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I. ABSTRACT / ZUSAMMENFASSUNG

ABSTRACT

PACRG (Parkin co-regulated gene) shares a bidirectional promoter with the Parkinson-associated
gene PARK2 (PARKIN) and is co-regulated with Parkin in many cell types and tissues and
throughout evolution. PACRG has been implicated in microtubule stabilization and organization

but its precise function is unknown.

Since co-regulated proteins often act in the same cellular pathways, we sought to investigate if
PACRG is involved in Parkin-mediated processes. Parkin has a neuroprotective activity and
regulates mitochondrial dynamics and mitophagy. Indeed, we found that PACRG also has a
cytoprotective function and influences the dynamics of the mitochondrial network. Overexpression
of PACRG reduced the rate of apoptosis under several stress conditions in different cell types,
whereas PACRG knockdown cells were sensitized against cellular stress. PACRG decreased Drpl-
induced mitochondrial fragmentation but could not induce mitophagy or influence Parkin-induced
mitophagy. In addition, we identified the NF-«kB signaling pathway to mediate the cytoprotective
activity of PACRG. In cells which are deficient for NEMO, the main regulatory subunit of the
NF-kB signaling pathway, PACRG did not show its cytoprotective activity anymore. Moreover,
PACRG was able to directly activate NF-xB signaling. Linear ubiquitination of NEMO is a major
event in the activation of the NF-kB signaling pathway. Rescue experiments in NEMO-deficient
cells indicate that linear ubiquitination of NEMO is required for PACRG-mediated cytoprotectivity.
When wildtype NEMO was reintroduced into NEMO-deficient cells, PACRG could protect against
staurosporine-induced apoptosis, whereas reintroduction of NEMO mutants, which are defective in
linear ubiquitination, could not restore PACRG-mediated cytoprotectivity. Linear ubiquitination is
mediated by the LUBAC (Linear Ubiquitin Chain Assembly Complex), which is composed of the
two E3 ubiquitin ligases HOIP and HOIL-1L and the adaptor protein Sharpin. To investigate,
whether PACRG is implicated in linear ubiquitination by LUBAC, a possible interaction of
PACRG with LUBAC components was analyzed in co-immunoprecipitation experiments and size
exclusion chromatography. Consistently, we found that PACRG interacts with all LUBAC
components and is part of the LUBAC. HOIP is the catalytically active subunit of the LUBAC,
which mediates the attachment of linear ubiquitin chains to target proteins. Under basal conditions
HOIP is auto-inhibited via its own N-terminus. Binding of Sharpin or HOIL-1L to the HOIP N-
terminus is necessary to change HOIP protein conformation and to activate its catalytic activity.
PACRG increased linear ubiquitination of NEMO by LUBAC and consequently activation of the
NF-«B pathway upon overexpression of the LUBAC components HOIP, HOIL-1L and Sharpin, or

upon TNF-o treatment. In addition, we provides experimental evidence that PACRG facilitates
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LUBAC activation by decreasing the auto-inhibition of the catalytic LUBAC subunit HOIP.
However, PACRG was not sufficient to fully replace HOIL-1L- or Sharpin-mediated activation of
HOIP. Therefore we suggest that PACRG acts as an adaptor protein for the binding of HOIL-1L or
Sharpin to the HOIP N-terminus resulting in a decrease of HOIP auto-inhibition and activation of

its E3 ligase activity.

Our results provide new insights into PACRG function and for the first time link PACRG to a

stress-protective activity via regulating NF-kB signaling by linear ubiquitination.
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ZUSAMMENFASSUNG

PACRG (Parkin-koreguliertes Gen) teilt sich einen bidirektionalen Promotor mit dem
Parkinsonismus-assoziierten Gen PARK2 (PARKIN). PACRG ist koreguliert mit Parkin in vielen
Zelltypen und Geweben und evolutiondr hoch konserviert. Bisher wurde PACRG hauptsichlich
eine Funktion bei der Stabilisierung von Mikrotubuli und der Organisation Mikrotubuli-tragender

Strukturen zugeschrieben, die genaue Funktion des Proteins ist allerdings unklar.

Da koregulierte Proteine oft in den gleichen zelluldren Signalwegen aktiv sind, wurde im Rahmen
dieser Arbeit untersucht, ob PACRG in Parkin-vermittelten Prozessen eine Rolle spielt. Parkin
besitzt ein breites neuroprotektives Potential und reguliert die mitochondriale Dynamik und die
Mitophagie. Tatsdchlich konnten wir im Rahmen dieser Arbeit zeigen, dass PACRG ebenfalls ein
zytoprotektives Potential besitzt und die Dynamik des mitochondrialen Netzwerkes beeinflusst. Die
Uberexpression von PACRG reduzierte die Apoptose-Rate unter verschiedenen Stressbedingungen
in unterschiedlichen Zelltypen, wihrend PACRG-Knockdown-Zellen anfilliger gegeniiber
zelluldren Stress waren. PACRG verminderte die Drpl-induzierte mitochondriale Fragmentierung,
konnte aber keine Mitophagie induzieren und hatte keinen Einfluss auf die Parkin-induzierte
Mitophagie. In weiteren Experimenten konnten wir den NF-xB-Signalweg als den zelluldren
Signalweg identifizieren, der der zytoprotektiven Aktivitit von PACRG zugrunde liegt. In Zellen,
die defizient sind fir NEMO, die essentielle regulatorische Untereinheit des NF -kB-Signalweges,
zeigte PACRG keine zytoprotektive Aktivitdt mehr. AuBerdem konnte PACRG den NF-xB-
Signalweg direkt aktivieren. Die lineare Ubiquitinierung von NEMO ist ein elementarer Prozess
bei der Aktivierung des NF-kB-Signalweges. Weitere Experimente in NEMO-defizienten Zellen
wiesen darauf hin, dass die lineare Ubiquitinierung von NEMO fiir die PACRG-vermittelte
Zytoprotektivitdt notwendig ist. Nach Einbringung von Wildtyp-NEMO in diese Zellen, konnte
PACRG die Zellen vor Staurosporin-induziertem Zelltod schiitzen, wéhrend die Einbringung von
NEMO-Mutanten, die defizient sind im Hinblick auf lineare Ubiquitinierung, die PACRG-
vermittelte Zytoprotektivitdt nicht wieder herstellen konnte. Die lineare Ubiquitinierung von
Proteinen wird durch den LUBAC (Linear Ubiquitin Chain Assembly Complex) vermittelt. Dieser
Komplex ist aus den zwei E3-Ubiquitin-Ligasen HOIP und HOIL-1L und aus dem Adaptor-Protein
Sharpin aufgebaut. Um zu untersuchen, ob PACRG in den Prozess der linearen Ubiquitinierung
durch den LUBAC involviert ist, wurde in Ko-Immunoprizipitationen und Gelfiltrations-
Versuchen die Interaktion von PACRG mit den LUBAC-Komponenten und mit dem Komplex
untersucht. In der Tat konnten wir feststellen, dass PACRG mit allen LUBAC-Komponenten
interagiert und Teil des Komplexes ist. Die katalytisch aktive Komponente des LUBAC ist die E3-
Ubiquitin-Ligase HOIP, welche die Anheftung der linearen Ubiquitin-Ketten an Zielmolekiile
vermittelt. Unter basalen Bedingungen liegt HOIP auto-inhibiert vor. Durch Bindung von Sharpin
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oder HOIL-1L an den N-Terminus von HOIP &ndert sich die Protein-Konformation von HOIP und
das Protein kann katalytisch aktiv werden. PACRG erhdhte die LUBAC-induzierte lineare
Ubiquitinierung von NEMO und daraus resultierend auch die Aktivierung des NF-kB-Signalweges.
Zusétzlich konnten wir zeigen, dass PACRG die LUBAC-Aktivitét, durch die Reduzierung der
Auto-Inhibition von HOIP, unterstiitzt. Allerdings war PACRG nicht in der Lage HOIL-1L oder
Sharpin im Komplex zu ersetzten um HOIP vollsténdig zu aktivieren. Aus diesem Grund vermuten
wir, dass PACRG als Adaptor-Protein fiir die Bindung von HOIL-1L oder Sharpin an den
HOIP-N-Terminus agiert, was in einer Verminderung der HOIP-Auto-Inhibierung und einer

Aktivierung seiner E3-Ligase-Aktivitét resultiert.

Unsere Ergebnisse bieten neue Einblicke in die Funktion von PACRG und verbinden zum ersten
Mal PACRG mit einer zytoprotektiven Funktion, beruhend auf der Regulation des NF-xB-

Signalweges durch lineare Ubiquitinierung.



1. EINLEITUNG

1.1. PACRG - das Parkin-koregulierte Gen

Im Jahr 2003 entdeckten West et al ein bislang unbekanntes Transkript, welches sich auf dem
humanen Chromosom 6q25-27 oberhalb des, mit Parkinsonismus assoziierten, Parkin-Gens
(PARK?2) befindet. Es wurde festgestellt, dass dieses Transkript ,,Kopf an Kopf* mit PARK? auf
entgegengesetzten DNA-Striangen liegt und dass beide Gene gemeinsam {iber einen bidirektionalen
Promotor reguliert werden (Abb. 1.1). Aus diesem Grund wurde das neue Transkript PACRG
(Parkin koreguliertes Gen, engl. Parkin Co-regulated Gene) genannt (West et al., 2003).

. > s
—

Abb. 1.1: Der Parkin/PACRG Genlokus

PACRG und Parkin liegen ,,Kopf an Kopf* auf entgegengesetzten DNA Stringen und
werden gemeinsam liber einen 204 Basenpaare (Bp) langen bidirektionalen Promotor
reguliert. PACRG, Parkin Co-regulated Gene.

1.1.1. Der PACRG/PARK2-Genlokus

Der humane PACRG/PARK2-Genlokus ist sehr ungewdhnlich. Er umfasst ca. zwei Megabasen
(MDb) und ist damit einer der groBten des Genoms, kodiert aber im Verhéltnis dazu nur fiir wenige,
ndmlich nur fiir 17, Exons. Er besitzt also eine sehr undkonomisch erscheinende Intro/Exon
Struktur. Das PACRG-Transkript startet 204 Basenpaare (Bp) oberhalb des Parkin-Trankripts und
umfasst 0,6 Mb und fiinf Exons mit einem offenen Leserahmen von 774 Nukleotiden. Der
bidirektionale Promotor von PACRG und PARK2 idhnelt im Aufbau dem Promotor von
Haushaltsgenen (West et al, 2003), die {blicherweise nicht streng reguliert sind und
Grundfunktionen fiir die Zelle ibernehmen (Eisenberg and Levanon, 2003). Der PACRG/PARK2-
Promotor enthdlt mehrere CpG-Inseln, aber keine TATA-Box (West et al., 2003) eine
Zusammensetzung, die typisch ist fiir bidirektionale Promotoren (Adachi and Lieber, 2002;
Trinklein et al., 2004). Es wird vermutet, dass TATA-Elemente die Richtung der Transkription
beeinflussen (Trinklein et al., 2004). Koregulierte Proteine sind aufgrund ihres gemeinsamen

Promotors meist dhnlich exprimiert. Die Expression von PACRG und Parkin ist in vielen, aber



nicht in allen bisher untersuchten Geweben gleich, was darauf schlieBen lédsst, dass beide Gene

zwar dhnlich, aber nicht identisch reguliert werden (Brody et al., 2008; West et al., 2003).

1.1.2. Das PACRG-Protein

Die Aminosiuresequenz von PACRG ist hoch-konserviert mit einer Ubereinstimmung von 29 %
zwischen Mensch und Drosophila. PACRG besitzt 297 Aminosduren, hat eine GréBe von ca.
30 Kilo-Dalton (kDa) und besitzt keine nachgewiesenen bekannten strukturellen Doméanen (West et
al., 2003). Als einzige mogliche strukturelle Einheit ist ein ARM-(Armadillo)-type fold vorhergesagt
(www.ensembl.org). Wiederholungen dieses Strukturmotivs, sogenannte Armadillo repeats, sind
charakterisiert durch eine wiederholte Abfolge von 42 Aminoséuren, die jeweils aus drei a-Helices
eine superhelikale Struktur bilden. Proteine mit diesem Motiv kénnen sehr unterschiedliche
zelluldre Funktionen ausiiben, unter anderem in unterschiedlichen zelluldren Signalwegen und bei
der Zytoskelett-Organisation. Sie spielen eine Rolle fiir die Interaktion mit Peptiden und

Proteinteilen mit aufgefalteter Struktur (Parmeggiani et al., 2008; Tewari et al., 2010).

1.1.3. Mogliche Funktionen von PACRG

Die Funktion von PACRG ist bisher weitgehend unklar, es deutet allerdings Vieles auf eine
Funktion bei der Zusammensetzung und Stabilisierung von Mikrotubuli-enthaltenden Strukturen
hin. Erste Hinweise auf die Funktion des Proteins liefern Expressions-Analysen, die von
verschiedenen Arbeitsgruppen in unterschiedlichen Geweben durchgefiihrt wurden. Aus
Microarray-Daten ist ersichtlich, dass die PACRG-mRNA in allen Geweben basal exprimiert wird,

wobei die Expression in 7estis besonders stark ist (www.biogps.org).

Im Zusammenhang mit der Koregulation von PACRG und dem mit dem Parkinson-Syndrom
assoziierten Protein Parkin, ist die Expression von PACRG im Gehirngewebe besonders
interessant. Mittels /n-situ-Hybridisierungs-Experimenten und immunhistochemischen Analysen
wurde die PACRG-mRNA- und Protein-Expression in verschiedenen Gehirngeweben analysiert. In
murinem Hirngewebe konnte PACRG in Ependymzellen und Zilien Ventrikel-assoziierter Zellen
und in Zellen des Plexus choroideus detektiert werden (Wilson et al., 2009a), wihrend eine
neuronale Expression hauptsdchlich im Rhombencephalon und nur geringem MalBl auch in
Mesencephalon und Prosencephalon nachweisbar war. In dopaminergen Neuronen der Substantia
nigra pars compacta (SNpc) konnte PACRG hingegen nicht detektiert werden (Brody et al., 2008).
Das Absterben dieser dopaminergen Zellen ist die Ursache fiir die Entstehung von Morbus
Parkinson (Dickson, 2012). In immunhistochemischen Analysen von humanem post mortem

Hirngewebe konnte PACRG in Astrozyten von gesundem Gewebe nachgewiesen werden (Taylor et



al.,, 2007). Die Untersuchung von post mortem Morbus Parkinson-Hirngewebe zeigte eine
Anreicherung von PACRG in Lewy Korperchen, den Proteinablagerungen, die das pathologische
Leitmerkmal der Parkinson-Erkrankung darstellen (Imai et al., 2003; Taylor et al., 2007).

Durch die besonders starke Expression von PACRG in Zilien- oder Flagellen-tragenden Zellen
unterschiedlicher Gewebe wurde vermutet, dass PACRG eine Rolle fir die Funktion von
Mikrotubuli spielt. Die Funktionalitit von Zilien und Flagellen hédngt von der richtigen
Organisation und der Stabilitit der Mikrotubuli ab (Haimo and Rosenbaum, 1981). In
verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass PACRG mit dem Axonem, einer Struktur aus
mehreren speziell organisierten Mikrotubuli-Paaren, eukaryontischer Zilien und Flagellen
assoziiert. PACRG konnte in den Flagellen von Chlamydomonas reinhardtii (Ikeda et al., 2007),
Trypanosoma brucei (Dawe et al., 2005), und murinen Spermatozyten detektiert werden (Lorenzetti
et al., 2004). Der Knockdown (KD, engl. fiir ,herunterschlagen”; = Herunterregulation der
Genexpression) der PACRG-Homologe in Trypanosoma brucei resultierte in einer dramatischen
Beeintrachtigung der Flagellen-Funktion, hervorgerufen durch den Verlust von &uferen
Mikrotubuli-Paaren (Dawe et al., 2005). Die PACRG-mRNA war auBlerdem in verschiedenen
Zilien-tragenden Geweben von Maus, Kaninchen, Xenopus und Zebrafisch nachweisbar

(Thumberger et al., 2012; Wilson et al., 2009b).

Der Phénotyp der sogenannten Quaking****-Maus deutet, ebenso wie der Knockdown von PACRG
in Trypanosoma brucei, auf eine Funktion von PACRG fiir die Stabilisierung von Mikrotubuli und
damit der Funktionsfihigkeit von Zilien und Flagellen hin. Die Quaking***“-Maus besitzt eine
spontane Deletion eines Bereichs von 1,17 Mb auf Chromosom 17. Dieser Bereich beinhaltet den
Promotor des sogenannten Quaking-Gens sowie das komplette PACRG-Gen, den gemeinsamen
Promotor von Parkin und PACRG und die ersten fiinf Exons von Parkin. Dies fithrt zu einem
kompletten Verlust von PACRG- und Parkin-mRNA in allen Zellen (Lockhart et al., 2004). Das
Mausmodell wurde 1964 erstmals beschrieben (SIDMAN et al., 1964). Homozygote Tiere leiden
unter einer Dysmyelinierung im zentralen Nervensystem, resultierend in einem Bewegungs-
Phéanotyp, der durch den Verlust des Quaking-Promotors bedingt ist (SIDMAN et al., 1964).
Auflerdem entwickeln die Tiere einen Hydrocephalus und die Ménnchen sind steril (Bennett et al.,
1971). Die beiden letzteren Phanotypen lassen sich allerdings durch die transgene Expression von
PACRG revertieren (Lorenzetti et al., 2004; Wilson et al., 2010). Ursache des Hydrocephalus ist
eine funktionelle Beeintrichtigung der Zilien-Motilitdt und der daraus resultierende verlangsamte
Liquorfluss (Wilson et al., 2010). Die Sterilitdt ist auf einen Defekt der Spermiogenese
zurlickzufiihren (Bennett et al., 1971). Fiir die Entwicklung funktionsfdhiger Spermien ist die
Bildung funktionsfahiger Flagellen und damit die korrekte Organisation und Stabilitdt von

Mikrotubuli ebenso essentiell, wie fiir die richtige Funktion von den Zilien Ventrikel-assoziierter



Zellen, die den Liquorfluss regulieren. Der Hydrocephalus und die Sterilitdt lassen sich auf eine
funktionelle Beeintrachtigung von Zilien und Flagellen resultierend aus der PACRG-Defizienz

zurickfihren.

1.1.4. Mit PACRG assoziierte Erkrankungen

Im Jahr 1998 wurden Mutationen im Parkin-Gen mit autosomal rezessiv vererbtem juvenilen
Parkinsonismus in Verbindung gebracht (Kitada et al., 1998). Da koregulierte Proteine oft in den
gleichen Signalwegen agieren oder dhnliche Funktionen in der Zelle ausiiben (Bellizzi et al., 2007;
Momota et al., 1998; Schmidt et al., 1993) stellte sich die Frage, ob auch PACRG eine Bedeutung
fiir diese Erkrankung spielt. Genetische Analysen von Patienten mit early onset (engl. fur ,,frither
Ausbruch® oder ,,jugendlicher Beginn®) Parkinson-Syndrom ergaben, dass Mutationen in PACRG
keine oder nur eine sehr geringe Rolle fiir die Entstehung dieser Erkrankung spielen (Deng et al.,
2005). Im Gegensatz dazu wurden bei genetischen Analysen von Lepra-Patienten Varianten in der
Promotorregion von PARK2 und PACRG als Risikofaktoren fiir die Entstehung von Lepra entdeckt
(Alter et al., 2013; Bakija-Konsuo et al., 2011; Mira et al., 2004). Eine Fallstudie von Typhus- und
Paratyphus-Patienten zeigte, dass einer der erwahnten Polymorphismen ebenfalls eine Rolle fiir die

Anfilligkeit gegeniiber diesen Erkrankungen spielt (Ali et al., 2006).

Die funktionelle Charakterisierung von PACRG kann nicht nur weitere Einblicke in die
Mechanismen der Funktion und Organisation von Zytoskelett-Elementen bieten, sondern auch bei

der Aufklarung der zugrundeliegenden zelluldren Mechanismen von Morbus Parkinson und Lepra
helfen.

1.2. Parkin

Parkin wurde 1998 bei der genaueren Untersuchung einer chromosomalen Deletion eines
japanischen Parkinson-Patienten mit jugendlichem Beginn der Krankheit entdeckt (Kitada et al.,
1998). Heute ist bekannt, dass Mutationen im Parkin-Gen (PARK?2) die haufigste Ursache von
autosomal rezessiv vererbtem Parkinsonismus mit jugendlichem Beginn sind (10 — 20 %) (West
and Maidment, 2004). Parkin ist ein ubiquitir exprimiertes, zytosolisches Protein (Kitada et al.,

1998; Shimura et al., 1999) mit E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivitit (Shimura et al., 2000).

1.2.1. Morbus Parkinson

Die Parkinson-Krankheit oder auch Morbus Parkinson ist nach der Alzheimer-Erkrankung die
zweithdufigste neurodegenerative Krankheit und die hdufigste Bewegungsstorung. Die sporadische

Parkinson-Erkrankung tritt meist zwischen dem 50. und dem 79. Lebensjahr auf. Andere



Parkinson-Syndrome und genetische Formen der Erkrankung koénnen bereits deutlich frither
auftreten (de Lau and Breteler, 2006). Die Kardinal-Symptome betreffen die extrapyramidale
Motorik und sind Rigor, Bradykinesie bis hin zur Akinesie, Tremor und posturale Instabilitit
(Jankovic, 2008). Die Symptomatik entsteht durch das Absterben der dopaminergen Neuronen in
der Substantia nigra pars compacta und dem daraus resultierenden Mangel des Neurotransmitters
Dopamin (Dickson, 2012). Die Ursachen fiir diesen Zelltod sind bis heute nicht vollstindig
verstanden und scheinen sich aus einem komplexen Zusammenspiel zwischen schddlichen
Umwelteinfliissen und genetischen Risikofaktoren zu ergeben. In den letzten Jahrzehnten wurden
neben der hauptsichlich auftretenden sporadischen Erkrankung auch familidre Formen von Morbus
Parkinson identifiziert, die insgesamt ca. 10 % der Fille ausmachen. Fiir autosomal dominant
vererbte Formen der Krankheit wurden Mutationen in den Genen fiir a-Synuclein und LRRK?2
(Leucinreiche-Repeat-Serin/Threoninkinase 2) identifiziert. Rezessiv vererbt werden Mutationen in
den Genen fiir Parkin, PINK-1 (PTEN-induced Putative Kinase 1), ATP13A2 und DJ-1 (Hardy,
2010; Martin et al., 2011; Nuytemans et al., 2010).

Bisher sind mehr als 120 mit Parkinsonismus assoziierte Mutationen im Parkin-Gen beschrieben,
die zur Fehlfaltung des Proteins fiihren und/oder dessen Funktion beeintrachtigen (Hardy, 2010;
Nuytemans et al., 2010). Sie beeinflussen die E3-Ligase-Aktivitit, die Interaktion mit E2-
Ubiquitin-konjugierenden Enzymen, die Expression und Lokalisation und die Ldslichkeit des
Proteins (Hampe et al., 2006; Matsuda et al., 2006; Schlehe et al., 2008a; Sriram et al., 2005). Der
Nachweis von fehlgefaltetem Parkin im Gehirn von Patienten mit idiopathischem Morbus
Parkinson legt die Vermutung nahe, dass eine funktionelle Beeintrachtigung von Parkin nicht nur
fiir familidre Parkinson-Erkrankungen, sondern auch fiir die sporadisch auftretende Krankheit eine
Rolle spielt (LaVoie et al., 2005, 2007; Schlehe et al., 2008b; Wang et al., 2005; Winklhofer et al.,
2003).

1.2.2. Die E3-Ligase Parkin

Parkin besteht aus 465 Aminosduren (Kitada et al., 1998) und besitzt eine N-terminale UBL-
(Ubiquitin-like)-Doméine, sowie eine C-terminale RBR-Doméne (RBR = RING Between RING).
Die RBR-Doméne ist aus zwei RING-Finger-Doménen (RING = Really Interesting New Gene) und
einer IBR-Doméne (IBR = In-between RING) aufgebaut (Abb. 1.2). Das Vorhandensein der RBR-
Doméne von Parkin spricht fiir eine E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivitdt des Proteins (Shimura et al.,
2000). Parkin kann verschiedene Arten der Ubiquitinierung vermitteln, sowohl
Monoubiquitinierungen, als auch Polyubiquitinierungen mit unterschiedlich verkniipften Ubiquitin-

Resten (Winklhofer, 2014). Bisher wurde eine Reihe von Parkin-Substraten beschrieben, die jedoch
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keine eindeutige Zuordnung der Funktion von Parkin zu einem spezifischen Signalweg zulassen

(Exner et al., 2012; Moore, 2006).
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Abb. 1.2: Struktur von Parkin

Modulare Doménenstruktur von Parkin (A). Parkin besteht aus 465 Aminosduren und
besitzt eine N-terminale UBL-Domiéne, sowie eine C-terminale RBR-Domine. Die RBR-
Doméne ist aus zwei RING-Finger-Doménen (RING) und einer IBR-Doméne aufgebaut
und spielt eine Rolle fiir die Ubiquitinierung von Proteinen. Zwischen der UBL- und der
RBR-Domine befindet sich eine weitere RING-Doméne, die RINGO-Domine.
Schematische Kristallstruktur von Parkin (B). UBL, Ubiquitin Like; RING, Really
Interesting New Gene; RBR, RING Between RING; 1BR, In-between RING. (Winklhofer,
2014)

1.2.3. Zellulare Funktionen von Parkin

1.2.3.1. Die zytoprotektive Funktion von Parkin
In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass die Parkin-Expression Stress-abhéngig reguliert
wird und dass Parkin eine starke zellprotektive Aktivitit hat. Die Uberexpression des Proteins
schiitzt vor Zelltod unter verschiedensten Stressbedingungen (Jiang et al., 2004; Miiller-Rischart et
al., 2013; Petrucelli et al., 2002; Staropoli et al., 2003), wihrend eine Parkin-Defizienz die Zellen
anfélliger gegeniiber Stress werden ldsst (Bouman et al., 2011; Henn et al., 2007; Miiller-Rischart
et al.,, 2013). Es konnten verschiedene Signalwege identifiziert werden, die der protektiven

Aktivitdt zugrunde liegen. So wurde z.B. gezeigt, dass Parkin {iber die Interaktion und



Ubiquitinierung von PARIS (Parkin Interacting Substrate) den PGC-1a-Signalweg (PGC-la =
Peroxisome Proliferator-activated Receptor-y Co-activator-1a) aktiviert (Shin et al., 2011).
PGC-1la ist ein transkriptioneller Koaktivator, der die Expression verschiedener Gene fiir die
mitochondriale Biogenese und Funktion reguliert (Scarpulla, 2011; Wenz, 2009). PARIS bindet den
PGC-1la-Promotor und reprimiert dadurch die Expression dieses transkriptionellen Kofaktors. Die
Ubiquitinierung von PARIS durch Parkin fiihrt zur proteasomalen Degradation des Proteins und
somit zur Aktivierung der PGC-1a-Expression (Shin et al., 2011). In einer weiteren Studie konnte
gezeigt werden, dass der NF-xB-Signalweg (NF-«B = nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer’
of activated B-cells) fiir die protektive Funktion von Parkin eine essentielle Rolle spielt. Unter
Stressbedingungen wird Parkin zum sogenannten LUBAC (Linear Ubiquitin Chain Assembly
Complex) rekrutiert und aktiviert diesen (Abb. 1.3) (Miiller-Rischart et al., 2013). Der aktive
Komplex vermittelt die lineare Ubiquitinierung von NEMO (NF-«xB Essential Modulator = IKKYy),
dem hauptsidchlichen Regulator des kanonischen NF-kB-Signalweges (Tokunaga et al., 2009a).
Somit fiihrt Parkin iiber lineare Ubiquitinierung von NEMO zur Aktivierung des NF-«xB-
Transkriptionsfaktors, der wiederum die Expression von Uberlebensgenen aktiviert (Mattson and
Meftert, 2006), (Abschnitt 1.3.2.3). Miiller-Rischart et al konnten z.B. OPA1 (Optic Atrophy 1) als
neues Zielgen fir den NF-kB-Transkriptionsfaktor identifizieren (Miiller-Rischart et al., 2013).
OPA1 ist ein mitochondriales Fusionsprotein. Die Fusion von Mitochondrien oder die
Verhinderung der mitochondrialen Fragmentierung wirkt der Apoptose entgegen und stellt somit
einen Mechanismus dar, der das Uberleben der Zelle unterstiitzt (Fannjiang et al., 2004; Frank et

al., 2001).



Abb. 1.3: Der Einfluss von Parkin auf den NF-kB-Signalweg

Nach Aktivierung des TNF-Rezeptors-1 durch Bindung von TNF-o auf der Zellmembran
wird Parkin zum sogenannten LUBAC, bestehend aus den E3-Ligasen HOIL-1L und
HOIP, rekrutiert und aktiviert diesen. Der aktive Komplex vermittelt die lineare
Ubiquitinierung von NEMO, dem hauptsdchlichen Regulator des kanonischen NF-kB-
Signalweges. NEMO ist der regulatorische Teil des IKK-Komplexes, der mit seinen
Kinase-Untereinheiten IKK-o und -B den Inhibitor IkB phosphoryliert. Durch die
Phosphorylierung wird der Inhibitor fiir die proteasomale Degradierung markiert und
abgebaut. Das vom Inhibitor abgeldste Transkriptionsfaktor-Dimer kann nun in den
Zellkern translozieren, um die Transkription von verschiedensten Zielgenen zu aktivieren.
Zu diesen Zielgenen gehoren neben z.B. OPA1 zahlreiche Uberlebensfaktoren fiir die
Zelle (Miiller-Rischart et al.,, 2013). TNF-a, Tumornekrosefaktor-a; TNFRI,
Tumornekrosefaktor-Rezeptor-1; LUBAC, Linear Ubiquitin Chain Assembly Complex;
HOIL-1L, RanBP-type and C3HC4-type Zinc Finger-containing Protein 1; HOIP, HOIL-
1L Interacting Protein; NEMO, NF-«B Essential Modulator = IKKy; IKK, IkB-Kinase-
Komplex; IkB-a, Inhibitor von NF-kB-a; OPA1, Optic Atrophy 1.

1.2.3.2. Parkin und Mitochondrien
Neben seiner zytoprotektiven Funktion hat Parkin Einfluss auf die mitochondriale Morphologie
und Funktion. Parkin-Knockout-Miause (KO, engl. fiir ,,auBler Gefecht setzen*; = Ausschalten der
Genexpression) zeigen Anzeichen von mitochondrialer Dysfunktion und oxidativen Schiden im
ventralen Mittelhirn (Palacino et al., 2004). Der akute Verlust von Parkin induziert in Zellen eine
Drpl-abhingige (Drpl, engl. Dynamin Related Protein 1 = mitochondriales Fissionsprotein)

mitochondriale Fragmentierung (Abb. 1.4) einhergehend mit einer reduzierten ATP-Produktion.



Dieser Effekt kann durch verstidrkte Expression von mitochondrialen Fusionsproteinen revertiert

werden (Lutz et al., 2009a; Pilsl and Winklhofer, 2012).

| contral sifRMNA | l Parkin siRNA |

Abb. 1.4: Der Einfluss von Parkin auf die mitochondriale Morphologie

Der Knockdown von Parkin mittels Parkin-siRNA-Transfektion fiihrt in kultivierten
Zellen (SH-SYS5Y) zur Drpl-abhingigen Fragmentierung der Mitochondrien (Lutz et al.,
2009a). Control, Kontrolle; Drpl, Dynamin Related Protein 1; siRNA, Small Interfering
RNA.

Dariiber hinaus wurde Parkin in den letzten Jahren eine Funktion beim Abbau nicht-funktioneller
Mitochondrien, der sogenannten Mitophagie, zugeordnet. Parkin wird zu geschddigten
Mitochondrien rekrutiert und ubiquitiniert dort mitochondriale Proteine. Durch diese
Ubiquitinierung werden Adaptor-Proteine fiir die Autophagie rekrutiert und die Mitochondrien in
Autophagosomen verpackt. Diese Autophagosomen fusionieren anschlieBend mit Lysosomen in
denen die enthalten Mitochondrien degradiert werden (Narendra et al., 2008; Youle and Narendra,

2011), (Kapitel 1.3.1.2).

Mitochondrien erfiillen eine wichtige Funktion in zahlreichen verschiedenen zelluldren Prozessen
(Kapitel 1.3). Ein funktionierendes mitochondriales Netzwerk ist ausschlaggebend fiir die
Aufrechterhaltung der neuronalen Integritét. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass
die Storung der mitochondrialen Funktion eine Rolle im Alterungsprozess und bei der Entstehung
neurodegenerativer Erkrankungen, wie z.B. Morbus Parkinson, spielt (Miiller et al., 2010;
Winklhofer and Haass, 2010). Den ersten Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen Parkinson
und der Funktionalitdt von Mitochondrien gab es in den spéten 1970er, frithen 1980er Jahren, als
junge Drogensiichtige nach dem Konsum von einem mit MPTP-(1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-
Tetrahydropyridine)-kontaminierten Meperidin-Analogon (synthetischem Heroin) Parkinson-
Symptome entwickelten (Davis et al., 1979; Langston and Ballard, 1983). MPTP ist die Vorstufe
eines Toxins, welches spezifisch in dopaminerge Zellen aufgenommen wird und dort den
Komplex-1 der mitochondrialen Atmungskette hemmt. Die daraus resultierende verstirkte Bildung

reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies fithrt zum Absterben der Neuronen (Chan et al., 1991;



Nicklas et al., 1985; Przedborski et al., 1996). Zudem wurde in post mortem Substantia nigra-
Gewebe von Parkinson-Patienten eine Beeintrachtigung der Komplex-1-Aktivitit nachgewiesen
(Schapira et al., 1989). Nach der Entdeckung der genetischen Faktoren fiir die Entstehung von
Morbus Parkinson, erhértete sich der Verdacht eines Zusammenhangs zwischen Morbus Parkinson
und Mitochondrien, da einige der Parkinson-assoziierten Proteine eine Rolle bei der
Aufrechterhaltung der mitochondrialen Morphologie, Funktion und Dynamik spielen (Winklhofer
and Haass, 2010). Eine besondere Bedeutung kommt hierbei den beiden Parkinson-assoziieren
Proteinen Parkin und PINK-1 zu, deren Einfluss auf Mitochondrien intensiv untersucht, und in

diesem Abschnitt bereits teilweise besprochen, worden ist (Pilsl and Winklhofer, 2012).

Wie bereits erwidhnt konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass eine funktionelle
Beeintrachtigung von Parkin sowohl fiir familidire als auch fiir sporadische Parkinson-
Erkrankungen eine Rolle spielt. Die Aufkldrung der genauen Funktion von Parkin und der
zelluldren Signalwege, in denen das Protein agiert, bietet einen wichtigen Ansatzpunkt fiir die
Erforschung der pathologischen Mechanismen, die der Parkinson-Krankheit zugrunde liegen. Dies
wiederum ist die Grundlage fiir die Entwicklung von Préventionsstrategien und Therapien, die sich
bisher rein auf die Behandlung der Symptome durch Ausgleich des Dopamin-Mangels
beschrinken. Durch die Koregulation von Parkin und PACRG und aufgrund der Annahme, dass
koregulierte Proteine &hnliche Funktionen in der Zelle ausiiben, kann auch die funktionelle
Charakterisierung von PACRG zur Aufkldrung der Parkin-Funktion sowie der zugrundeliegenden

zelluldren Mechanismen der Parkinson-Erkrankung beitragen.

1.3. Neurodegeneration — Mitochondrien und Apoptose

Den Symptomen vieler neurologischer Erkrankungen, wie Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson

oder Schlaganfillen, liegt das Absterben von Neuronen zugrunde (Mattson, 2000).

Das Uberleben von Zellen héingt stark von der Integritit und Funktionalitét der Mitochondrien ab.
Eine Reihe von zelluldren Uberlebens-Strategien zielen darauf ab, die Mitochondrien vor Stress zu

schiitzen um ihre Funktionsfihigkeit zu wahren, oder geschiadigte Organellen reguliert abzubauen.

