Konzentrationen an Rotenone
durchgefiihrt. S141-Omi/HtrA2 iiberexprimierende Zellen zeigen einen deutlich hoheren
Riickgang an positivem Membranpotential im Vergleich zu Wt-und S399-Omi/HtrA2 bei

steigenden Konzentrationen an Rotenone.
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3.9.3 Zusammenfassung

Durch Uberlebens- und Zelltod-Tests konnte gezeigt werden, dass die mutierten
Formen von Omi/HtrA2 eine erhohte Suszeptibilitit gegeniiber zelluldrem Stress
zeigen. Durch die Messung des mitochondrialen Membranpotentials stellte sich
heraus, dass die Intoxikation der Zellen mit Staurosporine zu einer Verminderung
des Membranpotentials bei beiden mutierten Omi/HtrA2-Formen fiihrt. Dieser
Riickgang des mitochondrialen Membranpotentials weist auf eine Dysfunktion der
Mitochondrien hin, die durch die S141- und S399-Form von Omi/HtrA2 ausgeldst
wird.

Im Falle der S141-Mutation fiihrt die mitochondriale Dysfunktion jedoch nicht
zum Zelltod, da es durch die Intoxikation der Zellen mit Staurosporine zu einer
Verminderung des mitochondrialen Membranpotentials kommt, jedoch eine
gesteigerte Zytotoxizitdt mit dem LDH-Assay nicht gemessen werden kann. Bei
der S399-Form von Omi/HtrA2 ist die mitochondriale Dysfunktion bei Stauro-
sporinebehandlung so ausgeprigt, dass die Zellen irreversibel geschidigt werden
und absterben.

Bei Stressbedingungen durch proteasomale Hemmung und Komplex I-Inhibition
zeigte die S141-Form von Omi/HtrA2 eine gesteigerte Empfindlichkeit verglichen
mit Wt-Omi/HtrA2.

Beide mutierte Formen des Omi/HtrA2-Proteins weisen eine erhohte Sensitivitat
auf zelluldre Stressbedingungen verglichen mit der Wt-Form des Proteins auf.

Damit ist ein toxischer Effekt der Mutationen bei Stress nachgewiesen.
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3.10 Charakterisierung der E64D-Mutation im DJ-1-Protein

Im Rahmen einer Kooperation mit Dr. Robert Hering in der Medizinischen
Genetik in Tiibingen wurden Untersuchungen zu einer neuen Mutation im DJ-1-
Gen durchgefiihrt. Durch die Mutationsanalyse mittels der dHPLC wurden vier
Basensubstitutionen bei 104 Parkinson-Patienten mit friilhem Krankheitsbeginn
gefunden. Zwei der Sequenzvariationen konnten mittels Sequenzierung im Intron
nachgewiesen werden, eine der Substitutionen T558C stellt einen stillen
Austausch in Codon 186 dar, die andere Basensubstitution G192C fiihrt zu einer
Verdnderung in der Aminosduresequenz von Glutamat zu Aspartat (E64D).

Die G192C-Variation konnte einzig bei einem tiirkischen Patienten als homo-
zygoter Austausch nachgewiesen werden und nicht in anderen Patienten detektiert
werden. In einer tiirkischen Kontrollpopulation von 99 Individuen wurde die
Variation nicht gefunden und damit als Polymorphismus der tiirkischen
Population ausgeschlossen (Hering, 2004).

Aufgrund der bekannten Auswirkungen der L166P-Mutation im DJ-1-Protein
(Bonifati, 2003), wie einer Verdanderung der zelluldren Lokalisation von DJ-1 mit
Anreicherung im Zellkern und den Mitochondrien sowie der verminderten
Stabilitdt von P166-DJ-1, sollte untersucht werden, ob sich die D64-Form des

Proteins dhnlich verhalten konnte.

3.10.1 Mikroskopische Untersuchungen von DJ-1

Um mogliche Verdnderungen der subzelluldren Lokalisation von DJ-1 zu
untersuchen, wurde die Untersuchung fixierter Zellen mittels des Laserscanning-
Mikroskops gewdhlt. Hierzu wurden HEK293 Zellen mit den drei Formen
(Wt-, P166- und D64-DJ-1-pcDNA3.1"/V5-His TOPO TA) von DJ-1 mit
FuGENE 6 transfiziert und mit Mitotracker® CMXRos, TO-PRO®-3 iodide und
einem FITC-Sekunddrantikdrper nach Fixierung visualisiert. Zur Detektion von
DJ-1 diente ein a-V5-Primérantikorper.

Wt-DJ-1 konnte in einer gleichmaBigen Verteilung zytoplasmatisch nachgewiesen
werden. D64-DJ-1 wurde ebenfalls im Zytoplasma beobachtet, es zeigte sich
jedoch, dass die D64-Form von DJ-1 bei etwa 5% der untersuchten Zellen,
verstirkt im Zellkern nachzuweisen ist (Abbildung 3.10.1; H). Wie zuvor

beschrieben, wurde P166-DJ-1 nicht mehr im Zytoplasma nachgewiesen. In
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unseren Untersuchungen lokalisierte P166-DJ-1 vornehmlich im Zellkern, die
beschriebene Lokalisation in den Mitochondrien konnte nicht bestétigt werden

(Bonifati, 2003).
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Abbildung 3.10.1: Laserscanning-Mikroskopie transient iiberexprimierender HEK293 Zellen der
drei untersuchten Formen von DJ-1. Wt-DJ-1 zeigt eine homogene zytoplasmatische Verteilung
ohne ein gehduftes Auftreten im Zellkern oder in den Mitochondrien. Die neu identifizierte D64-
Form von DJ-1 zeigt ebenfalls eine zytoplasmatische Verteilung mit einer starkeren Lokalisation
im Zellkern (H; Pfeil), wogegen die P166-Form des Proteins nur noch im Zellkern nachzuweisen

ist und die urspriingliche zytoplasmatische Lokalisation nicht mehr detektierbar ist (I, Pfeile).
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3.10.2 Untersuchungen der Proteinstabilitat von DJ-1

Da fiir P166-DJ-1 gezeigt wurde, dass die Stabilitét des Proteins verdndert ist und
es zu einem verstarkten Abbau dieser Variante kommt (Miller, 2003), sollte durch
Uberexpression von D64-DJ-1 und anschlieBender Detektion im Westernblot
untersucht werden, ob diese Form ebenfalls instabil ist. Durch die in den
Lokalisationsstudien gewonnenen Erkenntnisse, dass die D64-Form von DJ-1 sich
dhnlich verhilt wie P166-DJ-1, wire eine verminderte Stabilitit des D64-Proteins
denkbar. Hierzu wurde V5-His-markiertes Wt-, D64- und P166-DJ-1 in HEK293
Zellen transient iiberexprimiert und im Westernblot durch einen V5-Antikorper
nachgewiesen. Als Ladekontrolle fiir die eingesetzte Gesamtproteinmenge diente
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Abbildung 3.10.2: Detektion von Wt-, P166- und D64-DJ-1 nach Westernblot-Analyse mit einem
V5-Antikorper. Deutlich zu beobachten ist der nahezu komplette Proteinverlust an P166-DJ-1
durch Degradation, wogegen Wt-DJ-1 ecine klare Proteinbande zeigt. D64-DJ-1 zeigt einen

leichten Riickgang des zelluldren Proteinlevels.

