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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Allgemeine Einfiihrung in die Parkinsonsche Krankheit (PK)

1817 beschrieb James Parkinson, ein britischer Arzt, erstmals in seinem ,,Essay on the
Shaking Palsy* (Abhandlung iiber die Schiittellihmung) einen Patienten, der die typischen
klinischen Symptome zeigte, die aus einer Reihe primérer motorischer Storungen bestehen,

die mit der PK einhergehen (vgl. Abbildung 1).

B

R BAY

E ]

SRAKING PALSY.

Abbildung 1: Erste Dokumentation der Symptome eines Parkinson Patienten durch James Parkinson

Die erste Dokumentation iiber einen Parkinson-Patienten ,,Essay on the Shaking Palsy* geschrieben von
James Parkinson, 1817.

Die Krankheit beginnt schleichend und weitgehend unspezifisch. Oft fiangt es mit Schulter-
oder Nackenschmerzen an. Depressive Verstimmungen sind auch ein hiufiges
Anfangssyndrom. Die Auswirkung der Krankheit zeigt sich in Bewegungsstorungen bis
hin zur kompletten Bewegungslosigkeit. Die Kardinalsymptome sind: Rigor
(Muskelsteifheit), Bradykinese/Akinese (langsame/fehlende Bewegung), Tremor
(unwillkiirliches, regelméBiges Zittern einer Extremitédt, des Kopfes oder des ganzen
Korpers) und Haltungsinstabilitit (Gang- und Gleichgewichtsstorungen).

Die PK beginnt im allgemeinen im Alter zwischen 40 und 70 Jahren. In den westlichen
Lindern leidet ungefihr 1% der 65jdhrigen an der PK, die Erkrankungshiufigkeit steigt
mit zunehmendem Alter. Ménner sind hdufiger betroffen als Frauen (ca. 3:2) (Nussbaum et
al., 2003); (Dawson et al., 2003). Somit ist die PK die zweithdufigste neurodegenerative
Erkrankung nach der Alzheimerschen Krankheit.

14



Einleitung

Nur etwa 10% der PK-Fille sind monogen vererbt (Dauer et al., 2003). Der Rest ist
zuriickzufiihren auf genetische Risikofaktoren, Umwelteinfliisse, oder Toxine wie z.B. 1-
Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP), ein Nebenprodukt bei der Synthese
einer heroinartigen Designerdroge, Paraquat, ein Herbizid oder Rotenon, ein Insektizid
(Lang et al., 1998a; Lang et al., 1998b). Lange glaubte man, dass die PK nicht genetisch
bedingt sei, da die meisten Fille sporadisch auftraten. Daher konzentrierte sich die
experimentelle PK-Forschung anfangs auf Toxin-induzierte Tier- und Zellkulturmodelle,
die die typischen neuropathologischen Merkmale der PK hervorrufen konnten. Die vier
bekannten Toxin-Modelle sind 6-Hydroxydopamin (6-OHDA), MPTP, Paraquat und
Rotenon und werden unter Kapitel 1.4.1.2 genauer beschrieben. Erst die Ergebnisse von
Zwillingsstudien eineiiger und zweieiiger Zwillinge zeigten, dass bei Patienten, bei denen
die Krankheit unter 50 Jahre auftritt, eineiige Zwillinge eine hohere Konkordanzrate
zeigten als zweieiige. Obwohl die PK eine Alterserkrankung ist, gibt es durchaus auch
Fiélle von juvenilem (<20 Jahre) oder frith beginnendem Parkinson (30-40 Jahre). Diese
Formen sind meist erblich bedingt (Nussbaum et al., 2003; Pankratz et al., 2004).

Die Ursachen fiir die Erkrankung sind noch nicht vollstindig verstanden. Verlust von
dopaminergen Neuronen in der Substantia Nigra pars compacta (SNpc) und Stérung der
nigostriatalen Verbindung sind verantwortlich fiir die lokomotorischen Symptome der PK.

Klinisch wird die klassische PK als Krankheit beschrieben, die oben genannte Symptome
aufweist und eine verminderte Dopaminkonzentration im Striatum zeigt. Dieser Verlust an
dopaminergen Neuronen kann in bildgebenden Verfahren wie der Positron
Emissionstomographie (PET) gezeigt werden. Dabei wird die Dopamintransporterdichte
durch die Aufnahme von '*F-Dopa gemessen und je nach Stirke der radioaktiven
Strahlung die Regionen des Hirns in unterschiedlichen Farbabstufungen dargestellt (vgl.
Abbildung 2).
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18F-DOPA PET

Abbildung 2: PET Abbildung des Hirns eines Parkinsonpatienten im Vergleich zu einem Kontrollhirn

A) Kontrollhirn eines gesunden Patienten mit regelrechter Aufnahme von '*F-Dopa im Striatum (starke
Gelbfirbung) B) Hirn eines Parkinsonpatienten mit verminderter Aufnahme von '*F-Dopa im Striatum
(verminderte Gelbfiarbung) (Dekker et al., 2004).