Mitochondrien sind die Zellorganellen, die fiir die Produktion von ATP (Adenosintriphosphat) in
der Zelle hauptverantwortlich sind. Sie spielen allerdings auch fiir andere zelluldre Prozesse eine
wichtige Rolle, wie fiir die Bildung von Eisen-Schwefel-Clustern, den Harnstoffzyklus, die
Speicherung von Kalzium und die Apoptose. Die Organellen sind von einer Doppelmembran
umschlossen. In der inneren Membran sind unter anderem die Enzyme fiir den Prozess der ATP-
Gewinnung, der oxidativen Phosphorylierung, lokalisiert. Die &dufere Membran enthélt

hauptsiachlich Transportproteine fiir den Import mitochondrialer Proteine. Die Proteine des
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Intermembranraumes spielen eine initiale Rolle fiir den programmierten Zelltod, die Apoptose

(Kapitel 1.3.2.1).

Bei der Produktion von ATP bilden Mitochondrien als Nebenprodukt reaktive Sauerstoffspezies,
die zur Modifikation von Proteinen, DNA-Schiadigung und Lipid-Peroxidation fiihren, was die
Zelle letztendlich in die Apoptose treiben kann. Auch der Einfluss der Mitochondrien auf die
intrazelluldre Kalzium-Homoostase kann zur Initiation des programmierten Zelltods beitragen. Aus
diesen Griinden besitzt die Zelle ein komplexes Netzwerk an mitochondrialen Qualitdtskontroll-
Mechanismen, die nicht-funktionelle Mitochondrien erkennen und zur Reparatur oder zum Abbau

der Organellen fithren konnen (Rugarli and Langer, 2012).

1.3.1. Mitochondriale Qualitatskontrolle

Zur Qualitétskontrolle von Mitochondrien tragen verschiedene Mechanismen bei. Ein System aus
Hitzeschockproteinen und Proteasen der mitochondrialen Matrix unterstiitzt die Faltung
importierter Proteine, schiitzt diese vor Stressbedingungen und degradiert fehlerhafte Proteinen.
Die Dynamik des mitochondrialen Netzwerkes trdgt ebenfalls zur Sicherstellung der Funktionalitét
von Mitochondrien bei. Als letzten Schritt der Qualititskontrolle konnen defekte Organellen mittels

Mitophagie abgebaut werden (Rugarli and Langer, 2012).

1.3.1.1. Mitochondriale Dynamik
Mitochondrien sind sehr dynamische Zellorganellen (Bereiter-Hahn, 1990). Durch Fusions- und
Fissionsprozesse dndert sich die Morphologie des Netzwerkes stidndig, abhidngig von
unterschiedlichsten zelluldren Bedingungen (Scorrano, 2013). Unter verschiedenen metabolischen
Stressbedingungen oder schadlichen Umwelteinfliissen, wie Nahrstoffmangel und oxidativer
Stress, konnen die Mitochondrien verstirkt fusionieren (Tondera et al., 2009). Diese Stress-
induzierte Hyperfusion dient dem Austausch von mitochondrialem genetischem Material und
verringert damit die Anhéufung von Defekten innerhalb eines Mitochondriums. Dadurch werden
die einzelnen Organellen vor dem Abbau geschiitzt und das Uberleben der Zelle unterstiitzt (Chen
et al.,, 2010; Nakada et al., 2001; Ono et al., 2001). Stark geschidigte Mitochondrien wiederum
teilen sich und bilden ein fragmentiertes mitochondriales Netzwerk. Diese Organellen werden dann
durch Mitophagie abgebaut (Abb. 1.5) (Twig et al.,, 2008; Youle and van der Bliek, 2012).
AuBerdem ist die Fission von Mitochondrien in die Regulation des programmierten Zelltods
involviert und stellt ein frithes Ereignis in dieser Kaskade dar. Die Fragmentierung der
Mitochondrien geht einher mit der Permeabilisierung der mitochondrialen Membran und der
Freisetzung von pro-apoptotischen Proteinen, wie Cytochrom-c, aus dem Intermembranraum

(Fannjiang et al., 2004; Frank et al., 2001). Die Dynamik des mitochondrialen Netzwerkes spielt



zudem eine wichtige Rolle bei der Zellteilung und beim Transport der Organellen entlang von

Mikrotubuli, z.B. im Axon von Neuronen.

Mitochondriale  Fusion und  Fission  werden  durch  grole  hoch-konservierte
Guanosintriphosphatasen (GTPasen) der Dynamin-Familie vermittelt (Hoppins et al., 2007). Die
Fusion von Mitochondrien erfolgt iiber die Fusion der mitochondrialen Membranen. Die Fusion
von Membranen lduft stets nach einem &dhnlichen Prinzip ab. Zundchst miissen die zu
fusionierenden Membranen in engen Kontakt gebracht werden, damit dann die Membran durch
Einfligen einer Kurvatur destabilisiert werden kann und die Lipid-Schichten sich miteinander
vereinigen (Martens and McMahon, 2008). Die Fusion der duBBeren mitochondrialen Membranen
wird durch die Membran-verankerten GTPasen Mitofusinl und 2 (Mfnl und Mfn2) vermittelt
(Hales and Fuller, 1997; Hermann et al., 1998; Rapaport et al., 1998; Santel and Fuller, 2001),
wiahrend die GTPase OPA1 die Fusion der inneren Mitochondrienmembran katalysiert (Cipolat et
al., 2004; Meeusen et al., 2006). Die GTPasen der beiden zu fusionierenden Membranen
interagieren miteinander und heften die Membranen eng aneinander. Dadurch kdnnen sich die
Lipid-Schichten vermischen, wahrend durch die GTPase-Aktivitdt die biomechanische Energie fiir
den Fusionsprozess zur Verfiigung gestellt wird (DeVay et al., 2009; Fritz et al., 2001; Koshiba et
al., 2004). Die Fission mitochondrialer Membranen wird von der zytosolischen GTPase Drpl
(Dynamin Related Protein 1) vermittelt (Otsuga et al., 1998; Smirnova et al., 2001). Drpl wird an
die duBlere mitochondriale Membran rekrutiert (Mozdy et al., 2000; Zhang and Chan, 2007) und
polymerisiert dort zu helikalen Strukturen, welche die Membran umspannen. Die GTP-Hydrolyse
liefert die Energie fiir die Abschniirung der Membranen (Ingerman et al., 2005). Der Mechanismus
der Fission der inneren mitochondrialen Membran ist bisher nicht vollstindig aufgeklért.

Moglicherweise werden innere und duflere Membran gemeinsam von Drpl abgeschniirt.
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Biogenese heterogene
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Abb. 1.5: Schema der mitochondrialen Dynamik

Das mitochondriale Netzwerk ist sehr dynamisch. Abhédngig von unterschiedlichen
zelluldren Bedingungen fusionieren Mitochondrien miteinander oder das mitochondriale
Netzwerk fragmentiert. Dies hat FEinfluss auf die metabolische Kapazitit der
Mitochondrien. Ein verkniipftes mitochondriales Netzwerk hat eine hohe metabolische
Kapazitit. Fir die Fusion der duBleren Membranen sind die Membran-verankerten
GTPasen Mfnl und Mfn2 verantwortlich, wihrend die Fusion der inneren Membranen
durch die GTPase OPAI katalysiert wird. Die Fragmentierung von Mitochondrien dient
unter anderem der Abtrennung defekter Organellen mit niedriger metabolischer Kapazitit,
die dann mittels Mitophagie abgebaut werden kdnnen. Diese Fission wird durch die
zytosolische GTPase Drpl vermittelt (modifiziert aus Westermann, 2010). Mfn,
Mitofusin; OPA1, Optic Atrophy 1; Drpl, Dynamin Related Protein 1.

1.3.1.2. Mitophagie — der selektive Abbau defekter Mitochondrien
Der Abbau defekter Mitochondrien ist ein wichtiger Prozess zur Aufrechterhaltung eines
funktionellen mitochondrialen Netzwerkes (Egan et al., 2011; Komatsu et al., 2005). Selektive
Fusions- und Fissions-Ereignisse sorgen fiir die Abtrennung geschiddigter Mitochondrien vom
Netzwerk (Twig et al., 2008). AnschlieBend werden die segregierten Organellen von einer
Doppelmembran in ein sogenanntes Autophagosom umschlossen. Dieses Autophagosom fusioniert
mit Lysosomen, in denen die Organellen degradiert werden (Eskelinen and Saftig, 2009). Der
Prozess der spezifischen Autophagie von Mitochondrien wird auch Mitophagie genannt und von
den beiden Parkinson-assoziierten Proteinen PINK-1 und Parkin reguliert. In gesunden
Mitochondrien wird die zytosolische Kinase PINK-1, abhidngig vom mitochondrialen
Membranpotential, an die innere mitochondriale Membran rekrutiert und proteasomal degradiert
(Jin et al., 2010; Whitworth et al., 2008). In nicht-funktionellen Mitochondrien mit einem
zerstorten Membranpotential kann PINK-1 nicht mehr importiert und degradiert werden und
akkumuliert an der &ufleren mitochondrialen Membran (Narendra et al., 2010). PINK-1 rekrutiert
wiederum die ebenfalls zytosolische E3-Ligase Parkin an die Mitochondrien (Narendra et al.,
2008), welche die Ubiquitinierung mitochondrialer Membranproteine, wie z.B. den Mitofusinen
katalysiert (Gegg et al., 2010; Glauser et al., 2011; Poole et al., 2010; Ziviani et al., 2010). Die
genauen Mechanismen, die anschlieBend zur Bildung des Autophagosoms fiihren sind nicht

vollstandig aufgeklirt (Abb. 1.6).
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Lysosom

Phagophore

Autophagolysosom

Abb. 1.6: Mitophagie

In funktionsfdhigen Mitochondrien wird PINK-1 an die mitochondriale Membran
rekrutiert und dort direkt proteolytisch degradiert. Nach Zerstérung des mitochondrialen
Membranpotentials durch Behandlung von Zellen mit Carbonyl-Cyanide-m-chlorophenyl-
Hydrazon (CCCP = Entkoppler der mitochondrialen Atmungskette) wird PINK-1 nicht
mehr abgebaut und rekrutiert Parkin an die mitochondriale Membran. Parkin ubiquitiniert
mitochondriale Proteine und markiert die defekten Mitochondrien fiir die Autophagie. Es
bildet sich ein Phagosom, welches mit Lysosomen fusioniert und die Mitochondrien
abbaut. PINK-1, PTEN-induced Putative Kinase 1 (Pilsl and Winklhofer, 2012).

1.3.2. Apoptose und Uberleben

1.3.2.1. Apoptotischer Zelltod
Der programmierte Zelltod, auch Apoptose genannt, ist ein essentieller Prozess fiir die Entwicklung
und die Funktion multizelluldrer Organismen. UnregelméaBigkeiten in diesem Signalweg konnen
zur Entstehung verschiedener Krankheiten beitragen, wie z.B. Krebs, Autoimmunitit und
neurodegenerativen Erkrankungen. Apoptose kann als Antwort auf verschiedenste extrazelluldre
oder intrazelluldre Stimuli induziert werden und konvergiert in der Aktivierung der Cystein-
Effektor-Proteasen, den Caspasen-3, -6 und -7 (Cys-dependent Aspartyl-specific Proteases), welche
die biochemischen und morphologischen Verdnderungen der apoptotischen Zelle verursachen
(Thornberry and Lazebnik, 1998). Es werden zwei Signalwege unterschieden die zur Aktivierung
dieser Caspasen fiihren, der intrinsische und der extrinsische Signalweg. Der intrinsische
Signalweg wird von Stimuli, wie oxidativem Stress, Mangel an Wachstumsfaktoren, DNA-
Schiadigung oder Behandlung mit verschiedenen Toxinen, innerhalb der Zelle ausgelost, wiahrend
der extrinsische Weg durch Liganden-Bindung an sogenannte Todesrezeptoren auf der

Zellmembran in Gang gesetzt wird (Abb. 1.7).
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Im intrinsischen oder mitochondrialen Signalweg fiihrt der Zelltod-Stimulus zur Freisetzung von
Cytochrom-c aus dem mitochondrialen Intermembranraum (Saelens et al., 2004). Cytochrom-c
bindet im Zytosol an Apaf-1 (4dpoptose Protease Activating Factor-1) und bildet zusammen mit
diesem Protein und der Pro-Caspase-9 das Apoptosom, einen ca. 1 MDa grofen Multi-Protein-
Komplex (Li et al., 1997; Zou et al., 1997). Nach der Rekrutierung in das Apoptosom wird die Pro-
Doméne der Pro-Caspase-9 proteolytisch abgespalten und dadurch die Caspase aktiviert, die dann
wiederum die Effektor-Caspasen proteolytisch aktiviert (Slee et al., 1999). Die Freisetzung von
Cytochrom-c aus dem Mitochondrium wird von Proteinen der Bcl-2-Familie (Bcl-2 = B-cell
Lymphoma 2) reguliert. Diese Familie besteht aus anti-apoptotischen Mitgliedern, wie Bcl-2 und
Bcel-xl (BCL-extra large), und pro-apoptotischen Mitgliedern, wie BID (BH3- Interacting Domain
Death Agonist), Bax (Bcl-2-associated X Protein) und Bak (Bcl-2 Antagonist or Killer) (Vander
Heiden and Thompson, 1999; Youle and Strasser, 2008). Nach dem pro-apoptotischen Stimulus
andert das zytosolische Bax seine Konformation und inseriert in die mitochondriale Membran. Dort
bildet es zusammen mit Bak und anderen Proteinen Mikroporen, durch die Proteine des
Intermembranraumes, wie Cytochrom-c, ins Zytosol austreten konnen und das mitochondriale

Membranpotential zerstort wird (Korsmeyer et al., 2000; Kuwana et al., 2002).

Der extrinsische Apoptose-Signalweg wird durch Bindung von Liganden wie FasL (Fas Ligand)
oder TNF (Tumornekrosefaktor) an Todesrezeptoren ausgelost (Ashkenazi and Dixit, 1998). Die
Rezeptoren bilden Trimere auf der Zelloberfliche und rekrutieren je nach Rezeptor verschiedenen
Adaptor-Proteine, wie z.B. FADD (Fas-associated Death Domain Protein), an ihre zytosolische
Todesdomine. FADD dimerisiert und rekrutiert die Pro-Caspase-8, deren Pro-Doméne
autokatalytisch abgespalten wird. Die aktive Caspase-8 aktiviert dann wiederum proteolytisch die

Effektor-Caspasen (Kischkel et al., 1995).

Der intrinsische und der extrinsische Signalweg sind iiber das pro-apoptotische BH3-only-Protein
BID verbunden (Wang et al., 1996). Dieses wird nach Aktivierung des extrinsischen Signalweges
durch die Caspase-8 gespalten. Die aktive Form des Proteins, tBID kann direkt Bax aktivieren und

so zur Freisetzung von Cytochrom-c aus dem Mitochondrium fiihren (Korsmeyer et al., 2000).

Beide Apoptose-Signalwege enden mit der Aktivierung der sogenannten Effektor-Caspasen-3, -6
und -7. Diese Caspasen aktivieren zytosolische Endonukleasen, welche fiir die Degradierung von
Nukleinsduren zustindig sind, sowie Proteasen, die den Abbau von Proteinen katalysieren (Slee et
al., 2001). Die dadurch hervorgerufenen Verdnderungen der Zellen beinhalten das Schrumpfen und
Abrunden der Zellen und die Kondensation des Chromatins. Es schniiren sich kleine Vesikel von
der Plasmamembran ab und der Inhalt der Zelle wird in sogenannte Apoptose-Korperchen
(Apoptotic Bodies) verpackt. Diese Korperchen werden anschlieBend von Makrophagen oder
Parenchymzellen phagozytiert und lysosomal degradiert (Elmore, 2007).



16

Ligand

W ras
Death— [ 1] TRAIL
Plasma membrane receptor 414 or TNF)
b Extrinsic
— Anti-apoptotic BCL-2
DINA damage or ER stress | proteﬁ?p i i
0@, =y | )
l = (£ g =)
e @
v gl
7 . 3 o L
BH3-only protein activation| ——=—=BAX or BAK ‘__TE,‘E %_ %_
. 'O Y

< l

Active caspases
MOMP G

PR S Outer
s o i . membrane

I A
Mitochondrion 8 M5

N R"* i
Matrix

KIAP

Mature Reviews | Molecular Cell Biclogy

Abb. 1.7: Der extrinsische und der intrinsische Apoptose-Signalweg

A) Stimuli, die den intrinsischen Apoptose-Signalweg in Gang setzen, aktivieren zunéchst
pro-apoptotische BH3-Proteine. Diese aktivieren wiederum Bax und Bak, die zur
Permeabilisierung der duBleren mitochondrialen Membran (MOMP) und zur Freisetzung
von Cytochom-¢ aus dem Intermembranraum fithren. Freigesetztes Cytochrom-c
verbindet sich im Zytosol mit Apaf-1 und der Pro-Caspase-9 zum Apoptosom, welches
letztendlich die Effektor-Caspasen-3 und -7 aktiviert. Die Apoptose kann auf
verschiedenen Wegen reguliert werden. Die Aktivierung von Bax und Bak kann durch
anti-apoptotische Proteine der Bcl-2-Familie inhibiert werden. XIAP ist ein Inhibitor der
Caspase-Aktivitdt und wirkt dadurch ebenfalls anti-apoptotisch. Die mitochondriale
Freisetzung von SMAC und OMI (HTRA2) hemmt die Aktivitdt von XIAP und wirkt pro-
apoptotisch. B) Der extrinsische Apoptose-Signalweg wird iiber die Bindung von
Liganden (FasL, TRAIL, TNF) an Todesrezeptoren auf der Zelloberfliche in Gang
gesetzt. Uber Adaptor-Proteine (FADD) wird die Pro-Caspase-8 an die intrazellulire
Todesdoméne des Rezeptors rekrutiert und dort proteolytisch aktiviert. Die aktive
Caspase-8 aktiviert wiederum die Effektor-Caspasen-3 und -7 (Tait and Green, 2010).
MOMP, Mitochondrial Outer Membrane Permeabilisation;, Apaf 1, Apoptotic Protease
Activating Factor 1; XIAP, X-linked Inhibitor of Apoptosis; SMAC, Second
Mitochondria-derived Activator of Caspase; Fasl, Fas Ligand; TRAIL, TNF-related
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Apoptosis-inducing Ligand;, TNF, Tumornekrosefaktor; FADD, Fas-associated Death
Domain Protein; Bax, Bcl-2-associated X Protein; Bak, Bcl-2 Antagonist or Killer; BID,
BH3 Interacting-domain Death Agonist; Bcl-2, B-cell Lymphoma 2.

1.3.2.2. Zelluldre Uberlebens-Signale
Der Zelle stehen verschiedene sogenannte Uberlebens-Signalwege zur Verfiigung um die Apoptose
zu inhibieren. Diese Signalwege haben die Inhibition der Expression pro-apoptotische Proteine,
sowie die Expression anti-apoptotischer Proteine zum Ziel. Einer dieser Signalwege ist der
Akt/PKB-Signalweg (Akt = Alternatively Protein Kinase B), der iiber die Phosphatidylinositol-3-
Kinase (PI3K) nach Stimulation unterschiedlicher Transmembranrezeptoren aktiviert wird. Dieser
Signalweg fiihrt unter anderem zur Aktivierung des wachstumsfordernden Proteins mTOR
(Mammalian Target of Rapamycin) und zur Phosphorylierung und Inhibierung der pro-
apoptotischen Proteine Bad, Bax und Caspase-9 (Song et al., 2005). Ein zweites Beispiel fiir einen
anti-apoptotischen Signalweg ist der JAK-Signalweg (JAK = Januskinase). Januskinasen sind
Tyrosinkinasen, die nach ihrer Bindung an die zytosolische Doméne aktivierter Zytokin-
Rezeptoren der Zelloberfliche sogenannte STATs (Signal Transducers and Activators of
Transcription) phosphorylieren, die im Zellkern als Transkriptionsfaktoren aktiv sind. STATs
aktivieren unter anderem die Transkription anti-apoptotischer Proteine, wie Bcl-xL und Bcl-2
(Hebenstreit et al., 2005). Wie bereits erwihnt, gibt es noch viele weitere Signalwege mit dem Ziel
die Zelle vor Zelltod zu schiitzen. Die Aktivierung des TNF-Rezeptors iiber Bindung von TNF-a
kann zwar die Apoptose induzieren, kann aber iiber die Aktivierung des NF-«kB-Signalweges auch

einen Uberlebens-Signalweg in Gang setzen.

1.3.2.3. Der NF-kB-Signalweg
NF-«B ist ein Transkriptionsfaktor, der fiir die Regulation verschiedenster zelluldrer Prozesse, wie
z.B. von Entziindungsprozessen, Immunitit, Zellwachstum und Uberleben und Entwicklung,
zustindig ist. Der NF-kB-Signalweg wird durch Zytokine, virale oder bakterielle Antigene oder
unterschiedliche zelluldre Stresssituationen in Gang gesetzt. Die Familie der NF-kB-
Transkriptionsfaktoren besteht aus fiinf Mitgliedern, den Rel-Proteinen c-Rel, RelA (p65) und
RelB, und den NF-kB-Proteinen p50/p105 (NFKB1) und p52/p100 (NFKB2), die verschiedene
Homo- oder Heterodimere miteinander bilden kdnnen. Das héufigste Dimer ist das p50/RelA
Heterodimer. Die Transkriptionsfaktoren werden unter Basalbedingungen iiber die Bindung an
einen Inhibitor (IkB = Inhibitor of kB) inaktiv im Zytoplasma gehalten. Nach Aktivierung des
Signalweges wird der Inhibitor durch einen Kinase-Komplex (IxkB-Kinase-Komplex = IKK-
Komplex) phosphoryliert. Diese Modifikation dient als Signal fiir die Ubiquitinierung und
proteasomale Degradierung des Inhibitors. Dadurch wird der NF-kB-Transkriptionsfaktor



freigesetzt und kann in den Zellkern translozieren um dort die Transkription verschiedenster

Zielgene zu aktivieren (Abb. 1.8) (Gilmore, 2006).

Man unterscheidet den kanonischen und den nicht-kanonischen NF-kB-Signalweg. Die Aktivierung
beider Wege erfolgt liber die Bindung von Liganden an Rezeptoren auf der Zelloberflache. Der
kanonische Signalweg wird z.B. liber die Bindung von Interleukinen, TNF-a oder bakteriellem LPS
(Lipopolysaccharid) an TNF-Rezeptoren oder Toll-like-Rezeptoren in Gang gesetzt. Nach
Aktivierung der Rezeptoren werden unterschiedliche Adaptor-Proteine an die zytosolische Doméne
des Rezeptors rekrutiert (TRADD, TRAF, RIP, TRIF, IRAK). Diese Adaptor-Proteine rekrutieren
wiederum den IKK-Komplex (Napetschnig and Wu, 2013). Der nicht-kanonische Signalweg spielt
fiir die B- und T-Zell-Entwicklung und die Aktivierung dendritischer Zellen eine Rolle und
unterscheidet sich zum kanonischen Signalweg durch die Aktivierung iiber andere Membran-

Rezeptoren und die Zusammensetzung des IKK-Komplexes (Sun, 2011).

Die Mitglieder der NF-kB-Transkriptionsfaktor-Familie zeigen eine starke Homologie in ihrer Rel-
Homologie-Domidne (RHR = Rel Homolgy Region), die fir die DNA-Bindung und die
Dimerisierung zustindig ist (Gilmore, 1990). Die Rel-Proteine besitzen aulerdem eine C-terminale
Transaktivierungsdoméne, wihrend die NF-kB-Proteine keine solche Aktivierungsdoméne
besitzen. Die NF-kB-Proteine dienen als Koaktivatoren in Heterodimeren mit Rel-Proteinen, oder
als transkriptionelle Repressoren, wenn sie Homodimere miteinander bilden. Die Aktivierung der
Transkription verschiedener Gene durch den NF-kB-Signalweg wird also stark {iber die spezifische
Aktivitdt der unterschiedlichen Dimere reguliert. Von verschiedenen Dimeren werden
unterschiedliche, teilweise aber auch {iberlappende Sets von Zielgenen reguliert. Diese Diversitét
ergibt sich aus der unterschiedlichen Spezifitit der Dimere fiir die DNA-Bindesequenz und aus den
unterschiedlichen Wechselwirkungen mit Koaktivatoren und Korepressoren am Promotor der

Zielgene (Smale, 2012).

Bei der Gruppe der Inhibitoren von NF-kB, den IxBs, gibt es ebenfalls mehrere Vertreter (IkB-a,
IxB-B, IkB-y, IkB-¢), die sich in ihrer Affinitit zu unterschiedlichen NF-kB-Dimeren unterscheiden
(Gilmore, 2006). Die Regulation der Inhibitoren erfolgt {iber die Phosphorylierung durch den IKK-
Komplex. Dieser besteht aus zwei katalytischen Untereinheiten (IKK-o und IKK-B), sowie einer
regulatorischen Untereinheit (NEMO/IKK-y = NF-kB Essential Modulator). Nach Aktivierung des
IKK-Komplexes wird IkB von den Kinase-Doménen IKK-o und IKK-B an zwei Serin-Resten
phosphoryliert und damit fiir die Lys48-Ubiquitinierung durch die SCFF™"-Ligase (SCFF™ "= Skp—

cullin—F-box—fTrCP) markiert, um anschlieBend proteasomal degradiert zu werden (Israél, 2010).

NF-«B reguliert die Transkription von Genen mit unterschiedlichsten zelluliren Funktionen.

Zielgene dieses Transkriptionsfaktors sind z.B. Zytokine und Chemokine (Interleukine, IFN-y und
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TNF), Zell-Adhisions-Molekiile (CD44 und Fibronectin), Gene fiir die zellulire Antwort auf
Stressbedingungen (SOD und NAD(P)H-Quinone-Oxidoreduktase), Regulatoren der Apoptose
(Bax, Bcl-xl, Bcl-2, TRAF1 und 2, XIAP, FLIP), Wachstumsfaktoren (NGF, BDNF, Prolaktin),
Transkriptionsfaktoren (c-myc und HIF-1a)) und viele mehr (http://www.bu.edu/nf-kb/).
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Abb. 1.8: Der NF-kB-Signalweg

Der NF-kB-Signalweg wird iiber die Bindung von Liganden an unterschiedliche
Oberflachen-Rezeptoren aktiviert. Dadurch werden an die zytosolischen Doménen dieser
Rezeptoren unterschiedliche Adaptor-Proteine rekrutiert. Diese Adaptor-Proteine
wiederum rekrutieren und aktivieren den IKK-Komplex, bestehend aus der
regulatorischen Untereinheit NEMO und den beiden Kinase-Untereinheiten IKK-a und £,
der den NF-kB-Inhibitor (IkB) phosphoryliert. Dieser Inhibitor hélt unter
Basalbedingungen die NF-kB-Transkriptionsfaktor-Dimere im Zytoplasma zuriick. Durch
die Phosphorylierung des Proteins wird dieses fiir die SCFP™*-E3-Ligase markiert und
degradierend ubiquitiniert. Nach dem proteasomalen Abbau des IkB kann der
freigewordenen Transkriptionsfaktor in den Zellkern translozieren und die Transkription
von Zielgenen aktivieren. Die Zielgene von NF-kB spiclen unter anderem eine Rolle fiir
Entziindungsprozesse und das Uberleben von Zellen (Grabbe et al,, 2011). TNFR,
Tumornekrosefaktor-Rezeptor; IL-1R, Interleukin-Rezeptor 1; TLR, Toll-like-Rezeptor;
NEMO/IKKY, NF-kB Essential Modulator; IKK, IkB-Kinase Komplex; IkB-a, Inhibitor
von NF-kB a.
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Wie bereits erwdhnt spielt der IKK-Komplex eine essentielle Rolle bei der Regulation des
kanonischen NF-kB-Signalweges. Der gesamte Komplex hat eine molekulare Masse von
700 —900 kDa und besteht aus zwei katalytischen und einer regulatorischen Untereinheit. Die
katalytischen Untereinheiten IKK-o und IKK-fB haben eine Kinase-Aktivitidt und phosphorylieren
den IkB (Chen et al., 1996; DiDonato et al., 1997; Mercurio et al., 1999). Beide Untereinheiten
weisen eine dhnliche Struktur auf und bestehen aus einer N-terminalen Kinase-Domine, einer
Helix-Loop-Helix-Doméne, welche die Kinase-Aktivitdt moduliert, einem Leucine-Zipper, der fiir
die Homo- oder Heterodimerisierung zustéindig ist und einer C-terminalen NEMO-Bindedoméne
(Israél, 2010). Fiir die Aktivitdt der Kinase-Einheiten ist wiederum deren eigene Phosphorylierung
an jeweils zwei spezifischen Serin-Resten notwendig, deren genauer Mechanismus nicht
vollstindig aufgeklért ist (Delhase et al., 1999; Mercurio et al., 1999). In verschiedenen Studien
wurden bereits Kinasen beschrieben, welche die Phosphorylierung der IKKs vermitteln (TAKI,
MEKK3) (Ninomiya-Tsuji et al.,, 1999; Wang et al., 2001; Yang et al., 2001). Moglich wire
weiterhin eine Auto-Phosphorylierung der IKKs, die eventuell von der Anwesenheit von
NEMO/IKK-y abhingt. Es gibt Hinweise, dass die Aktivitdt von IKK-a und IKK-f unterschiedlich
ist. Wéhrend IKK-p und NEMO fiir die schnelle Aktivierung des kanonischen Signalweges tiber
die Degradierung von IkB verantwortlich zu sein scheinen (Ghosh et al., 1998), wird die Kinase-
Aktivitdt von IKK-a eher dem nicht-kanonischen Signalweg zugeordnet und fiihrt zur Aktivierung
von p52 (NFKB2) (Liou et al., 1994; Senftleben et al., 2001). Zusétzlich wurden fir IKK-a
Aktivitdten auBerhalb des NF-kB-Signalweges beschrieben (Park et al., 2005). Die IKK-Kinase-
Untereinheiten phosphorylieren neben IkB auch andere Substrate, wie NEMO, relA, c-rel und
Cyclin-D (Isra€l, 2010; Kwak et al., 2005; Palkowitsch et al., 2008).

Die regulatorische Untereinheit des IKK-Komplexes, NEMO/IKK-y, ist, obwohl sie selbst
keinerlei katalytische Aktivitét besitzt, eine essentielle Komponente fiir den kanonischen NF-xB-
Signalweg. NEMO-defiziente Zellen sind nicht mehr in der Lage den kanonischen Signalweg zu
aktivieren (Mercurio et al., 1999; Rothwarf et al., 1998; Yamaoka et al., 1998). Unter Anwesenheit
von Interaktionspartnern und nach Polyubiquitinierung bildet NEMO Homodimere, die wiederum
die Kinase-Untereinheiten IKK-a und IKK-B binden und deren Aktivitét regulieren. Die Aktivitét
von NEMO selbst wird iiber nicht-degradierende Ubiquitinierung in Folge unterschiedlichster
Stimuli reguliert. NEMO selbst kann Lys63 verlinkte Ubiquitin-Ketten erkennen und selbst auf
diese Art ubiquitiniert und aktiviert werden (Tang et al., 2003; Zhou et al., 2004). Beispielsweise
erkennt NEMO fiber seine Ubiquitin-Bindedoméne die Lys63-Ubiquitin-Ketten der RIP1-Kinase
(Receptor-interacting Protein Kinase-1) nach Aktivierung des TNF-Rezeptors und wird dadurch an
den Rezeptor-Komplex rekrutiert, wo IKK-o und IKK-B phosphoryliert und aktiviert werden
(Dynek et al., 2010; Ea et al., 2006; Wu et al., 2006). Die Funktion der Lys63-Ubiquitinierung von

NEMO im Zusammenhang mit der Aktivierung von IKK-a und f ist nicht vollstindig verstanden.
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Es ist moglich, dass diese Ubiquitinierung den TAKI1-Komplex zur Phosphorylierung und
Aktivierung von IKK-a und B an den TNF-Rezeptor rekrutiert (Isra€l, 2010). Kiirzlich wurde eine
weitere Form der aktivierenden Ubiquitinierung von NEMO entdeckt, die lineare Ubiquitinierung.

Diese Form der Ubiquitinierung wird im Kapitel 1.4.2.1 néher beschrieben.

1.4. Ubiquitinierung

1.4.1. Der Mechanismus der Ubiquitinierung

Die Ubiquitinierung von Proteinen ist eine posttranslationale Modifikation, bei der ein oder
mehrere Ubiquitin-Reste iiber einen mehrstufigen, enzymatisch katalysierten Prozess an ein
Zielprotein geheftet werden. Ubiquitin ist ein aus 76 Aminosduren bestehendes Protein mit einem
Molekulargewicht von 8,5kDa. Es wird in der Zelle als Poly-Protein aus linear
aneinandergehéngten Ubiquitin-Resten translatiert und posttranslational durch De-Ubiquitinasen in
einzelne Reste zerlegt, die dann fiir die Modifikation von Zielproteinen zur Verfligung stehen
(Amerik AYu et al., 1997; Ozkaynak et al., 1984). Bei der Ubiquitinierung von Proteinen werden
Ubiquitin-Reste iiber ihren C-terminalen Glycin-Rest an die e-Aminogruppe des Lysins von
Zielmolekiilen oder vorangehenden Ubiquitinen geheftet. Der Mechanismus dieser Reaktion ist
dreistufig und bendtigt drei verschiedene Enzyme. Das Ubiquitin-aktivierende Enzym (E1)
aktiviert Ubiquitin iiber einen ATP-abhéngigen Mechanismus und iibertrigt es auf einen Cystein-
Rest im Ubiquitin-konjugierenden Enzym (E2). Die Ubertragung des Ubiquitins auf einen Lysin-
Rest im Zielprotein erfolgt iiber das Ubiquitin-ligierende Enzym (E3) (Abb. 1.9) (Rieser et al.,
2013). Im humanen Genom sind zwei El1-Enzyme und 38 E2-Enzyme codiert. Die E1- und E2-
Enzyme sind an verschiedensten Ubiquitinierungs-Reaktionen beteiligt, wahrend die E3-Ligasen
spezifisch fiir einzelne oder nur wenige Substrate sind (Tokunaga, 2013). Unterschiedliche Arten
der Ubiquitinierung erfiillen unterschiedliche zelluldre Funktionen, wie die Markierung von

Proteinen fiir den proteasomalen Abbau oder die Regulation verschiedener Signalwege.
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Abb. 1.9: Mechanismus der Ubiquitinierung durch HECT-, RING-Typ und RBR-E3-
Ligasen
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An der Anheftung von Ubiquitin Resten an Substrate sind drei verschiedene Enzyme
beteiligt. Das Ubiquitin-aktivierende Enzym (E1) aktiviert Ubiquitin {iber einen ATP-
abhingigen Mechanismus und {iibertragt es auf cinen Cystein-Rest im Ubiquitin-
konjugierenden Enzym (E2). Die Ubertragung des Ubiquitins auf einen Lysin-Rest im
Zielprotein erfolgt iiber das Ubiquitin-ligierende Enzym (E3). Die HECT-Ligasen binden
das vom E2 kommende Ubiquitin zunichst an einen aktives Cystein, bevor sie den
Ubiquitin-Rest auf das Substrat iibertragen. RING-Typ Ligasen assoziieren das E2-Enzym
und das Substrat und vermitteln die Ubertragung des Ubiquitins vom E2 Enzym direkt auf
das Substrat ohne selbst zuvor das Ubiquitin-Molekiil zu binden. Die RBR-Ligasen
agieren iiber einen RING/HECT-Hybridmechanismus. Hierbei bindet die RING1-Doméne
des Proteins das E2-Enzym. Der Ubiquitin-Rest wird dann iber die Bildung eines
Thioester-Intermediats vom E2 auf ein Cystein der RING2-Doméne des E3-Enzyms
iibertragen, bevor es von dort an das Substrat angeheftet wird. (Winklhofer, 2014). Ub,
Ubiquitin. RING, Really Interesting New Gene; HECT, Homologous to E6-AP C-
terminus; IBR, In-between Ring; RBR, RING Between RING, Cys, Cystein; Lys, Lysin;
ATP, Adenosintriphosphat; AMP, Adenosinmonophosphat.