Die vermehrte Instabilitit der P166-Form von DJ-1 konnte hierbei bestétigt
werden, es ist im Westernblot kaum noch nachweisbar (Abbildung 3.10.2). Es
zeigte sich auch, dass D64-DJ-1 weniger stabil ist als die Wt-Form des Proteins,
da die Proteinbande deutlich schwicher ist als die des Wt-Proteins, obwohl die
eingesetzten Proteinmengen vergleichbar sind. Als Negativkontrolle wurde
HEK?293 Lysat untransfizierter Zellen verwendet, als Positivkontrolle diente ein
bekanntes Wt-DJ-1 Lysat. Eine verminderte Expression des Konstruktes wurde

ausgeschlossen (Gorner, 2004).

138



Diskussion

4 Diskussion

4.1 Mutationsscreening im Omi/HtrA2-Gen

Durch die Zuordnung von Genen bei familidren Féllen der PK und die
Identifizierung von Mutationen in diesen Genen, Genen der PARK Loci, konnte
eine bedeutende Rolle des Ubiquitin-Proteasomen-Systems bei der Pathogenese
der PK erkannt werden. Hierbei spielen Storungen des UPS durch fehlgefaltete
Proteine, Proteinaggregation und dem damit verbundenen proteolytischen Stress
auf die Zelle, eine zentrale Rolle beim Untergang dopaminerger Neurone in der
SNpc. Somit konnten von den genetisch bedingten Formen der PK die Proteine
a-Synuklein, Parkin, UCH-L1 und DJ-1 in einem direkten Zusammenhang mit
Dysfunktionen des UPS oder proteolytischen Stress durch die Akkumulation von
fibrilldren Strukturen identifiziert werden (Moore, 2005; Polymeropolous, 1997;
Kriiger, 1998; Singleton, 2004; Kitada, 1998; Imai, 2000; Leroy, 1998; Bonifati,
2003). Die Zuordnung weiterer Gene zu den PARK Loci (Valente, 2004;
Zimprich, 2004), deren Funktion und pathogenetische Bedeutung fiir die PK noch
nicht gekldrt sind, deutet auf weitere physiologisch relevante Wege in der
Ausprigung der PK hin. So zeigt zum einen die mitochondriale Lokalisation von
PINK1 (Valente, 2004), wie auch die Lokalisationsinderung von DJ-1 bei
oxidativem Stress ins Mitochondrium (Moore, 2005), eine mogliche Beteiligung
der Mitochondrien bei der PK. Weiterhin wird eine Beteiligung der
Mitochondrien bei sporadischen Féllen unter anderem durch Toxine, welche die
Komplexe I-1II der Atmungskette blockieren, unterstiitzt (Beal, 2000; Schapira,
1999; Dauer, 2003).

Die Serin-Protease Omi/HtrA?2 ist ein proapoptotisches Protein, welches innerhalb
eines 4 cM Intervalls vom urspriinglichen PARK3 Lokus kartiert (Gasser, 1998;
West, 2001) und in den Mitochondrien lokalisiert ist (Hedge, 2002). Das
bakterielle Homolog, HtrA, zeigt eine Protease- wie auch Chaperon-Funktion
(Spiess, 1999). Neuere Studien zum PARK3-Lokus legen nahe, dass es im
weiteren Bereich der PARK3 Region ein krankheitsmodulierendes Gen gibt, in
der das Omi/HtrA2-Gen in einem 18 cM groflen Intervall liegt (Abbildung 4.1.1).
Dieses Intervall wird von den genetischen Markern D2S337 und D2S2972
umschlossen, wobei die Marker D2S337 und D2S1777 die hochsten lod scores in
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den zuvor genannten Studien aufweisen (DeStefano, 2002; Karamohamed, 2003;

Pankratz, 2004).
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Abbildung 4.1.1: Krankheitsmodulierende Kartierungen um den PARK3 Lokus, die das Er-
krankungsalter beeinflussen. Die beiden Studien von Pankratz und DeStefano zeigen keine
Uberschneidung, so dass davon ausgegangen werden kann, dass moglichweise zwei Gene kartiert
wurden. Der PARK3 Lokus (*) ist oben im Bild durch einen schwarzen Balken markiert (Gasser,

1998; West, 2001).

Durch die Kartierung auf den PARK3 Lokus, die mitochondriale Lokalisation und
durch die Homologie mit bakteriellem HtrA stellte das Omi/HtrA2-Gen einen
interessanten Kandidaten fiir ein Mutationsscreening bei Parkinson-Patienten dar.
Aus einer DNA-Bank mit 518 Parkinson-Patienten DNA’s konnten zwei neue
Mutationen im Omi/HtrA2-Gen identifiziert werden. In dieser Arbeit konnte somit
zum ersten Mal eine Assoziation zwischen Mutationen im Omi/HtrA2-Gen und
einer neurodegenerativen Erkrankung beim Menschen gezeigt werden.

Bei der Mutationsanalyse der einzelnen Exons zeigten sich in drei von acht Exons
- Exon 2, Exon 4 und Exon 8 - keine Auffilligkeiten einzelner Proben in den
Elutionsprofilen bei der dHPLC. In fiinf Exons konnten in der dHPLC bei
Patienten-Proben Elutionsprofile beobachtet werden, die sich vom Grof3teil der
anderen Patienten im entsprechenden Exon unterschieden. Bei der Sequenzierung
der auffilligen Proben konnten in zwei der fiinf Exons, Exon 1 und Exon 7, bisher
unbekannte Varianten im humanen Omi/HtrA2-Gen gefunden werden.

Die Ursachen fiir die falsch positiven dHPLC-Ergebnisse der Exons 3, 5 und 6
beim Mutationsscreening sind nicht klar belegbar. Zum einen kommt es bei der
Amplifikation mit 7ag-Polymerase vermehrt zu Mutationen (vgl. Tabelle 2.1), die
in der PCR fiir die JHPLC im betreffenden Exon auftreten kénnen, bei der PCR
zur Sequenzierung jedoch im zu untersuchenden Amplifikat fehlen. Andererseits
kann durch kleine Verunreinigungen der Proben ein falscher Peak entstehen.
Weiterhin fiihren Primerdimere zu einem frilhen Anstieg der Elutionskurve.

AuBerdem zeigt auch die unterschiedliche Qualitit der Ausgangs-DNA Aus-
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wirkungen auf die Elutionspeaks. So kdnnen durch DNA-Strangbriiche, die durch
eine schlechte Lagerung der DNA auftreten konnen, vermehrt kurze Amplifikate
eines Einzelstrangs entstehen, die sich als falsch-positiver Heteroduplex in der
Elutionskurve der dHPLC zeigen. Damit weist die dHPLC eine sehr hohe
Sensitivitdt auf, die einer geringeren Spezifitdt gegeniibersteht. Im Falle eines
Mutationsscreenings auf bisher unbekannte Mutationen ist diese Methode
aufgrund der hohen Sensitivitit gut geeignet, neue Mutationen in einem Gen
aufzuspiiren.

Die teilweise schlechte Qualitit der DNAs wurde speziell bei der PCR des
Exons 1 ersichtlich, da in diesem Exon viele der Proben keine positiven
Amplifikate zeigten, was auch die abweichende Zahl an untersuchten Patienten —

wie auch Kontrollen — von Exon 1 und Exon 7 erklart.

Potential stress kinase
IAP binding domain Ehosehorylation site

SH3 domain
AVPSPPPASPRS

S276 S306 HKVILGSPAH

[ —

MT ™ Protease domain PDZ domain

Abbildung 4.1.2: Proteinschema von Omi/HtrA2. Die Aminoséure des Wt-Proteins ist an den
beiden Positionen unterstrichen, bei denen in dieser Arbeit Mutationen gefunden wurden. Die
A141S-Mutation liegt nahe der IAP-Bindedoméne in einer SH3-Doméne und die G399S-Mutation
in der PDZ-Domine. Die fiir den Phénotyp der mnd2-Maus relevante Mutation S276C liegt in der
Protease-Domine. Die proteolytisch aktive Position der Proteasedoméne ist ein Serin, S306.

In Exon 1 wurde eine stille C447G Basensubstitution nachgewiesen. Zwei Basen-
substitutionen, die Auswirkungen auf die Aminosduresequenz von Omi/HtrA2
aufweisen, wurden in Exon 1 und Exon 7 detektiert. Die G421T Basensubstitution
in Exon 1 liegt dabei sehr nahe an der IAP-Bindedoméne und resultiert in einem
Aminosédureaustausch A1418S. Der in Exon 7 lokalisierte G1195A Basenaustausch
liegt in der PDZ-Domine des Proteins und fiihrt zu einem Aminosdureaustausch
G399S (Abbildung 4.1.2).

Die in Exon 1 detektierte Variante G421T ist durch das Auftreten mit einer

Frequenz von mehr als einem Prozent in der gesunden Kontrollpopulation als
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Polymorphismus definiert. Durch eine Assoziationsstudie mit 414 PK-Patienten
und 331 Kontrollen konnte das T-Allel in 27 PK-Patienten in heterozygoter Form
nachgewiesen werden (6,2 %), in der Kontrollgruppe wurden 10 heterozygote
Tréger des T-Allels gefunden (3%).

Dieses Ergebnis zeigt ein signifikant hiufigeres Vorkommen des S141-
Polymorphismus bei den PK-Patienten verglichen mit der Kontrollpopulation
(p=0,039), wodurch man die G421T-Variante als Risikoallel bezeichnen kann.
Dabei zeigt die Assoziationsstudie ein 2.15-fach hoheres Risiko fiir Tréger des
T-Allels, an der PK zu erkranken. Die Assoziationsstudie erfiillt mehrere wichtige
Kriterien, wie eine grofle Patientenzahl sowie eine ethnisch und geschlechtlich
angepasste Kontrollgruppe ohne klinische PK Symptome (vgl. Bird, 2001). Trotz-
dem ist es notwendig, den genetischen Einfluss des G421T-Risikoallels auf die
Entwicklung sporadischer PK in unabhédngigen Patientenkollektiven zu unter-

suchen, um die Bedeutung der G421T-Basensubstitution zu bestétigen.

H sapiens 134 AVPSPPPASPRSOYN 148

M musculus AVPAPPPTSPRSQYN Omi/HtrA?Z

R norvegicus AVPAPPPTSPRSQYN Omi/HtrAZ

G gallus SPPAPPPGSPRAAFN Omi/HtrAZz

D melanogaster KLPQPPVIVLQRGPH CG8464-PA

S cerevisiae @ =  —-=———-f--—-—-- ORF YNL1Z23W
Ecoll = ==———ealle—————- DegS

H sapiens 392 LTHEVILGSPAHRAG 406

M musculus LIHKVILGSPAHRAG Omi/HtrA?Z

R norvegicus LTHEVILGSPAHRAG Omi/HtrAZ

G gallus LTHEVIIGSPAHQAG Omi/HtrAZ

D melanogaster LVWEVIVGSPAHSGG CGE8464-PA

S cerevisiae YCTFRGESSPALQYG ORF YNL1Z3W
E coli VVNEVSPDGPAANAG Degs

Abbildung 4.1.3: Vergleich der Aminosdurenabfolge zwischen mehreren Spezies. An
Aminosdurenposition 141 besteht keine Homologie zwischen den verschiedenen Spezies. Die
G399S-Mutation zeigt eine hohe Homologie in der Region um AS Position 399 zwischen den

hoheren Spezies und weist nur bei der Hefe und E. coli Abweichungen auf.

In Untersuchungen des Omi/HtrA2-Gens bei Personen der PARK3 Indexfamilien
wurde das G421T Risikoallel in der PARK3 Indexfamilie B nachgewiesen. Es
konnte keine Assoziation des G421T-Polymorphismus von Omi/HtrA2 mit der
Erkrankung von betroffenen Personen dieser Familien festgestellt werden, da das
T421-Allel nicht mit der Erkrankung in der Familie kosegregiert. Das krankheits-
verursachende Allel des PARK3 Lokus liegt vermutlich nicht auf dem gleichen
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Chromosom wie das T-Allel bei den heterozygoten G421T-Trigern und ist auf
einem anderen Gen lokalisiert. Interessanterweise konnte jedoch in der cDNA
eines Patienten mit der G421T-Mutation aus Familie B nachgewiesen werden,
dass dieser nur das mutierte T421-Allel exprimiert.

Der in Exon 7 detektierte Basenaustausch G1195A, der zu einem Aminoséure-
austausch G399S fiihrt, liegt in einer evolutionir hochkonservierten Region in der
PDZ-Domiéne des Omi/HtrA2-Proteins. Die hohe Homologie des Glyzins an
Aminosdureposition 399 im Interspeziesvergleich ist ein Hinweis auf eine patho-
genetische Bedeutung der G399S-Mutation. Da eine familidre Anamnese fiir die
G399S-Mutation nicht beobachtet wurde, ist es moglich, dass es sich bei dieser
Mutation um einen Suszeptibilititsfaktor handelt, der unter bestimmten Umwelt-
bedingungen zur Auspriagung der PK fiihrt. Ein homozygotes Auftreten der S141-
und S399-Mutation konnte nicht beobachtet werden. Dies spricht fiir eine
autosomal-dominante Mutation in der Vererbung im Omi/HtrA2-Gen. Dabei
deutet die negative Familienanamnese auf eine unvollstindige Penetranz hin. Dies
entspricht der Vererbung des krankheitsverursachenden Gens auf dem PARK3

Lokus mit unvollstindiger Penetranz (Gasser, 1998).