1.4.2. Verschiedene Arten der Ubiquitinierung und deren Funktion

Die Ubiquitinierung von Proteinen dient als eine Art Code, bei dem die Art der angekniipften

Ubiquitin-Ketten Informationen iiber die weitere Funktion des Proteins in der Zelle enthidlt. Es
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konnen einzelne Ubiquitin-Reste an Proteine angehdngt werden (Monoubiquitinierung) oder ganze
Ketten von zwei bis zu mehr als zehn Resten (Polyubiquitinierung). Bei der Polyubiquitinierung
konnen einzelne Ubiquitin-Reste {iber sieben verschiedene Lysin-Reste (Lys6, Lysll, Lys27,
Lys29, Lys33, Lys48 und Lys63) oder iiber das Start-Methionin miteinander verkniipft werden. Die
daraus resultierenden Ketten haben, je nach Verkniipfung, eine unterschiedliche Struktur und
erfilllen dariiber verschiedene zelluldre Funktionen (Abb. 1.10). Wéhrend Lys6-, Lysll- und
Lys48-Verkniipfungen eine eher geschlossene Konformation mit wenig Konformations-Freiheit
einnehmen (Bremm et al., 2010; Eddins et al., 2007; Hospenthal et al., 2013; Tenno et al., 2004;
Varadan et al., 2002), haben Lys63- und lineare Ubiquitin-Ketten eine eher auseinandergezogene,
flexible Form (Komander et al., 2009; Tenno et al., 2004; Varadan et al., 2004). Diese grofie
strukturelle Diversitét der Ketten dient als Erkennungssignal fiir unterschiedliche UBDs ( Ubiquitin
Binding Domains = Ubiquitin-Bindedoménen) moglicher Bindeproteine, die letzten Endes die
spezifischen Ubiquitin-Modifikationen in eine zelluldre Reaktion iibersetzen. Die Unterscheidung
der einzelnen Ubiquitin-Ketten erfolgt aufgrund ihrer verschiedenen geometrischer Eigenschaften.
Die UBDs konnen je nach ihrer Architektur die Distanz zwischen einzelnen Resten einer Kette, die
Flexibilitiat der Kette oder die Umgebung der Peptidbindung innerhalb der Kette unterscheiden
(Dikic et al., 2009). Die genaue zelluldre Funktion einer angehefteten Ubiquitin-Kette hangt neben
der Struktur der Kette auch von anderen Faktoren ab, wie dem Zeitpunkt der Reaktion und der De-
Ubiquitinierung, der Lokalisation der Komponenten und der spezifischen Interaktion zwischen dem
E3-Enzym und dem Substrat (Komander et al., 2009). Eine lange bekannte Funktion von
Ubiquitinierungen ist die Markierung von Proteinen fiir den proteasomalen Abbau. Diese Funktion
wurde zundchst Ubiquitin-Ketten, die tiber Lys48 verkniipft sind, zugesprochen (Chau et al., 1989).
Spéter konnte gezeigt werden, dass auch andere Ubiquitin-Ketten Zielproteine fiir deren
Degradation markieren. So spielen Lys11-Ubiquitin-Ketten eine Rolle bei der Degradierung von
Zellzyklus-Proteinen (Jin et al., 2008; Matsumoto et al., 2010) und auch Lys63-Ketten wurden als
Marker fiir den proteasomalen Abbau beschrieben (Saeki et al., 2009). Neben dem proteasomalen
Abbau dient die Ubiquitinierung von Proteinen auch zu deren lysosomaler Degradation. Diese
Funktion wurde fiir Monoubiquitinierungen und Lys63-Ketten beschrieben (Mukhopadhyay and
Riezman, 2007). Neben den proteolytischen Aufgaben von Ubiquitinierungen spielt diese Art der
Modifikation eine wichtige Rolle bei der Regulation von Protein-Aktivitit, -Lokalisation und
-Interaktion. Monoubiquitinierungen und Lys63-Ubiquitinierungen regulieren z.B. die Interaktion
von Proteinen beteiligt an der Antwort auf DNA-Schiadigungen (Al-Hakim et al., 2010; Hoege et
al., 2002), Transkription (Dupont et al., 2009), mRNA-Splicing (Bellare et al., 2008) und
Translation (Spence et al., 2000). Ein Beispiel fiir die Kontrolle der Lokalisation von Proteinen
durch Ubiquitinierung ist der Transkriptionsfaktor p53, der nach Monoubiquitinierung aus dem

Zellkern exportiert wird (Li et al., 2003). Der kanonische NF-kB-Signalweg bietet Beispiele fiir die
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Regulation der Aktivitidt von Proteinen durch verschiedene Arten der Ubiquitinierung. Der IKK-
Komplex, der regulatorische Komplex des Signalweges, wird {iber ein Zusammenspiel von linearer
Ubiquitinierung, sowie Lys11- und Lys63-Ubiquitinierung aktiviert (Dynek et al., 2010; Laplantine
et al., 2009; Rahighi et al., 2009; Wang et al., 2001). Die genaue Rolle der Ubiquitinierung fiir die
Aktivitdt des IKK-Komplexes und die Regulation des NF-kB-Signalweges wird in Abschnitt

1.4.2.2 genauer erlédutert.

Monoubiquitinierung und
Multi-Monoubiquitinierung Polyubiquitinierung: bekannte Funktion

e o%o

Substrat Substrat Substrat Substrat Substrat Substrat
Protein-Interaktion Markierung fur das NF-kB-Aktivierung NF-kB-Aktivierung
Protein-Lokalisation 268 Proteasom DNA-Reparatur
Modulation von Protein-Aktivitat Markierung fir das Lysosom

Polyubiquitinierung: unhekannte Funktion verzweigte Ubiquitin-Ketten

Substrat Substrat Substrat Substrat
\ & j / Substrat
Protein-Degradierung? DNA-Reparatur? unbekannt

Abb. 1.10: Arten der Ubiquitinierung und deren Funktion

Verschiedene Ubiquitin-Ketten markieren Substrate fiir unterschiedlichste Schicksale in
der Zelle. Monoubiquitinierungen und Multi-Monoubiquitinierungen beeinflussen
Interaktion, Lokalisation und Aktivitét der Proteine. Polyubiquitinierungen kdnnen je nach
Verkniipfung der Kette fiir den proteasomalen oder lysosomalen Abbau markieren, oder
Proteine fiir die den NF-kB-Signalweg oder die DNA-Reparatur aktivieren (modifiziert
aus Ye and Rape, 2009). Ub, Ubiquitin.

1.4.2.1. Lineare Ubiquitinierung
Die Verkniipfung einzelner Ubiquitin-Reste zwischen dem N-terminalen Methionin und dem

C-terminalen Glycin des vorhergehenden Ubiquitins wird als lineare Ubiquitinierung bezeichnet
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und erfiillt eine regulatorische Funktion. Diese Art der Ubiquitinierung wird von einem ca. 600 kDa
groBBen Enzymkomplex, dem sogenannten LUBAC (Linear Ubiquitin Chain Assembly Complex),
vemittelt und spielt eine essentielle Rolle in der Regulation des NF-xB-Signalweges (Tokunaga et
al., 2009a). Die an der Bildung des LUBAC beteiligten Proteine sind die E3-Ligasen HOIP (HOIL-
1L Interactin Protein; 120 kDa) und HOIL-1L (RBCK1, RanBP-type and C3HC4-type Zinc Finger-
containing Protein-1; 58 kDa) und das Adaptor-Protein Sharpin (SHANK-associated RH Domain
Interacting Protein in Postsynaptic Density; 43 kDa) (Abb. 1.11) (Ikeda et al., 2011; Kirisako et al.,
2006; Tokunaga et al., 2011), wobei nur HOIP die Bildung linearer Ubiquitin-Ketten katalysiert,
wihrend die beiden anderen Proteine fiir die Aktivierung von HOIP verantwortlich sind. HOIP liegt
unter basalen Bedingungen, in Abwesenheit eines Bindepartners, in einem auto-inhibierten Zustand
vor und zeigt nur wenig E3-Ligase-Aktivitit. Im ungebundenen Zustand blockiert der N-Terminus
des Proteins das aktive Zentrum, den katalytischen Cystein-Rest der RING2-Doméne, und die
LDD-Doméne (Linear Ubiquitin Chain Determining Domain) und inhibiert damit die Aktivitét.
HOIL-1L und Sharpin kénnen iiber ihre UBL-Doméne (Ubiquitin-like Domain) an die N-terminale
UBA-Doméne (Ubiquitin-associated Domain) von HOIP binden. Durch diese Bindung verdndert
sich die Struktur von HOIP, die Blockierung der RING2- und der LDD-Doméne wird aufgehoben
und HOIP kann katalytisch aktiv werden (Abb. 1.12) (Dove and Klevit, 2012; Smit et al., 2012;
Stieglitz et al., 2012).

E3-Ligasen werden nach dem Mechanismus, iiber den sie die Ubiquitinierung von Substraten
vermitteln in drei Unterfamilien eingeteilt, HECT-Ligasen, RING-Ligasen und RBR-Ligasen. Die
HECT-Ligasen binden das vom E2 kommende Ubiquitin zundchst an ein aktives Cystein und
bilden ein E3-Ubiquitin/Thioester-Intermediat, bevor sie den Ubiquitin-Rest auf das Substrat
iibertragen. RING-Typ-Ligasen assoziieren das E2-Enzym und das Substrat und vermitteln die
Ubertragung des Ubiquitins vom E2-Enzym direkt auf das Substrat ohne zuvor selbst das
Ubiquitin-Molekiil zu binden (Abb. 1.9) (Komander and Rape, 2012). Die RBR-Ligasen nutzen
einen RING/HECT-Hybridmechanismus. Sie binden mit ihrer RINGI-Doméne das Ubiquitin-
tragende E2-Enzym und iibertragen dann das Ubiquitin auf einen katalytischen Cytein-Rest in der
RING2-Doméne, wobei ein Thioester-Intermediat gebildet wird (Wenzel and Klevit, 2012). HOIP
und Parkin sind Beispiele fiir solche RBR-Ubiquitin-Ligasen (Smit et al., 2012; Stieglitz et al.,
2012; Wenzel et al.,, 2011). Nach der Aufhebung der Auto-Inhibierung von HOIP bindet ein
Ubiquitin-tragendes E2-Enzym die RING1-IBR-Domine von HOIP und iibertragt das Ubiquitin
auf einen katalytischen Cystein-Rest in der RING2-Doméne. Die HOIP-LDD-Doméne bindet das
Akzeptor-Ubiquitin eines Substrates und das Cystein-gebundene Ubiquitin der RING2-Doméne
wird an den N-Terminus dieses Akzeptor-Restes iibertragen (Smit et al., 2012; Stieglitz et al., 2012,
2013; Tokunaga, 2013).
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Der Mechanismus, iiber den linearer Ubiquitin-Ketten in der Zelle abgebaut werden, war bis
kiirzlich ungeklart. Keusekotten et a/ identifizierten die De-Ubiquitinase Otulin als erstes Abbau-
Enzym spezifisch fiir lineare Ubiquitin-Ketten. Die Spezifitdt fiir diese Ketten ergibt sich aus der
Struktur der Ubiquitin-Bindestelle des Enzyms und aus einem Substrat-assistierten
Reaktionsmechanismus, bei dem ein Ubiquitin-Rest einer linearen Kette direkt an der Organisation
des katalytischen Zentrums von Otulin beteiligt ist und die Aktivitit des Enzyms reguliert. Otulin
ist somit ein direkter Antagonist der LUBAC-Aktivitéit und reguliert so die zelluldre Antwort auf
TNF-a-Stimulation. Die Deubiquitinase interagiert direkt mit dem LUBAC, vermutlich iiber die
Bindung an die linearen Ubiquitinketten von auto-ubiquitiniertem HOIP. Die genaue Funktion

dieser Interaktion ist allerdings unklar (Keusekotten et al., 2013).
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Abb. 1.11: Modularer Aufbau der LUBAC-Komponenten

Der LUBAC ist aus mindestens zwei von drei Proteinen zusammengesetzt. Die essentielle
Komponente des Komplexes ist HOIP, da HOIP allein die Bildung der linearen Ubiquitin-
Ketten katalysiert. Fiir die lineare Ubiquitinierung von Substraten besitzt HOIP eine RBR-
Doméne mit E3-Ligase-Aktivitdit und eine LDD-Doméne fiir die Bindung und
Ausrichtung von Akzeptor-Ubiquitin-Resten. Uber seine UBA-Domiine interagiert HOIP
mit der UBL-Doméne von HOIL-1L oder Sharpin. Diese Interaktion dient der Aktivierung
von HOIP (modifiziert aus Gautheron and Courtois, 2010; Tokunaga et al., 2011). RBR,
RING Between RING,; RING, Really Interesting New Gene; IBR, In-between RING; LDD,
Linear Ubiquitin Chain Determining Domain; UBA, Ubiquitin-associated Domain; UBL,
Ubiquitin-like Domain; NZF, Nuclear Protein Localization 4 Type Zinc Finger; ZF, Zinc
Finger.
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Abb. 1.12: Auto-Inhibierung von HOIP

Unter Basalbedingungen liegt HOIP in einem auto-inhibierten Zustand vor. Der
N-Terminus des Proteins inhibiert die E3-Ligase-Aktivitdt. Der genaue Mechanismus
dieser Inhibierung ist bisher nicht bekannt. Durch Bindung von HOIL-1L oder Sharpin an
die N-terminale UBA-Doméne von HOIP wird die Auto-Inhibierung aufgehoben. Ein
Ubiquitin-tragendes E2-Enzym bindet an die RINGI-IBR-Doméine von HOIP und
iibertrdgt das Ubiquitin auf einen Cystein-Rest in der RING2-Doméne. Die HOIP-LDD-
Doméne bindet das Akzeptor-Ubiquitin eines Substrates und iibertragt das Cystein-
gebundene Ubiquitin auf den N-Terminus dieses Akzeptor-Restes (modifiziert aus Dove
and Klevit, 2012). RING, Really Interesting New Gene; IBR, In-between-RING; LDD,
Linear Ubiquitin Chain Determining Domain, Ub, Ubiquitin.

1.4.2.2. Ubiquitinierung im kanonischen NF-kB-Signalweg.
Wie bereits erwihnt, wird der kanonische NF-kB-Signalweg iiber unterschiedliche Arten der
Ubiquitinierung aktiviert (Wertz and Dixit, 2010). Die am Ende einer komplexen Signalkaskade
stehende Aktivierung der NF-kB- und Rel-Transkriptionsfaktoren geschieht durch die proteasomale
Degradation des Inhibitors IxB infolge seiner Lys48-Ubiquitinierung durch SCFP™? (Tanaka et al.,
2001). Dieser degradierenden Ubiquitinierung voran geht die Phosphorylierung des IkB durch den
IKK-Komplex. Die Aktivierung dieses Komplexes, bzw. dessen regulatorischer Untereinheit
NEMO, kann iiber zwei unterschiedliche Rezeptor-Signalwege in Gang gesetzt werden, den TNF-
Rezeptor-1 oder IL1- und Toll-like-Rezeptoren, und wird iiber verschiedene Arten der
aktivierenden Ubiquitinierung reguliert. An den durch Bindung von TNF-o aktivierten
TNF-Rezeptor-1 werden verschiedenen Adaptor-Proteine rekrutiert, unter anderem auch RIPI,
TRAF2, TRAFS (TNFR-associated Factor-2 und 5) und die E3-Ubiquitin Ligase cIAP (Cellular
Inhibitor of Apoptosis) (Kapitel 1.3.2.3). cIAP katalysiert die Lys63- und die Lysll-
Ubiquitinierung von RIP1, welche fiir die Rekrutierung von NEMO an den Rezeptor-Komplex
verantwortlich ist (Dynek et al., 2010; Ea et al., 2006; Wu et al., 2006). Die Polyubiquitinierung
von clAP selbst rekrutiert die Komponenten des LUBAC, HOIL-1L und HOIP, an den Rezeptor-
Komplex (Haas et al., 2009; Silke and Brink, 2010). LUBAC katalysiert die lineare
Ubiquitinierung von NEMO (Tokunaga et al., 2009a). Die NEMO-UBAN-Doméne erkennt und
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bindet selbst lineare Ubiquitin-Ketten. Diese Bindung 16st eine Konformationsidnderung von
NEMO aus und fithrt zur NEMO-Dimerisierung und zur, vermutlich allosterischen, Aktivierung
des IKK-Komplexes (Rahighi et al., 2009). Die Aktivierung des kanonischen NF-kB-Signalweges
kann auch iiber Ligandenbindung an IL1- und 7oll-like-Rezeptoren erfolgen. Hier werden andere
Adaptor-Proteine, wie z.B. IRAK1 und 4 (Interleukin-1 Receptor-associated Kinase 1) sowie die
E3-Ligase TRAF6 an den Rezeptor rekrutiert (Akira and Takeda, 2004; Janssens and Beyaert,
2003). TRAF6 katalysiert seine Autoubiquitinierung (Lamothe et al, 2007) und die
Polyubiquitinierung von IRAK1 (Conze et al., 2008). Infolgedessen kann IRAK1/TRAF6 NEMO
mit Lys63-Ketten ubiquitinieren. Ubiquitiniertes TRAF6 rekrutiert und aktiviert den TAK-
Komplex, welcher die Phosphorylierung von IKK-o und IKK-B katalysiert (Kanayama et al., 2004;
Yamazaki et al., 2009). Diese Phosphorylierung zusammen mit der Lys63-Ubiquitinierung von

NEMO fiihrt zur Aktivierung des IKK-Komplexes tiber IL1- und 7o/l-like-Rezeptoren (Abb. 1.13).
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Abb. 1.13: Ubiquitinierungen im kanonischen NF-kB-Signalweg

Die Lys48-Ubiquitinierung (rot) von IkB fiihrt zu dessen proteasomaler Degradation,
wodurch der NF-kB-Transkriptionsfaktor freigesetzt wird und im Zellkern aktiv werden
kann. Voraussetzung fiir diese Ubiquitinierung ist die Phosphorylierung von IxkB durch
den IKK-Komplex. Dieser Komplex wird durch Anheftung linearer Ubiquitin-Ketten
(blau) durch den LUBAC aktiviert. Diese Ubiquitinierung wiederum hédngt von der
Aktivitdt Lys63-ubiquitinierter (gelb) Adaptor-Proteine der TNF- und IL-Rezeptoren ab
(Iwai and Tokunaga, 2009). LUBAC, Linear Ubiquitin Chain Assembly Complex; HOIL-
1L, RanBP-type and C3HC4-type zinc finger-containing protein 1; HOIP, HOIL-IL
Interacting Protein; 1«Ba, Inhibitor of kBa; IKK, Inhibitor of kB Kinase; NEMO, NF-«xB
Essential Modulator, NF-xB, Nuclear Factor xB; Ub, Ubiquitin
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1.5. Ziel der Arbeit

Das Ziel der hier vorliegenden Arbeit war die funktionelle Charakterisierung des Parkin
koregulierten Proteins PACRG. Das PACRG-Gen teilt sich einen bidirektionalen Promotor mit
Parkin. Die zelluldre Funktion des Proteins ist allerdings, bis auf einige Hinweise auf eine Funktion
bei der Mikrotubuli-Organisation, weitestgehend ungeklirt. Da, wie bereits erwidhnt, Gene mit
einem bidirektionalen Promotor oft dhnlich reguliert werden und deren Proteine in den gleichen
Signalwegen agieren, wurde in dieser Arbeit untersucht, ob PACRG &hnliche Funktionen in der
Zelle ausiibt wie sein koreguliertes Protein Parkin. Fiir Parkin ist eine breite zytoprotektive
Aktivitdt und eine Funktion bei der Regulation der mitochondrialen Dynamik und der Mitophagie
beschrieben. Parkin schiitzt Zellen unter verschiedenen Stressbedingungen vor dem Eintritt in die
Apoptose. Sein protektives Potential vermittelt Parkin iiber die Aktivierung des NF-kB-
Uberlebens-Signalweges. Dieser Signalweg wird stark iiber verschiedene Formen der
Ubiquitinierung reguliert. Eine besondere Rolle nimmt hierbei die lineare Ubiquitinierung von
NEMO ein, der essentiellen regulatorischen Untereinheit des NF-kB-Signalweges. NEMO wird
durch die Anheftung linearer Ubiquitin-Ketten aktiviert, was wiederum die Aktivierung des
gesamten Signalweges und die Transkription von Uberlebens-Faktoren fiir die Zelle zur Folge hat.
Die lineare Ubiquitinierung von Proteinen wird tiber den LUBAC katalysiert. Miiller-Rischart et a/
konnten zeigen, dass Parkin mit dem LUBAC interagiert und dessen Aktivitat steigert. Hierdurch
verstdrkt Parkin die lineare Ubiquitinierung von NEMO und damit die Aktivierung des NF-kB-
Signalweges. In der hier vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob PACRG &ahnliche Funktionen in
der Zelle ausiibt wie sein koreguliertes Protein Parkin. Es wurde analysiert, ob es ebenso wie
Parkin Zellen vor Stressbedingungen schiitzen kann und ob es einen FEinfluss auf die
mitochondriale Dynamik und die Mitophagie hat. Diese Analyse kann nicht nur weitere Funktionen
von PACRG aufkliaren, sondern auch zur funktionellen Charakterisierung des Parkinsonismus-
assoziierten Proteins Parkin beitragen. Mdglicherweise bieten sich zudem auch neue Erkenntnisse
iiber die molekularen Mechanismen, die dem Absterben dopaminerger Neuronen als Ursache der

Parkinson-Erkrankung zugrunde liegen.



2. ERGEBNISSE

Als Ausgangspunkt fiir die funktionelle Charakterisierung von PACRG diente in dieser Arbeit die
Annahme, dass Gene mit einem bidirektionalen Promotor oft dhnlich reguliert werden und deren
Proteine in den gleichen Signalwegen agieren (Bellizzi et al., 2007; Momota et al., 1998; Schmidt
et al.,, 1993). Aus diesem Grund wurde hier untersucht, ob PACRG #hnliche Funktionen in der
Zelle ausiibt wie sein koreguliertes Protein Parkin. Parkin besitzt ein breites zytoprotektive
Potential, beeinflusst mitochondrialen Dynamik und induziert Mitophagie. Es wurde daher
zundchst untersucht, ob PACRG &hnliche Funktionen in der Zelle ausiibt. Vor dieser funktionellen
Charakterisierung wurden allerdings zundchst einige Eigenschaften von PACRG, wie die
subzelluldre Lokalisation, die Loslichkeit und der Abbau des Proteins in der Zelle, ndher

untersucht.

2.1. Charakterisierung von tiberexprimiertem PACRG

Der erste Schritt zur funktionellen Charakterisierung von PACRG war die Untersuchung einzelner
biochemischer und =zellbiologischer Eigenschaften von {iiberexprimiertem PACRG, da zum
Zeitpunkt der Anfertigung dieser Arbeit endogenes Protein in Ermangelung eines geeigneten

Antikorpers nicht detektiert werden konnte.

2.1.1. PACRG ist ein zytosolisches Protein

Fiir die funktionelle Charakterisierung von Proteinen ist es zunéchst hilfreich zu untersuchen, in
welchem zelluldiren Kompartiment das Protein lokalisiert ist. Es wurde zunéchst also die
intrazelluldre Lokalisation von iiberexprimiertem PACRG analysiert. HA-getagtes PACRG wurde
in SH-SY5Y-Zellen transfiziert und mit Hilfe eines anti-HA Antikorpers durch indirekte
Immunfluoreszenz nachgewiesen. Zusitzlich zu PACRG wurde p62 angefirbt. p62/SQSTMI ist
ein zytosolisches Ubiquitin-bindendes Protein (Vadlamudi et al., 1996). Es fungiert als Adaptor-
Protein um Aggregate ubiquitinierter Proteine fiir die Degradierung durch Autophagie (Bjerkey et
al., 2005; Pankiv et al., 2007) oder fiir den proteasomalen Abbau zu markieren (Babu et al., 2005;
Seibenhener et al., 2004). Die mikroskopische Analyse der durch indirekte Immunfluoreszenz
angefirbten Zellen zeigt in den meisten Zellen eine gleichmiBige zytosolische Verteilung von
PACRG und p62. In etwa einem Viertel der transfizierten Zellen (Quantifizierung nicht gezeigt)
sind zytosolische Aggregationen von PACRG erkennbar, die mit p62/SQSTMI1 kolokalisieren
(Abb. 2.1). Die detektierten Aggregate, lassen vermuten, dass PACRG, wenn es in gro3en Mengen

in der Zelle exprimiert wird, zur Aggregation neigt.
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Abb. 2.1: Uberexprimiertes PACRG ist zytosolisch lokalisiert und kolokalisiert
teilweise mit p62.

HA-PACRG-iiberexprimierende SH-SY5Y-Zellen wurden mit einem anti-HA Antikdrper
(rot) und einem anti-p62 Antikorper (griin) durch indirekte Immunfluoreszenz angeférbt.
Beide Férbungen sind in den meisten Zellen gleichmiaBig zytosolisch und in wenigen
Zellen punktuell aggregiert im Zytosol. Bei der Kombination der Einzelfarbungen
miteinander zeigt sich eine Kolokalisation von p62 und PACRG in den Zellen mit
punktueller Farbung.

2.1.2. Uberexprimiertes PACRG findet sich vorwiegend in der Detergenz-
unloslichen Fraktion

Nachdem in der Immunfluoreszenz-Farbung PACRG-Aggregationen gefunden wurden, wurde die
Loslichkeit von iiberexprimiertem PACRG biochemisch analysiert. Hierfiir wurden SH-SYS5Y-
Zellen mit HA-getagtem PACRG und/oder Parkin transfiziert und mit 1 % Triton X 100 / 0,5 %
DOC in PBS lysiert. Nach Zentrifugation der Proben fiir 20 min bei 4 °C und 13000 rpm wurden
Uberstand (Detergenz-16sliche Fraktion) und Pellet (Detergenz-unlésliche Fraktion) voneinander
getrennt und jeweils mit Ldmmli-Probenpuffer + B-Mercaptoethanol versetzt. Die Verteilung der
exprimierten Proteine zwischen der Detergenz-loslichen und der Detergenz-unldslichen Fraktion
des Lysates wurde mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Uberexprimiertes PACRG
findet sich hauptséichlich in der Detergenz-unldslichen Fraktion. Bei hoheren Proteinmengen in der
Zelle nach Koexpression mit Parkin oder nach Hemmung des proteasomalen Proteinabbaus durch
MG132-Behandlung, ist PACRG auch zu einem geringen Teil in der l6slichen Fraktion
nachweisbar. Als Kontrolle fiir dieses Experiment wurde Parkin {iberexprimiert, welches sich im
Loslichkeits-Assay in der Detergenz-16slichen Fraktion nachweisen ldsst. Bei stirkerer Expression
dieses Proteins erscheint es allerdings auch zu einem geringeren Teil in der Detergenz-unloslichen

Fraktion (Abb. 2.2).

Spdter in dieser Arbeit wird ndher auf den Zusammenhang zwischen PACRG und HOIP
eingegangen, der katalytisch aktiven Komponente des LUBAC, welche die lineare Ubiquitinierung

von Proteinen katalysiert. Endogenes HOIP findet sich iiblicherweise ebenso wie Parkin in der



16slichen Fraktion. In diesem Versuch wurde untersucht, ob PACRG oder Parkin Einfluss auf die
Loslichkeit von endogenem HOIP haben. Unabhéngig von der Expression von PACRG oder Parkin
bleibt HOIP in der Detergenz-16slichen Fraktion nachweisbar und dndert seine Verteilung zwischen
den beiden Fraktionen nicht. Es kann also geschlussfolgert werden, dass die Uberexpression von

PACRG oder Parkin keinen Einfluss auf die Loslichkeit von HOIP hat (Abb. 2.2).

Die Expression von Parkin und PACRG ist deutlich stirker, wenn beide Proteine gemeinsam
iiberexprimiert wurden, im Vergleich zur einzelnen Uberexpression. Mdglicherweise beeinflussen
sich die beiden Proteine gegenseitig in ihrer Stabilitdit. Nach Hemmung des proteasomalen
Proteinabbaus durch MG132-Behandlung sind in den Zellen hohere PACRG- und Parkin-
Proteinmengen nachweisbar. Dies legt den Schluss nahe, dass beide Proteine proteasomal
degradiert werden. Die Verteilung von PACRG und Parkin zwischen Detergenz-16slicher und
-unloslicher Fraktion #nderte sich jedoch weder durch deren Koexpression noch durch die

Hemmung des Proteasoms (Abb. 2.2).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Detektion von iiberexprimiertem PACRG in der
Detergenz-unloslichen  Fraktion die Vermutung Dbestétigt, die sich bereits aus der

Immunfluoreszenz-Farbung ergeben hat, dass iiberexprimiertes PACRG zur Aggregation neigt.
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Abb. 2.2: Uberexprimiertes PACRG findet sich vorwiegend in der Detergenz-
unléslichen Fraktion.

PACRG- und/oder Parkin-iiberexprimierende HEK293T-Zellen wurden in 1 % Triton
X 100/ 0,5 % DOC in PBS lysiert und zentrifugiert. Der Uberstand (S, engl. Supernatant,
16sliche Fraktion) und die Pellet-Fraktion (P, unldsliche Fraktion) wurden anschlieBend
mittels Immunoblot analysiert. PACRG findet sich hauptsédchlich in der Detergenz-
unldslichen Fraktion, wahrend Parkin und HOIP in der Detergenz-16slichen Fraktion
nachweisbar sind.



2.2. PACRG wird proteasomal degradiert.

Unterschiedliche Proteine haben abhéngig von ihrer Funktion eine unterschiedliche Lebensdauer in
der Zelle. Die intrazelluldren Proteinmengen werden iiber die Neusynthese der Proteine und deren
Abbau reguliert, der entweder {iber das Proteasom oder iiber das Lysosom erfolgen kann. Defekte
im Abbau von Proteinen und die Akkumulation fehlerhafter Proteine in der Zelle spielen fiir
verschiedene Erkrankungen, wie auch fiir die Parkinson-Erkrankung eine Rolle (McNaught et al.,
2003). Die Untersuchung des Abbaus von Proteinen ist also ein wichtiger Teilaspekt zur
funktionellen Charakterisierung. Im Lo&slichkeits-Assay wurde nach Behandlung der Zellen mit
dem proteasomalen Inhibitor MG132 ein Anstieg der PACRG-Proteinmengen beobachtet (Abb.
2.2). Nach Hemmung des Proteasoms akkumuliert PACRG also in der Zelle, was darauf schlieBen
lasst, dass das Protein proteasomal degradiert wird. Fiir fehlgefaltete Parkin Mutanten wurde
bereits ebenfalls eine proteasomale Degradation beschrieben (Schlehe et al., 2008b). Zur
funktionellen Charakterisierung von PACRG wurde iiberpriift, ob die PACRG-Proteinmengen in
der Zelle ausschlieBlich iiber den proteasomalen, oder auch iiber den lysosomalen Proteinabbau
reguliert werden konnen. Hierflir wurden HEK293T-Zellen mit PACRG transfiziert und die Zellen
anschlieffend fiir 16 h mit dem proteasomalen Inhibitor Epoxomycin (0,1 uM) (Meng et al., 1999)
oder dem lysosomalen Inhibitor Bafilomycin (25 nM) (Yoshimori et al., 1991) behandelt. Nach der
Lyse der Zellen wurden die PACRG-Proteinmengen im Immunoblot analysiert. Unter Epoxomycin
konnen im Vergleich zu unbehandelten Zellen hohere PACRG-Proteinmengen detektiert werden.
Die PACRG-Proteinmengen unter Bafilomycin unterschieden sich nicht von denen unbehandelter
Zellen (Abb. 2.3). PACRG akkumuliert also nach Hemmung des Proteasoms, nicht aber nach
Hemmung des Lysosoms in der Zelle. Hieraus kann geschlussfolgert werden, dass die
intrazelluldren PACRG-Proteinmengen iiber proteasomalen Abbau reguliert werden und dass der

lysosomale Proteinabbau hierbei keine Rolle spielt.
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Abb. 2.3: PACRG wird proteasomal degradiert.

PACRG-iiberexprimierende  HEK293T-Zellen wurden 16h mit dem proteasomalen
Inhibitor Epoxomycin (0,1 pM) oder dem lysosomalen Inhibitor Bafilomycin (25 nM)
behandelt. Unter Epoxomycin-Behandlung akkumuliert PACRG in den Zellen, wihrend
die Bafilomycin-Behandlung keinen Einfluss auf die PACRG-Proteinmengen hat.

2.3. Die PACRG-mRNA-Expression wird unter verschiedenen
zellularen Stressbedingungen hoch reguliert

Nach der Analyse der intrazelluliren Lokalisation von PACRG und der Regulation der
Proteinmengen in der Zelle durch Proteinabbau stellt sich nun die Frage nach der Regulation der
Synthese von PACRG. Es ist bekannt, dass die Expression von Parkin unter verschiedenen
zelluldren Stressbedingungen auf transkriptioneller Ebene und auf Proteinebene hoch reguliert
werden kann (Bouman et al., 2011; Henn et al., 2007; Tan et al., 2005; Wang et al., 2007). Da die
Transkription von Parkin und PACRG von einem gemeinsamen bidirektionalen Promotor
kontrolliert wird, wurde in diesem Experiment analysiert, ob die Expression von PACRG ebenfalls
Stress-abhingig reguliert wird. Hierfiir wurden SH-SY5Y-Zellen und primére kortikale Neuronen
mit mitochondrialen Stressoren (MPP’, Oligomycin) und einem Toxin, welches auf das
endoplasmatische Retikulum wirkt (Thapsigargin = TG), behandelt. MPP* (1-Methyl-4-
Phenylpyridinium) ist ein Inhibitor des Komplex-I der mitochondrialen Atmungskette (Nicklas et
al., 1987) und Oligomycin blockiert den Protonen-Kanal der ATP-Synthase (Jastroch et al., 2010).
Fiir die Behandlung primédrer kortikaler Neuronen wurde des mitochondriale Toxin Oligomycin
verwendet, da diese Zellen keinen Dopamin-Transporter auf ihrer Zelloberfliche exprimieren {iber
den MPP" in die Zellen aufgenommen werden konnte. Thapsigargin inhibiert die
sarco/endoplasmatische Ca**-ATPase und fiihrt so zu erhdhten Ca*-Konzentrationen im Zytosol
(Lytton et al., 1991). Nach der Behandlung wurde die mRNA der Zellen extrahiert und die relativen
mRNA-Mengen von PACRG und Parkin mittels quantitativer real-time-Polymerase Kettenreaktion

(PCR = engl. Polymerase Chain Reaction) bestimmt. Als Referenzprobe dienten unbehandelte



Zellen und als Referenzgen wurde B-Actin genutzt. Die mRNA-Mengen von PACRG und Parkin
werden sowohl in SH-SYS5Y, als auch in priméren kortikalen Neuronen, unter den untersuchten
Stressbedingungen in #hnlichem Ausmall hoch reguliert. Diese Regulation ist dosis- und
zeitabhingig (Abb. 2.4 A - C). Die PACRG-Genexpression wird also ebenso wie die Parkin-
Expression durch mitochondrialen Stress und durch eine Storung der Kalzium-Homdostase
aktiviert. Es ist zu vermuten, dass der gemeinsame Promotor von PACRG und Parkin die

Transkription beider Gene Stress-abhingig dhnlich reguliert.
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Abb. 2.4: Die PACRG-mRNA-Expression wird Stress-abhiingig hoch reguliert.

SH-SY5Y-Zellen wurden mit 2 mM MPP" bzw. 10 uM TG fiir 16 und 24 h behandelt A).
Primére kortikale Neuronen wurden mit 1 pM und 5 uM Thapsigargin B) bzw. 1 uM
Oligomycin fiir 16 h C) behandelt. Die mRNA-Menge von PACRG und Parkin wurde
mittels quantitativer real-time-PCR quantifiziert. Die Expression von PACRG- und
Parkin-mRNA ist im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen in behandelten Zellen
unter allen untersuchten Stressbedingungen zeit- und dosisabhingig erhoht. Die
Fehlerbalken représentieren den Standardfehler des Mittelwertes (SEM) von drei bis fiinf
unabhéngigen Experimenten. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. Die statistische
Auswertung der Hoch-Regulation erfolgte bei allen Proben im Vergleich zu unbehandelten
Kontroll-Zellen.