4.2 Charakterisierung der Omi/HtrA2-Mutationen

Verianderungen in der Aminosdureabfolge konnen die Funktionen eines Proteins
modifizieren. So konnen Signalsequenzen oder aktive Doménen inaktiviert
werden oder auch die raumliche Tertidrstruktur des Proteins verdandert werden, so
dass es zu einem kompletten Funktionsverlust kommt. Wie am Beispiel der
L166P-Mutation des DJ-1-Proteins zu beobachten ist, kann eine Mutation auch zu
einer Instabilitit und verstiarkten Degradation iiber das UPS fiihren (Taira, 2004).

Eine Instabilitdt der S141- und S399-Mutationen zum Wt wurde bei transienter
und stabiler Uberexpression von Omi/HtrA2 ausgeschlossen, da die Uber-
expression von Wt-, S141- und S399-Omi/HtrA2-FLAG-Konstrukten in HEK293
Zellen keine Unterschiede in der Quantitit des Omi/HtrA2-FLAG-Proteins zeigte.
Weiterhin konnte eine verdnderte Prozessierung der precursor-Form des Proteins
ausgeschlossen werden, da nach Uberexpression wie erwartet die prozessierte
mature-Form des Proteins nachweisbar war. Ein Funktionsverlust der Omi/HtrA2-
Mutationen durch fehlerhafte Prozessierung oder durch eine verstdrkte

Degradation liegt somit nicht vor.
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Bei Méusen mit dem mnd2 Phinotyp konnte eine S276C-Mutation im Maus-
Homolog von Omi/HtrA2 gefunden werden. Die mnd2-Méduse weisen histo-
logisch einen Verlust der striatalen Neurone auf. Das Krankheitsbild dieser
neurologisch auffilligen Mutante weist eine abnorme Korperhaltung, verdnderten
Gang, Akinese und den Tod etwa 40 Tage nach der Geburt auf. Die S276C-
Mutation wirkt sich dabei durch einen Funktionsverlust der Proteasedoméne aus,
welcher wahrscheinlich durch eine verschlechterte Substrataktivierung ausgeldst

wird (Rathke-Hartlieb, 2002; Jones, 2003).

PDZ domain

Active site

Inactive mature HtrA2

N-terminal AVP

Activated
mature HtrA2

Temperature XIAP binding PDZ interaction
increase

Abbildung 4.2.1: Modell der Homotrimerisierung und der Substrataktivierung von nativem
Omi/HtrA2 (aus Martins, 2003). So kann die Proteasefunktion durch Interaktion der PDZ- und der
IAP-Domine aktiviert werden. Eine Aktivierung iiber einen Temperaturanstieg, wie bei HtrA,

konnte auch gezeigt werden (nach Martins, 2003).

Die physiologische Relevanz der Proteasefunktion von Omi/HtrA2 wurde durch
die phanotypische Charakterisierung der Omi/HtrA2 knock-out Maus unterstiitzt.
Der Verlust der Omi/HtrA2 Proteasefunktion fiihrt in diesen knock-out Mausen zu
einer neurologischen Abnormalitdt mit Parkinson-&hnlicher Symptomatik, die sich
vor allem in Bewegungsarmut und Zittern auszeichnet. Ferner zeigen viele
Organe eine Volumen- und Gewichtsabnahme ab dem 18. Tag nach der Geburt
und einen Riickgang der Korperbehaarung. Durch eine mendelnde Vererbung der
homozygoten knock-out Mutanten konnte eine embryonal-letale Wirkung des

fehlenden Omi/HtrA2-Gens bei der Maus ausgeschlossen werden (Martins, 2004).
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Fiir die N-terminal lokalisierte S141-und die in der PDZ-Domine lokalisierte
S399-Mutation des Omi/HtrA2-Gens konnte eine negative Auswirkung auf die
Proteasefunktion des Proteins gezeigt werden. Bei der Aktivierung tiber das GST-
BIR2-Substrat konnte fiir beide Mutationen eine deutliche Abnahme der Protease-
aktivitit im Vergleich zum Wt bei zunehmender Konzentration festgestellt
werden. Eine erhebliche Differenz zeigte sich bei der Aktivierung iiber die PDZ-
Domiéne, bei der die Proteasefunktion des mutierten Proteins um bis zu 50%
erniedrigt ist. Somit zeigt sich die Modulation der Proteasefunktion der mutierten
Proteine nicht auf eine Doméne beschrinkt. Dies kann als Hinweis gewertet
werden, dass beide Mutationen eine Konformationsdnderung des Proteins hervor-
rufen, die sich negativ auf die Proteaseaktivierung durch unterschiedliche Sub-
strate auswirkt, sowohl durch Bindung an die PDZ-Doméne, wie auch an das IAP-

Binde-Motiv (Abbildung 4.2.1).

Monomere WHWHWi Mut/Wt/Wit Mut/Wt/Mut Mut/Mut/Mut

Trimer
(schematisch)

Status (;@:r[ktioqé]j> physiologisch gestort/inaktiv

Abbildung 4.2.2: Modell der molekularen Heterosis fiir die Auswirkungen der Mutationen auf die

Trimerisierung des physiologisch aktiven Omi/HtrA2 Trimers. Dabei wird offensichtlich, dass es
statistisch bei Vorliegen einer heterozygoten Mutation zu einem 75%igen Funktionsverlust an

physiologisch aktivem Omi/HtrA2 in der Zelle kommen kann.

Das native Omi/HtrA2-Protein liegt in aktiver Form als Homotrimer vor. Fiir die
nur homozygot krankheitsauslosende C276-Mutation konnte gezeigt werden, dass
die Trimerisierung mit dem Wt-Omi/HtrA2 nicht beeintrichtigt ist (Jones, 2003).
Eine normale Fihigkeit zur Trimerisierung mit dem Wt-Protein konnte fiir die
S141- und die S399-Mutation nachgewiesen werden. Durch Bindung zwischen
mutierten und Wt-Monomeren kann es somit zu einem Funktionsverlust der
Trimere kommen, wenn diese nun als Heterotrimere zwischen normalen und
mutierten Monomeren vorliegen. Dies kann einen dominanten Phénotyp der
Mutationen erkldren, der durch molekulare Heterosis bedingt ist (Abbildung
4.2.2). Dabei bewirkt eine heterozygote Mutation statistisch einen 75%igen

Verlust an physiologisch aktivem Omi/HtrA2, wodurch es zu einem toxischen
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Effekt auf die Zelle kommen kann (UA: Comings, 2000). Dies zeigen auch die
Ergebnisse mit stabil Omi/HtrA2 iiberexprimierenden Zellen in den Viabilitéts-
untersuchungen, da in diesen Zellen das endogene Omi/HtrA2 weiter exprimiert
wird und die Zellen, die mutierte Formen von Omi/HtrA2 {iberexprimieren,
empfindlicher auf Stress reagieren. Dieser toxische Effekt, der durch die
molekulare Heterosis erklédrt wird, unterstiitzt das Argument fiir einen dominanten
Erbgang bei den Omi/HtrA2-Mutationen und wird durch das Fehlen familidrer
homozygoter Mutationstrager bekraftigt.

Der durch das heterozygote C276-Allel unbeeinflusste Phinotyp der mnd2-Méiuse
weist bei dieser Mutation auf keine Storung der Proteinfunktion von Hetero-
trimeren zwischen C276- und Wt-Monomeren von Omi/HtrA2 hin. Das Fehlen
einer Auffilligkeit im Phanotyp der heterozygoten mnd2-Mause kann sich jedoch
in der geringen Lebensspanne der Maus erkldren. So ist denkbar, dass ein
Organismus mit einer heterozygoten C276-Mutation bei einer hoheren Lebens-
erwartung ebenfalls PK-dhnliche Symptome ausprigen konnte.

Als Interaktionspartner von Omi/HtrA2 wurden bislang vor allem Proteine
identifiziert, die ein bis drei BIR-Doménen aufweisen. Hierzu zidhlen die IAPs, die
Caspasen inaktivieren und im Zytosol lokalisiert sind. Zu einer Interaktion dieser
Proteine mit Omi/HtrA2 kommt es nur bei der Aktivierung von Zelltod-
mechanismen, wie der Apoptose (vgl. Kapitel 1.2). Fiir den Phénotyp der mnd2-
und der knock-out Maus stellte sich jedoch heraus, dass die Mutationen keinen
Einfluss auf die Apoptose der Organismen zeigen, sondern vielmehr ein
protektiver Effekt von Omi/HtrA2 in den Mitochondrien aufgehoben ist (Martins,
2004).

Um eine mogliche Auswirkung der humanen Mutationen des Omi/HtrA2-Gens
auf die Apoptose zu untersuchen, wurde die bekannte Interaktion mit XIAP
iberpriift (Hedge, 2002). Zwischen dem Wt- und mutierten Formen von
Omi/HtrA2 konnte kein Unterschied in der Bindespezifitit und Bindekapazitét
mit XIAP nachgewiesen werden. Eine Aufrechterhaltung der Bindespezifitit
konnte auch fiir die S276C-Mutation nachgewiesen werden. Bei dieser Mutation
wird die Proteasefunktion nach der Bindung von XIAP an Omi/HtrA2 jedoch
nicht mehr aktiviert (Jones, 2003). Eine Auswirkung der S141-und S399-
Mutation auf die Degradation von XIAP {iber das UPS konnte nicht festgestellt

werden. Alle drei Formen von Omi/HtrA2 zeigten keinen unterschiedlichen
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Einfluss auf die Stabilitit von XIAP, da XIAP durch die Zugabe des Protea-
somen-Inhibitors MG132 bei Ko-Expression mit den drei Formen von Omi/HtrA2
angereichert werden konnte.

XIAP besitzt wie einige andere IAP-Proteine eine RING-Finger Doméne, die fiir
E3-Ubiquitin-Ligasen iiblich sind. Es konnte gezeigt werden, dass XIAP unter
apoptotischen Bedingungen das proapoptotische Protein Smac/DIABLO, welches
vor allem XIAP inhibiert, ubiquitinieren kann. Die Ubiquitinierung von
Smac/DIABLO fiihrt dann zur Degradation {iber das UPS (MacFarlane, 2002).
Dieser proteasomale Abbau von Smac/DIABLO dient vermutlich als Schutz-
mechanismus fiir die Zellviabilitdit bei Freisetzung geringer Mengen an
Smac/DIABLO. Wahrend der Apoptose werden keine Proteine liber das UPS
abgebaut (Sun, 2004) und die Interaktion von Smac/DIABLO mit XIAP fiihrt so
zur Inhibition der IAPs.

Durch einen Ubiquitinierungsassay konnte gezeigt werden, dass Omi/HtrA2 poly-
ubiquitiniert wird und iiber das Proteasom abgebaut werden kann. Dies konnte fiir
alle drei Formen in gleichem Mafle gezeigt werden, durch proteasomale Inhibition
konnten die polyubiquitinierten Omi/HtrA2-Formen angereichert werden. Die
Akkumulation aller drei Formen von Omi/HtrA2 bei proteasomaler Inhibition
weist dabei auf die Degradation des Proteins iiber das Proteasom hin. Es konnte
bei keiner der mutierten Formen von Omi/HtrA2 ein Hinweis auf eine verdnderte
Funktion im Apoptose-Signalweg festgestellt werden. Hierfiir spricht, dass keine
differenzielle XIAP-Interaktion nachgewiesen wurde und die Ubiquitinierung der
Wt-, S141- und S399-Omi/HtrA2-Proteine im Zytosol sich nicht unterscheidet.
Untersuchungen von Smac/DIABLO -Omi/HtrA2-Doppel-knock-out Mausen be-
kréftigen diese Hypothese. In diesen Tieren kommt es durch den Wegfall der
beiden proapoptotischen Proteine nicht zu einem schiitzenden Effekt vor der
Apoptose, sondern die Zellen der Mause sind anfélliger fiir zelluldren Stress
(Martins, 2004). Durch die Charakterisierung der mnd2- und der knock-out Maus
scheint sich vielmehr ein protektiver Effekt von Omi/HtrA2 auf die Homdostase
der Mitochondrien abzuzeichnen (Martins, 2004; Jones, 2003).

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal gezeigt, dass Omi/HtrA2 in Lewy-Kdrpern
von PK-Patienten nachgewiesen werden kann und mit einer gestdrten pro-
teasomalen Degradation bei der PK assoziiert ist. Interessanterweise wurde auch

das anti-apoptotische Protein XIAP in Lewy-Korpern nachgewiesen, so dass ein
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Zusammenhang zwischen einer moglichen Ubiquitinierung von Omi/HtrA2 durch
XIAP und der Sequestration in proteinhaltige Inklusionen bei proteasomalen
Stress denkbar wire. Viele der bisher identifizierten Gene, die durch
pathogenetische Verdnderungen zur PK fiihren, wurden in den Gehirnen von PK-
Patienten in Lewy-Korpern nachgewiesen (Spillantini, 1997; Lowe, 1990;
Schlossmacher, 2002; Jin, 2005). Durch den Nachweis von Omi/HtrA2 in Lewy-
Korpern ist eine Interaktion des Proteins mit den bekannten PK-assoziierten
Proteinen des UPS mdglich. Dies gilt im speziellen fiir DJ-1, welches nach
oxidativem Stress in die Mitochondrien transloziert. Bei Interaktionsstudien, unter
normalen physiologischen Bedingungen, konnte jedoch eine Interaktion mit den
Proteinen Parkin, a-Synuklein, Synphilin-1 und DJ-1 ausgeschlossen werden.
Keines der Proteine zeigte eine direkte Interaktion mit Omi/HtrA2 Wt, S141 oder
S399 in vitro.