2.4. PACRG hat einen zytoprotektiven Effekt

2.4.1. PACRG-Uberexpression schiitzt vor Stress-induziertem Zelltod

Um die zelluldre Funktion von PACRG aufzukldren wurde zunéchst iiberpriift, ob das Protein,
dhnlich wie sein koreguliertes Protein Parkin eine zytoprotektive Aktivitdt besitzt. In fritheren
Studien konnte gezeigt werden, dass eine erhohte Parkin-Expression in Zellkultur- und in Tier-
Modellen protektiv gegeniiber verschiedenen Stressbedingungen wirkt (Dawson and Dawson,
2010; Exner et al., 2012; Henn et al., 2007; Miiller-Rischart et al., 2013). Zur Analyse einer
potentiellen Zellprotektivitdt von PACRG wurden Apoptose-Assays in PACRG- und/oder Parkin-
iiberexprimierenden SH-SY5Y-Zellen durchgefithrt. Um die Zellen unterschiedlichen
Stressbedingungen auszusetzen wurden sie mit Staurosporin (STS) (1 uM, 3 h) oder MPP*
(7,5 mM, 4 h) behandelt. Wie erwidhnt, induziert MPP* mitochondrialen Stress (Nicklas et al.,
1987), wihrend STS ein genereller Kinase-Inhibitor ist (Riiegg and Burgess, 1989; Tamaoki et al.,
1986). Die Apoptose-Rate der Zellen wurde nach der Behandlung durch die mikroskopische
Auswertung von Immunfluoreszenz-Fiarbungen gegen aktive Caspase-3 oder aktiviertes Bax

ermittelt.

In Kontroll-transfizierten SH-SY5Y-Zellen ist nach Behandlung mit STS oder MPP " eine Erhohung
der Anzahl Caspase-3-positiver Zellen im Vergleich zu den unbehandelten Zellen von ca. 5 — 10 %
auf ca. 25 % feststellbar. Durch Uberexpression von PACRG wird die Apoptose-Rate unter beiden
Toxinen um mehr als die Hélfte gesenkt und erreicht unter MPP™ sogar basale Werte. Gleiches ist
durch Uberexpression von Parkin zu beobachten. Ein additiver Effekt von PACRG und Parkin auf
die Reduktion der Apoptose-Rate kann hier nicht beobachtet werden (Abb. 2.5 A und C).

Der protektive Effekt von PACRG kann auch auf Ebene der Aktivierung von Bax gezeigt werden.
Die Aktivierung von Bax ist ein Ereignis in der Apoptose-Kaskade, welches vor der Aktivierung
der Effektor-Caspasen-3 und -7 stattfindet. Nach Behandlung der SH-SYS5Y-Zellen mit STS ist in
den Kontroll-transfizierten Zellen eine Erhdhung der Anzahl an Zellen, die positiv fiir aktiviertes
Bax gefarbt wurden, von ca. 7 % in unbehandelten Zellen auf ca. 40 % detektierbar. Durch
Uberexpression von PACRG oder Parkin wird die Rate an Zellen, die positiv fiir aktives Bax sind,
wieder um etwa die Hilfte reduziert. Auch auf dieser Ebene ist kein additiver Effekt von PACRG
und Parkin zu beobachten (Abb. 2.6 A).

Auf zwei unterschiedlichen Ebenen der Apoptose-Kaskade kann die Uberexpression von PACRG
unter verschiedenen Stressbedingungen die Apoptose-Rate signifikant reduzieren. Die Erhdhung

der PACRG-Proteinmengen in der Zelle hat also eine protektive Wirkung.
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Abb. 2.5: PACRG-iiberexprimierende Zellen zeigen eine verringerte Caspase-3-
Aktivierung unter Stressbedingungen.

Mit PACRG und/oder Parkin transfizierte SH-SY5Y-Zellen wurden mit 1 uM STS fiir 3 h
A und B) bzw. 7,5 mM MPP’ fiir 4 h C und D) behandelt. Die Zellen wurden gegen
aktive Caspase-3 durch indirekte Immunfluoreszenz angefarbt und die Apoptose-Rate
durch mikroskopische Auszdhlung der transfizierten und Caspase-3-positiven Zellen
ermittelt. Die Fehlerbalken repriasentieren den Standardfehler des Mittelwertes (SEM) von
drei unabhdngigen Experimenten. n > 900 transfizierte Zellen. *p < 0.05; **p < 0.01;
***p < 0.001. B und D) zeigen die reprisentativen Proteinexpressions-Mengen eines der
in A und C) quantifizierten Experimente.
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Abb. 2.6: PACRG-iiberexprimierende Zellen zeigen eine verringerte Bax-
Aktivierung unter Stressbedingungen.

Mit PACRG und/oder Parkin transfizierte SH-SY5Y-Zellen wurden mit 1 uM STS fiir 3 h
behandelt. Die Zellen wurden gegen aktiviertes Bax durch indirekte Immunfluoreszenz
angeféarbt und die Apoptose-Rate durch mikroskopische Auszédhlung der transfizierten und
aktives-Bax-positiven Zellen ermittelt A). Die Fehlerbalken reprasentieren den
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) von drei unabhingigen Experimenten. n > 900
transfizierte Zellen. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. B) zeigt die représentativen
Proteinexpressions-Mengen eines der in A) quantifizierten Experimente.

2.4.2. PACRG-defiziente Zellen sind empfindlicher gegeniiber zellularem
Stress

Um die Funktion von PACRG beim Schutz von Zellen gegeniiber Stressbedingungen zu bestétigen,
wurde die Apoptose-Rate in PACRG-defizienten SH-SY5Y-Zellen untersucht. Hierfiir wurde
PACRG mit Hilfe von zwei verschiedenen siRNAs in diesen Zellen herunter reguliert (engl.
Knockdown) und die Zellen anschlieBend mit STS (1 uM, 3 h) behandelt und gegen aktive
Caspase-3 durch indirekte Immunfluoreszenz angefarbt. PACRG-defiziente Zellen zeigen nach
STS-Behandlung eine signifikant hohere Apoptose-Rate im Vergleich zu Kontroll-Zellen. Unter
basalen Bedingungen konnen keine Unterschiede der Apoptose-Rate zwischen Kontroll- und

PACRG-Knockdown-Zellen detektiert werden (Abb. 2.7 A und C). Die Herunter-Regulation der



PACRG-Expression hat also den gegenteiligen Effekt auf gestresste Zellen, wie die Uberexpression
des Proteins. PACRG-defiziente Zellen sind anfilliger gegeniiber STS-Behandlung als Kontroll-
Zellen. Dieses Ergebnis bestitigt die Annahme, dass PACRG eine zytoprotektive Funktion

gegeniiber unterschiedlichen Stressbedingungen hat.
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Abb. 2.7: PACRG-Knockdown fiihrt zu erhohter Apoptose-Rate unter
Stressbedingungen.

Mit PACRG-siRNA der Firma Invitrogen A und B) oder Thermo C und D) transfizierte
SH-SY5Y-Zellen wurden mit 1 uM STS fiir 3 h behandelt. Die Zellen wurden wie in Abb.
2.5 gefarbt und ausgewertet. B und D) zeigen die Mittelwerte der, mittels quantitativer
real-time-PCR ermittelten, relativen mRNA-Expressions-Mengen der in A und C)
quantifizierten Experimente. Die Fehlerbalken repridsentieren den Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) von drei unabhéngigen Experimenten. n > 900 Zellen. *p < 0.05;
**p <0.01; *¥**p <0.001.

2.4.3. Die zytoprotektive Wirkung von PACRG ist unabhangig von Parkin

Um zu untersuchen, ob die protektive Funktion von PACRG abhéngig ist von der Expression von
Parkin, wurden Apoptose-Assays in Parkin-defizienten Zellen durchgefiihrt. PACRG-
iiberexprimierende embryonale Maus-Fibroblasten (engl. Mouse embryonic fibroblast = MEF) aus
Wildtyp-(WT)- und Parkin-Knockout-Méusen wurden mit STS (1 uM, 3 h) behandelt und die
Apoptose-Rate nach Immunfluoreszenz-Fiarbung der Zellen mikroskopisch durch Quantifizierung
der transfizierten, Caspase-3-positiven Zellen ermittelt. Nach STS-Behandlung ist die Apoptose-
Rate in Parkin-Knockout-Zellen ca. ein Drittel hoher als in WT-Zellen (Abb. 2.8 A und C). Die
Parkin-defizienten Zellen sind also generell anfélliger gegeniiber STS-Stress als die WT-Zellen. In

beiden Zelltypen konnte durch PACRG-Uberexpression die Apoptose-Rate unter STS um etwa die



Hilfte gesenkt werden im Vergleich zu Kontroll-transfizierten Zellen. Ahnliche Werte wurden nach
Uberexpression von Parkin und nach gemeinsamer Expression beider Proteine in diesen Zellen
erreicht. Somit konnte auch in diesem Versuch im Hinblick auf die Zytoprotektivitét kein additiver
Effekt von Parkin und PACRG beobachtet werden (Abb. 2.8 A und C). Da die PACRG-
Uberexpression auch in den Parkin-defizienten Zellen die Apoptose-Rate unter Stressbedingungen
senkt, kann geschlussfolgert werden, dass die protektive Funktion von PACRG unabhéngig von der

Anwesenheit von Parkin ist.
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Abb. 2.8: PACRG-Uberexpression reduziert die Apoptose-Rate unter
Stressbedingungen in Parkin-defizienten Zellen.

Mit PACRG und/oder Parkin transfizierte WT-MEFs A und B) bzw. Parkin-Knockout-
MEFs C und D) wurden mit 1 uM STS fiir 3 h behandelt. Die Zellen wurden wie in Abb.
2.5 gefarbt und ausgewertet. Die Fehlerbalken reprisentieren den Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) von drei unabhingigen Experimenten. n > 900 transfizierte Zellen. *p
< 0.05 **p < 0.01; ***p<0.00l. B und D) =zeigen die repréisentativen
Proteinexpressions-Mengen eines der in A und C) quantifizierten Experimente.

2.5. PACRG beeinflusst die mitochondriale Morphologie

Nachdem fiir PACRG, &hnlich wie fiir Parkin, eine zytoprotektive Wirkung nachgewiesen werden

konnte, stellte sich die Frage, ob das Protein auch eine Funktion in der Regulation der



mitochondrialen Morphologie besitzt. In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass Parkin einen
Einfluss auf die mitochondriale Funktion und Dynamik hat. Die Uberexpression von Parkin schiitzt
vor Drpl-abhingiger mitochondrialer Fragmentierung, wéhrend der Knockdown von Parkin die

Drpl-abhéngige mitochondriale Fragmentierung induziert (Lutz et al., 2009a).

2.5.1. PACRG-Uberexpression schiitzt vor Drpl-induzierter mitochondrialer
Fragmentierung

Um zu iiberpriifen, ob PACRG, ebenso wie Parkin, einen FEinfluss auf die mitochondriale
Morphologie hat, wurde zunéchst die Wirkung der PACRG-Uberexpression auf die Drp1-induzierte
mitochondriale Fragmentierung in SH-SYS5Y-Zellen untersucht. Drpl ist ein mitochondriales
Fissionsprotein, welches die Teilung von Mitochondrien katalysiert und damit zur Fragmentierung
des mitochondrialen Netzwerkes fiihrt (Abb. 2.9 B) (Otsuga et al., 1998; Smirnova et al., 2001).
Zuséatzlich zu Drpl wurden die Zellen mit PACRG und/oder Parkin sowie der Parkin-AUBL-
Mutante transfiziert. Der AUBL-Mutante von Parkin fehlt die N-terminale UBL-Domaéne, fiir deren
Funktion es zwar einige Hinweise gibt, die aber nicht vollstindig aufgeklart ist (Finney et al., 2003;
Haber, 2004). Diese Parkin-Mutante zeigt allerdings keine zytoprotektive Funktion mehr und
wurde in diesem Experiment als Negativkontrolle eingesetzt (Miiller-Rischart et al., 2013). Die
Mitochondrien der Zellen wurden mit Hilfe eines anti-Tom20 Antikdrpers durch indirekte
Immunfluoreszenz angeféarbt. Die transfizierten Zellen wurden unter dem Mikroskop ausgezéhlt
und die Morphologie ihres mitochondrialen Netzwerkes begutachtet. Die Zellen wurden nach ihrer
mitochondrialen Morphologie in zwei Kategorien eingeteilt: in Zellen mit einem tubuldren und
Zellen mit einem nicht-tubuléren, fragmentierten mitochondrialen Netzwerk. Durch
Uberexpression des Fissionsproteins Drpl verdoppelt sich der Anteil der Zellen mit einem nicht-
tubuliren mitochondrialen Netzwerk von basal ca. 28 % auf ca. 50 %. Die Uberexpression von
PACRG oder Parkin zusammen mit Drpl kann die Drpl-induzierte mitochondriale Fragmentierung
signifikant reduzieren und auf die basale Menge von nicht-Drpl-iiberexprimierenden Kontroll-
Zellen zuriickfiihren. Die AUBL-Mutante von Parkin hat keinen Einfluss auf die mitochondriale
Fragmentierung unter Drp1-Uberexpression (Abb. 2.9 A). Ahnlich wie bei der Untersuchung der
zytoprotektiven Aktivitdt, kann kein additiver Effekt von PACRG und Parkin auf die
mitochondriale Morphologie detektiert werden. PACRG beeinflusst also dhnlich wie Parkin die
mitochondriale Morphologie, indem es nach Uberexpression die Drpl-induzierte Fragmentierung

von Mitochondrien reduziert.
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Abb. 2.9: PACRG-Uberexpression reduziert die Drpl-induzierte mitochondriale
Fragmentierung.

In Drpl-iiberexprimierenden SH-SYS5Y-Zellen wurden nach Transfektion mit PACRG,
Parkin oder der Parkin-AUBL-Mutante, Mitochondrien mit einem anti-Tom20 Antikdrper
durch indirekte Immunfluoreszenz angefirbt und die mitochondriale Morphologie
mikroskopisch ausgewertet. Die Zellen wurden kategorisiert in Zellen mit tubuldrem und
in Zellen mit nicht-tubuldrem, fragmentiertem mitochondrialen Netzwerk. Transfizierte
Zellen wurden quantifiziert und einer der beiden Gruppen zugeordnet A). Die
Fehlerbalken représentieren den Standardfehler des Mittelwertes (SEM) von drei
unabhingigen Experimenten. n > 900 transfizierte Zellen. *p < 0.05; **p < 0.01;
**%p <0.001. B) zeigt ein représentatives Bild einer Vektor-transfizierten Kontroll-Zelle,
die in die Kategorie ,tubuldres mitochondriales Netzwerk® eingeteilt wurde, und eine
Drpl-iiberexprimierende Zelle, mit fragmentiertem mitochondrialen Netzwerk. C) zeigt
die représentativen Proteinexpressions-Mengen eines der in A) quantifizierten
Experimente.

2.5.2. PACRG-Knockdown fiihrt zur Fragmentierung von Mitochondrien

Zur weiteren Untersuchung des Einflusses von PACRG auf die mitochondriale Morphologie
wurden die PACRG-Proteinmengen in SH-SY5Y-Zellen mittels siRNA-Transfektion reduziert. Die
mitochondriale Morphologie dieser Zellen wurde wie in Kapitel 2.5.1 beschrieben mikroskopisch
untersucht und kategorisiert. PACRG-defiziente Zellen zeigen einen signifikant erhéhten Anteil an

Zellen mit nicht-tubulirem mitochondrialen Netzwerk im Vergleich zu Kontroll-siRNA-



transfizierten Zellen von ca. 30 % auf ca. 45 %. Die Knockdown-Effizienz in diesem Versuch liegt
bei ca. 75 % (Abb. 2.10). Die PACRG-Defizienz 16st also, dhnlich wie die Parkin-Defizienz (Lutz
et al., 2009a), eine mitochondriale Fragmentierung aus und hat somit den gegenteiligen Effekt wie

die Uberexpression von PACRG.
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Abb. 2.10: PACRG-Knockdown fiihrt zu mitochondrialer Fragmentierung.

Mit PACRG-siRNA transfizierte SH-SYS5Y-Zellen wurden wie in Abb. 2.9 gefdrbt und
ausgewertet A). B) zeigt die Mittelwerte der, mittels quantitativer real-time-PCR
ermittelten, relativen mRNA-Expressions-Mengen der in A) quantifizierten Experimente.
Die Fehlerbalken repriasentieren den Standardfehler des Mittelwertes (SEM) von drei
unabhéngigen Experimenten. n > 900 Zellen. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p <0.001.

2.6. PACRG zeigt keinen Effekt auf Mitophagie

Mitophagie ist der Abbau von in ihrer Funktion beeintrdchtigten oder nicht mehr bendtigten
Mitochondrien durch Autophagie (Kapitel 1.3.1.2). In verschiedenen Studien konnten gezeigt
werden, dass Parkin selektiv zu beeintrachtigten Mitochondrien rekrutiert wird und die Autophagie
der Organellen induziert (Geisler et al., 2010; Narendra et al., 2008), (Kapitel 1.3.1.2). Da als
Grundlage dieser Arbeit angenommen wurde, dass PACRG in dhnlichen Signalwegen aktiv ist wie
sein koreguliertes Protein Parkin, wurde neben der zytoprotektiven Funktion und dem Einfluss auf

die mitochondriale Dynamik auch der Einfluss von PACRG auf die Mitophagie untersucht.

2.6.1. PACRG-Uberexpression induziert keine Mitophagie und hat keinen
Einfluss auf die Parkin-induzierte Mitophagie

Zur Untersuchung eines potentiellen Einflusses von PACRG auf die Mitophagie wurde in HeLa-
Zellen, die kein endogenes Parkin exprimieren, PACRG und/oder Parkin iiberexprimiert. Die

Zellen wurden fiir 1 h oder fir 24 h mit CCCP behandelt. CCCP ist ein Entkoppler der



mitochondrialen Atmungskette (Lou et al, 2007) und zerstdrt damit das mitochondriale
Membranpotential, was zur Einleitung der Mitophagie fiihrt (Narendra et al., 2008). Nach der
Behandlung wurden die Mitochondrien der Zellen mit Hilfe eines anti-Tom20 Antikdrpers durch
indirekte Immunfluoreszenz angefiarbt und mikroskopisch analysiert. Nach 24-stiindiger
Behandlung mit CCCP sind in den meisten Parkin-exprimierenden Zellen keine Mitochondrien
mehr zu detektieren. Der Anteil der Zellen ohne Mitochondrien wurde quantifiziert. Im basalen
Zustand sind sowohl PACRG, als auch Parkin in den Zellen zytosolisch lokalisiert. Nach
einstiindiger CCCP-Behandlung ist eine Translokation von Parkin an die Mitochondrien zu
beobachten, wihrend PACRG weiterhin gleichméBig zytosolisch verteilt bleibt. Nach 24 -stiindiger
CCCP-Behandlung koénnen bei den Parkin-transfizierten Zellen, Zellen ohne Mitochondrien
detektiert werden. In PACRG-iiberexprimierenden Zellen kann dieser Effekt nicht beobachtet
werden (Abb. 2.11 A). In Parkin-transfizierten Zellen liegt der Anteil an Zellen ohne
Mitochondrien bei ca. 70 %, wihrend, wie bereits erwédhnt, in PACRG-transfizierten Zellen keine
Mitophagie detektiert werden kann. Uberexpression von beiden Proteinen zusammen fiihrt zu
einem Mitophagie-Anteil von ca. 75 % (Abb. 2.11 B). Die PACRG-Uberexpression kann also im
Gegensatz zur Parkin-Uberexpression unter den hier verwendeten Bedingungen keine Mitophagie
induzieren. PACRG unterscheidet sich also in diesem Punkt in seiner Funktion von seinem

koregulierten Protein.
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Abb. 2.11: PACRG-Uberexpression hat keinen Einfluss auf die Mitophagie.

PACRG- und/oder Parkin-iiberexprimierende HeLa-Zellen wurden mit 10 uM CCCP fiir
1 h und fiir 24 h behandelt. In den Zellen wurden Mitochondrien mit einem anti-Tom20
Antikorper sowie Parkin und PACRG durch indirekte Immunfluoreszenz angefédrbt und
die Zellen mikroskopisch ausgewertet. A) zeigt représentative mikroskopische Bilder der
in B) quantifizierten Zellen. Transfizierte Zellen ohne Mitochondrien wurden quantifiziert
B). Die Fehlerbalken repriasentieren den Standardfehler des Mittelwertes (SEM) von drei
unabhingigen Experimenten. n > 900 transfizierte Zellen. *p < 0.05; **p < 0.01;

**%p < 0.001. C) zeigt die reprasentativen Proteinexpressions-Mengen eines der in B)
quantifizierten Experimente.



2.6.2. PACRG-Knockdown beeinflusst nicht die Parkin-induzierte Mitophagie

Da die Uberexpression von PACRG keine Mitophagie induzieren kann, wurde in diesem
Experiment untersucht, ob eine PACRG-Defizienz Einfluss auf die Parkin-induzierte Mitophagie
hat. Hierfiir wurden SH-SYS5Y-Zellen mit PACRG-siRNA und Parkin-cDNA transfiziert und fiir
24 h mit CCCP behandelt. Die Auswertung und Quantifizierung erfolgte wie in Kapitel 2.6.1
beschrieben. Die PACRG-defizienten Zellen zeigen keinen Unterschied in der Mitophagie-Rate
verglichen mit den Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen (Abb. 2.12). Zusammen mit den
Ergebnissen aus Kapitel 2.6.1 kann geschlussfolgert werden, dass PACRG keinen Einfluss auf die
Mitophagie hat.
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Abb. 2.12: PACRG-Knockdown hat keinen Einfluss auf die Parkin-induzierte
Mitophagie.

PACRG-siRNA- und Parkin-cDNA-transfizierte Zellen wurden mit 10 pM CCCP fiir 24 h
behandelt. Die Zellen wurden wie in Abb. 2.11 gefarbt und ausgewertet und transfizierte
Zellen ohne Mitochondrien quantifiziert A). B) zeigt die Mittelwerte der, mittels
quantitativer real-time-PCR ermittelten, relativen mRNA-Expressions-Mengen der in A)
quantifizierten Experimente. Die Fehlerbalken reprisentieren den Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) von drei unabhingigen Experimenten. n > 900 transfizierte Zellen.
*p <0.05; **p < 0.01; ***p <0.001.

2.7. PACRG beeinflusst den NF-kB-Signalweg

Fiir PACRG wurde in Kapitel 2.4 eine zytoprotektive Funktion gezeigt. Um diese Funktion des
Proteins genauer zu charakterisieren ist es notwendig den Signalweg zu analysieren, liber den diese
protektive Aktivitdt vermittelt wird. Parkin vermittelt seine zytoprotektive Aktivitdt liber die
Aktivierung des NF-kB-Uberlebens-Signalweges durch Beeinflussung der linearen Ubiquitinierung
von NEMO (Henn et al., 2007; Miiller-Rischart et al., 2013). Unter Stressbedingungen wird Parkin
zum LUBAC (Linear Ubiquitin Chain Assembly Complex) rekrutiert, aktiviert diesen und steigert



damit die lineare Ubiquitinierung von NEMO, dem essentiellen Regulator des NF-kB-Signalweges
(Miiller-Rischart et al., 2013). Dies fiihrt liber einige Zwischenschritte zur Aktivierung des
Signalweges und zur Translokation der Transkriptionsfaktor-Dimere in den Zellkern. Dort
aktivieren diese die Transkription verschiedener Zielgene, wie z.B. von Uberlebensfaktoren fiir die

Zelle (Kapitel 1.3.2.3).

2.7.1. Die zytoprotektive Wirkung von PACRG ist abhdngig von NEMO

In diesem Versuch wurde analysiert, ob PACRG, ebenso wie Parkin, seine zytoprotektive Aktivitét
iiber den NF-kB-Signalweg vermittelt. Hierfiir wurden Apoptose-Assays in NEMO-defizienten
MEFs (NEMO-Knockout-MEFs) durchgefiihrt, die den kanonischen NF-kB-Signalweg nicht mehr
aktivieren konnen. Die NEMO-Knockout-MEFs wurden mit PACRG und zusidtzlich mit
Leervektor, WT-NEMO oder den NEMO-Mutanten D311N und K285/309R transfiziert. Diese
Mutanten sind nicht mehr in der Lage lineare Ubiquitin-Ketten zu binden (Hadian et al., 2011;
Rahighi et al., 2009; Tokunaga et al., 2009b), was die Aktivierung des kanonischen NF-«xB-
Signalweges beeintrichtigt. Die Zellen wurden nach der Transfektion mit STS (1 uM, 3 h)
behandelt, mit Hilfe eines Antikorpers gegen aktive Caspase-3 durch indirekte Immunfluoreszenz
angefarbt und die Apoptose-Rate mikroskopisch quantifiziert. Die Apoptose-Rate erhoht sich durch
die STS-Behandlung in Kontroll-transfizierten Zellen von basal ca. 12 % auf ca. 27 %. PACRG
zeigt in diesen NEMO-defizienten Zellen keinen protektiven Effekt unter STS-induziertem Stress.
Erst nach Wiedereinbringung von WT-NEMO kann die Zell-Protektivitit von PACRG detektiert
werden, indem die Apoptose-Rate hier wieder auf ca. 15 % reduziert wird. Diese Resultate zeigen,
dass die zytoprotektive Funktion von PACRG abhéngig von der Expression von NEMO und damit
von der Funktion des NF-kB-Signalweges ist. Unter zusitzlicher Expression der beiden
beschriebenen NEMO-Mutanten kann ebenfalls keine Protektivitdt durch PACRG-Uberexpression
festgestellt werden. Die Apoptose-Rate liegt in diesen Zellen wie in Kontroll-transfizierten Zellen
bei 27 — 33 % nach STS-Behandlung (Abb. 2.13 A). Die protektive Aktivitit von PACRG héngt
also nicht nur von der Expression von NEMO ab, sondern auch von dessen linearer

Ubiquitinierung.
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Abb. 2.13: In NEMO-defizienten Zellen wirkt die Uberexpression von PACRG nicht
Stress-protektiv.

Es wurden Apoptose-Assays in PACRG-iiberexprimierenden NEMO-Knockout-MEFs
durchgefiihrt. Zur Kontrolle wurden WT-NEMO oder die NEMO-Mutanten D311N und
K285/309R durch Transfektion in die Zellen eingebracht. Die Zellen wurden mit 1 pM
STS fiir 3h behandelt und wie in Abb. 2.5 aktive Caspase-3 durch indirekte
Immunfluoreszenz angefarbt und mikroskopisch ausgewertet A). Die Fehlerbalken
reprasentieren den Standardfehler des Mittelwertes (SEM) von drei unabhéngigen
Experimenten. n > 900 transfizierte Zellen. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 B) zeigt
die reprisentativen Proteinexpressions-Mengen eines der in A) quantifizierten
Experimente.

2.7.2. PACRG-Uberexpression aktiviert den NF-kB-Signalweg

Nachdem festgestellt wurde, dass die protektive Funktion von PACRG abhingig vom kanonischen
NF-kB-Signalweg ist, wurde hier untersucht, ob PACRG einen direkten Einfluss auf diesen
Signalweg hat. Hierfiir wurde zunichst analysiert, ob durch Uberexpression von PACRG der
Signalweg aktiviert werden kann. Zu diesem Zweck wurde in HEK293T-Zellen nach PACRG- oder
Parkin-Uberexpression ein Luciferase-Reportergen-Assay durchgefiihrt. Die Zellen wurden hierfiir
mit einem NF-kB-Luciferase-Reportergen-Konstrukt transfiziert. Dieses Konstrukt enthalt
Bindestellen fiir verschiedene NF-kB-Dimere in einem minimalen Promotor, der vor ein
Luciferase-Gen geschaltet ist (Krappmann et al., 2001). Die Aktivierung des NF-kB-Signalweges
wird in diesem Versuch durch die gesteigerte Expression und damit die erhohte Aktivitdt der
Luciferase messbar gemacht. Die Aktivitdt der Luciferase wird iiber deren Umsetzung des
Substrates Luciferin zu dem lumineszierenden Oxy-Luciferin gemessen. Je stirker die Aktivierung

des NF-xB-Signalweges, desto mehr Luciferase wird exprimiert und desto hoher ist die Umsetzung



des Substrates und die Bildung von Oxy-Luciferin (Abb. 2.14 A). Die gemessene Lumineszenz von
PACRG- und Parkin-transfizierten Zellen wurde auf die Lumineszenz in Kontroll-transfizierten
Zellen normalisiert. Die Lumineszenz in Kontroll-transfizierten Zellen wurde auf eins gesetzt. Die
Uberexpression von PACRG erhoht, #dhnlich wie die Uberexpression von Parkin, die Luciferase-
Aktivitdt im Vergleich zu Kontroll-transfizierten Zellen ca. zweifach (Abb. 2.14 B). Eine Erh6hung

der PACRG-Proteinmenge in der Zelle flihrt also zur Aktivierung des NF-kB-Signalweges.
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Abb. 2.14: PACRG-Uberexpression aktiviert die Transkription eines NF-kB-
Luciferase-Reportergen-Konstrukts.

HEK?293T-Zellen wurden mit PACRG oder Parkin sowie einem Luciferase-Reportergen-
Konstrukt transfiziert, welches Bindestellen fiir NF-kB vor einem minimalen Promotor
enthélt. Die Aktivierung des NF-kB-Signalweges fiihrt zur Aktivierung der Luciferase-
Transkription, die die Umwandlung von Luciferin in das lumineszierende Oxy-Luciferin
katalysiert A). Die Aktivitdt der Luciferase wurde luminometrisch gemessen und auf die
Aktivitdt in Kontroll-transfizierten Zellen normalisiert B). Die Daten reprasentieren den
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) von drei bis fiinf unabhéngigen Experimenten.
Die Messung erfolgte jeweils in Duplikaten. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p <0.001. C) zeigt
die représentativen Proteinexpressions-Mengen eines der in B) quantifizierten
Experimente.

2.7.3. PACRG-Knockdown hemmt die Aktivierung des NF-kB-Signalweges

Zusitzlich zur Analyse des Einflusses der Uberexpression von PACRG auf den NF-«kB-Signalweg
wurde untersucht, ob der Knockdown von PACRG die Aktivierung des Signalweges hemmen kann.
Hierfiir wurden SH-SY5Y-Zellen mit PACRG-siRNA sowie dem beschriebenen NF-xB-Luciferase-
Reportergen-Konstrukt transfiziert und zur Stimulation des NF-kB-Signalweges mit TNF-a
(10 ng/uL; 16 h) behandelt. Die Messung und Auswertung erfolgte wie in Kapitel 2.7.2. In
unbehandelten Zellen ist die Aktivitit der Luciferase zwischen Kontroll- und PACRG-siRNA-



transfizierten Zellen nicht signifikant unterschiedlich. Nach TNF-a-Stimulation erhoht sich die
Luciferase-Aktivitdt in den Kontroll-transfizierten Zellen um ca. 10 fach. Die Luciferase-Aktivitét
in PACRG-Knockdown-Zellen ist hingegen im Vergleich zu den Kontroll-Zellen signifikant
reduziert nach TNF-a-Stimulation (Abb. 2.15). Reduzierte PACRG-Proteinmengen beeintrichtigen
also in der Tat die Aktivierung des NF-kB-Signalweges durch TNF-q.
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Abb. 2.15: PACRG-Knockdown hemmt die TNF-a-induzierte Aktivierung der
Transkription des NF-kB-Luciferase-Reportergen-Konstrukts.

HEK293T-Zellen wurden mit PACRG-siRNA sowie einem Luciferase-Reportergen-
Konstrukt transfiziert, welches Bindestellen fiir NF-kB vor einem minimalen Promotor
enthilt. Die Zellen wurden vor der Messung mit 10 ng/uL TNF-a fiir 16 h behandelt. A)
Die Proben wurden wie in Abb. 2.14 beschrieben ausgewertet. B) zeigt die Mittelwerte
der, mittels quantitativer real-time-PCR ermittelten, relativen mRNA-Expressions-
Mengen der in A) quantifizierten Experimente. Die Daten représentieren den
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) von drei bis fiinf unabhéngigen Experimenten.
Die Messung erfolgte jeweils in Duplikaten. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p <0.001.

Der Einfluss von PACRG auf den NF-kB-Signalweg wurde mit Hilfe eines zweiten
Versuchsaufbaus tiberpriift. Hierfiir wurden ebenfalls SH-SY5Y-Zellen mit PACRG-siRNA
transfiziert und der NF-kB-Signalweg durch Behandlung mit TNF-a (15 ng/uL; 10 min) stimuliert.
Anstelle des Reportergen-Assays wurde die Aktivierung des NF-kB-Signalweges iiber die
Translokation der p65-Untereinheit des Transkriptionsfaktors in den Zellkern untersucht. Unter
basalen Bedingungen wird diese Untereinheit vom IkB im Zytosol zuriickgehalten und kann nach
Stimulation des Signalweges in den Zellkern translozieren (Baldwin, 1996). Die Zellen wurden
nach der Behandlung fixiert und die p65-Untereinheit des NF-kB-Transkriptionsfaktors fiir die
mikroskopische Analyse mit Hilfe eines anti-p65 Antikorpers durch indirekte Immunfluoreszenz
angefarbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt. Unter den hier angewandten Bedingungen
zur Stimulation des NF-kB-Signalweges wurde entweder eine vollstindige oder eine partielle

Translokation von p65 in den Nukleus beobachtet und quantifiziert. Wéhrend in Kontroll-



transfizierten Zellen ca. 95 % der Zellen eine vollsténdige p65-Kern-Translokation zeigen, ist die
nukledre p65-Translokation unter PACRG-Knockdown-Bedingungen signifikant beeintrachtigt,
sodass nur ca. 8 % der Zellen eine vollstindige Translokation, und 92 % eine partielle p65-
Translokation aufweisen (Abb. 2.16 A). Eine Beeintrichtigung der Aktivierung des NF-«xB-
Signalweges in PACRG-defizienten Zellen kann also sowohl durch den Reportergen-Assay, als
auch durch die Analyse der nukledren p65-Translokation gezeigt werden. Dieser Versuch wurde

von Dr. Anne Kathrin Miiller-Rischart durchgefiihrt.
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Abb. 2.16: PACRG-Knockdown hemmt die Translokation von p65 in den Nukleus
nach TNF-a-Stimulation.

SH-SYS5Y-Zellen wurden mit PACRG-siRNA transfiziert. Nach Behandlung mit 15 ng/mL
TNF-o fir 10 min wurden die Zellen mit einem anti-p65 Antikorper durch indirekte
Immunfluoreszenz angefarbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt. Die
Kolokalisation von p65 mit dem Nukleus wurde mikroskopisch ausgewertet und
quantifiziert. Die Zellen wurden in zwei Gruppen eingeteilt, in Zellen mit kompletter und
in Zellen mit partieller p65-Kernlokalisation. Der Versuch wurde in Triplikaten
durchgefiihrt. Es wurden pro Experiment > 300 Zellen quantifiziert A). B) zeigt die
Mittelwerte der, mittels quantitativer real-time-PCR ermittelten, relativen mRNA-
Expressions-Mengen der in A) quantifizierten Experimente. Die Daten représentieren den
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) von drei unabhingigen Experimenten. *p < 0.05;
**p <0.01; ***p < 0.001 (durchgefiihrt von Dr. Anne Kathrin Miiller-Rischart)

2.8. PACRG ist ein Teil des Assemblierungskomplexes fiir lineare
Ubiquitin-Ketten (LUBAC = Linear Ubiquitin Chain Assembly
Complex)

Es wurde in Kapitel 2.7.1 beschrieben, dass die protektive Aktivitidt von PACRG von der Funktion
des kanonischen NF-kB-Signalweges abhingig ist. Fiir diesen Versuch wurden Zellen verwendet,
die aufgrund ihrer Defizienz fir NEMO, das essentielle regulatorische Protein des NF-xB-
Signalweges, diesen nicht mehr aktivieren konnen. Durch Wiedereinbringung des WT-NEMO



Proteins konnte die protektive Wirkung von PACRG wiederhergestellt werden. Die Aktivitdt von
NEMO wird stark durch dessen lineare Ubiquitinierung reguliert. Die Einbringung von NEMO-
Mutanten, die nicht mehr linear ubiquitiniert werden konnen, konnte die protektive Wirkung von
PACRG nicht wiederherstellen. Aus diesem Grund, und weil bereits auch fiir Parkin eine Funktion
bei der linearen Ubiquitinierung von NEMO gezeigt werden konnte (Miiller-Rischart et al., 2013),
liegt die Vermutung nahe, dass auch PACRG fiir die lineare Ubiquitinierung von NEMO eine Rolle
spielt. Diese Art der regulatorischen Ubiquitinierung wird vom LUBAC auf die Zielproteine
iibertragen. Der Komplex besteht aus den E3-Ligasen HOIP (RNF31) und HOIL-1L (RBCK1) und
dem Adaptor-Protein Sharpin, wobei nur HOIP die Ubiquitin-Ketten direkt auf die Zielproteine
iibertragt und HOIL-1L und Sharpin fiir die Regulation der HOIP Aktivitit zustandig sind (Kapitel
1.4.2.1), (Gerlach et al., 2011; Ikeda et al., 2011; Tokunaga et al., 2009).