Omi/HtrA2 besitzt in der precursor-Form eine mitochondriale Translokations-
sequenz. Diese wird nach der Prozessierung zur mature-Form in den
Mitochondrien abgespalten. Durch den Nachweis der mature-Form bei allen drei
Varianten von Omi/HtrA2 scheint die Lokalisierung der mutierten Varianten von
Omi/HtrA2 in die Mitochondrien nicht gestort zu sein. Das Protein liegt, wie die
Wt-Form, im Intermembranraum der Mitochondrien vor. Eine Anreicherung im
Zytosol oder einem anderen zelluliren Kompartiment als den Mitochondrien
wurde nicht beobachtet. Die beschriebene Kernlokalisation (Gray, 2000) konnte
nicht bestitigt werden, vielmehr wurde beobachtet, dass eine FITC-positive
Féarbung unter lingerer Anregung bei einer Wellenldnge von 350 nm im Zellkern
nachweisbar wird. Dies wurde fiir alle drei Formen gleichermal3en beobachtet und
als Artefakt festgehalten. Ob dieser Nachweis eines Signals durch ein
Diffundieren des Sekundérantikorpers in den Zellkern oder durch eine
Verschiebung des Emmissionspektrums des Hoechstfarbstoffs in den Detektions-
bereich des FITC-Filters ausgelost wurde, kann nicht ndher beschrieben werden.
Ein Effekt auf die Mitochondrien-Morphologie wurde bei HEK293 und
SH-SY5Y-Zellen beobachtet, die S141- und S399-Omi/HtrA2 stabil iiberexpri-
mierten. Speziell bei S399-Omi/HtrA2 stabil {iberexprimierenden Zellen konnten
geschwollene Mitochondrien beobachtet werden, die bei der S141-Mutation
weniger hiufig waren und beim Wt-Protein nur selten auftraten. Zu einer

Schwellung der Mitochondrien kommt es beim Verlust des mitochondrialen
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Membranpotentials durch Ca*"-Einstrom oder mitochondrialer Schédigung
(UA: Rodriguez-Enriquez, 2004). Dieser Prozess der Schwellung ist reversibel, so
dass sich die Mitochondrien zu einer normalen Morphologie zuriickbilden kénnen
(Minamikawa, 1999).

Mittels ultrastruktureller Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass die
beobachtete mitochondriale Schwellung die Mitochondrien der S399-Mutation
iiberexprimierenden Zellen irreversibel schidigt und abnormale Mitochondrien in
gehédufter Form auftreten. Die Mitochondrien der S399-Omi/HtrA2 stabil iiber-
exprimierenden HEK293 Zellen wiesen eine Schwellung mit disorganisierten
Cristae auf, ferner konnten Strukturen beobachtet werden, die mit lysosomaler
Morphologie lokalisiert waren. Geschidigte Zellorganellen werden in der Zelle
durch Autophagie abgebaut. So werden generell Mitochondrien in der Zelle durch
Autophagie beseitigt, wobei die normale Regenerationszeit der Mitochondrien,
abhingig vom Zelltyp, bei 10-25 Tagen liegt (UA: Marifio, 2004; Rodriguez-
Enriquez, 2004). Kolokalisationsuntersuchungen zwischen mitochondrialen und
lysosomalen Markern zeigten ein gehduftes Auftreten lysosomaler Aktivitit bei
Mitochondrien von Zellen mit mutiertem Omi/HtrA2-Protein. Dies zeigt, dass die
Mitochondrien insbesondere bei mutiertem Omi/HtrA2 lysosomal abgebaut
werden. Die ultrastrukturellen Untersuchungen und die lysosomale Kolokalisation
weisen dabei auf Autophagie hin. Autophagischer Zelltod wurde in patho-
logischen Untersuchungen bei Neurodegeneration nachgewiesen, hierzu zidhlen
Morbus Alzheimer, Corea Huntington und die PK. Interessanterweise wurde
gezeigt, dass a-Synuklein- und Huntingtin-Aggresomen nach Induktion mit Rapa-
mycin iiber Autophagie abgebaut werden. Hierdurch konnten Insuffizienzen im
proteasomalen Proteinabbau ausgeglichen werden (Webb, 2003; UA: Marifio,
2004). So zeigen die bisherigen Erkenntnisse der Autophagie positive wie auch
negative Einfliisse auf die Neurodegeneration. Damit konnte die Autophagie eine
bedeutende Rolle bei der Neurodegeneration gewinnen. Dies unterstreichen
Untersuchungen zur lysosomalen Degradation von o-Synuklein. So konnte
gezeigt werden, dass Wt-a-Synuklein selektiv in Lysosomen transloziert, um iiber
Chaperon-vermittelte Autophagie abgebaut zu werden, jedoch A53T- und A30P-
a-Synuklein nur an den lysosomalen Rezeptor bindet und diesen blockiert