2.8.1. PACRG interagiert mit HOIP, HOIL-1L und Sharpin

Um zu analysieren, ob PACRG ein Teil des LUBAC ist, wurde zundchst untersucht, ob es mit den
einzelnen Komponenten des Komplexes HOIP, HOIL-1L und Sharpin interagieren kann. Hierfiir
wurden Ko-Immunoprizipitationen in HEK293T-Zellen nach Uberexpression von PACRG
zusammen mit den Komponenten durchgefiihrt. In Abb. 2.17 A wurden die mit einem HA-Tag
versehenen Komponenten des LUBAC mit Hilfe eines anti-HA Antikoérpers prézipitiert und die
Prizipitate im Immunoblot auf eine mogliche Ko-Préizipitation von PACRG mit diesen Proteinen
untersucht. Zur Kontrolle der Spezifitit der Immunprézipitation dienten zum einen Zellen, die kein
HA-getagtes Protein exprimierten, und zum anderen Zellen, die alle Komponenten exprimierten,
bei deren Lysaten allerdings mit einem anti-Myc Antikdrper immunprézipitiert wurde. Nach der
Prézipitation jeder einzelnen Komponente des LUBAC kann im Immunoblot PACRG detektiert
werden, wihrend in den Kontrollen keine oder nur eine vergleichsweise schwache Bande sichtbar
ist. Es kann also davon ausgegangen werden, dass die Ko-Immunopréizipitation spezifisch ist und
dass PACRG mit den einzelnen Komponenten des LUBAC, HOIP, HOIL-1L und Sharpin

interagiert.

Zur Bestitigung dieser Ergebnisse wurde in einer zweiten Ko-Immunoprizipitation, in HEK293T-
Zellen, iiberexprimiertes HA-getagtes PACRG mit Hilfe eines anti-HA Antikdrpers prézipitiert und
das Prézipitat im Immunoblot auf die Ko-Prézipitation von ebenfalls {iberexprimiertem HOIP
untersucht. Zum Vergleich wurde auf dem gleichen Weg die Ko-Immunoprézipitation von
HA-getagtem Parkin mit tiberexprimiertem HOIP untersucht. Als Kontrollen fiir die Spezifitét der
Prézipitation dienten die gleichen Proben wie im vorherigen Versuch. Sowohl nach Prézipitation

von PACRG als auch nach Prézipitation von Parkin kann HOIP im Immunoblot detektiert werden,



wiahrend die Kontrollen nur schwache Banden zeigen. Dieses Ergebnis ist eine Bestitigung der

Interaktion von PACRG und Parkin mit HOIP (Abb. 2.17 B).
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Abb. 2.17: PACRG interagiert mit den Komponenten des LUBAC, HOIP, HOIL-1L
und Sharpin.

A) HEK293T-Zellen wurden mit PACRG und den HA-getagten Komponenten des
LUBAC, HOIP, HOIL-1L oder Sharpin transfiziert. Die HA-getagten Proteine wurden
mittels anti-HA-gekoppelten Agarose-Beads aus dem Zelllysat immunpréazipitiert. Die
Ko-Immunoprizipitation von PACRG mit den HA-getagten Proteinen wurde mittels
Immunoblot gegen PACRG untersucht. B) HEK293T-Zellen wurden mit HA-getagtem
PACRG und Parkin sowie mit HOIP transfiziert. HA-PACRG und Parkin wurden mittels
anti-HA-gekoppelten Agarose-Beads aus dem Zelllysat immunprézipitiert. Die Ko-
Immunoprazipitation von HOIP mit HA-getagtem PACRG und Parkin wurde mittels
Immunoblot gegen HOIP untersucht. A und B) Als Kontrollen fiir die Spezifitit der
Immunprézipitation wurden Zelllysate verwendet in denen kein HA-getagtes Protein
enthalten war, sowie Zelllysate in denen mit einem anti-Myc Antikorper prézipitiert
worden ist. Die leichten Ketten der fiir die Immunprézipitation verwendeten Antikérper
wurden im Immunoblot mit * markiert.

2.8.2. PACRG interagiert mit Parkin

Im néchsten Schritt wurde eine mogliche Interaktion von PACRG mit Parkin mittels Ko-
Immunoprézipitation untersucht. In HEK293T-Zellen wurden HA-getagtes PACRG und ungetagtes
Parkin liberexprimiert. Die Immunpréazipitation wurde wie in Kapitel 2.8.1 beschrieben, mit den
gleichen Kontrollen durchgefiihrt. Im Immunoblot der Prizipitate wird nach Prizipitation von HA-
getagtem PACRG Parkin detektiert, wihrend in den Kontrollen kein Parkin-Signal sichtbar ist.
Somit kann geschlussfolgert werden, dass PACRG auch mit Parkin interagiert (Abb. 2.18).
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Abb. 2.18: PACRG interagiert mit Parkin.

HEK293T-Zellen wurden mit HA-getagtem PACRG und mit Parkin transfiziert. PACRG
wurde mittels anti-HA-gekoppelten Agarose-Beads aus dem Zelllysat immunprézipitiert.
Die Ko-Immunoprézipitation von Parkin mit dem HA-getagten PACRG wurde im
Prazipitat mittels Immunoblot gegen Parkin untersucht, welches als Doppelbande
unterhalb der schweren IgG-Ketten des fiir die Prézipitation verwendeten Antikorpers
erscheint. Als Kontrollen fiir die Spezifitdit der Immunprézipitation wurden Zelllysate
verwendet in denen kein HA-getagtes Protein enthalten war, sowie Zelllysate in denen mit
einem anti-Myc Antikorper prézipitiert worden ist. Die schweren Ketten der fiir die
Immunprézipitation verwendeten Antikdrper wurden im Immunoblot mit * markiert. Der
Pfeil markiert die Lauthohe der Parkin-Doppelbanden.

2.8.3. PACRG interagiert nicht mit NEMO

Mit einem dhnlichen Versuchsaufbau wurde die Interaktion zwischen PACRG und NEMO
analysiert. In HEK293T-Zellen iiberexprimiertes HA-getagtes PACRG oder HA-getagtes Parkin
wurde wie in Kapitel 2.8.1 beschrieben prézipitiert und im Prézipitat iiberexprimiertes FLAG-
getagtes NEMO mittels eines anti-FLAG Antikorpers im Immunoblot detektiert. Fiir die
Immunprézipitation von Parkin kann eine Ko-Prizipitation mit NEMO festgestellt werden,
wiéhrend nach PACRG-Prézipitation keine NEMO-Bande detektiert werden konnte. Die beiden
Kontroll-Prizipitationen zeigen ebenfalls keine NEMO-Banden im Immunoblot. In diesem
Experiment kann die bereits beschriebene Interaktion von Parkin mit NEMO (Miiller-Rischart et
al., 2013) bestdtigt werden. Eine Interaktion zwischen PACRG und NEMO kann jedoch nicht
festgestellt werden (Abb. 2.19).
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Abb. 2.19: PACRG interagiert nicht mit NEMO.

HEK293T-Zellen wurden mit HA-getagtem PACRG und FLAG-getagtem NEMO
transfiziert. Die Zellen wurden lysiert und PACRG mittels anti-HA-gekoppelten Agarose-
Beads immunprézipitiert. Die Ko-Immunoprézipitation von NEMO mit dem HA-getagten
PACRG wurde im Prézipitat mittels Immunoblot gegen den FLAG-Tag untersucht. Als
Kontrollen fiir die Spezifitit der Immunprézipitation wurden Zelllysate verwendet in
denen kein HA-getagtes Protein enthalten war, sowie Zelllysate in denen mit einem
anti-Myc Antikorper prézipitiert worden ist.

2.8.4. PACRG ist Teil des LUBAC

Es konnte also gezeigt werden, dass PACRG mit den einzelnen Komponenten des LUBAC
interagieren kann. Im ndchsten Schritt wurde nun analysiert, ob PACRG selbst ein Teil des
Komplexes ist. Hierfiir wurden HEK293T-Zellen mit PACRG transfiziert, nicht denaturierend in
einem hypotonen Puffer lysiert und die Proteine des Lysats iiber eine Sephadex 200H
Gelfiltrations-Sdule mit Hilfe eines Akta Chromatografie-Systems der GroBe nach aufgetrennt. Es
wurden vom Eluat Fraktionen gesammelt und mittels Immunoblot auf ihre
Proteinzusammensetzung untersucht. Zur Kalibrierung der Séule wurde im Vorhinein ein
Gelfiltrations-Lauf mit Markerproteinen definierter Groe durchgefiihrt. Der LUBAC besitzt eine
GroBle von ca. 600 kDa. Da die Sdule Proteine mit einem Molekulargewicht zwischen 10 und
600 kDa auftrennt wird der LUBAC direkt nach dem Todvolumen von der Sdule eluiert. In den vier
auf das Todvolumen folgenden Fraktionen sind die Proteine HOIP, Sharpin und PACRG zusammen
nachweisbar. HOIL-1L ist aufgrund der niedrigen Antikérpersensitivitidt in diesem Experiment
nicht detektierbar. Die ungebundenen Proteine HOIP, Sharpin und PACRG sind in spéteren
Fraktionen des Eluats detektierbar (Abb. 2.20). Da PACRG-Banden im Immunoblot in den selben
Fraktionen erscheinen wie HOIP- und Sharpin-Banden, bei ca. 600 kDa, kann davon ausgegangen

werden, dass PACRG selbst ein Teil des LUBAC ist.
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Abb. 2.20: PACRG ist Teil des LUBAC.

HEK293T-Zellen wurden mit PACRG transfiziert. Die Zellen wurden lysiert und die
Proteine des Lysats mittels Gelfiltration der Groe nach in Fraktionen aufgetrennt. Die
einzelnen Fraktionen wurden mittels Immunoblot auf die Verteilung von HOIP, Sharpin
und PACRG untersucht.

2.9. PACRG beeinflusst den NF-kB-Signalweg liber die Aktivierung
von linearer Ubiquitinierung

Es wurde bisher gezeigt, dass PACRG in Abhéngigkeit der Funktion des kanonischen NF-xB-
Signalweges Zellen gegeniiber verschiedenen Stressbedingungen vor Apoptose schiitzen kann, dass
diese Protektivitit abhéngig von der linearen Ubiquitinierung von NEMO ist und dass PACRG ein
Teil des Komplexes ist, der diese lineare Ubiquitinierung vermittelt. Die nun noch zu klarende
Frage ist, ob PACRG den NF-«B-Signalweg iiber eine Funktion bei der linearen Ubiquitinierung
von NEMO direkt aktivieren kann, oder ob der Effekt auf diesen Signalweg indirekter Natur ist.

2.9.1. Die Aktivierung des NF-kB-Signalweges liber den LUBAC wird durch
PACRG zusatzlich verstarkt

Im Folgenden wurde analysiert, ob PACRG die Aktivitdt des LUBAC verstiarken kann. Da der
aktive LUBAC tiber lineare Ubiquitinierung von NEMO den NF-«kB-Signalweg aktiviert, wurde fiir
diese Analyse erneut von dem in Kapitel 2.7.2 bereits beschriebenen NF-kB-Reportergen-Assay
Gebrauch gemacht. Hierfiir wurden HEK293T-Zellen mit PACRG und den LUBAC-Komponenten
sowie dem beschriebenen NF-kB-Luciferase-Reportergen-Konstrukt transfiziert. Die Auswertung
erfolgte wie bereits in Kapitel 2.7.2 beschrieben. Die Expression von HOIP zusammen mit HOIL-
1L bzw. von HOIP in Kombination mit Sharpin erhdht die Luciferase-Aktivitit auf das 35- bis
40-fache im Vergleich zu Vektor-transfizierten Kontroll-Zellen. Durch Uberexpression von PACRG
mit den jeweiligen Kombinationen der LUBAC-Komponenten kann die Luciferase-Aktivitét

zusétzlich signifikant gesteigert werden (Abb. 2.21 A). PACRG erhdht also die Aktivitit des



LUBAC, die in diesem Versuch iiber eine gesteigerte Aktivierung des NF-kB-Signalweges sichtbar
gemacht wurde. Die Uberexpression von PACRG beeinflusst die Aktivitit, sowohl des aus HOIP
und HOIL-1L, als auch des aus HOIP und Sharpin zusammengesetzten LUBAC. Das Protein wirkt

also nicht spezifisch auf die Aktivitdt nur eines der beiden Komplexe.
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Abb. 2.21: PACRG-Uberexpression erhoht die durch Uberexpression der LUBAC-
Komponenten ausgeloste Aktivierung des NF-kB-Signalweges.

HEK?293T-Zellen wurden mit PACRG und den Komponenten des LUBAC sowie dem
NF-kB-Luciferase-Reportergen-Konstrukt transfiziert. A) Die Aktivitit der Luciferase im
Zelllysat wurde luminometrisch gemessen und auf die Aktivitdt in Kontroll-transfizierten
Zellen normalisiert. Die Lumineszenz in Kontroll-transfizierten Zellen wurde auf eins
gesetzt. Die Daten reprisentieren den Standardfehler des Mittelwertes (SEM) von drei bis
fiinf unabhédngigen Experimenten. Die Messung erfolgte in Duplikaten. *p < 0.05; **p <
0.01; ***p < 0.001. B) zeigt die reprisentativen Proteinexpressions-Mengen eines der in
A) quantifizierten Experimente.

2.9.2. Weder PACRG noch Parkin konnen HOIL-1L oder Sharpin im LUBAC
ersetzen

Wie bereits erwdhnt ist HOIP die katalytische Untereinheit des LUBAC, welche die lineare
Ubiquitinierung der Proteine vermittelt. Die Aktivierung von HOIP erfordert allerdings die
Bindung von HOIL-1L oder Sharpin an das Protein. Da bereits gezeigt werden konnte, dass
PACRG ebenfalls an HOIP binden kann und dass es die Aktivitdit des LUBAC erhoht, wurde nun
mittels des NF-kB-Luciferase-Reportergen-Assays iiberpriift, ob PACRG allein die beiden LUBAC
Komponenten HOIL-1L und Sharpin im Komplex ersetzen kann und allein zur vollstindigen
Aktivierung von HOIP fiihrt. Hierflir wurde in mit dem NF-kB-Luciferase-Reportergen-Konstrukt
transfizierten HEK293T-Zellen PACRG ohne und zusammen mit HOIP und zum Vergleich auch
Parkin mit und ohne HOIP iiberexprimiert. Die Auswertung erfolgte wir in Kapitel 2.7.2



beschrieben. Die luminometrisch gemessene Luciferase-Aktivitdt ist wie in Abb. 2.14 bereits
gezeigt durch Uberexpression von PACRG oder Parkin ca. zweifach erhoht im Vergleich zu
Kontroll-transfizierten Zellen. Die alleinige Expression von HOIP fiihrt zu einer &hnlichen
Erhohung der Luciferase-Aktivitit. Die gemeinsame Expression von PACRG mit HOIP oder von
Parkin mit HOIP kann die Aktivitét der Luciferase nochmals steigern auf das ca. 3,5-fache der
Kontroll-transfizierten Zellen (Abb. 2.22 A). Da allerdings in Abb. 2.21 gezeigt werden konnte,
dass eine gemeinsame Uberexpression von HOIL-1L zusammen mit HOIP oder Sharpin zusammen
mit HOIP die Luciferase-Aktivtét in den Zellen auf das 35 — 40-fache der Kontroll-transfizierten
Zellen erhoht, konnen offensichtlich PACRG oder Parkin allein in Kombination mit HOIP nicht zur
vollstdndigen Aktivierung von HOIP fiihren. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass weder

PACRG noch Parkin in der Lage sind HOIL-1L oder Sharpin im LUBAC zu ersetzen.
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Abb. 2.22: PACRG- oder Parkin-Uberexpression verstirken die Aktivitit von HOIP.

HEK293T-Zellen wurden mit PACRG oder Parkin ohne und zusammen mit HOIP sowie
dem NF-kB-Luciferase-Reportergen-Konstrukt transfiziert. A) Die Aktivitit der
Luciferase im Zelllysat wurde luminometrisch gemessen und auf die Aktivitdt in Kontroll-
transfizierten Zellen normalisiert. Die Lumineszenz in Kontroll-transfizierten Zellen
wurde auf eins gesetzt. Die Daten reprédsentieren den Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) von drei unabhingigen Experimenten. Die Messung erfolgte jeweils in Duplikaten.
*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. B) zeigt die repriasentativen Proteinexpressions-
Mengen eines der in A) quantifizierten Experimente.

2.9.3. PACRG-Uberexpression induziert die lineare Ubiquitinierung von
Proteinen

Der Einfluss von PACRG auf die Aktivitit des LUBAC wurde iiber einen zweiten Versuchsansatz
naher untersucht. Hierfir wurden HEK293T-Zellen mit PACRG transfiziert und zur Stimulation
des NF-«kB-Signalweges mit TNF-a (50 ng/uL; 15 min) behandelt. Die Zellen wurden anschlieSend



denaturierend lysiert und mit Hilfe einer rekombinanten UBAN-(Ubiquitin binding in ABIN and
NEMO)-Domine spezifisch linear ubiquitinierte Proteine prézipitiert. Die Prézipitate wurden
mittels Immunoblot analysiert und der Gehalt an linear ubiquitinierten Proteinen mit Hilfe eines
anti-Ubiquitin Antikorpers detektiert. Die Stdrke der spezifischen linearen Ubiquitinierung von
NEMO wurde nach der Prizipitation linear ubiquitinierter Proteine im Immunoblot mittels eines
anti-NEMO Antikorpers detektiert. In PACRG-transfizierten Zellen kann nach der Prézipitation ein
starkeres Ubiquitin-Signal im Allgemeinen, sowie ein stdrkeres Signal fiir linear ubiquitiniertes
NEMO im Speziellen detektiert werden (Abb. 2.23). Diese verstirkte lineare Ubiquitinierung lasst
auf eine erhdhte Aktivitit des LUBAC unter PACRG-Uberexpression schliefen.
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Abb. 2.23: Uberexpression von PACRG verstiirkt die durch TNF-o induzierte lineare
Ubiquitinierung von Proteinen.

HEK293T-Zellen wurden mit PACRG transfiziert, zur Stimulation des NF-kB-
Signalweges fiir 15 min mit 50 ng/pL TNF-o behandelt und aus dem Zelllysat mit Hilfe
der rekombinanten UBAN-Domine spezifisch Proteine mit linearen Ubiquitin-Ketten
prézipitiert. Die Gesamtheit der prézipitierten linear ubiquitinierten Proteine wurde im
Immunoblot mit Hilfe eines anti-Ubiquitin Antikorpers detektiert. Die Starke der linearen
Ubiquitinierung von NEMO wurde nach der Prézipitation linear ubiquitinierter Proteine
im Immunoblot mit Hilfe eines anti-NEMO Antikorpers detektiert.

Um die Aktivitdit des LUBAC in seinen unterschiedlichen Zusammensetzungen ndher zu
untersuchen, wurden in HEK293T-Zellen die Komponenten des Komplexes mit und ohne PACRG
iiberexprimiert und, wie zuvor beschrieben, nach Préizipitation linear ubiquitinierter Proteine die
Stiarke der linearen Ubiquitinierung in den Zellen mittels Immunoblot der Prézipitate analysiert.
Durch Uberexpression von HOIP zusammen mit HOIL-1L sind linear ubiquitinierte Proteine im
Immunoblot detektierbar. Diese Signale sind nach Koexpression der beiden LUBAC-Komponenten

zusammen mit PACRG deutlich verstirkt. Unter Uberexpression von HOIP zusammen mit Sharpin



ist ein dhnlicher Effekt der PACRG-Uberexpression detektierbar (Abb. 2.24). PACRG verstirkt
also, wie bereits mit Hilfe des Luciferase-Reportergen-Assays gezeigt (Abb. 2.21), die Aktivitdt des
LUBAC und damit die Bildung linearer Ubiquitin-Ketten in der Zelle. Diese Funktion ist
unabhéngig davon, ob HOIP iiber die Bindung von HOIL-1L oder die Bindung von Sharpin
aktiviert wird. Die Aktivierung des LUBAC bestehend aus HOIP und HOIL-1L durch PACRG-
Uberexpression erscheint allerdings in diesem Versuch deutlich stirker, als die Aktivierung des
LUBAC bestehend aus HOIP und Sharpin. Im vorhergehenden Luciferase-Reportergen-Assay
unter dhnlichen Bedingungen konnte allerdings eher der gegenteilige Effekt detektiert werden
(Abb. 2.21). Moglicherweise sind diese Unterschiede durch Schwankungen in der Expression-

Stirke der jeweiligen Protein zu begriinden.
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Abb. 2.24: PACRG-Uberexpression verstiirkt die durch den LUBAC vermittelte
lineare Ubiquitinierung von Proteinen.

HEK293T-Zellen wurden mit PACRG und unterschiedlichen Kombinationen der
LUBAC-Komponenten transfiziert. Aus dem Zelllysat wurden mit Hilfe der
rekombinanten UBAN-Doméne spezifisch Proteine mit linearen Ubiquitin-Ketten
préazipitiert. Die Gesamtheit der prézipitierten linear ubiquitinierten Proteine wurde im
Immunoblot mit Hilfe eines anti-Ubiquitin Antikorpers detektiert.

2.10. Der Mechanismus der LUBAC-Aktivierung durch PACRG

Bisher konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass PACRG ein zytoprotektives Potential
besitzt, welches iiber die Aktivierung des LUBAC und der daraus resultierenden Aktivierung des
NF-kB-Signalweges vermittelt wird. Es bleibt nun noch die Frage offen, durch welchen

molekularen Mechanismus PACRG den LUBAC aktiviert. In Abb. 2.22 wurde nachgewiesen, dass



PACRG zwar die Aktivitdt von HOIP steigern kann, aber dass es nicht in der Lage ist, eine
vollstandige Aktivierung der HOIP-E3-Ligase-Aktivitdt auszulosen. Es kann also HOIL-1L oder
Sharpin im LUBAC nicht ersetzen. Wie also beeinflusst PACRG den LUBAC?

2.10.1. PACRG-Uberexpression verdndert nicht die Menge und die
Zusammensetzung des aus HOIP und Sharpin aufgebauten LUBAC

Es wire denkbar, dass PACRG die Menge oder die Zusammensetzung des LUBAC veréndert und
eventuell die Interaktion von HOIP mit Sharpin oder HOIL-1L erhoht um so die Aktivitit des
Komplexes zu steigern. Um dies zu untersuchen wurden Gelfiltrations-Assays von Zelllysaten aus
PACRG-iiberexprimierenden und Kontroll-transfizierten Zellen wie unter Kapitel 2.8.4 beschrieben
durchgefiihrt. Die Fraktionen 20 — 23 der beiden Eluate wurden mittels Immunoblot analysiert und
miteinander verglichen. Diese Fraktionen enthielten laut einem Kalibrations-Experiment Proteine
und Protein-Komplexe mit einer molekularen Masse zwischen 600 und 400 kDA. In
vorhergehenden Experimenten konnte der LUBAC immer in diesen Fraktionen detektiert werden.
Auch in diesem Versuch sind sowohl HOIP als auch Sharpin in den Fraktionen nachweisbar. Im
Eluat des Zelllysats aus PACRG-iiberexprimierenden Zellen konnte zusétzlich auch PACRG als
Teil des LUBAC in diesen Fraktionen detektiert werden. Es konnte allerdings kein wesentlicher
Unterschied in der Stirke der HOIP- und Sharpin-Banden zwischen Eluaten Kontroll-transfizierter
Zellen und PACRG-transfizierter Zellen festgestellt werden (Abb. 2.25 A). Es erscheint also, dass
die Uberexpression von PACRG keinen Einfluss auf die Komplex-Menge oder die
Zusammensetzung des aus HOIP und Sharpin aufgebauten LUBAC hat. In diesem Versuchsaufbau
wurde allerdings der LUBAC nur zu einem spezifischen Zeitpunkt untersucht. Eine Aussage iiber
die Kinetik der Komplexbildung kann hier nicht getroffen werden. Es wire mdglich, dass PACRG
einen Einfluss auf diese Kinetik hat. Um dies festzustellen miisste ein anderer Versuchsautbau
gewihlt werden und z.B. die Bildung und Zusammensetzung des Komplexes zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach Stimulation des NF-kB-Signalweges analysiert werden. Da endogenes HOIL-1L
in diesem Versuch nicht detektiert werden kann, kann keine Aussage iiber die Zusammensetzung

des aus HOIP und HOIL-1L gebildeten LUBAC gemacht werden.
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Abb. 2.25: PACRG-Uberexpression beeinflusst nicht die Menge oder die
Zusammensetzung des aus HOIP und Sharpin aufgebauten LUBAC.

HEK293T-Zellen wurden mit Leervektor oder mit PACRG transfiziert. Die Zellen wurden
lysiert und die Proteine des Lysats mittels Gelfiltration der Groe nach in Fraktionen
aufgetrennt. Die Fraktionen 20 — 23 der beiden Lysate wurden mittels Immunoblot auf die
Verteilung von HOIP, Sharpin und PACRG untersucht A). B) zeigt die Input
Proteinmengen der fiir die Gelfiltration eingesetzten Lysate.

2.10.2. PACRG-Uberexpression beeinflusst nicht die Stabilitit von
liberexprimiertem HOIP

Nachdem eine Beeinflussung der LUBAC-Menge durch PACRG im vorherigen Versuch nicht
nachgewiesen werden konnte, wire ein zweiter moglicher Mechanismus fiir die Aktivierung des
LUBAC durch PACRG die Beeinflussung der Stabilitit der LUBAC-Einzelkomponenten. In
verschiedenen Experimenten der gesamten Arbeit konnte hiufig beobachtet werden, dass in HOIP-
iiberexprimierenden Zellen die Expression von transfiziertem PACRG deutlich verstarkt war im
Vergleich zur alleinigen Uberexpression von PACRG. Gleichzeitig wurde durch PACRG-
Uberexpression auch die Expression von transfiziertem HOIP deutlich verstirkt im Vergleich zu
Kontroll-Zellen. Es konnten allerdings keine verdnderten Mengen von endogenem HOIP nach
PACRG-Uberexpression detektiert werden. Der Effekt auf die Expression von transfiziertem HOIP
konnte durch Uberexpression von Parkin nicht beobachtete werden (Abb. 2.26 A). Es wurde nun
untersucht, ob sich PACRG und HOIP gegenseitig in ihrer Stabilitdt beeinflussen kénnen und
dadurch die beobachteten erhéhten Proteinmengen bedingt sind. Hierfiir wurden HEK293T-Zellen
mit HA-getagtem PACRG und HA-getagtem HOIP transfiziert und in einem sogenannten
Pulse/Chase-Versuch neu synthetisierte Proteine durch Einbau von schweren Schwefel-Isotopen,
radioaktiv markiert. AnschlieBend wurden die HA-getagten Proteine immunprizipitiert. Die
prézipitierten Proteine wurden mittels SDS-PAGE nach ihrer Grofe aufgetrennt und das
radioaktive Signal und damit die in der Zelle wihrend den unterschiedlichen Chase-Zeiten, neu

gebildeten HA-getagten Proteine durch Auflegen eines Rontgenfilmes sichtbar gemacht. Je langer



die Chase-Zeit, also die Zeit nach dem radioaktiven Pulse, desto mehr Zeit hatten die Zellen die
wiahrend dem Pulse neu gebildeten, radioaktiv markierten Proteine abzubauen und desto schwécher
erscheint das Signal auf dem Rontgenfilm. Bereits 3 h nach dem Pulse kann nur noch weniger als
die Hilfte des radioaktiv markierten HOIP und PACRG detektiert werden. Die gemeinsame
Expression von PACRG und HOIP zeigt keinen signifikanten Einfluss auf die Geschwindigkeit des
Abbaus des jeweils anderen Proteins (Abb. 2.26 B). Daraus kann geschlussfolgert werden, dass
iiberexprimiertes HOIP keinen Einfluss auf die Stabilitdt von {iberexprimiertem PACRG hat und
umgekehrt. Die Beeinflussung der Proteinstabilitdt ist also nicht der Grund fiir die teilweise

deutlich erhohten HOIP-Proteinmengen nach Koexpression von HOIP und PACRG.

A HA-HOIP B
o
N S vQ- A IP: a-HA HA-HOIP
Q¥ S ‘é Y 1 ]
I HA-PACRG HA-PACRG
36 — 0053 8 0053 8 0053 8 h

- a-HA kurz i
- — [ HOIP
- - L e

o-HA lang 36 —
_——— - & o= =24 - PACRG
o . . a-Parkin . '

Input:
s @ s o-HOIP kurz 98 =— = PEEE e
A= | - ﬂ u H =
98 — E | £ A R B2

" e
b
i
i

W —— o Aktin i1 !

36—

e |
Bmamus &

-

Abb. 2.26: Uberexprimiertes PACRG beeinflusst nicht die Stabilitit von
iiberexprimiertem HOIP.

A) Die Expression von PACRG und HOIP bei gleichzeitiger Uberexpression beider
Proteine zusammen ist stirker im Vergleich zur alleinigen Uberexpression eines dieser
Proteine. Dieser Effekt auf iiberexprimiertes HOIP ist bei gleichzeitiger Transfektion von
Parkin nicht zu beobachten. B) In HEK293T-Zellen wurden nach Uberexpression von
HA-PACRG und HA-HOIP in einem Pulse/Chase-Versuch neu synthetisierte Proteine
durch Einbau von schweren Schwefel-Isotopen, radioaktiv markiert. Nach verschiedenen
Chase-Zeiten wurden die HA-getagten Proteine immunprézipitiert und durch SDS-PAGE
aufgetrennt. Das radioaktive Signal wurde auf dem Rontgenfilm detektiert. Der Input an
radioaktivem Signal ist in allen Proben gleichméaBig.



2.10.3. PACRG beeinflusst die Auto-Inhibierung von HOIP

PACRG beeinflusst scheinbar weder die Stabilitdt des LUBAC als Komplex noch die Stabilitit von
HOIP. Neben der Beeinflussung der Kinetik der Komplexbildung, die bisher nicht untersucht
wurde, ist ein dritter moglicher Mechanismus der Aktivierung des LUBAC durch PACRG die
Beeinflussung der Auto-Inhibierung von HOIP. Die katalytische Einheit des LUBAC liegt unter
basalen Bedingungen in einem auto-inhibierten Zustand vor, in dem seine E3-Ligase-Aktivitit
gering ist. Zur Aktivierung von HOIP ist die Bindung von HOIL-1L oder Sharpin an seinen N-
Terminus notwendig. Die durch diese Bindung ausgeloste Konformationsdnderung gibt die
RING2- und die LDD-Domine von HOIP frei, sodass die E3-Ligase aktiv werden kann um
Proteine linear zu ubiquitinieren. Es wurde in Kapitel 2.8.1 gezeigt, dass PACRG an HOIP binden
kann. Mdglicherweise hat auch diese Bindung ebenso wie die Bindung von HOIL-1L oder Sahrpin
Einfluss auf die Konformation von HOIP und kann durch Aufhebung der Auto-Inhibierung die
E3-Ligase-Aktivitit von HOIP erhéhen. Um diesen moglichen Mechanismus zu untersuchen wurde
ein Antikdrper zu Hilfe genommen, der an die LDD-Doméne von HOIP bindet (Abb. 2.27 A).
Unter basalen Bedingungen, wenn HOIP auto-inhibiert vorliegt, sollte diese Domine fiir den
Antikorper schlechter zugénglich sein, als unter aktivierenden Bedingungen. Mit diesem
Antikorper wurde endogenes HOIP unter nicht denaturierenden Bedingungen immunprazipitiert
und die Prézipitate mittels Immunoblot analysiert. In verschiedenen Experimenten dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass PACRG gegeniiber STS-induziertem Stress zytoprotektiv wirken kann
und dass es unter TNF-a-Stimulation den NF-kB-Signalweg aktiviert. Aus diesem Grund wurden
fiir den hier durchgefiihrten Versuch diese beiden Stressoren fiir die Untersuchung des Einflusses
von PACRG auf die Auto-Inhibierung von HOIP ausgewihlt. PACRG-iiberexprimierende Zellen
wurden 10 min mit 1 uM STS oder mit 50 ng/mL TNF-a behandelt, lysiert und endogenes HOIP
mit Hilfe des beschriebenen anti-HOIP Antikorpers immunprézipitiert. Als Kontrolle fiir die
Spezifitit der Immunprézipitation wurde zusitzlich in einem Zelllysat mit einem anti-Myc
Antikorper immunprézipitiert. In Lysaten von PACRG-iliberexprimierenden Zellen konnte im
Vergleich zu unbehandelten Zellen nach STS-induziertem Stress oder TNF-a-Behandlung ein
deutlich starkeres HOIP Signal im Immunoblot detektiert werden (Abb. 2.27 B). Es kann daraus
geschlussfolgert werden, dass unter diesen Stressbedingungen unter PACRG-Uberexpression mehr
HOIP immunprazipitiert werden kann als unter Basalbedingungen. Diese Schlussfolgerung passt zu
der Annahme, dass die HOIP-Binderegion des fiir die Immunpréizipitation verwendete Antikdrpers
unter Stressbedingungen besser fiir den Antikdrper zugénglich ist, als unter Basalbedingungen. Der
Antikorper kann also fiir die Detektion der HOIP-Auto-Inhibierung durch Immunprézipitation
verwendet werden. Zusitzlich zu endogenem HOIP wurde nach der HOIP-Prizipitation auch
PACRG im Prézipitat detektiert. Die Mengen an mit HOIP ko-prézipitierten PACRG korrelieren
mit den Mengen an prézipitiertem HOIP (Abb. 2.27 B).



In einem weiteren Versuch wurde analysiert, ob die Uberexpression von PACRG die Aufhebung
der HOIP-Auto-Inhibierung unter Stressbedingungen im Vergleich zu Kontroll-transfizierten Zellen
positiv beeinflussen kann. Hierfiir wurden Zellen mit PACRG oder dem Leervektor transfiziert.
Nach Behandlung der Zellen mit STS (1 uM; 10 min) wurden die Zellen lysiert und endogenes
HOIP mittels des beschriebenen anti-HOIP Antikorpers immunpréazipitiert. Als Kontrolle fiir die
Spezifitit der Immunprézipitation wurde auch hier in zwei Zelllysaten mit einem anti-Myc
Antikorper prézipitiert. In PACRG-iiberexprimierenden Zellen kann wie bereits in Abb. 2.27 B
gezeigt eine Verstirkung des HOIP Signals nach STS-Behandlung im Vergleich zu unbehandelten
Zellen festgestellt werden. Diese Verstarkung ist in Leerverktor-transfizierten Kontroll-Zellen
durch die Behandlung mit STS nicht detektierbar (Abb. 2.27 C). Die Input-Proteinmengen von
HOIP sind in allen Proben gleichméfig und konnen so nicht die unterschiedlich starke
Immunprizipitation von HOIP erkliren. Die Uberexpression von PACRG verstirkt also die
Immunprézipitation von HOIP unter STS-Stress. Hieraus kann geschlussfolgert werden, dass
PACRG in der Tat die Auto-Inhibierung von HOIP verringert und vermutlich dariiber die Aktivitét
des LUBAC erhoht.
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Abb. 2.27: Die PACRG-Uberexpression verringert die Auto-Inhibierung von HOIP.

HEK293T-Zellen wurden transfiziert und nach der Behandlung mit verschiedenen
Stressoren mit 1 % Triton X 100 lysiert. Endogenes HOIP wurde mittels eines an die
HOIP-LDD-Doméne bindenden anti-HOIP Antikorpers immunprézipitiert A). B) Die
Zellen wurden mit PACRG transfiziert, mit 1 uM STS oder mit 50 ng/mL TNF-a fiir
10 min behandelt, lysiert und HOIP mittels des beschriebenen Antikorpers
immunprézipitiert. Das Prézipitat wurde mit Hilfe eines anti-PACRG und eines anti-HOIP
Antikorpers im Immunoblot analysiert. Die Input-Proteinmengen von PACRG zeigen eine
gleichméafige Expression von PACRG in allen Proben. C) Die Zellen wurden mit
Leervektor oder PACRG transfiziert, mit 1 pM STS fiir 10 min behandelt, lysiert und
HOIP mittels des beschriebenen Antikdrpers immunprézipitiert. Das Prézipitat wurde mit
Hilfe eines anti-HOIP Antikorpers im Immunoblot analysiert. Die Input-Proteinmengen
von HOIP zeigen eine gleichmédBige Expression von HOIP in allen Proben.