(Cuervo, 2004).
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Basierend auf den morphologischen Verdnderungen der Mitochondrien stellte sich
die Frage, inwieweit die Mitochondrien durch die Uberexpression der mutierten
Formen von Omi/HtrA2 in ihrer Funktion beeintrachtigt sind. Ein wichtiger
Marker fiir die Funktion der Mitochondrien ist das mitochondriale Membran-
potential. Untersuchungen zeigten, dass unter normalen Bedingungen keine
wesentliche Beeinflussung des mitochondrialen Membranpotentials bei den
mutierten Formen von Omi/HtrA2 messbar war. Unter zelluldrem Stress kam es
bei Zellen, die mutierte Formen von Omi/HtrA2 stabil {iberexprimierten, zu
funktionellen Verdnderungen in den Mitochondrien. So zeigten beide mutierte
Formen von Omi/HtrA2 bei Uberexpression in HEK293 und SH-SY5Y Zellen
einen Riickgang der mitochondrialen Stabilitdt im Vergleich zum Wt. Interes-
santerweise beeinflussten die Mutationen die Integritit der Mitochondrien in
unterschiedlicher Weise. S399-Omi/HtrA2 weist eine stark erhohte Empféng-
lichkeit auf mitochondrialen Stress durch den Serine/Threonine-Kinase-Inhibitor
Staurosporine auf, wogegen S141-Omi/HtrA2 die Mitochondrien eher suszeptibel
fiir Stress durch eine Komplex [-Hemmung macht. Der Verlust des Membran-
potentials unter Stressbedingungen fiihrt in Zellen, welche mutierte Formen von
Omi/HtrA2 {iberexprimieren, zu einem Verlust der Stresstoleranz. Bei Unter-
suchungen der Zellvitalitdit durch Messung der LDH-Freisetzung zeigten
S399-Omi/HtrA2 iiberexprimierende Zellen einen erhohten toxischen Effekt auf
Staurosporine-Intoxikation im Vergleich zu Wt-Protein exprimierenden Zellen,
welcher unter normalen Kulturbedingungen nicht vorlag. Fiir S141-Omi/HtrA2
iiberexprimierende Zellen konnte dieser Effekt nicht nachgewiesen werden,
obwohl das mitochondriale Membranpotential im Vergleich zum Wt gestort war.
Dies ldsst auf einen geringen Effekt der A141S-Mutation verglichen mit der
G399S-Mutation schliessen und weist auf eine reversible Abnahme des mito-
chondrialen Membranpotentials bei dieser Mutation hin. Der verminderte toxische
Effekt der S141-Mutation konnte auch das Vorkommen des T421-Allels in
normalen Populationen erkldren. Hierbei stellt sich die Frage nach weiteren
genetischen Faktoren oder Umweltfaktoren, die zur Entwicklung einer PK fiihren.
Interessanterweise fithrt die Hemmung des Proteasoms bei der S141-Mutation zu
einer gesteigerten Sensitivitdt auf proteasomalen Stress, die fiir die S399-Mutation

nicht in diesem Ausmal} zu beobachten war.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass Mutationen im Omi/HtrA2-Gen zu einer
gesteigerten Empfindlichkeit fiir duBere Stressbedingungen fithren. Die S399-
Mutation scheint dabei zu einer insgesamt hoheren Stressintoleranz zu fiihren,
wogegen die S141-Mutation auf Stressfaktoren unterschiedlich anspricht und der
Effekt im Vergleich zu Wt-Omi/HtrA2 weniger stark ausgepragt ist.

Bei einem generellen Funktionsverlust der Proteaseaktivierung durch ein Substrat
kann man spekulieren, dass beide Mutationen auf die gleichen Stressfaktoren
suszeptibel sein miissten. Hier sprechen jedoch die Ergebnisse der Vitalitdtsunter-
suchungen wie auch der Untersuchungen des MMP dagegen, da die beiden
mutierten Formen von Omi/HtrA2 auf unterschiedliche Stressfaktoren
unterschiedlich ansprechen.

Die Hypothese, dass Omi/HtrA2 in den Mitochondrien unterschiedliche Substrate
bindet und somit auf unterschiedliche Signalwege unter Stressbedingungen
Einfluss nehmen kann, bedarf weiterer Untersuchungen. So zum Beispiel der
Zuordnung spezifischer Substrate und Untersuchungen mit weiteren Toxinen und
Faktoren. Da fiir die mnd2-Maus wie auch fiir die knock-out Maus eine
Degradation der striatalen Neurone gezeigt wurde, dopaminerge Neurone in der
SNpc jedoch keine Anzeichen einer gesteigerten Toxizitdt aufweisen, stellt sich
die Frage, welche Faktoren die Neurone des nigrostriatalen Pathways im Striatum
untergehen lassen. Hierbei konnte gezeigt werden, dass es regionale Unterschiede
in der Stresstoleranz bei Mitochondrien gibt. Versuche an Rattenneuronen aus
dem Striatum zeigten eine gesteigerte Sensitivitit auf eine Stimulation mit
erhohten Kalziumkonzentrationen als Neurone des Kortex, was in einem fritheren
Verlust des mitochondrialen Membranpotentials resultierte (Brustovetsky, 2003).
Inwieweit die humanen Omi/HtrA2-Mutationen mit den Erkenntnissen der mnd2-
und der knock-out Maus korrelieren, miissen funktionelle und pathologische
Untersuchungen der SNpc und des Striatums bei betroffenen Patienten zeigen.

Die genaue Ursache, wie Mutationen im Omi/HtrA2-Gen ein Parkinson-Syndrom
verursachen, ist noch nicht geklart. Ob sich die Mutationen nur zu einer Empfind-
lichkeit fiir bestimmte Umweltfaktoren auswirken oder die Mutationen selbst
einen pathogenen Faktor bei der Neurodegeneration verursachen, muss in
weiteren Untersuchungen noch genauer eingegrenzt werden.

Zusammenfassend ist die Pathogenese der PK weiterhin unklar. Die Erkenntnisse

der funktionellen Untersuchungen der Omi/HtrA2-Mutationen unterstreichen
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jedoch die zunehmende Bedeutung mitochondrialer Pathogenesemechanismen in
der PK. Besonders Defekte des Komplex I der Atmungskette weisen auf einen
Zusammenhang von mitochondrialer Dysfunktion und dem Verlust von
dopaminergen Neuronen in der SNpc hin. Hinweise auf diese Hypothese liefern
Untersuchungen von idiopathischen PK-Patienten, bei denen ein 30-40%iger
Verlust der Komplex [-Aktivitit in der SNpc nachgewiesen wurde (Bindoff, 1989;
Schapira, 1990; Mann, 1992; Janetzky, 1994). Unterstiitzt wird dies durch
immunhistochemische Untersuchungen von PK-Patienten, bei denen eine Ver-
minderung der Komplex I-Férbung vorlag, hingegen sich die Komplexe II und III
nicht von Kontrollhirnschnitten unterschieden (Hattori, 1991). Neuere Unter-
suchungen von Parkin knock-out Mausen weisen auf Zusammenhinge von mito-
chondrialer Dysfunktion und Parkin hin. So zeigen diese knock-out Mause einen
Verlust an Proteinen, welche in mitochondrialen Funktionen und der oxidativen
Stressantwort beteiligt sind. Es zeigten sich dabei Funktionsverluste in der
Atmungskette, die durch einen Riickgang von Untereinheiten der Komplexe I und
IV bedingt waren (Palacino, 2004). Weitere Erkenntnisse konnen dabei helfen,
einen direkten Zusammenhang zwischen Stérungen des UPS und mitochondrialer

Dysfunktion in der Pathogenese der PK zu liefern.

4.3 Charakterisierung der E64D-Mutation im DJ-1-Protein

Im DJ-1-Gen wurden bisher eine homozygote Deletion, drei homozygote und
zwei heterozygote Punktmutationen beschrieben (Moore, 2005). Mutationen im
DJ-1-Gen konnten bislang nur sehr selten nachgewiesen werden und begriinden
etwa 1% der familidren Ursachen der PK (Lockhart, 2004).