3. DISKUSSION

3.1. Die Bedeutung der Koregulation von PACRG und Parkin

Im Jahr 2003 entdeckten West et al, dass sich das Parkinsonismus-assoziierte Gen PARK2 einen
bidirektionalen Promotor mit einem bislang unbekannten Transkript teilt, welches aufgrund dieser
Koregulation PACRG (Parkin koreguliertes Gen) genannte wurde. Computer-basierte Analysen des
humanen Genoms ergaben, dass mehr als 10 % der Gene ,,Kopf an Kopf* auf entgegengesetzten
DNA-Stringen liegen und iliber weniger als 1000 Bp voneinander getrennt sind (Adachi and Lieber,
2002; Trinklein et al., 2004). Der kurze Abstand zwischen den Transkriptions-Startpunkten dieser

Gene deutet auf einen gemeinsamen Promotor und somit auf eine Koregulation der Gene hin.

Die Tatsache, dass PACRG und Parkin koreguliert sind, stellt fiir die funktionelle Charakterisierung
von PACRG einen interessanten Ansatzpunkt dar. Bis heute ist iiber die Funktion des Proteins, bis
auf einige Hinweise auf eine Funktion bei der Organisation und Stabilisierung von Mikrotubuli und
Mikrotubuli-enthaltenden Strukturen (Bennett et al., 1971; Dawe et al., 2005; Lorenzetti et al.,
2004; Wilson et al., 2010), nur wenig bekannt. Zwar wurde auch fiir Parkin ein funktioneller
Zusammenhang mit der Stabilisierung von Mikrotubuli beschrieben (Ren et al., 2003; Yang et al.,
2005), weitaus intensiver wurde allerdings die zytoprotektive Funktion von Parkin (Henn et al.,
2007; Miiller-Rischart et al., 2013; Shin et al., 2011) und seine Rolle bei der Regulation der
mitochondrialen Morphologie (Lutz et al., 2009) und der Mitophagie (Narendra et al., 2008, 2010)
untersucht. Es ist daher naheliegend, auch die Bedeutung von PACRG fiir diese zelluldren Prozesse
zu untersuchen und mit den bereits bekannten Funktionen von Parkin zu vergleichen. Die
funktionelle Charakterisierung von PACRG kann so einen interessanten Beitrag zur Aufklarung der
genauen molekularen Mechanismen liefern, die diesen Prozessen zugrunde liegen. Moglicherweise
bietet dies auch weitere Einblicke in die mechanistischen Ursachen des Absterbens dopaminerger

Neuronen bei der Parkinson-Erkrankung.

3.2. Charakterisierung von PACRG

Zur funktionellen Charakterisierung eines Proteins sind die Analyse der biochemischen
Eigenschaften des Proteins sowie die Untersuchung seiner subzelluliren Lokalisation essentiell.
Das subzelluldre Kompartment in dem das Protein aktiv ist grenzt bereits mogliche Funktionen und
mdgliche Interaktionspartner ein. In Ubereinstimmung mit anderen Studien (Brody et al., 2008)
wurde in der hier vorliegenden Arbeit gezeigt, dass PACRG zytosolisch lokalisiert ist (Abb. 2.1).

Die in der Immunfluoreszenz-Farbung detektierten PACRG Aggregate, sowie der Nachweis von



PACRG in der Detergenz-unldslichen Fraktion des Loslichkeits-Assays (Abb. 2.2) legen die
Vermutung nahe, dass das Protein aufgrund seiner biochemischen Eigenschaften zur Aggregation
neigt. Das Protein konnte in fritheren Studien in Lewy Kdrperchen von Parkinson-Patienten und in
glialen zytoplasmatischen Einschliissen von Patienten mit Multipler Systematrophie und
Parkinson-Patienten nachgewiesen werden (Imai et al., 2003; Taylor et al., 2007). Moglicherweise
findet sich PACRG aufgrund seiner Neigung zur Aggregation in solchen pathologischen

Einschliissen.

3.3. Gemeinsame Eigenschaften von PACRG und Parkin

In der vorliegenden Arbeit konnten viele gemeinsame Eigenschaften und Funktionen von PACRG
und Parkin nachgewiesen werden. Die Transkription beider Gene wird unter verschiedenen
Stressbedingungen in dhnlichem Ausmal} zeit- und dosisabhéngig hoch reguliert (Abb. 2.4). Die
unter den hier untersuchten Stressbedingungen festgestellte gleichméfige Regulation der
Transkription von Parkin und PACRG ist bei der Regulation von Genen iiber einen gemeinsamen
bidirektionalen Promotor zwar zu erwarten, aber doch nicht selbstverstdndlich. Gene mit
bidirektionalem Promotor werden in den meisten Féllen koexprimiert. Sie konnen aber in wenigen
Ausnahmen auch anti-reguliert sein, sodass immer nur eines der beiden Gene exprimiert werden
kann (Trinklein et al., 2004). Die Koregulation von Genen ist eine sehr effektive Form der
Genregulation, da hierdurch die Expression der beiden koregulierten Gene koordiniert erfolgen
kann. Diese koordinierte Expression ist unter anderem aus folgenden Griinden &uBerst sinnvoll.
Uber die Koregulation kann ein stochiometrisches Verhiltnis der Expression der Proteine erreicht
werden, was z.B. fiir die Expression von Histonen eine wichtige Rolle spielt (Ahn and Gruen,
1999; Albig et al., 1997; Maxson et al., 1983). AuBBerdem kann iiber einen bidirektionalen Promotor
die gleichzeitige Expression von Genen als Antwort auf einen Zellstimulus aktiviert werden, wie
das z.B. fiir Hitzeschockproteine (Hansen et al., 2003) oder DNA-Reparatur Enzyme (Adachi and
Lieber, 2002) der Fall ist. Die Koregulation von Genen spielt aulerdem fiir Proteine, die im
gleichen Signalweg agieren (Momota et al., 1998; Schmidt et al., 1993; Sugimoto et al., 1994) und
fiir Gene, deren Expressions-Zeitpunkt streng reguliert werden muss eine wichtige Rolle. Dazu
gehoren z.B. Gene, die den Zellzyklus regulieren (Guarguaglini et al., 1997). Neben der dhnlichen
Genregulation von PACRG und Parkin unter den hier untersuchten Bedingungen wurden im
Rahmen dieser Arbeit auch auf funktioneller Ebene Gemeinsamkeiten zwischen den beiden
Proteinen nachgewiesen. So konnte hier gezeigt werden, dass PACRG, ebenso wie bereits flir
Parkin bekannt (Jiang et al., 2004; Miiller-Rischart et al., 2013; Petrucelli et al., 2002; Staropoli et
al., 2003), ein starkes zytoprotektives Potential besitzt. Die Uberexpression von PACRG reduziert
die Apoptose-Rate von Zellen unter verschiedenen Stressbedingungen (Abb. 2.5 und 2.6), wihrend



der Knockdown die Zellen anfilliger gegeniiber Stress werden liasst (Abb. 2.7). Um dem
zugrundeliegenden molekularen Mechanismus dieser protektiven Funktion ndher zu kommen,
stellte sich zunéchst die Frage, ob PACRG eigensténdig protektiv wirken kann, oder ob es fiir die
Vermittlung dieser Aktivitit die Anwesenheit von Parkin benétigt. Da die Uberexpression von
PACRG auch in Parkin-defizienten Zellen die Apoptose-Rate nach Toxin-Behandlung reduziert
(Abb. 2.8), kann davon ausgegangen werden, dass PACRG unabhingig von der Parkin-Aktivitit
protektiv wirken kann. Die Frage nach den zugrundeliegenden Signalwegen, die die
Zytoprotektivitit von PACRG vermittelt, und ob es sich hierbei um die selben Signalwege handelt,
die auch die Protektivitit von Parkin vermitteln, wird in Kapitel 3.6 und 3.7 genauer diskutiert.
Eine weitere gemeinsame FEigenschaft von PACRG und Parkin ist die Beeinflussung der
mitochondrialen Morphologie. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
Uberexpression von PACRG die Drpl-induzierte Fragmentierung des mitochondrialen Netzwerkes
reduziert (Abb. 2.9), wihrend der PACRG-Knockdown selbst eine mitochondriale Fragmentierung
induzieren kann (Abb. 2.10). Dieser Effekt wurde in fritheren Studien bereits fiir Parkin
beschrieben (Lutz et al., 2009) und konnte fiir die Parkin-Uberexpression in dieser Arbeit bestitigt
werden (Abb. 2.9). Der Einfluss von PACRG und Parkin auf die Morphologie des mitochondrialen
Netzwerkes steht moglicherweise in Zusammenhang mit der zytoprotektiven Aktivitit der beiden
Proteine. Die mitochondriale Dynamik spielt auch fiir die Regulation des programmierten Zelltods,
der Apoptose, eine entscheidende Rolle. Die Drpl-abhédngige Fragmentierung des mitochondrialen
Netzwerkes ist ein initialer Schritt in der Apoptose-Kaskade, der der Freisetzung von Cytochrom-c
aus dem mitochondrialen Intermembranraum vorangeht (Fannjiang et al., 2004; Frank et al., 2001).
Die pro-apoptotischen Proteine Bax und Bak interagieren mit Drpl und Mitofusinen und tragen so
vermutlich zur apoptotischen Fragmentierung der Mitochondrien bei (Brooks et al., 2007;
Karbowski et al., 2002, 2006; Wasiak et al., 2007). Fiir Parkin konnte gezeigt werden, dass es durch
seine Aktivierung des NF-kB-Signalweges zur transkriptionellen Hoch-Regulation des
mitochondrialen Fusionsproteins OPA1 fiihrt (Miiller-Rischart et al., 2013). Dies wirkt der Drpl-
induzierten mitochondrialen Fragmentierung und damit auch dem Eintritt der Zelle in die Apoptose
entgegen. Es ist somit nicht unwahrscheinlich, dass dieser Mechanismus, also die Beeinflussung

der mitochondrialen Dynamik, auch der protektiven Aktivitdt von PACRG zugrunde liegt.

3.4. Unterschiedliche Funktionen von PACRG und Parkin

In dieser Arbeit wurden nicht nur zahlreiche gemeinsame Funktionen von Parkin und PACRG
aufgedeckt und analysiert. Eine vor allem in den letzten Jahren intensiv untersuchte Funktion von
Parkin konnte fiir PACRG nicht nachgewiesen werden: die Induktion von Mitophagie. PACRG

kann unter den Standardbedingungen, unter denen Parkin iiblicherweise Mitophogie induziert,



selbst keine Mitophagie induzieren und beeinflusst die Parkin-induzierte Mitophagie nicht (Kapitel
2.6).

Bis heute stellt sich die Frage nach einem moglichen Zusammenhang zwischen der zytoprotektiven
Funktion von Parkin und seiner Rolle fiir die Mitophagie. Es wire zwar denkbar, dass der
zytoprotektive Effekt von Parkin iiber die Funktion des Proteins beim Abbau defekter
Mitochondrien zu erkldren ist, es gibt allerdings einige Forschungsergebnisse, die gegen diese
Hypothese sprechen. Ein erstes Indiz fiir die Unabhéngigkeit der beiden Parkin-Funktionen
voneinander ist die Tatsache, dass Parkin auch in Mitophagie-defizienten Zellen, wie p62- oder
Atg5-Knockout-Zellen, protektiv gegen verschiedene Stressbedingungen wirkt (Miiller-Rischart et
al., 2013). Zusétzlich dazu wirkt es auch unter Stressbedingungen protektiv, die keine Mitophagie
aktivieren, wie die Behandlung mit STS, MPP" oder Paraquat (Miiller-Rischart et al., 2013; Wang
et al., 2005; Pilsl, 2012). Nach Behandlung von Zellen mit Toxinen, die das mitochondriale
Membranpotential beeinflussen, wie CCCP und Valinomycin, wird Parkin an die Mitochondrien
rekrutiert und induziert deren Degradation (Humbeeck et al., 2011; Narendra et al., 2008; Rakovic
et al., 2013). Behandlung mit Toxinen, die zwar die mitochondriale Funktion beeintrédchtigen, aber
keinen Einfluss auf das mitochondriale Membranpotential zeigen, 16sen weder die Translokation
von Parkin an die Mitochondrien, noch Mitophagie aus (Pilsl, 2012). Ein weiterer Hinweis, dass
der protektive Effekt von Parkin nicht durch seine Rolle bei der Mitophagie erklédrt werden kann,
ist die Entdeckung, dass die fiir die E3-Ligase-Aktivitidt von Parkin wichtige UBL-Doméne zwar
fiir die Vermittlung der protektiven Aktivitit von Parkin essentiell ist (Miiller-Rischart et al., 2013),
aber fiir die Induktion der Mitophagie nicht benétigt wird (Pilsl, 2012). Die Ergebnisse, der hier
vorliegenden Arbeit und die Beobachtung, dass PACRG ebenso wie Parkin einen protektiven
Effekt hat, aber keine Rolle fiir die Mitophagie spielt, unterstiitzt die Annahme, dass der
zytoprotektive Effekt von Parkin und seine Funktion bei der Induktion der Mitophagie unabhingig

voneinander sind.

3.5. Das zytoprotektive Potential von PACRG

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass PACRG ein zytoprotektives Potential
gegeniiber verschiedenen Arten von zellulirem Stress besitzt. Die Uberexpression des Proteins
schiitzt unterschiedliche Zellen vor mitochondrialem Stress (induziert durch MPP™) und vor Stress
induziert durch den Kinase-Inhibitor STS, wihrend PACRG-defiziente Zellen anfilliger gegeniiber
Stress sind (Kapitel 2.4). Eine zytoprotektive Funktion von PACRG wurde bereits in einer fritheren
Studie beschrieben. Imai et al/ konnten zeigen, dass PACRG vor durch Akkumulation von
ungefaltetem Pael-Rezeptor ausgeldstem zelluldiren Stress schiitzen kann und dadurch die

Apoptose-Rate der Zellen verringert (Imai et al., 2003). Eine protektive Funktion wurde auch fiir



Parkin unter verschiedenen Stressbedingungen, wie mitochondrialem Stress, Toxinen, die das
endoplasmatische Retikulum beeintrachtigen, Exzitotoxizitdt usw., beschrieben (Jiang et al., 2004;
Miiller-Rischart et al., 2013; Petrucelli et al., 2002; Staropoli et al., 2003). Beide Proteine zeigen
also ein breites protektives Potential, welches unabhingig von der spezifischen Art des zelluldren
Stresses aktiviert wird. Fiir den Signalweg, der der protektiven Aktivitit von PACRG zugrunde
liegt, wéren verschiedene Szenarien moglich. Es ist denkbar, dass PACRG und Parkin im selben
Signalweg aktiv sind und dass ihre protektive Funktion von der Funktion und Expression des
jeweils anderen Proteins abhingt, wie das z.B. fiir die koregulierten mitochondrialen Chaperonine
Hsp60 (Hsp, engl. Heat shock protein) und Hspl0 der Fall ist (Hansen et al., 2003). Manche
koregulierten Proteine haben allerdings keine offensichtliche direkte funktionelle Beziehung
zueinander, wie zum Beispiel die Serin Proteinkinase ATM, die als Sensor fiir DNA-Schiden
fungiert (Tichy et al., 2010) und ihr koreguliertes Protein NPAT (Imai et al., 1996; Platzer et al.,
1997), welches Einfluss auf die Zellzyklus-Progression hat (Zhao et al., 1998, 2000). Solche Gene
sind moglicherweise nicht aufgrund funktioneller Abhéngigkeiten voneinander, sondern aufgrund
ihrer gleichzeitigen Aktivierung als Antwort auf einen gemeinsamen Stimulus koreguliert. Es ist
denkbar, dass sich in diesem Fall die Wirkungen der beiden Protein addieren konnen. Ein additiver
Effekt von Parkin und PACRG konnte in keinem der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Apoptose-Assays nachgewiesen werden. Unter Behandlung der Zellen mit MPP* konnte die
Apoptose-Rate allerdings allein durch die Uberexpression eines der beiden Proteine bereits auf
basale Werte zuriickgefiihrt werden, sodass hier keine Detektion eines additiven Effekts zu
erwarten war (Abb. 2.5 B). Ein solcher Effekt konnte jedoch auch nach Behandlung mit STS, wo
durch Uberexpression von PACRG oder Parkin nicht die Apoptose-Rate unbehandelter Zellen
erreicht wurde, nicht detektiert werden (Abb. 2.5 A, 2.6, 2.8). Um zu iiberpriifen, ob die
zytoprotektive Aktivitdt von PACRG funktionell abhéngig ist von Parkin wurden Apoptose-Assays
in Parkin-defizienten Zellen durchgefiihrt. Hierbei wurde gezeigt, dass PACRG auch ohne Parkin
zytoprotektiv wirken kann (Kapitel 2.4.3). PACRG ist also nicht funktionell abhéngig von Parkin.
Es stellte sich nun die Frage, ob PACRG im gleichen Signalweg agiert wie Parkin, oder ob die
Expression beider Gene nur durch einen gemeinsamen zelluléren Stimulus aktiviert wird und beide
Gene in unterschiedlichen Signalwegen aktiv sind. Fiir den der protektiven Aktivitit von PACRG
zugrundeliegenden Signalweg kimen verschiedene zellulire Uberlebens-Signalwege, wie der
Akt/PKB-, der INK- oder der NF-kB-Signalweg, in Frage. Fiir Parkin wurde gezeigt, dass seine
protektive Aktivitét iiber den NF-kB-Signalweg vermittelt wird (Henn et al., 2007; Miiller-Rischart
et al., 2013). Dieser Signalweg spielt neben der Regulation der Immunantwort auch fiir die
Regulation von Zelltod und Uberleben eine Rolle. Er wird durch Wachstumsfaktoren und Zytokine,
aber auch durch eine breite Palette zelluldrer Stressbedingungen, wie z.B. UV-Strahlung oder freie

Radikale aktiviert. Am Ende der Signalkaskade steht die Aktivierung des Transkriptionsfaktors



NF-xB, der die Transkription unterschiedlichster Zielgene aktiviert, die {liber unterschiedliche
Mechanismen die Zelle vor dem Eintritt in die Apoptose schiitzen (Gilmore, 2006). In Zellen, die
nicht mehr in der Lage sind den kanonischen NF-«xB-Signalweg zu aktivieren, kann Parkin nicht
mehr protektiv wirken (Miiller-Rischart et al., 2013). Die selben Zellen wurden verwendet, um zu
untersuchen, ob der NF-kB-Signalweg, auch der protektiven Aktivitit von PACRG zugrunde liegt.
Ebenso wie Parkin konnte PACRG diese Zellen unter Stressbedingungen nicht vor dem FEintritt in
die Apoptose schiitzen (Kapitel 2.7.1). Es scheint also dass die protektive Funktion von PACRG
iiber den selben Signalweg vermittelt wird, wie die protektive Funktion von Parkin: iiber den NF-

kB-Signalweg.

Das fiir die Untersuchung der Funktion von PACRG herangezogene Maus-Modell, die
Quaking"®*-Maus, zeigt eine Beeintrichtigung der Myelinisierung im zentralen Nervensystem
resultierend aus dem Defekt im Quaking-Promotor (SIDMAN et al., 1964), sowie Hydrocephalus
und ménnliche Sterilitit bedingt durch den Verlust von PACRG (Lorenzetti et al., 2004; Wilson et
al., 2010). Der Phénotyp der Tiere ist zudem gekennzeichnet durch tonische klonische Krampfe
und Tremor assoziiert mit willkiirlichen Bewegungen (SIDMAN et al., 1964). Dieser Phéanotyp
wurde zundchst der beeintrichtigten Myelinisierung des zentralen Nervensystems zugesprochen.
Mutationen im Parkin-Gen wurden mit autosomal rezessiv vererbtem jugendlichen Parkinsonismus
in Verbindung gebracht (Kitada et al., 1998), einer Bewegungsstorung resultierend aus dem Verlust
dopaminerger Neuronen in der Substantia nigra. Man konnte also spekulieren, dass auch der
Verlust von Parkin und PACRG zur Entwicklung der Bewegungsstérungen in der Quaking -
Maus beitrdgt. Es konnte zwar kein Verlust dopaminerger Neuronen in diesen Tieren detektiert
werden, allerdings zeigen auch andere Parkin-defiziente Mausmodelle keine Neurodegeneration
(Goldberg et al., 2003; Itier et al., 2003). Die Tatsache, dass sich Neurodegeneration in diesen
Mausmodellen nicht nachweisen ldsst ist moglicherweise durch die kurze Lebenszeit von Méusen
im Vergleich zu Menschen bedingt. Subtile zelluldre Defekte bendtigen einen gewissen Zeitraum
um so stark zu akkumulieren, dass sie das Absterben der Zelle zur Folge haben. Vermutlich kann
der Verlust von Parkin und PACRG vom Organismus bis zu einem gewissen Mall kompensiert
werden, sodass die Zellen zunichst nur leicht beeintriachtigt sind. Diese leichte Beeintrichtigung in
der Antwort auf verschiedene Stressbedingungen fiihrt zur Akkumulation von Defekten iiber die
Zeit. Aus diesem Grund sterben Zellen, die per se anfilliger gegeniiber Stress sind, wie z.B.
dopaminerge Neuronen, wenn ihnen zusétzlich protektive Proteine fehlen schneller ab im Vergleich
zu Zellen mit einer voll funktionsfdhigen Stress-Antwort. Die vermutliche Kompensation der
fehlenden Parkin Funktion im Tiermodell ist eventuell auch der Grund dafiir, dass die erhohte
Anfilligkeit von Zellen gegeniiber Stress zwar nach akutem Verlust von Parkin im Zellkultur-
Modell nachgewiesen werden kann (Henn et al., 2007; Miiller-Rischart et al., 2013), im Tiermodell
allerdings nicht detektierbar ist. Es ist also denkbar, dass der Verlust von Parkin und PACRG nicht



nur die durch Fehlorganisation von Mikrotubuli bedingten Phdnotypen der Quaking“***-Maus
(Sterilitdt und Hydrocephalus) verursachen, sondern auch zu dem neurologischen Phénotyp dieses

Tiermodells beitrégt.

3.6. Der Mechanismus der Zytoprotektivitat von PACRG

Es konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass das Parkin-koregulierte Protein PACRG
Zellen unter Stressbedingungen vor dem Eintritt in die Apoptose schiitzen kann, und dass dieser
zytoprotektive Effekt {iber den NF-xB-Uberlebens-Signalweg vermittelt wird. Es konnte weiterhin
gezeigt werden, dass PACRG diesen Signalweg direkt aktivieren kann (Kapitel 2.7.2). Unter
PACRG-Knockdown Bedingungen hingegen ist die Aktivierung des NF-kB-Signalweges nach
Stimulation durch TNF-a-Behandlung beeintrachtigt, was sich durch eine Beeintrachtigung der
nukledren Translokation von p65 und durch eine geringere transkriptionelle Aktivitit von NF-xB
im Reportergen-Assay nachweisen lies (Kapitel 2.7.3). In einer friiheren Studie konnte diese
Funktion wie bereits erwdhnt auch fiir Parkin nachgewiesen werden. In dieser Publikation wurde
gezeigt, dass Parkin mit dem LUBAC (Linear Ubiquitin Chain Assembly Complex) interagiert und
diesen aktiviert. Dadurch wird die Aktivitit des Komplexes erhdht, die lineare Ubiquitinierung von
Proteinen gesteigert und iiber die aktivierende lineare Ubiquitinierung von NEMO der NF-«B-
Signalweg aktiviert (Miiller-Rischart et al., 2013). Einen ersten Hinweis auf eine mdgliche
Funktion von PACRG nach einem dhnlichen Mechanismus fiir die Aktivierung von NF-«B lieferte
das Ergebnis des Apoptose-Assays in NEMO-defizienten Zellen. Hier konnte die protektive
Aktivitdt von PACRG nach Einbringung von WT-NEMO wiederhergestellt werden, nicht aber nach
Einbringung von NEMO Mutanten, die nicht mehr mit linearen Ubiquitin-Ketten modifiziert
werden konnen (Kapitel 2.7.1). Spéter konnte nachgewiesen werden, dass PACRG mit den
einzelnen Komponenten des LUBAC, HOIP, HOIL-1L und Sharpin, interagiert und Teil des
Komplexes ist (Kapitel 2.8). Es wurde auBerdem gezeigt, dass PACRG diesen Komplex aktiviert
(Kapitel 2.9). Die Aktivitdt des LUBAC wurde iiber den Nachweis linear ubiquitinierter Proteine
detektiert. PACRG erhoht die Menge an linear ubiquitinierten Proteinen in der Zelle und spezifisch
die lineare Ubiquitinierung von NEMO, nach Stimulation des NF-xB-Signalweges iiber TNF-a
(Abb. 2.23). Der LUBAC ist aus den E3-Ligasen HOIP und HOIL-1L oder aus HOIP und dem
Adaptor-Protein Sharpin zusammengesetzt (Ikeda et al., 2011; Tokunaga et al., 2009b, 2011). Die
katalytisch aktive E3-Ligase, die die Anheftung der linearen Ubiquitin-Ketten an Zielproteine
vermittelt ist HOIP (Smit et al., 2012; Stieglitz et al., 2012). Fiir die Aktivierung von HOIP ist es
allerdings notig, dessen auto-inhibierten Zustand aufzuheben. Hierfiir ist die Aktivitdt der
E3-Ligase HOIL-1L oder eine Interaktion mit Sharpin notwendig (Stieglitz et al., 2012). Diese

Proteine binden an den N-Terminus von HOIP und I6sen hierdurch eine Konformationsidnderung



aus, die dafiir sorgt, dass HOIP aktiv sein kann (Dove and Klevit, 2012; Smit et al., 2012; Stieglitz
et al., 2013). Die Aktivitét einer der beiden Kombinationen, HOIP/HOIL-1L oder HOIP/Sharpin,
ist ausreichend um den NF-kB-Signalweg zu aktivieren (Ikeda et al., 2011; Tokunaga et al., 2011).
Es wire denkbar, dass PACRG nur ecinen Einfluss auf die Aktivitit eines spezifisch
zusammengesetzten LUBAC besitzt, entweder auf den HOIP/HOIL-1L- oder auf den
HOIP/Sharpin-Komplex. Es konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass PACRG beide
Komplexe aktivieren kann (Abb. 2.21 und 2.24). Das Protein agiert also nicht spezifisch fiir eine
Kombination aus LUBAC Komponenten, was zu dem Ergebnis aus einem vorherigen Versuch
passt, dass PACRG mit allen Komponenten interagieren kann. Die Interaktion mit HOIL-1L
erschien allerdings in diesem Versuch schwicher, als die Interaktion mit HOIP und Sharpin (Abb.
2.17 A). Dies scheint jedoch keinen Einfluss auf die Stirke der Aktivierung des Komplexes zu
haben.

Bei der Analyse von moglichen Interaktionspartnern von PACRG konnte neben den Komponenten
des LUBAC auch Parkin als Interaktionspartner identifiziert werden (Kapitel 2.8.2). In Anbetracht
der Tatsache, dass Parkin ebenfalls mit dem LUBAC interagieren kann ist eine Interaktion mit
PACRG nicht verwunderlich. Es konnte allerdings keine Interaktion zwischen PACRG und NEMO
detektiert werden (Kapitel 2.8.3), wahrend Miiller-Rischart et al zeigen konnten, dass Parkin mit
NEMO interagiert (Miiller-Rischart et al., 2013). Dieser Effekt konnte damit zusammenhéngen,
dass die Analyse der Interaktion zwischen PACRG und NEMO unter basalen Bedingungen
durchgefiihrt wurde. Da die Interaktion des LUBAC mit NEMO und damit dessen lineare
Ubiquitinierung unter verschiedenen zelluldren Stressbedingungen oder nach TNF-a-Behandlung
stimuliert wird, kann hierdurch mdéglicherweise erkliart werden, dass unter basalen Bedingungen
keine Interaktion zwischen PACRG und NEMO nachweisbar ist. Parkin und PACRG agieren
vermutlich nicht iiber exakt den gleichen Mechanismus in diesem Signalweg, sodass die
Bedingungen fiir die Interaktion mit NEMO nicht zwangsldufig fiir beide Proteine gleich sein

miissen.

3.7. Der Mechanismus der LUBAC-Aktivierung durch PACRG

Es bleibt nun also die Frage offen, iiber welchen molekularen Mechanismus PACRG den LUBAC
aktivieren und damit den NF-xB-Signalweg stimulieren kann. PACRG selbst besitzt keine
bekannten funktionellen Doménen (West et al., 2003). Als einziges mogliches Strukturmotiv ist ein
sogenannter Armadillo type fold vorhergesagt (www.ensembl.com). Dieses Strukturmotiv spielt wie
bereits beschrieben fiir die Interaktion von Proteinen eine Rolle (Parmeggiani et al., 2008; Tewari
et al., 2010). Allein aus der Betrachtung dieser strukturellen Eigenschaften von PACRG ist nicht zu
erwarten, dass es eine direkte katalytische Aktivitdt besitzt mit der es die Aktivierung des LUBAC



vermitteln kann. Vielmehr ist denkbar, dass es sich bei PACRG um ein Adaptor-Protein handelt. Es
wire moglich, dass PACRG den LUBAC als Komplex stabilisiert oder durch die Interaktion mit
den einzelnen Komponenten des Komplexes deren Stabilitit erhoht, indem es z.B. deren
proteasomale Degradation beeinflusst. Eine Beeinflussung der Menge an in der Zelle vorhandenem
LUBAC durch PACRG-Uberexpression wurde in Gelfitrations-Experimenten untersucht. Hierbei
konnte kein Unterschied in der Menge an aus HOIP und Sharpin gebildetem Komplex zwischen
Kontroll-Zellen und PACRG-iiberexprimierenden Zellen detektiert werden. Durch PACRG-
Uberexpression wurde also unter basalen Bedingungen die Menge an gebildetem LUBAC nicht
beeinflusst werden. Es wére interessant in zukiinftigen Experimenten die Menge und die
Zusammensetzung des Komplexes unter PACRG-Knockdown Bedingungen sowie unter zelluldrem
Stress zu untersuchen. Moglicherweise verdndert PACRG die Kinetik der Komplex-Bildung.
Dieser Aspekt konnte mit dem hier durchgefiihrten Gelfiltrations-Versuch nicht detektiert werden.
Um die Kinetik der Komplex-Bildung zu untersuchen miissten Experimente zu unterschiedlichen

Zeitpunkten nach zelluldrem Stress durchgefiihrt werden.

Da in einzelnen Versuchen im Verlauf der hier vorliegenden Arbeit nach PACRG-Uberexpression
eine verstirkte Expression von HOIP beobachtet werden konnte (Abb. 2.26 A), wurde untersucht,
ob PACRG die Stabilitit von HOIP beeinflussen kann. In den durchgefiihrten Pulse/Chase
Experimenten konnte eine solche Aktivitit allerdings nicht nachgewiesen werden (Abb. 2.26 B).
Aus den hier vorliegenden Resultaten kann also nicht darauf geschlossen werden, dass PACRG die

Menge an LUBAC in der Zelle oder die Stabilitidt von HOIP erhoht.

Ein weiterer denkbarer Mechanismus der Aktivierung des LUBAC durch PACRG als Adaptor-
Protein wire ein Einfluss auf die Auto-Inhibition von HOIP. Wie bereits erwéhnt liegt HOIP unter
basalen Bedingungen in einem auto-inhibierten Zustand vor, der durch Bindung von HOIL-1L oder
Sharpin an den HOIP-N-Terminus aufgehoben wird. Dadurch wird die C-terminale katalytische
Doméne von HOIP frei fiir die Bindung eines E2-Ubiquitin-konjugierenden Enzyms und kann die
lineare Ubiquitinierung von Proteinen vermitteln (Dove and Klevit, 2012; Smit et al., 2012;
Stieglitz et al., 2013). Zum Nachweis der Auto-Inhibierung von HOIP wurde das Protein mit Hilfe
eines Antikorpers prézipitiert, der an den C-Terminus des Proteins bindet. Diese Region ist
vermutlich fiir die Bindung des Antikdrpers besser zugénglich, wenn HOIP in seiner aktiven
Konformation vorliegt (Abb. 2.27 A). Tatsidchlich konnte hiermit nachgewiesen werden, dass
PACRG unter STS-Stress die Prizipitation von HOIP mittels dieses Antikorpers verstiarkt (Abb.
2.27 B und C). Dieses Resultat ist ein erster Hinweis darauf, dass PACRG tatséchlich die Auto-
Inhibierung von HOIP verringern kann. Zur weiteren Untersuchung dieses Sachverhalts ist es
notwendig, den Versuch unter verschiedenen Stressbedingungen zu wiederholen, sowie nach

Uberexpression von HOIL-1L und Sharpin, die bekannterweise auch die Auto-Inhibierung von



HOIP aufheben, und somit in dem hier durchgefiihrten Versuch einen &hnlichen Effekt zeigen
sollten, wie wir ihn fiir PACRG beobachten konnten. Es konnte in vorherigen Experimenten bereits
gezeigt werden, dass PACRG mit HOIP interagiert. Fiir diesen Aspekt wére interessant genauer zu
untersuchen, an welche HOIP-Protein-Doméne PACRG bindet. Aus den beschriebenen
Experimenten unter der Voraussetzung, dass PACRG tatsdchlich die Auto-Inhibierung von HOIP
reduziert, ist es wahrscheinlich, dass PACRG ebenso wie HOIL-1L und Sharpin auch den N-
Terminus des Proteins bindet. PACRG kann allerdings HOIL-1L oder Sharpin nicht im Komplex
ersetzen und allein die vollstindige Aktivierung von HOIP auslosen. Es ist vorstellbar, dass
PACRG als Adapter fiir die Bindung von HOIL-1L und Sharpin an HOIP agiert und somit deren
Aktivitét verstérkt.

3.8. Zusammenarbeit von PACRG und Parkin

Es konnte im Rahmen dieser Arbeit eine bisher wenig untersuchte Funktion von PACRG, nédmlich
die Protektion von Zellen gegeniiber Stress-induziertem Zelltod, genauer beschrieben werden. Es
wurde der Signalweg, der dieser protektiven Aktivitit zugrunde liegt, aufgedeckt und ein erster
Hinweis auf den genauen molekularen Mechanismus, {iber den PACRG protektiv agiert, gefunden.
Es konnte gezeigt werden, dass PACRG ebenso wie sein koreguliertes Protein Parkin die Aktivitét
des LUBAC erhohen kann. AuBlerdem konnte eine Interaktion von PACRG und Parkin
nachgewiesen werden. Neben der weiteren Aufkldrung des genauen Mechanismus der PACRG-
Aktivitit bleibt die Frage offen ob und, wenn ja, wie die koregulierten Proteine PACRG und Parkin
zusammenarbeiten oder ob beide Proteine nur im gleichen Signalweg aktiv sind. Die Tatsache, dass
PACRG auch in Abwesenheit von Parkin protektiv gegeniiber Stressbedingungen wirken kann
deutet zwar eher darauf hin, dass die Proteine nicht direkt zusammenarbeiten, schliefit einen
funktionellen Zusammenhang aber nicht vollstindig aus, zumal eine Interaktion beider Proteine
miteinander gezeigt werden konnte. Diese Interaktion konnte allerdings auch indirekter Natur sein,
iiber die gleichzeitige Bindung beider Proteine an den LUBAC. Die Betrachtung des Expressions-
Musters von PACRG und Parkin in unterschiedlichen Zellen und Geweben kann Hinweise darauf
geben, ob die Proteine zusammenarbeiten oder nicht. In dieser Arbeit konnte die PACRG-mRNA in
kultivierten primidren Neuronen in vergleichbarer Menge, wie die Parkin-mRNA, mittels
quantitativer RT-PCR detektiert werden. Die zelluldre Lokalisation des PACRG-Proteins im
zentralen Nervensystem wurde in vergangenen Studien kontrovers beschrieben. Wéahrend Brody et
al PACRG tuberwiegend in Neuronen detektieren konnten (Brody et al., 2008), konnten Taylor et al
in Immunhistochemischen- und Immunfluoreszenz-Farbungen PACRG hauptsichlich in Gliazellen
nachweisen, wihrend die Immun-Reaktivitit in Neuronen gering bis nicht detektierbar war (Taylor

et al., 2007). Fir die Expression von Parkin ist hingegen eine vorwiegend neuronale Lokalisation



beschriecben worden. In Gliazellen war Parkin nur schwach detektierbar (Stichel et al., 2000;
Zarate-Lagunes et al., 2001). Moglicherweise beeinflussen PACRG und Parkin den NF-xB-
Signalweg in unterschiedlichen Zelltypen. Wahrend PACRG so eher Gliazellen vor Stress-
induziertem Zelltod schiitzen kann, wirkt Parkin protektiv in neuronalen Zellen. Gliazellen sind
durch unterschiedliche Funktionen maBigeblich am Schutz der Neuronen vor schédlichen
Einfliissen und an der Aufrechterhaltung neuronaler Kreislaufe beteiligt (Allen and Barres, 2009).
Verschiedene Studien konnten zeigen, dass Gliazellen eine groBe Rolle spielen fiir die Initiation
und Progression verschiedener neurodegenerativer Erkrankungen, wie z.B. Parkinsonismus. Die
Funktion dieser Zellen kann in diesen Prozessen sowohl vorteilhaft, als auch schidlich fiir das
Uberleben der Neuronen sein (Teismann et al, 2003). Somit trigt letztendlich auch die
Beeinflussung von Uberlebens-Signalwegen in Gliazellen zum Schutz von Neuronen vor
Stressbedingungen und zum Uberleben dieser Zellen bei. So wiirden beide Proteine, PACRG und
Parkin, iiber ihre Aktivitdit im gleichen Signalweg, aber in unterschiedlichen Zellen vor
Neurodegeneration schiitzen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte zwar gezeigt werden, dass PACRG
und Parkin in dhnlicher Weise in den gleichen Zellen Stress-abhéngig hoch reguliert werden ( Abb.
2.4), allerdings wurden diese Experimente in kultivierten Zellen durchgefiihrt. Die Regulation von
Genen kann sich in kultivierten Zellen von der Regulation in vivo unterscheiden. Zudem wurden
fiir dieses Experiment vergleichsweise harsche Stressbedingungen genutzt um den Effekt sichtbar
zu machen. Die Stressbedingungen, denen die Zellen in vivo ausgesetzt sind, sind vermutlich
deutlich weniger stark, wirken dafiir aber iiber einen lingeren Zeitraum auf die Zellen ein. Die
Ergebnisse dieses Versuches zeigen also, dass PACRG dhnlich wie Parkin Stress-abhingig hoch
reguliert werden kann, sie schlieBen aber nicht aus, dass die beiden Proteine in unterschiedlichen

Zellen hoch reguliert werden und aktiv sind.

Miiller-Rischart et al konnten zeigen, dass verschiedene Parkin-Mutanten keine zytoprotektive
Aktivitit besitzen und keine lineare Ubiquitinierung induzieren kdnnen, obwohl sie weiterhin mit
HOIP interagieren (Miiller-Rischart et al., 2013). Dies deutet darauf hin, dass die E3-Ligase-
Aktivitdt von Parkin fiir die Aktivierung des LUBAC notwendig ist und spricht dagegen, dass
Parkin dhnlich wie PACRG nur als Adaptor-Protein die Auto-Inhibierung von HOIP reduziert.
Weder Parkin noch PACRG kdnnen HOIL-1L oder Sharpin ersetzen um die volle Aktivierung des
LUBAC zu erreichen (Miiller-Rischart et al., 2013), (Abb. 2.21 und 2.22). Der exakte molekulare
Mechanismus, iiber den Parkin den LUBAC aktiviert ist nicht vollsténdig aufgeklért. Da offenbar
die E3-Ligase-Aktivitdt des Proteins fiir die Aktivierung notwendig ist, wére interessant zu
untersuchen, welches Substrat im LUBAC durch Parkin in welcher Weise ubiquitiniert wird und
welche mechanistischen Folgen dies hat. Erst wenn die Funktionen von PACRG und Parkin in
Zusammenhang mit der Aktivierung des LUBAC bis ins Detail aufgeklért sind kann iiber eine

Zusammenarbeit der beiden Proteine abschliefend geschlussfolgert werden.



4. MATERIAL UND METHODEN

4.1. Material

4.1.1. Chemikalien und Reagenzien

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle verwendeten Chemikalien und Reagenzien von

folgenden Firmen bezogen: Carl Roth (Karlsruhe, Dtl.), Boehringer (Mannheim, Dtl.) Sigma
Aldrich (Taufkirchen, Dtl.), Merck KGaA (Darmstadt, Dtl.) USB (Cleveland, USA).

4.1.2. Kits

Kit:

Hersteller :

Luciferase-Reportergen-Assay
RNeasy RNA-Extraktions Kit
RNAse free DNAse Kit
iScript cDNA-Synthese Kit
SYBRGreen PCR Master-Mix
ECL/ECL+

Nucleospin Gelextraktions Kit
Nucleospin Plasmid Mini Kit
DNA Midi Extraktionskit

In-Fusion HD Cloning

Promega

Qiagen (Hilden, Dtl.)

Qiagen (Hilden, Dtl.)

Biorad (Miinchen, Dtl.)

Applied Biosystems ( Foster City, CA, USA)
GE Healthcare, Miinchen (Dtl.)

Machery Nagel (Diiren, Dtl.)

Machery Nagel (Diiren, Dtl.)

Machery Nagel (Diiren, Dtl.)

Clontech (Mountain View, CA, USA)

4.1.3. Puffer, Reagenzien und Medien

Fiir die Herstellung sdmtlicher Puffer und Losungen wurde Wasser verwendet, dass durch die

MilliQ Deionisierungs-Anlage der Firma Millipore (Eschborn, Dtl.) mit einem Widerstand von

18,2 MQ/cm? gefiltert wurde.



4.1.3.1. Puffer

Name: Rezept:
Allgemeine Puffer:
PBS 140 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO, x 2 H,O,

SDS-Gele und Western Blot:
APS

Sammelgel-Puffer
Trenngel-Puffer

Laemmli-Probenpuffer

SDS-Gel-Laufpufter
Transfer-Puffer Western Blot
TBST

Stripping-Buffer fiir Western Blot
Immunfluoreszenz-Firbung:
PFA (Paraformaldehyd)
Permeabilisierungs-Puffer
Blocking-Puffer

Findeckmedium

Kalziumphosphat Transfektion:

CaCl,-Transfektionlsung
HeBs
Immunprézipitation (IP):
Lysepufter IP
Ubiquitinierungs Assay:
Denaturierender Lysepuffer

Nicht-denaturierender Lysepuffer

1,8 mM KH2PO4, pH 7,3

(Ammoniumperoxodisulfat) 10 % in H,O bidest.
pH 6,8, 0,5 M TRIS, 0,4 % SDS
pH 8,8, 1,5 M TRIS, 0,4 % SDS

4x: 240 mM TRIS pH 6,8, 4 % SDS, 40 % Glycerol,
Bromphenolblau

25 mM TRIS, 0,189 M Glycine, 1 % SDS
24,9 mM Tris, 0,192 mM Glycine
0,14 M NacCl, 0,02 M TRIS pH 7.6, 0,1 % Tween 20

1 % Tween 20, 1 % SDS, 0.2 M Glycin ph 2.2

3,7 % Paraformaldehyd in PBS
0,2 % Triton X 100 in PBS

5 % Ziegenserum, 0,2 % Triton X 100 in PBS

Pro 20 mL: 6 g Glycerin, 2.4 g Mowiol, 0,12 M TRIS pH

8.5

2,5 mM CacCl, in H,0

50 mM HEPES pH 6,85, 280 mM NacCl, 1,5 mM Na,HPO,

1 % Triton X 100 in PBS

50 mM Tris/HCl1 pH 7,4, 5 mM EDTA, 1 % SDS

1 % Triton X 100 in PBS



Name:

Rezept:

Agarosegel-Elektrophorese:
TBE-Pufter
Agarosegel

6x DNA-Probenpuffer

Gelfiltration:

Gelfiltration Lysepuffer

Gelfiltration Elutionspuffer
Loslichkeits-Assay:

Lysepufter fiir Loslichkeits-Assay
Pulse/Chase Experiment:

Lysepuftfer:

4.1.3.2. Reagenzien

Reagenz:

89 mM TRIS, 89 mM Borsédure, 2 mM EDTA pH 8.0
1 % Agarose in TBE-Puffer

50 % TE, 50 % Glycerin, 0,02 % Xylencyanol,
Bromphenolblau

50 mM Tris-HCI, pH 7.5 , 1 mM MgCl,, 1 mM DTT

50 mM Tris/HCI pH 7.5, 150 mM NaCl

0,5 % Triton in PBS, 0,5 % DOC (Deoxycholat)

0,5 % Triton X 100 in PBS

Hersteller:

Bradford

Poly-L-Lysin
Lipofectamine RNAiMax
Lipofectamine

Plus Reagenz
Ziegenserum

BSA (bovines Serumalbumin)

4.1.3.3. Maedien

Biorad (Miinchen, Dtl.)

Sigma Aldrich (Taufkirchen, Dtl.)
Invitrogen (Karlsruhe, Dtl.)
Invitrogen (Karlsruhe, Dtl.)
Invitrogen (Karlsruhe, Dtl.)

Cell signaling (Danvers, MA, USA)

USB (Cleveland, USA)

Medium: Hersteller / Zusammensetzung:
DMEM GlutaMax GIBCO (Invitrogen) (Karlsruhe, Dtl.)
DMEM F12 GIBCO (Invitrogen) (Karlsruhe, Dtl.)

DMEM GlutaMax ohne Methionin

GIBCO (Invitrogen) (Karlsruhe, Dtl.)



Medium:

Hersteller / Zusammensetzung:

OptiMEM
HBSS
Neurobasal

LB-Medium/LB-Agar

FKS (FCS)
Uridin
Nicht-essentielle Aminosduren (NEAA)

L-Glutamat

4.1.4. Enzyme und Proteine

Enzym:

GIBCO (Invitrogen) (Karlsruhe, Dtl.)
GIBCO (Invitrogen) (Karlsruhe, Dtl.)

GIBCO (Invitrogen) (Karlsruhe, Dtl.)

Pro 11: 10 g Bacto Tryptone, 5 g Yeast Extract, 5 g NaCl,

(15 g Bacto Agar)

GIBCO (Invitrogen) (Karlsruhe, Dtl.)
Sigma Aldrich (Taufkirchen, Dtl.)
GIBCO (Invitrogen) (Karlsruhe, Dtl.)

Sigma Aldrich (Taufkirchen, Dtl.)

Hersteller:

Proteinase K

Trypsin-EDTA fiir die Zellkultur
(0,5 g/L Trypsin, 0,2 g/LL EDTA)

Papain

EcoRI

Notl

EcoRV

Apal

DNAse

T4-Ligase

Shrimp-Alkaline Phosphatase

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase
Taq-Polymerase

Pwo-Polymerase

Roche (Basel, Schweiz)

Invitrogen (Karlsruhe, Dtl.)

Sigma Aldrich (Taufkirchen, Dtl.)

New England Biolabs (Schwalbach, Dtl.)
New England Biolabs (Schwalbach, Dtl.)
New England Biolabs (Schwalbach, Dtl.)
New England Biolabs (Schwalbach, Dtl.)
Qiagen (Hilden, Dtl.)

Fermentas (St. Leon-Rot, Dtl.)

Roche (Mannheim, Dtl.)

New England Biolabs (Schwalbach, Deutschland)

Roche (Mannheim, Dtl.)

Roche (Mannheim, Dtl.)



4.1.5. Antibiotika

Antibiotikum: Hersteller:

Ampicillin Boehringer, Mannheim

Penicillin/Streptomycin fiir Zellkultur GIBCO (Invitrogen), Dtl.
(100x; 5000 U/mL Penicillin G, 5 mg/mL)

4.1.6. Toxine und Inhibitoren

Toxin: Anwendung: Hersteller:
MPP* Todid 7,5 uM; 4 h Sigma Aldrich (Taufkirchen, Dtl.)
2uM; 16—-24h
Thapsigargin 10 uM; 16 —24 h Sigma Aldrich (Taufkirchen, Dtl.)
Staurosporin 10nM;1-5h Sigma Aldrich (Taufkirchen, Dtl.)
CCCP 10 uM; 1-24h Sigma Aldrich (Taufkirchen, Dtl.)
TNF-a 10-25ng/mL; Smin—16 h  Biomol (Hamburg, Dtl.)
Bafilomycin 25nM; 16 h Sigma Aldrich (Taufkirchen, Dtl.)
Epoxomycin 0,1 uM; 16 h Calbiochem (Darmstadt,
Deutschland)
MG-132 S5uM; 16 h Merck (Darmstadt, Dtl.)

4.1.7. Farbstoffe und Marker

Farbstoff / Marker: Hersteller:

SeaBlue Pre Stained Protein Ladder Plus2 Invitrogen (Karlsruhe, Dtl.)
1 kb DNA Ladder New England Biolabs (Schwalbach, Dtl.)

DAPI Sigma Aldrich (Taufkirchen, Dtl.)



4.1.8. Plasmide

Plasmid: Restiktionsenzyme/

Methode:

Herkunft:

Leervektoren:
pcDNA3.1 (+)
pcDNA3.1 (-)
cDNA-Konstrukte:

PACRG pcDNA3.1 In-Fusion (EcoRI)

HA-PACRG pcDNA3.1 Apal/EcoRI
HA-PACRG pCMV

Parkin wt pcDNA3.1

HA-Parkin pcDNA3.1 HindIII/Notl
Parkin A1-79 (AUBL) pcDNA3.1 HindIII/Notl
NEMO WT FLAG pEF

NEMO D311IN FLAG pEF

NEMO K285/309R FLAG pEF

HA-HOIP pcDNA3.1 EcoRI/Notl
HOIL-1L-HA pcDNA3.1 HindIII/Xhol
HOIP pcDNA3.1 EcoRI/Notl
HOIL-1L pcDNA3.1 HindIIl/Xhol
Sharpin-HA pcDNA3.1 HindIIl/Xbal
Drpl pEYFP-C1

HA-HHARI pCMV-HA EcoRI/Notl
EYFP

cGFP

NF-xB-LUC pGL3-LUC

pGL3-LUC

Invitrogen (Karlsruhe, Dtl.)

Invitrogen (Karlsruhe, Dtl.)

Anita Schlierf
Winklhofer et al 2003
Julia Schlehe

Julia Schlehe

Daniel Krappmann
Daniel Krappmann
Daniel Krappmann
Kathrin Miiller-Rischart

Kathrin Miiller-Rischart

Kathrin Miiller-Rischart

Heidi McBride

Julia Schlehe

Clontech (Mountain View, CA, USA)
Clontech (Mountain View, CA, USA)
Daniel Krappmann

Promega (Madison, WI, USA)



4.1.9. Primer und Oligonukleotide

4.1.9.1. Klonierungsprimer

Name: Sequenz 5°- 3":

Inf HOIP_pcDNA_for TGGAATTCTGCAGATATGCCGGGGGAGGAAGAGGA

Inf HOIP pcDNA _rev GCCACTGTGCTGGATCTACTTCCGCCTGCGGGGGA

Inf PACRG _for CAGTGTGGTGGAATTCCCACCATGGTGGCAGAAAAAGAGAC

CCTG
Inf PACRG rev GATATCTGCAGAATTCTTAGTTTAGCAAGCAAGACTCG
HA for GCAGAGCTCGTTTAGTGAACC
HA-fusion_rev TTCTGCCACCAAAAGAGCGTAATCTG
PACRG-fusion_for CAGATTACGCTCTTTTGGTGGCAGAAAAAGAG

GCGAATTCTTAGTTTAGCAAGCAAGCAAG

PACRG_EcoRI rev

4.1.9.2. RT-PCR Primer

Name: Sequenz 5°-3":

Human B-Actin_for CCTGGCACCCAGCACAAT
Human B-Actin_rev GGGCCGGACTCGTCATAC
Maus B-Actin_for AGCCTTCCTTCTTGGGTATG
Maus (-Actin_rev GGTCTTTACGGATGTCAACG

Human PACRG _for

GGTTTCTGAGGGTTTCACAGTC

Human PACRG rev GGGCTTGGTTGGTCTTTCTT
Maus PACRG _for GAACACGGAGGGAACAAGAT
Maus PACRG rev CGAAGACACAACCAGATGCT

Human Park2_for
Human Park2 rev
Maus Park2_for

Maus Park2 rev

AGTGTTTGTCAGGTTCAACTCCAGC

AACCCCCTGTCGCTTAGCAAC

AAACCGGATGAGTGGTGAGT

AGCTACCGACGTGTCCTTGT



4.1.9.3. siRNAs

Name: Nummer/ Sequenz:
Hersteller:

Stealth RNAi™ siRNA Negative  Invitrogen
Control Med GC Duplex #2

Human PACRG HSS175097/ AAUUGCCCUUGAGCAUGAUUCGAAA
Invitrogen

UUUCGAAUCAUGCUCAAGGGCAAUU

ON-TARGET Plus Non-targeting Thermo
Pool

SMART Pool: ON-TARGET Plus L-016948/Thermo GAGCAUGAUUCGAAAGGAA
human PACRG

GCAAGGAAUCCACGACAUG
GAACUCCGGAGACGGCAUU
CGAGGUGACUUCCCAAUUG
4.1.10. Antikorper und Beads
Bezeichnung: Spezies: Anwendung: Verdiinnung: Herkunft:
Primérantikorper:
PRKS8 Maus WB, IF 1:500/1:1000  Santa Cruz (Dallas, USA)
PACRG C8 Maus WB 1:500 Santa Cruz (Dallas, USA)
Active Caspase-3 Kaninchen WB, IF 1:500/1:1000  Cell signaling
Active Bax Clone 6A7 Maus IF 1:500 eBioscience
Ubiquitin P4D1 Maus WB 1:1000 Santa Cruz (Dallas, USA)
HOIP/RNF31 Kaninchen WB, IP 1:1000 Sigma Aldrich
(Taufkirchen, Dtl.)
Sharpin Kaninchen WB 1:1000 Cell signaling
TOM20 Kaninchen IF 1:1000 Santa Cruz (Dallas, USA)
B3-Actin Maus WB 1:1000
HA 1.1 Maus WB 1:1000

FLAG HRP WB 1:1000



Bezeichnung: Spezies: Anwendung: Verdiinnung: Herkunft:

c-Myc 1P 1:1000

Sekundirantikorper:

Ziege anti Maus Ziege IF 1:500 Invitrogen (Karlsruhe,

Alexa 488 Dtl.)

Ziege anti Kaninchen Ziege IF 1:500 Invitrogen (Karlsruhe,

Alexa 488 Dtl.)

Ziege anti Maus Ziege IF 1:500 Invitrogen (Karlsruhe,

Alexa 555 Dtl.)

Ziege anti Kaninchen Ziege IF 1:500 Invitrogen (Karlsruhe,

Alexa 555 Dtl.)

Ziege anti Maus HRP Ziege WB 1:10000 Promega (Mannheim,
Dtl.)

Ziege anti Kaninchen HRP Ziege WB 1:10000 Promega (Mannheim,
Dtl.)

Beads:

Anti-c-Myc-Agarose Beads Kaninchen [P Sigma Aldrich
(Taufkirchen, Dtl.)

Monoclonal Anti-HA- Maus IP Sigma Aldrich

Agarose Beads (Taufkirchen, Dtl.)

Protein-A-Sepahrose Beads IP GE-Healthcare (Miinchen,
Dtl.)

4.1.11. Zellstamme

Zelllinie: Herkunft: Medium: Referenz:

SH-SY5Y Humane Neuroblastoma DMEM-F12 + 10 % FKS +DSMZ-Nr. ACC 209

Zellen 1x Pen/Strep
HEK-293T Humane embryonale DMEM Glutamax + 10 % ATCC-Nr. CRL-1573
Nierenzellen FKS + 1x Pen/Strep
HeLa Humane immortalisierte DMEM Glutamax + 10 % DSMZ-Nr. ACC 57

Zervixkarzinom Zellen FKS + 1x Pen/Strep

WT (Wildtyp) MEFs Murine embryonale

Fibroblasten FKS + 1x Pen/Strep
NEMO KO MEFs Murine embryonale
Fibroblasten FKS + 1x Pen/Strep

DMEM Glutamax + 10 % Daniel Krappmann

DMEM Glutamax + 10 % Daniel Krappmann



Zelllinie: Herkunft: Medium: Referenz:
WT (Wildtyp) MEFs Murine embryonale DMEM Glutamax + 10 % Edgar Kramer
(Parkin) Fibroblasten FKS + 1x Pen/Strep + 50

pg/mL Uridin
Parkin KO MEFs Murine embryonale DMEM Glutamax + 10 % Edgar Kramer

Fibroblasten

FKS + 1x Pen/Strep +
50 pg/mL Uridin

Primére kortikale Murine embryonale Neurobasal + 0,5 mM L-

Neuronen kortikale Neuronen Glutamin + 1x B27 + 1x
Pen/Strep

4.1.12. Bakterien

Bakterien: Hersteller:

DH-5a (E. coli) Eigene Herstellung (Hanahan und Meselson, 1983)

Stellar kompetente Zellen (E. coli) Clontech (Mountain View, CA, USA)

4.1.13. Tierstamme

Fiir die Préparation von primiren murinen Zellen wurden Méuse des Stammes C57B16/J (bezogen

von Charles River, Sulzfeld, Dtl.) verwendet.

4.1.14. Gerate

Gerite: Hersteller:

Zellkultur und Bakterien:
Zellkulturflaschen und Schalen Nuncbrand (Roskilde, Danemark)
Inkubatoren fiir Zellkultur Heraeus (Hanau, Dtl.)
Neubauer Zahlkammer LO-Laboroptik (Friedrichsdorf, Dtl.)
Wasserbad MT Roth (Karlsruhe, Dtl.)
Kultur-Schiittler Forma Scientific 4518 ThermoQuest (Egelsbach, Dtl.)
SDS-PAGE und Western Blot:

SDS-PAGE und Western Blot Apparaturen
(Mini-PROTEAN 3)

Biorad (Miinchen, Dtl.)



Gerite:

Hersteller:

Power Supplier

Filmentwickler
Lumineszenz-Messung:

Luminometer LB96V

real-time-PCR:

MicroAmp RT-PCR Platten
Gelfiltration:

Akta

Saule Superdex 200 HR 10/30
Mikroskope:

Axiovert 25

Axiovert 200M mit Software Axiovision
PCR-Geriite:

T3 Thermocycler

Mastercycler

Fast real-time System 7500
Allgemeine Geriite:

ELISA Plattenlesegerit Power Wave XS
Ph-Meter

Zentrifugen

Kiihlzentrifugen

Nano Photometer
Thermoschiittler

Schiittler
Reinstwasseranlage MilliQ

Vortexer

Biorad (Miinchen, Dtl.)

CaWo (Schrobenhausen, Dtl.)

Berthold Technologies (Bad Wildbad, Dtl.)

Applied Biosystems (Foster City, CA, USA)

GE Healthcare (Freiburg, Dtl.)

GE Healthcare (Freiburg, Dtl.)

Carl Zeiss (Jena, Dtl.)

Carl Zeiss (Jena, Dtl.)

Biometra GmbH (Goéttingen, Dtl.)
Eppendorf (Hamburg, Dtl.)

Applied Biosystems (Foster City, CA, USA)

BioTek (Winooski, VT, USA)
Thermo Fischer Scientific (Nidderau, Dtl.)
Heraeus (Hanau, Dtl.)

Heraeus (Hanau, Dtl.); Eppendorf (Hamburg, Dtl.);
Beckmann (UnterschleiBheim, Dtl.)

Implen (Miinchen, Dtl.)
Eppendorf (Hamburg, Dtl.)
Heidolph (Schwabach, Dtl.)
Millipore (Eschborn, Dtl.)

Bender & Hobein (Ziirich, CH)



UV-Tisch
Laborwaage Mettler Toledo PB602

Analysenwaage Mettler Toledo AG285

4.1.15. Software

UVP (Cambridge, UK)
Mettler-Toledo GmbH (Gief3en, Dtl.)

Mettler-Toledo GmbH (GieBen, Dtl.)

Software: Anbieter:

Adobe Photoshop CS5 Adobe

Adobe Illustrator Adobe

Microsoft Excel 2010 Microsoft

Axiovision Carl Zeiss (Jena, Dtl.)



4.2. Methoden

4.2.1. Zellkulturmethoden

4.2.1.1. Kultivieren, Passagieren und Ausplattieren von Zellen
Alle Zelllinien wurden als adhédrendte Zellen in 75 cm? Zellkulturflaschen, im oben angegebenen

Medium (Kapitel 4.1.3.3), im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert.

Zum Passagieren wurden die Zellen zunédchst einmal mit 10 mL PBS gewaschen und anschlieSend
in 1 mL Trypsin inkubiert. Nach dem Abldsen der Zellen vom Boden der Platte wurde die Trypsin-
Reaktion durch Zugabe von Medium gestoppt und die Zellen mehrere Male resuspendiert.
AnschlieBend konnte die Zellsuspension im geeigneten Verhéltnis auf neue Zellkulturflaschen

aufgeteilt werden. Die Zelllinien wurden alle 3 — 4 Tage passagiert.

Um Zellen fiir Versuche auszuplattieren wurde zundchst nach dem Trypsinisieren die genaue

Zellzahl der Zellsuspension in der Neubauer-Zdhlkammer bestimmt. Pro 3,5 cm-Schale wurden

7x 10° HEK293T-Zellen, 3 -5x 10° SH-SY5Y-Zellen, 5x 10° HeLa-Zellen und 3 - 8x 10°
embryonale Maus-Fibroblasten (engl. Mouse Embryonic Fibroblasts = MEF) ausplattiert. Pro

10 cm-Schale wurden fiir die Ca,(PO,),-Transfektion 1x 10 HEK293T-Zellen ausplattiert. Fiir

Immunfluoreszenz-Farbungen wurden 3x 10 SH-SY5Y-Zellen und 5x 10° HeLa-Zellen auf

sterilen Glasplattchen in 3,5 cm-Schalen ausplattiert.

4.2.1.2. Transiente Transfektion

4.2.1.2.1. Transiente Transfektion von Expressionskonstrukten mit Lipofectamin

Fiir die transiente Transfektion von Expressionskonstrukten mit Lipofectamine und Plus-Reagenz
wurden die Zellen in 3,5 cm- oder 10 cm-Schalen ausplattiert und am Tag danach transfiziert.

Hierfiir wurden zunichst folgende zwei Transfektions-Mixe angesetzt.



Fiir 3,5 cm-Schalen Fiir 10 cm-Schalen

Mix A Pro Schale: Pro Schale:
* -100 pL OptiMEM * -400 pL OptiMEM
* -Jeweils 0,2 — 0,5 nug Vektor * -Jeweils 1 — 5 pg Vektor
* -6 puL Plus Reagenz * -25pL Plus Reagenz
Mix B Pro Schale: Pro Schale:
e -100 pL OptiMEM * -400 pL OptiMEM
e -8 uL Lipofectamin e -33 uL Lipofectamin

Beide Mixe wurden 15 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert, anschlieBend gemischt und
wiederum 15 min bei RT inkubiert. Wéahrend der Inkubationszeiten wurden die Zellen einmal mit
Medium ohne fotales Kélberserum (FKS / FCS) und Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)
gewaschen und 800 pL (fir 3,5 cm-Schalen) bzw. 5,2 mL (pro 10 cm-Schale) OptiMEM
zugegeben. Nach Ende der Inkubationszeit wurden 200 pL Transfektions-Mix pro Zellkulturschale
zugegeben und die Schale vorsichtig geschwenkt. AnschlieBend wurden die Zellen 3 h im
Brutschrank inkubiert und danach das Transfektions-Medium durch normales Zellkulturmedium

mit FKS und Pen/Strep ausgetauscht. Die Ernte der Zellen erfolgte 24 h nach der Transfektion.

4.2.1.2.2. Transiente Tranfektion von Expressionskonstrukten mit Kalziumphosphat

CaCl,-Transfektionlosung: 2,5 mM CaCl, in H,O

HeBs: 50 mM HEPES pH 6,85, 280 mM NaCl, 1,5 mM Na,HPO,

Fir die Transfektion von Expressionskonstrukten mit Kalziumphosphat (Ca,;(PO,),) wurden

1x 10° HEK293T-Zellen pro 10 cm-Schale ausplattiert. Am folgenden Tag wurde mindestens 1 h
vor der Transfektion das Medium abgesaugt und 7 mL DMEM + 10 % FKS ohne Pen/Strep

zugegeben. Der Transfektions-Mix wurde wie folgt hergestellt: In einem Polystyrol-Réhrchen

wurde die DNA vorgelegt und pro zu transfizierender Schale 50 pL steriles Kalziumchlorid (CaCl,)

(2,5M) sowie 450 pL H,O zugegeben. Anschliefend wurden unter dauerndem Mischen 500 puL

HeBs-Puffer tropfenweise zu pipettiert. Der Reaktions-Mix wurde 15 min bei RT inkubiert, bevor
er ebenfalls tropfenweise unter dauerndem Schwenken der Zellkulturschalen auf die Zellen
pipettiert werden konnte. 24 h nach der Transfektion wurde das Medium auf den Zellen nochmals
gewechselt und durch Medium mit FKS und Pen/Strep ersetzt. Die Ernte der Zellen erfolgte 48 h

nach der Transfektion.



4.2.1.2.3. Transiente Transfektion mit sSiRNA

Die Transfektion mit siRNA erfolgte revers mit Lipofectamine RNAiIMAX. Hierfiir wurde zunéchst
folgender Transfektions-Mix hergestellt und fiir 15 min bei RT inkubiert:

Fiir 3,5 cm-Schalen: Fiir 10 cm-Schalen:

* -500 puL OptiMEM * -2 mL Optimum
* -5 pL siRNA (Stammldsung 20 pM) e -20 pL siRNA (Stammlosung 20 uM)
* -5 uL Lipofectamin RNAIMAX * -20 uL Lipofectamin RNAIMAX

Waihrend der Inkubationszeit wurden die Zellen wie in Kapitel 4.2.1.1 beschrieben trypsiniert und
in OptiMEM aufgenommen. Anschliefend wurden die Zellen in der Neubauer Zdhlkammer gezahlt
und bei 1000 rpm fiir 5Smin bei 4 °C abzentrifugiert. Nach dem Resuspendieren mit der
gewiinschten Zelldichte in OptiMEM wurde die Zellsuspension zusammen mit dem Transfektions-
Mix auf die Zellkulturschalen verteilt und beides durch Schwenken miteinander vermischt. Die
Zellen wurden anschliefend im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. 16 — 24 h nach der Transfektion
wurde das OptiMEM von den Zellen abgenommen und durch normales Zellkulturmedium mit FKS

und Pen/Strep ersetzt. Die Zellernte erfolgte 48 h nach der Transfektion.

4.2.1.3. Behandlung von Zellen mit Toxinen
Zur Behandlung von Zellen wurden die verwendeten Toxine und Inhibitoren im entsprechenden
Zellkulturmedium auf die gewliinschte Endkonzentration verdiinnt. Die Zellen wurden nach einer
Transfektion einmal mit Medium gewaschen, bevor das die Toxine enthaltende Medium zugegeben
werden konnte. Auf 3,5 cm-Schalen wurde mindestens 1 mL Medium gegeben, fiir 10 cm-Schalen
benotigt man mindestens 5 mL. Die entsprechenden Konzentrationen der Toxine und Inhibitoren

finden sich im Kapitel 4.1.6.

4.2.1.4. Zellernte
Vor dem Ernten der Zellen wurden diese einmal mit 2 mL PBS (fiir 3,5 cm-Schalen) bzw. 8§ mL
PBS (fiir 10 cm-Schalen) gewaschen. AnschlieBend wurde 1 mL PBS in jede Schale gegeben und
die Zellen mit einem Zell-Schaber von der Schale abgeschabt. Die Zellen wurden in PBS
resuspendiert, die Zellsuspension in ein 1,5 mL oder 2 mL Eppendorf-Gefal3 iiberfiihrt und bei
5000 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Nach dem Absaugen des Uberstandes wurde das Zellpellet bis zur

weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert oder bei -20 °C eingefroren.



4.2.1.5. Indirekte Immunfluoreszenz-Farbungen
Fixierlosung: 3,7 % Paraformaldehyd (PFA) in PBS
Permeabilisierungs-Puffer: 0,2 % Triton X100 in PBS
Blocking-Puffer: 5 % Ziegenserum, 0,2 % Triton X100 in PBS

Eindeckmedium: Pro 20 mL: 6 g Glycerin, 2.4 g Mowiol, 0,12M TRIS pH 8.5

Fiir die Immunfluoreszenz-Féarbung wurden die Zellen auf sterilen Glasplittchen in 3,5 cm-Schalen
ausplattiert. Zur Farbung der Zellen wurden die Glaspléttchen in eine 12-Well-Platte tiberfiihrt und
jeweils einmal mit 1 mL PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen auf den Plittchen fixiert,
indem sie 10 min in Fixierlosung bei RT inkubierten. Nach der Fixierung wurden die Pléittchen
erneut zweimal mit PBS gewaschen und zur Permeabilisierung der Zellen 1 mL
Permeabilisierungs-Puffer zugegeben und 10 min bei RT inkubiert. Nach weiteren zwei
Waschschritten mit PBS wurden die Glaspléttchen in eine feuchte Kammer iiberfiihrt und mit
jeweils 50 pL Blocking-Puffer 1 h bei RT inkubiert. Die Primérantikorper wurden 1:500 bis 1:1000
in Blocking-Puffer verdiinnt und 50 pL. dieser Losung auf die Gléspléttchen gegeben. Die
Inkubation mit dem Antikorper erfolgte bei 4 °C iiber Nacht. Am kommenden Tag wurden die
Plattchen dreimal mit PBS gewaschen, bevor 50 uL der Sekundérantikdrper-Losung (Alexa
gekoppelte Antikorper 1:1000 in PBS verdiinnt) zugegeben wurden. Die Inkubation mit dem
Sekundérantikorper erfolgte 1 h bei RT, bevor die Zellen dreimal mit PBS und einmal mit 0,1 %
Tween 20 in PBS gewaschen wurden. Zuletzt wurden die Pléttchen auf einem Objekttrager mit
Eindeckmedium eingedeckt. Die Immunfluoreszenz-Farbungen wurden mit dem Axiovert
Epifluoreszenz Mikroskop der Firma Carl Zeiss ausgewertet und mit Hilfe der Axiovision Software

Bilder aufgenommen.

4.2.1.5.1. Caspase Assay
Primédrantikorper: ~ Kaninchen anti-aktive Caspase-3

Sekundérantikorper: Ziege anti-Kaninchen Alexa 555

Zur Detektion apoptotischer Zellen wurde ein Antikdrper gegen aktivierte Caspase-3 verwendet.
Die Zellen wurden hierfir auf Glasplittchen ausplattiert, mit  verschiedenen

Expressionskonstrukten und mit EYFP als Transfektionsmarker bzw. mit siRNA transfiziert und

weitere 18 — 24 h spiter mit verschiedenen Stressoren behandelt, mit MPP™ (7,5 mM) fiir 4 h oder
Staurosporin (1 uM) fiir 5 h. Nach der Behandlung wurden die Zellen fixiert und gegen aktive

Caspase-3 durch indirekte Immunfluoreszenz angefarbt. Die Analyse der Farbungen erfolgte am



Epifluoreszenz Mikroskop der Carl Zeiss Jena. Die Zahl der apoptotischen Zellen wurde durch das
Auszéhlen der aktiven-Caspase-3-positiven Zellen ermittelt. Pro Deckgldaschen wurden mindestens
300 Zellen verblindet gezéhlt. Die Apoptose-Rate in % wurde als Quotient von aktive-Caspase-3-

positiven Zellen durch die Gesamtanzahl an transfizierten Zellen angegeben.

4.2.1.5.2. Untersuchung der mitochondrialen Morphologie

Primérantikérper: ~ Kaninchen anti-Tom20

Sekunddrantikorper: Ziege anti-Kaninchen Alexa 555

Zur Untersuchung der mitochondrialen Morphologie wurde ein Antikdrper gegen das
mitochondriale Membranprotein Tom20 verwendet. Es wurden SH-SY5Y-Zellen auf Glasplittchen
ausplattiert und mit verschiedenen Expressionskonstrukten zusammen mit dem mitochondrialen
Fissionsprotein Drpl oder mit PACRG-siRNA transfiziert. Die Uberexpression von Drpl fiihrt in
den Zellen zur Fragmentierung des mitochondrialen Netzwerkes. Die transfizierten Zellen wurden
durch gleichzeitige Transfektion von EYFP markiert. Am Tag nach der Transfektion wurden die
Zellen fixiert und die Mitochondrien mit einem anti-Tom20 Antikérper durch indirekte
Immunfluoreszenz angeférbt. Die gefarbten Zellen wurde mit Hilfe des Epifluoreszenz Mikroskops
der Firma Carl Zeiss Jena analysiert. Pro Deckgldschen wurden mindestens 300 Zellen verblindet
ausgezahlt und unterschiedlichen Kategorien zugeordnet. Erschien das mitochondriale Netzwerk
tubuldr und nicht fragmentiert, so wurden diese Zellen der Kategorie ,,tubuldr zugeordnet. War
eine Fragmentierung des mitochondrialen Netzwerkes oder eine Kondensierung der Mitochondrien
um den Zellkern herum erkennbar wurden die Zellen der Kategorie ,,nicht-tubulédr* zugeordnet. Die
Rate an Zellen mit nicht-tubuldrem mitochondrialen Netzwerk in % wurde als Quotient von Zellen
mit nicht-tubuldrem mitochondrialen Netzwerk durch die Gesamtanzahl an transfizierten Zellen

angegeben.