Hier konnte eine neue homozygote Mutation im DJ-/-Gen entdeckt werden.
Diese neue E64D-Mutation von DJ-1 wurde in einer tiirkischen Familie
nachgewiesen. Der betroffene Patient zeigte eine erste Symptomatik im Alter von
34 Jahren und in PET Studien verminderte DAT Bindung in beiden Striata. Eine
homozygote Trigerin des G192C-Allels weist bisher keine Parkinson-Symptome
auf, jedoch zeigten PET Untersuchungen eine geringere DAT Bindung verglichen
mit einem nicht-betroffenen Bruder, der heterozygot fiir die Mutation ist (Hering,
2004). Dies spricht fiir die pathogene Bedeutung der Mutation.

Die primér beschriebene Punktmution in DJ-1, eine L166P-Mutation, fiihrt zu

einer verminderten Proteinstabilitdt von DJ-1. So sind die Steady-State-Level der
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L166P-Mutation in Westernblots schwierig nachweisbar, lassen sich jedoch durch
proteasomale Inhibition mit MG132 wieder detektieren (Miller, 2003). Bei
mikroskopischen Untersuchungen zeigen Zellen, die mutiertes P166-DJ-1
iiberexprimieren, einen Verlust des DJ-1 Signals im Zytoplasma und das Protein
ist nur noch im Zellkern und in den Mitochondrien detektierbar (Bonifati, 2003).
Die transiente Uberexpression von E64D-DJ-1 zeigt eine Abnahme der Steady-
State-Level des Proteins im Vergleich mit Wt-DJ-1. Die Abnahme ist dabei nicht
so ausgeprigt wie bei der L166P-Form. Ein vergleichbarer leichter Riickgang der
Steady-State-Level konnte auch fiir die M26I-Form von DJ-1 gezeigt werden
(Abou-Sleiman, 2003). Die E64D-Mutation fithrt zu keiner Verdnderung der
Kristallstruktur des Proteins, interessanterweise konnte jedoch gezeigt werden,
dass ein monoklonaler Antikorper gegen Wt-DJ-1 (3E8), die D64-Form des
Proteins, nicht detektieren kann. Nachweislich gilt die Sequenz um Aminosédure-
position 64 als Epitop des Antikorpers (Hering, 2004; Gorner, 2004). Eine
Verdnderung in dieser Region konnte somit die Interaktion von nativem D64-DJ-1
mit anderen Proteinen beeinflussen.

Ein weiterer Effekt, der auf eine funktionelle Relevanz der D64-Form von DJ-1
schlieBen ldsst, konnte bei mikroskopischen Untersuchungen beobachtet werden.
Die Untersuchungen zur zelluldren Lokalisation der E64D-Mutation zeigten eine
Abnahme an zytoplasmatisch vorhandenem D64-V5-DJ-1, welche ca. 5% der
Zellen aufwiesen. Es kommt dabei zu einer Lokalisationsverschiebung vom
Zytoplasma in den Zellkern, das zytoplasmatische DJ-1 zeigt nur ein schwaches
Signal. P166-V5-DJ-1 wurde nur im Zellkern detektiert, ein Signal in anderen
zelluldaren Kompartimenten trat nicht auf. Eine Lokalisation in die Mitochondrien,
wie in anderen Studien fiir die L166P-Form von DJ-1 beschrieben, konnte fiir
P166-DJ-1 nicht beobachtet werden (Bonifati, 2003). Die D64-Form von DJ-1
zeigte ebenfalls keine Lokalisation in den Mitochondrien. Da DJ-1 unter oxi-
dativem Stress in die Mitochondrien transloziert wird, kann die urspriinglich
beobachtete Lokalisation in die Mitochondrien durch oxidativen Stress der Zellen
hervorgerufen worden sein.

Weitere Untersuchungen der E64D-Mutation miissen nachweisen, inwiefern sich
die Mutation verglichen mit bislang identifizierten Mutationen im DJ-/-Gen
verhélt. So konnten Erkenntnisse {iber die Homodimerisierung und Interaktions-

studien mit Parkin die Relevanz der E64D-Mutation bekréftigen.
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5 Zusammenfassung

Aktuelle Konzepte zur Neurodegeneration bei der Parkinson-Krankheit
beeinhalten die Aggregation von fehlgefalteten Proteinen und mitochondriale
Dysfunktion. Vor kurzem wurden Omi/HtrA2 knock-out Miuse beschrieben, die
Neurodegeneration und einen Parkinson-&hnlichen Phianotyp aufweisen.
Ausgehend von einem Kandidatengenansatz im Bereich des PARK3 Lokus auf
Chromosom 2pl3, wurden Gene gesucht, die eine Rolle bei der zelluldren
Stressantwort und Zelltodmechanismen spielen.

In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal ein Zusammenhang zwischen
Mutationen im Omi/HtrA2-Gen und Neurodegeneration beim Menschen gezeigt
werden. In einer Kandidatengen-Untersuchung bei 518 Parkinson-Patienten wurde
bei vier Patienten eine neue Mutation in Exon 7 des Omi/HtrA2-Gens gefunden.
Diese Mutation fiihrt zu einem Aminosdureaustausch in der PDZ-Doméne des
Peptids und konnte bei einer Kontrollgruppe in 740 Chromosomen ausge-
schlossen werden. Dariliberhinaus konnte ein neuer A141S-Polymorphismus
identifiziert werden, der mit der Parkinson-Krankheit assoziiert ist (p<0,05).

Beide Aminosdureaustausche flihrten zu einer reduzierten Protease-Aktivitét des
Omi/HtrA2-Proteins nach Aktivierung. Immunhistochemische und funktionelle
Analysen in stabil transfizierten Zellen zeigten, dass die PDZ-mutierte Form von
Omi/HtrA2 und — in geringerem Ausmass — auch das Risiokoallel des neu
identifizierten Polymorphismus zu einer Mitochondriendysfunktion mit ver-
anderter Mitochondrien-Morphologie fiihren. Dabei waren Zellen, die PDZ-
mutiertes Omi/HtrA2 exprimieren empfindlicher gegeniiber zellulirem Stress als
Zellen, die das Wildtyp-Protein exprimieren. Dariiberhinaus wurde im Rahmen
dieser Arbeit eine neu identifizierte homozygote E64D-Mutation bei einer
tirkischen Familie im DJ-1-Protein funktionell untersucht. Bislang identifizierte
Mutationen im DJ-7-Gen weisen darauf hin, dass DJ-1 als Sensor zur Regulation
von oxidativem und mitochondrialem Stress dient. Die neu identifizierte E64D-
Mutation im DJ-1-Protein flihrt zu einem Verlust der Proteinstabilitdt und zu
subzelluldrer Fehllokalisation von E64D-DJ-1 in Zellkultur in vitro.

Diese Ergebnisse zu Mutationen im Omi/HtrA2-Gen und DJ-1-Gen unterstreichen
die Bedeutung von mitochondrialer Dysfunktion fiir die Neurodegeneration bei

der Parkinson-Krankheit.
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