4.2.1.5.3. Mitophagie Assay

Primérantikorper: Kaninchen anti-Tom20
Maus anti-Parkin

Maus anti-HA

Sekunddrantikorper:  Ziege anti-Kaninchen Alexa 555
Ziege anti-Maus Alexa 488



Zur Analyse von Mitophagie wurden HeLa- oder SH-SY5Y-Zellen auf Glaspléttchen ausplattiert
und 24 h spdter mit verschiedenen Expressionskonstrukten oder siRNA sowie mit Parkin
transfiziert. 3 — 16 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit 10 pM CCCP fiir 1 h und fiir
24 h behandelt. Nach der Behandlung wurden die Zellen fixiert. Die Mitochondrien wurden mit
einem anti-Tom20 Antikdrper, die transfizierten Zellen mit einem anti-Parkin bzw. anti-HA
Antikorper durch indirekte Immunfluoreszenz angeférbt. Die angefarbten Zellen wurden mit Hilfe
des Epifluoreszenz Mikroskops der Firma Carl Zeiss Jena analysiert. Pro Deckglédschen wurden
mindestens 300 Zellen verblindet ausgezéhlt. Es wurden ausschlieBlich transfizierte Zellen gezéhlt.
Die Mitophagie-Rate in % wurde als Quotient von Zellen ohne Mitochondrien durch die

Gesamtanzahl an transfizierten Zellen angegeben.

4.2.1.6. Luciferase-Reportergen-Assay
Um die Aktivierung eines NF-kB-Bindestellen enthaltenden Promotors zu untersuchen wurden
Luciferase-Reportergen-Assays durchgefiihrt. Hierfiir wurden HEK293T-Zellen in 12-Well-Platten
ausplattiert und am Tag darauf mit einem Luciferase-Reportergen-Konstrukt sowie verschiedenen
Expressionsvektoren oder siRNA transfiziert. 18 — 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen
geerntet, das Zellpellet in 200 uL. Reporter Lysis Buffer resuspendiert, gevortext und fiir 10 min auf
Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben 15 min bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Die
Messung der Luciferase-Aktivitdt erfolgte mittels des Luciferase-Assay-Systems der Firma
Promega am Luminomenter. Hierfiir wurden 20 pL Zelllysat pro Well einer schwarzen 96-Well-
Mikrotiterplatte pipettiert. 100 uL Substrat fiir die Luciferase-Reaktion wurden im Luminometer
automatisch direkt auf die Probe gegeben und die Luciferase-Aktivitét direkt {iber einen Zeitraum
von 5sec vermessen. Die Luciferase-Aktivitit der einzelnen Proben wurde auf eine interne

Kontrolle normalisiert. Die Aktivitit dieser Kontrolle wurde auf eins gesetzt.

4.2.2. Nukleinsauremethoden

4.2.2.1. Transformation von DNA in kompetente Bakterien

Kompetente E. coli (DH5a; Genotyp: supE44, Alac169, (p80lacZAM15), hsdR17, recAl, en-
Bakterien: dAl, gyrA96, thi-1, relAl; Herkunft: Hanahan und Meselson, 1983)

Stellar™ kompetente Bakterien (E. coli)

Zur Vervielfiltigung von Plasmid-DNA wurde diese in kompetente Bakterien eingebracht, die
Bakterien iiber Nacht kultiviert und anschlieBend die Plasmid-DNA aus diesen Bakterien

aufgereinigt. 1 uL Plasmid-DNA bzw. 10 pL eines Ligationsansatzes wurden auf 30 pL einer



Suspension chemokompetenter E. coli Bakterien gegeben und diese Suspension 20 min auf Eis
inkubiert. Damit die DNA in die Zellen aufgenommen wird, wurden die Bakterien anschlieBend fiir
90 sec bei 42 °C einem Hitzeschock unterzogen. Nach Zugabe von 500 pL LB-Medium (fiir
DH5a) oder 500 uL SOC-Medium (fiir Stellar™ kompetente Bakterien) wurde die
Bakteriensuspension fiir 1 h bei 37 °C geschwenkt. Hiernach wurde die Suspension auf einer
LB-Agar-Platte mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen und {iber Nacht bei 37 °C im
Inkubator inkubiert.

4.2.2.2. Isolierung von Plasmid DNA aus Bakterien
Um Plasmid-DNA aus Bakterien zu isolieren wurde eine Ubernacht-Fliissigkultur von
transformierten £. coli Bakterien fiir 15 min bei 4000 rpm und 4 °C abzentrifugiert. Die Isolierung
von DNA erfolgte anschlieBend mit Hilfe des Nucleospin Plasmid Mini Kits oder des DNA Midi
Extraktionskits der Firma Machery und Nagel entsprechend den Herstellerangaben. Die DNA-

Konzentration wurde mit dem Nano-Photometer ermittelt.

4.2.2.3. Polymerase Kettenreaktion (PCR)
Die Amplifizierung spezifischer DNA-Fragmente erfolgte mit Hilfe der Polymerase Kettenreaktion
(engl. Polymerase Chain Reaction = PCR). Hierfiir wurden Primer entworfen, die an das 5° und
das 3' Ende des zu amplifizierenden DNA-Fragments binden. Fiir die Reaktion wurde je nach

verwendeter Polymerase folgender Mix angesetzt:

Pwo Polymerase: QS Polymerase:

DNA-Matrize: 100 ng 100 ng
Primer: 20 pmol 10 pmol
Reaktionspuffer: 5 uL 5 uL
High GC Enhancer: SulL
Polymerase: 5U 0,5 uL
dNTPs: 0,5 mM 0,4 mM

Gesamtvolumen: 50 uL 50 uL



Die PCR-Reaktion erfolgte im Thermo-Cycler mit folgendem Programm:

Wiederholungen:  Reaktion: Temperatur: Zeit:
Ix Denaturierung 95 °C 2 min
28x Denaturierung 95°C 30 sec (Pwo)
10 sec (Q5)
Primer Anlagerung 55-65°C 30 sec
Elongation 72 °C 1 — 4 min (Pwo)

30 sec — 2 min (Q5)
Ix End-Elongation 72 °C 10 min

Kiihlung 4-18°C 00

4.2.2.4. Restriktionsverdau
Zur Klonierung von Plasmiden wurden 50 pL einer PCR-Reaktion bzw. 5 pg Vektor in einem
Volumen von 40 uL fiir den Restriktionsverdau eingesetzt. Fir den Kontroll-Verdau einer
Klonierung wurde ein Ansatzvolumen von 20 pL gewéhlt, welches 5 pul. der DNA-Mini-
Préaparation des Ligationsansatzes enthielt. Der Verdau erfolgte mit Enzymen von New England

Biolabs oder Fermentas in dem fiir das Enzym geeigneten Puffer nach Herstellerangaben bei 37 °C

firl —4h.

4.2.2.5. Ligation
Fiir die Ligationen eines vorverdauten PCR-Produktes in einen ebenfalls vorverdauten Vektor
wurde ein 20 pL. Reaktionsansatz gewihlt. Dieser Ansatz enthielt 2 pL 10x Ligationspuffer und
1 uL T4-DNA-Ligase (5 U/uL, Fermentas). Die Mengen an PCR-Produkt und Vektor wurden
anhand eines Agarosegels im Vergleich zum GroBenmarker abgeschitzt und so eingesetzt, dass
ungefihr die fiinffache Menge PCR-Produkt im Verhéltnis zum Vektor verwendet wurde. Der
Ligationsansatz wurde 16 h bei RT inkubiert.

4.2.2.6. In-Fusion Klonierung
Zur Klonierung mit Hilfe des In-Fusion Klonierungs-Kits der Firma Clontech wurde zunichst der
Zielvektor mit Hilfe eines Restriktionsverdaus linearisiert. Fiir das [Insert (in den Vektor

einzusetzendes DNA-Fragment) wurden Gen-spezifische Primer mit 15 Bp Uberhang



komplementédr zum linearisierten Vektor geplant und das /nsert mit diesen Primern mittels PCR
amplifiziert. AnschlieBend wurden ca. 50 — 100 ng Insert und linearisierter Vektor mit 1 pL
In-Fusion HD Enzym Premix gemischt, der Mix auf ein Gesamtvolumen von 5 puL mit
deionisiertem Wasser aufgefiillt und 15 min bei 50 °C inkubiert. Nach der Ligation wurde 1 pL

dieses Mixes direkt in Stellar™ kompetente Bakterien transformiert.

4.2.2.7. Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen
TBE-Puffer: 89 mM TRIS, 89 mM Borsdure, 2 mM EDTA pH 8.0
Agarosegel: 1 % Agarose in TBE-Puffer

6x DNA-Probenpuffer: 50 % TE, 50 % Glycerin, 0,02 % Xylencyanol, Bromphenolblau

Zur Analyse von Nukleinsdure-Proben wurde eine Agarosegel-Elektrophrorese durchgefiihrt. Die
Proben wurden mit 6x DNA-Probenpuffer versetzt und zusammen mit dem 1 kb DNA-
GroBenmarker auf 1 %ige Ethidiumbromid Agarosegele aufgetragen und unter einer Spannung von
100 V in TBE-Puffer der GroBe nach aufgetrennt. AnschlieBend wurden die gewiinschten DNA-
Banden unter UV-Licht (256 nm) sichtbar gemacht und aus dem Gel ausgeschnitten. Die DNA
wurde zuletzt mit Hilfe des Nucleospin Extract Kits nach Herstellerangaben aus dem Gel

aufgereinigt und in deionisiertem Wasser eluiert.

4.2.2.8. Konzentrationsmessung von Nukleinsiduren am Nano-Photometer
Die Konzentration der Nukleinsduren wurde am Nano-Photometer bestimmt. Die Absorption der
Nukleinsduren bei 260 nm wurde mit dem Faktor 50 fiir DNA und dem Faktor 40 fiir RNA vom
Gerit in die Konzentration in pg/pL umgerechnet. Zur Abschédtzung der Reinheit der Probe wurde
die Absorption bei 280 nm gemessen, dem Bereich des Lichtes, in dem aromatische Aminosduren

ihr Absorptions-Maximun haben. Hierdurch koénnen eventuelle Verunreinigungen der Probe mit

Proteinen erkannt werden. Der Quotient OD260/OD280 sollte fiir DNA < 1,7 und fiir RNA <2,0

sein.

4.2.2.9. Generierung von DNA-Expressionskonstrukten

4.2.29.1. HA-PACRG pcDNA3.1
PACRG mit HA-Tag wurde in den pcDNA3.1 Vektor umkloniert. Hierfiir wurde PACRG mit den
Primern PACRG-fusion_for und PACRG_EcoRI rev und der HA-Tag mit den Primern HA for
sowie HA-fusion rev aus dem HA-PACRG pCMV Vektor mittels PCR amplifiziert. AnschlieBend

wurden beide PCR Produkte iiber eine weitere PCR mit den Primern HA for und



PACRG_EcoRI rev miteinander fusioniert. Das fusionierte PCR-Produkt und der Vektor
pcDNA3.1/Zeo(-) wurden mit den Restriktionsenzymen Apal und EcoRI geschnitten und

anschlieBend miteinander ligiert.

4.2.2.9.2. PACRG pcDNA3.1
Zur Klonierung von ungetagtem PACRG wurde PACRG aus dem HA-PACRG pcDNA3.1 Vektor
mit den Primern Inf PACRG _for und Inf PACRG rev amplifiziert. Das PCR Produkt wurde in
den mit EcoRI linearisierten pcDNA3.1/Zeo(+) Vektor mit Hilfe des In-Fusion Klonierungs-Kits

(Clontech) nach Herstellerangaben ligiert.

4.2.2.9.3. HOIP pcDNA3.1
Zur Klonierung von ungetagtem HOIP wurde HOIP aus dem HA-HOIP pcDNA3.1 Vektor mit den

Primern Inf HOIP_pcDNA_for und Inf HOIP_pcDNA _rev amplifiziert. Das PCR Produkt wurde
in den mit EcoRV linearisierten pcDNA3.1/Zeo(+) Vektor mit Hilfe des In-Fusion Klonierungs-
Kits (Clontech) nach Herstellerangaben ligiert.

4.2.2.10. Isolierung von RNA
Die Isolierung von RNA aus Zellen erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini Kits der Firma Qiagen
nach Herstellerangaben. Die RNA-Probe wurde noch auf der Saule fiir 15 min bei RT mit DNAse
(Qiagen) inkubiert. Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte mit dem Nano-Photometer

durch Messung der Absorption bei 260 nm.

4.2.2.11. Reverse Transkription
Fiir die reverse Transkription wurden 0,5 pg RNA eingesetzt und mit dem iScript cDNA-Synthese
Kit (Biorad) nach Herstellerangaben mit dem folgenden Reaktionsprotokoll in cDNA

umgeschrieben.

Reaktion: Zeit: Temperatur:
Inkubation: 5 min 25°C
cDNA-Synthese: 30 min 42 °C
RNA-Hydrolyse: 5 min 85°C

Abkiihlung: ) 4°C



4.2.2.12. Semiquantitative RT (real-time) - PCR
Fiir die semiquantitative real-time-PCR wurden die Primer so entworfen, dass sie ein PCR-Produkt
von 100 - 250 Bp generieren, eine Schmelztemperatur von 58-62 °C besitzen und Exon flankierend
fiir das jeweilige Gen sitzen. Dadurch kann ausschlieBlich die cDNA amplifiziert werden, nicht
aber eventuelle Verunreinigungen durch genomische DNA. Als interne Kontrolle wurde die

Quantifizierung der B-Actin-cDNA genutzt.

Die RT-PCR wurde fiir jedes Proben/Primer-Paar in Triplikaten durchgefiihrt. Zundchst wurden

folgende Mixe angesetzt:

Komponenten: Volumen pro Probe:
Primer-Mix: DEPC Wasser 7,5 uL
Primer for und rev (vorverdiinnt aus 5 pmol) 1 uL
cDNA-Mix: SYBR Green 10 uL
cDNA 1,5 uL
No template-Kontrolle DEPC Wasser 1,5 uL
(NTC): .
SYBR Green Mix 10 uL

Die Mixe wurden nach dem Ansetzen gevortext und abzentrifugiert. Anschlieend wurden pro Well
einer 96-Well MicroAmp Platte 8,5 uLL Primer-Mix und 11,5 pL. ¢cDNA-Mix bzw. NTC-Mix
zusammen pipettiert. Die Platte wurde fiir 1 min bei 1000 rpm abzentrifugiert und mit dem Fast

real-time System 7500 gemessen.

Die relative Quantitit der jeweiligen ¢cDNA im Vergleich zu B-Aktin und einer internen

Kontrollprobe wurde mit Hilfe der AAC-Methode berechnet. Die Qualitéit der verwendeten Primer

wurde anhand einer am Ende der PCR gemessenen Schmelzkurve liberpriift.

4.2.3. Proteinanalytische Methoden

4.2.3.1. Herstellung von Gesamtzellextrakten

Lysepuffer: 1 % Triton X 100 in PBS

Zur Herstellung von Zellextrakten fiir weitere biochemische Analysen wurden die Zellen geerntet
(4.2.1.4) und abzentrifugiert und anschlieBend je nach experimentellem Aufbau in
unterschiedlichen Mengen Lysepuffer resuspendiert. Die Suspension wurde fiir 10 min auf Eis

inkubiert und anschlieBend gevortext.



4.2.3.2. Proteinbestimmung nach Bradford
Die Proteinmenge von Zelllysaten wurde photometrisch nach Bradford bestimmt. Hierbei wurden
5ul der Probe mit 200 uL Bradford-Reagenz in einer 96-Well ELISA-(Enzyme Linked
Immunosorbent Assay)-Platte gemischt, 5 min bei RT inkubiert und im ELISA-Plattenlesegerit die
Absorption bei 595 nm gemessen. Bei der Bradford-Reaktion reagiert der Farbstoff
Triphenylmethan-Coomassie Brillant Blue G-250 mit den kationischen und unpolaren Seitenketten
von Aminosduren und &ndert sein Absoptionsmaximum von 470 auf 595 nm. Zur genauen

Quantifizierung der Proteinmenge der Proben wurde eine BSA-Standardreihe mitgefiihrt.

4.2.3.3. SDS-PAGE (Sodium Dodecylsulfat - Polyacrylamid Gelelektrophorese)

APS: 10 % in H,O bidest.
Sammelgel-Pufter: pH 6,8, 0,5 M TRIS, 0,4 % SDS
Trenngel-Puffer: pH 8,8, 1,5 M TRIS, 0,4 % SDS

Laemmli-Probenpuffer:  4x: 240 mM TRIS pH 6,8, 4 % SDS, 40 % Glycerol, Bromphenolblau

SDS-Gel-Laufpuffer: 25 mM TRIS, 0,189 M Glycine, 1 % SDS

Die zu analysierenden Proteine wurden anhand ihres Molekulargewichtes unter denaturierenden
Bedingung mit SDS-(Sodium Dodecylsulfat)-Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt.
Fir die SDS-PAGE wurde zunichst Laemmli-Puffer + 10 % B-Mercaptoethanol zu den
Proteinproben gegeben und diese dann fiir 10 min bei 95 °C gekocht. 10 — 20 pg der vorbereiteten
Proben wurden anschlieBend zusammen mit einem Groflenmarker (SeeBlue Pre-stained protein
ladder) auf ein Polyacrylamid-Gel aufgetragen, welches aus einem 10-12 %igen Trenngel und
einem 4 %igen Sammelgel zusammengesetzt war. Die Elektrophorese wurde in Laufpuffer unter

einer Stromstirke von 25 mA pro Gel durchgefiihrt.

Die verwendeten Gele setzten sich wie folgt zusammen:

Sammelgel: 10 % Trenngel: 12 % Trenngel:
H,O0 3,3 mL 4 mL 3,6 mL
Puffer 1,25 mL 2 mL 2 mL
Acrylamid 0,5 mL 2mL 2,4 mL
TEMED 15 uL 15 uL 15 uL

APS 15 uL 15 uL 15 uL



4.2.3.4. Western Blot / Immunoblot

Transfer-Puffer: 24,9 mM Tris, 0,192mM Glycine

Blockpuffer: 5 % Milchpulver in TBST
TBST: 0,14 M NaCl, 0,02 M TRIS pH 7.6, 0,1 % Tween 20

Die durch die SDS-PAGE der GroBle nach aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe der Western
Blot Methode, auch Immunoblot genannt, auf eine Polyvinylidenfluorid-(PVDF)- oder
Nitrozellulose-Membran iibertragen. Die PVDF-Membranen wurden zunéchst kurz mit Ethanol
aktiviert und mit Wasser gewaschen. Die Nitrozellulose-Membranen wurden in Transfer-Puffer
equilibriert. Das Blotten der Proteine auf diese Membranen wurde in der Biorad Blot-Kammer in

Transfer-Puffer unter einer Stromstérke von 400 mA tiiber 1 h durchgefiihrt.

Nach Beendigung der Protein-Transfers wurden die Nitrocellulose-Membranen 10 min in PBS
gekocht und anschlieBend zusammen mit den PVDF-Membranen in Blockpuffer 1 h bei RT

geschwenkt.

Die Inkubation mit dem 1:1000 in Blockpuffer verdiinnten Primarantikorper erfolgte iiber Nacht

bei 4 °C auf den Rotationsschiittler.

Am folgenden Tag wurden die Membranen dreimal mit TBST gewaschen und anschlieBend mit
dem Meerrettich-Peroxidase-(HRP)-gekoppelten Sekundarantikérper auf dem Schwenker 1 h bei
RT inkubiert. Nach weiteren drei Waschschritten in TBST konnten die Membranen mit dem
Enhanced Chemiluminescence (ECL) System entwickelt werden. Die Reaktion der Peroxidase mit
dem ECL Substrat fithrte zur Emission von Licht, welches durch Exposition eines Rontgenfilms

sichtbar gemacht wird.

4.2.3.5. Gelfiltration
Lysepuffer: 50 mM Tris-HCL, pH 7.5, 1 mM MgCl,, 1 mM DTT

Elutionspuffer: 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 150 mM NaCl

Zur groBenabhéngigen Fraktionierung von Proteinen wurde eine Gelfiltration durchgefiihrt. Hierfiir
wurden die aus 10 cm-Schalen gepoolten Zellen geerntet, in 1 mL Lysepuffer resuspendiert und
15 min auf Eis inkubiert. Die Suspension wurde mit einer 1 mL Spritze 20x durch eine 20 G
Kaniile (Braun) gezogen und anschliefend fiir 15 min bei 4 °C und 15000 rpm zentrifugiert.
Anschlieend wurde der Proteingehalt der Probe durch Proteinbestimmung nach Bradford (Kapitel
4.2.3.2) ermittelt. Die Superdex 200 HR 10/30 Siule wurde in das Akta XXX System eingebaut



und mit Elutionspuffer eqilibriert. Es wurden 2 — 3 pg Protein in einem Gesamtvolumen von
500 uL auf eine Superdex 200 HR 10/30 Sdule gegeben und mit Elutionspuffer bei einer
Fliefigeschwindigkeit von 0,3 mL/min eluiert. Das Eluat wurde in Fraktionen zu je 500 pL
aufgefangen und fiir SDS-PAGE und Western Blot vorbereitet.

4.2.3.6. Loslichkeits-Assay

Lysepuffer: 0,5 % Triton X 100 in PBS, 0,5 % DOC (Deoxycholat)

Um die Loslichkeit von Proteinen zu analysieren wurde ein Loslichkeits-Assay durchgefiihrt.
Hierfiir wurden die Zellen einer 3,5 cm-Schale geerntet, in 180 uL Lysepuffer resuspendiert und
5 min auf Eis inkubiert. Nach kurzem Vortexen wurden die Proben fiir 20 min bei 4 °C und
13000 rpm zentrifugiert. 150 uL Uberstand wurden in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt und mit
50 uL 4x Laemmli Puffer + 10 % B-Mercaptoethanol versetzt. Diese Probe wurde als Uberstand-
Fraktion (S = engl. Supernatant) bezeichnet. Der restliche Lysepuffer wurde vom Pellet
abgenommen und verworfen und das Pellet mit 300 uL. PBS gewaschen und anschliefend in
200 uL 2x Laemmli Puffer + 10 % B-Mercaptoethanol resuspendiert. Die Pellet-Proben wurden
30 min bei 50 °C und 600 rpm im Thermo-Schiittler inkubiert. Die Analyse der beiden Fraktionen
(S = Uberstand, P = Pellet) erfolgte mittels SDS-PAGE und Western Blot.

4.2.3.7. Ko-Immunprazipitation
Lysepuffer: 0,5 % Triton X 100 in PBS

Beads: Anti-c-Myc-Agarose Beads
Monoclonal Anti-HA-Agarose Beads

Um Interaktionen von Proteinen zu analysieren wurden Ko-Immunprizipitationen durchgefiihrt.
Hierfir wurden 1 pg Plasmid-DNA der zu untersuchenden Proteine pro 10 cm-Schale in
HEK293T-Zellen mit Kalziumphosphat transfiziert. Am néchsten Tag wurde das Medium auf den
Zellen gewechselt und am Tag zwei nach der Transfektion die Zellen geerntet, in 1 mL Lysepuffer
resuspendiert, 5 min auf Eis inkubiert und anschlieBend sofort fiir 15 min bei 4 °C und 13000 rpm

zentrifugiert. Der Uberstand wurde nach der Zentrifugation in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt.

Als sogenannte Input-Kontrolle wurden 50 pL. der Probe abgenommen, in ein neues
Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt, mit 50 pL 2x Laemmli-Puffer + 10 % B-Mercaptoethanol versetzt und
10 min bei 95 °C gekocht.



Fiir die Immunprizipitation wurden die Uberstinde mit Antikdrper-gekoppelten Beads auf dem
Schwenker inkubiert. Vor der Zugabe zu den Proben wurden die bendtigten Antikorper-gekoppelten
Beads zweimal mit PBS und zweimal mit Lysepuffer gewaschen. Nach der Inkubation mit den
Beads wurden die Suspensionen 5 min bei 5000 rpm zentrifugiert und 50 pL des Uberstandes als
sogenannte Output-Kontrolle abgenommen und fiir SDS-PAGE und Western Blot vorbereitet. Die
Beads wurden zweimal mit Lysepuffer und zweimal mit PBS gewaschen, mit 2x Laemmli Puffer +

10 % B-Mercaptoethanol versetzt und fiir SDS-PAGE und Western Blot vorbereitet.

4.2.3.8. Immunprazipitation von endogenem HOIP

Nicht denaturierender Lysepuffer: 1 % Triton X 100 in PBS

Antikorper: Kaninchen Anti-RNF31 (HOIP) Sigma SAB2102031
Kaninchen Anti-c-Myc

Beads: Protein-A-Sepharose

Um die Auto-Inhibierung von HOIP zu untersuchen wurde endogenes Protein mit Hilfe eines anti-
HOIP Antikorpers immunpréazipitiert, welcher an die HOIP-LDD-Doméne bindet. Hierfiir wurden
1 ug PACRG oder pCDNA3.1-Leervektor pro 10 cm-Schale in HEK293T-Zellen mit
Kalziumphosphat transfiziert. Am nichsten Tag wurde das Medium auf den Zellen gewechselt und
am Tag zwei nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet, in 1 mL Lysepuffer resuspendiert,
5 min auf Eis inkubiert und anschlieBend sofort fiir 15 min bei 4 °C und 13000 rpm zentrifugiert.

Der Uberstand wurde nach der Zentrifugation in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt.

Als sogenannte Input-Kontrolle wurden 50 plL der Probe abgenommen, in ein neues
Reaktionsgefdl iiberfiihrt, mit 50 pL 2x Laemmli-Puffer + 10 % B-Mercaptoethanol versetzt und
10 min bei 95 °C gekocht.

Fiir die Immunprizipitation wurden die Uberstidnde mit 1 uL anti-HOIP Antikérper oder 1 pL anti-
Myc Antikdrper (als Kontrolle) {iber Nacht bei 4 °C auf dem Schwenker inkubiert. Am folgenden
Tag wurden die bendtigten Protein-A-Sepharose-Beads zweimal mit PBS und zweimal mit
Lysepuffer gewaschen bevor sie zu den Proben gegeben wurden. Die Proben wurden anschlieend
mit den Beads fiir 4 h bei 4 °C auf dem Schwenker inkubiert. Nach der Inkubation wurden die
Suspensionen 5 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Die Beads wurden zweimal mit Lysepuffer und
zweimal mit PBS gewaschen, mit 2x Laemmli Puffer + 10 % B-Mercaptoethanol versetzt und fiir

SDS-PAGE und Western Blot vorbereitet.



4.2.3.9. Nachweis linearer Ubiquitin-Ketten mittels Immunprazipitation
Lysepuffer 1: 1 % SDS in PBS

Lysepuffer 2: 1 % Triton X 100 in PBS

Zum Nachweis der linearen Ubiquitinierung von Proteinen wurden zunéchst pro Probe 2 —4
10 cm-Schalen mit 2x 10° HEK293T Zellen ausplattiert. Am Folgetag wurden die Zellen mit
Kalziumphosphat transfiziert und am Tag zwei nach der Transfektion behandelt und geerntet. Es

wurden pro Probe die Zellen von zwei Schalen in einem Reaktionsgefd3 gepoolt.

Das Zellpellet wurde in 1 mL 1 % SDS in PBS (Lysepuffer 1) resuspendiert, gevortext und 10 min
bei 95 °C im Heizblock inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben zum homogenisieren mit Hilfe
einer 1 mL Spritze siebenmal durch eine G-20 Kaniile (Braun) gezogen und in ein 15 mL Falcon
iiberfithrt. Nach der Zugabe von 9 mL kaltem 1 % Triton X 100 in PBS wurden die Proben 15 min
bei 4 °C und 4000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Falcon iiberfiihrt. Um die
Expression der eingebrachten DNA zu iberpriifen, wurden 50 pL Lysat als Input-Kontrolle
entnommen, mit 50 pL 2x LSB + 10 % B-Mercaptoethanol vermischt und bei 95 °C fiir 10 min
erhitzt. Uber Nacht wurde das Lysat mit 15 pg rekombinantem Protein (Strep-Tag 11 WT UBAN)
bei 4 °C unter sanftem Schwenken inkubuiert. Bei rekombinantem UBAN handelt es sich um die
UBAN-Domine von NEMO, die mit einem Strep-Tag II versehen ist und spezifisch lineare
Ubiquitin-Ketten erkennt und bindet. Am Folgetag der Inkubation mit rekombinantem UBAN
wurden pro Ansatz 20 uL Strep-Tactin Beads zweimal mit PBS und zweimal mit 1 % Triton X 100
in PBS gewaschen und zu den Proben gegeben um an die UBAN-Doméne gebundene Proteine mit
linearen Ubiquitin-Ketten zu prézipitieren. Strep-Tactin Beads binden den Strep-Tag II der
rekombinanten UBAN-Doméne. Die Inkubation mit den Beads erfolgte fiir 4 h bei 4 °C unter
leichtem Schwenken. Nach Ende der Inkubation wurden die Proben 5 min bei 4 °C und 4000 rpm
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen, alle Beads der gleichen Proben gepoolt und erneut
zweimal mit 1 % Triton X 100 in PBS und zweimal mit PBS gewaschen. Zuletzt wurden die Beads
in 50 — 80 uLL 2x Laemmli Puffer + 10 % B-Mercaptoethanol aufgenommen und 10 min bei 95 °C
gekocht. Die Analyse erfolgte mittels SDS-PAGE und Western Blot.



4.2.3.10. Radioaktive Markierung von Proteinen — Pulse/Chase Experimente
Hunger-Medium: DMEM -Met

Medium zur radioaktiven Markierung: DMEM -Met + 300 pCi/mL 33S-(Schwefel)-ProMix
Lysepuffer: 0,5 % Triton X 100 in PBS

Beads: anti-HA Agarose-Beads

Zur Analyse der Stabilitdt von Proteinen bzw. der Geschwindigkeit des Abbaus spezifischer
Proteine in der Zelle, wurden sogenannte Pulse/Chase Experimente durchgefiihrt. Hierfiir wurden
7x 10° HEK293T-Zellen pro 3,5 cm Schale ausplattiert und am Folgetag mit HA-PACRG oder HA-
HOIP oder einer Kombination beider Proteine transfiziert. Am nichsten Tag wurden die Zellen
zunidchst zweimal mit Methionin-freiem Zellkulturmedium gewaschen und fiir 30 min bei 37 °C in

diesem Medium inkubiert. Nach Beendigung der Inkubationszeit wurde das Medium gewechselt

und pro Well 500 uL. Medium zugegeben, welches 300 pCi/mL 353-(Schwefel)-ProMix enthielt.
Die schweren Schwefel-Isotope werden in das Methionin der in den Zellen neu synthetisierten
Proteine eingebaut und so diese Proteine radioaktiv markiert. Diese radioaktive Markierung wird
auch Pulse genannt. Die Zellen wurden fiir 1 h in diesem Medium inkubiert und anschlieBend
zweimal mit normalem Medium gewaschen. Fiir die weitere Dauer des Versuches wurden die
Zellen in normalem Medium inkubiert. Die Zellen wurde zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
radioaktiven Markierung (Pulse) geerntet. Die Zeitspanne zwischen dem Pulse und der Zellernte
wird als Chase bezeichnet. Fiir den hier durchgefiihrten Versuch wurden als Chase-Zeiten O h,
30 min, 3 h und 8 h gewihlt. Die Zellen wurden nach der Ernte in 500 pL Lysepufter lysiert, 5 min
auf Eis inkubiert und und 15 min bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand der
Zentrifugation wurde in ein neues Reaktionsgefdl iiberfilhrt und die HA-getagten Proteine mit
Hilfe von anti-HA-gekoppelten Agarose-Beads immunprizipitiert. Hierfiir wurden die Uberstinde
iiber Nacht bei 4 °C unter dauerndem Schwenken mit den gewaschenen Beads inkubiert. Am
Folgetag wurden die Beads fiir 5 min bei 5000 rpm und 4 °C herunter zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und die Beads zweimal mit Lysepuffer und zweimal mit PBS gewaschen. Zuletzt
wurden 50 pL 2x Lammli-Probenpuffer zu den Beads gegeben und diese fiir 10 min bei 95 °C
gekocht. Die Proteine der Proben wurden mittels SDS-PAGE der GroBe nach aufgetrennt, die Gele
getrocknet und die radioaktiv markierten immunprézipitierten Proteine durch Exposition eines

Rontgenfilmes sichtbar gemacht.



4.2.4. Mausmethoden

4.2.4.1. Tierhaltung
Die Haltung der verwendeten Mauslinien erfolgte artgerecht gemdfl dem Tierschutzgesetz
(TSchQG). Die Tiere waren einem 12 h Tag/Nacht Rhythmus ausgesetzt mit Futter und Wasser ad

libitum.

4.2.4.2. Praparation primarer kortikaler Neuronen
Poly-L-Lysin: 100 pg/mL Poly-L-Lysin in H,O
HBSS + HEPES: HBSS + 10 uM HEPES

Papain-Medium: 200 U Papain, 0,01 g Cystein in 10 mL DMEM GlutaMax (ohne FCS und
Pen/Strep)

Primédre kortikale Neuronen wurden auf Poly-L-Lysin beschichteten Platten ausplattiert. Hierfiir
wurde eine 100 pg/mL Poly-L-Lysin Losung hergestellt, diese anschlieBend durch einen 0,2 um
Polyethylenstyrol-(PES)-Filter sterilfiltriert und 1,5 mL dieser Losung pro 3,5 cm-Schale pipettiert.
Die Schalen wurden iiber Nacht bei RT mit dem Poly-L-Lysin inkubiert und am Folgetag dreimal

mit deionisiertem autoklavierten Wasser gewaschen.

Die Isolierung primérer kortikaler Neuronen erfolgte aus 14,5 — 15,5 dpc (engl. days post coitum,
Tage nach dem Geschlechtsverkehr) alten Embryonen. Die schwangere Maus wurde durch
zervikale Dislokation getdtet, die Embryonen entnommen und in PBS fiberfiihrt. Die Gehirne
wurden prépariert, die Meningen entfernt und die Kortizes in HBSS + HEPES f{iberfiihrt. Zur
Dissoziation der Zellen wurden die Kortizes in steril-filtriertem Papain-Medium 15 min bei 37 °C
im Wasserbad inkubiert, einmal mit Medium (DMEM GlutaMax + 10 % FCS) gewaschen und
anschliefend in 3 mL Medium 10 —20x mit einer 2 mL serologischen Pipette tituiert. Nach dem
Sedimentieren der nicht vereinzelten Gewebeteile wurde der Uberstand abgenommen und 5 min
bei 4 °C und 1000 rpm zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen

und verworfen und das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert, die Zellsuspension in der

Neubauer Kammer gezéhlt und mit einer Zelldichte von 1,5x 10 Zellen pro 3,5 cm-Schale
ausplattiert. Die Platten wurden bei 37 °C fiir 3 h im Brutschrank inkubiert, bevor das Medium in
2 mL Neurobasal + 1x B27 + Pen/Strep gewechselt wurde.

Die primiren Neuronen wurden 3 —5 Tage in Kultur gehalten, bevor sie fiir Experimente

verwendet wurden.



4.2.5. Statistik

Die Daten werden als Mittelwert +/- SEM (engl. Standard Error of the Mean = Standardfehler des
Mittelwertes) dargestellt. Die statistische Analyse wurde unter Verwendung von Anova (engl.
Analysis of Variance) oder dem Students T-TEST erstellt. Die P-Werte werden folgendermalf3en
angegeben: *p < 0.05; **p <0.01; ***p < 0.001.



Il. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abb. Abbildung
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