Die endgiiltige Diagnose kann aber erst post-mortem vorgenommen werden. Die
neuropathologischen Charakteristika sind zusitzlich zum Verlust der dopaminergen
Neurone in der SNpc so genannte Lewy-Korperchen (LK). Diese neuronalen Einschliisse
wurden von Friedrich Lewy 1912 erstmals beschrieben (Forman et al., 2005) und bestehen
aus aggregierten, unloslichen Proteinen sowie Lipidbestandteilen. Die genauen
molekularen und zelluliren Mechanismen der Pathogenese liegen aber weit gehend im
Unklaren.

Eine édtiologische Einteilung der bekannten Parkinsonfille erfolgt folgendermafen: 1.)
sporadische bzw. idiopathische, 2.) familidre und 3.) sekundire Parkinsonfille. 80% der
Parkinsonfille sind idiopathische Félle wie von James Parkinson beschrieben. Familidre
Parkinsonfille, die erblich bedingt sind, treten dagegen seltener auf. Sekundérer Parkinson
wird durch Toxine, Medikamente, Tumoren, Traumata, Durchblutungsstorungen oder
Infektionen hervorgerufen (Dauer et al., 2003).

Die Therapiemoglichkeiten von Parkinsonpatienten beschrinken sich auf eine Linderung
der langsam fortschreitenden Krankheit. Eine ursdchliche Heilung ist jedoch heute nicht
moglich. Die hiufig angewandte medikamentdse Therapie besteht im Wesentlichen darin,
steigende Konzentrationen von L-Dopa, einer Vorstufe der Dopaminbiosynthese, zu
verabreichen. Damit soll der Verlust des Neurotransmitters Dopamin ausgeglichen werden
und die Kardinalsymptome gelindert werden. Diese Methode wird vor allen Dingen bei
Patienten iiber 70 Jahren angewandt. Bei jiingeren Patienten verabreicht man sogenannte
Dopamin-Agonisten, fiir die mehr Bindungsstellen fiir Dopamin im Gehirn zur Verfiigung
stehen (Djaldetti et al., 2002). Wenn diese Behandlung versagt kombiniert man die

Dopamin-Agonisten mit Hemmstoffe von Enzymen, die den Abbau von Dopamin hemmen
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wie zum  Beispiel = Cathechol-O-Methyltransferase =~ (COMT)-Hemmer  oder
Monoaminoxidase (MAO)-B-Hemmer. Chirurgische Eingriffe erfolgen nur, wenn die
medikamentdsen Verfahren nicht mehr greifen oder wenn erhdhter Tremor vorliegt, der
anders nicht behandelt werden kann. Die tiefe Hirnstimulation beruht auf Einsatz von
Elektroden, die im Nucleus subthalamicus oder Globus pallidus des Gehirns eines
Parkinsonpatienten eingefiihrt werden und zur Stimulation der Neurotransmitter

angeschaltet sind (Volkmann, 2004).

1.2 Neuropathologische Charakteristika der PK

Die pathologischen Merkmale der PK sind zum einen der Verlust nigrostriataler
dopaminerger Neurone sowie das Auftreten von intraneuronalen zytoplasmatischen
proteinhaltigen Einschliissen, LK. Die Nervenbahnen von der SNpc zum Putamen sind
stark gestort und die Nervenendigungen degenerieren im Laufe der Zeit immer weiter (vgl.

Abbildung 3).

A) | Normal '- B) | Pk

Caudate

Futamen

~——INigostriataler|—
Weg

Abbildung 3: Neuropathologie der PK

Schematische Darstellung der A) normalen nigrostriatalen Verbindung zwischen SNpc und dem Putamen
bzw. Nucleus caudatus (dicke durchgehende Linie) und B) der degenerierten Projektion von Neuronen eines
Parkinsonpatienten (gestrichelte Linie in rot) (Dauer et al., 2003).

Die mesolimbischen dopaminergen Neurone, welche sich gegeniiber der SNpc im
ventralen tegmentalen Areal (VTA) befinden, sind weniger von dem Verlust der Neurone

betroffen (Uhl et al., 1985).
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Das Schwinden der dopaminergen Neurone kann man unter anderem an der
Depigmentierung der SNpc erkennen, die beim gesunden Menschen durch Neuromelanin
schwarz gefarbt ist (Marsden, 1983) (vgl. Abbildung 3). Wenn die typischen
Leitsymptome (vgl. Kapitel 1.1) im Patienten auftreten, sind normalerweise schon 60% der
dopaminergen Neurone der SNpc degeneriert.

Es sind aber auch in anderen Hirnregionen Neurone durch das Fortschreiten der Krankheit
betroffen. Nicht-dopaminerge Neurotransmitter, wie noradrenerge, serotonerge oder
cholinerge Neurone sind in ihrem Wirkungsbereich gestort, aber diese Lisionen
korrelieren klinisch gesehen nicht so stark mit lokomotorischen Symptomen wie der
Verlust der dopaminergen Neurone in der SNpc (Dauer et al., 2003).

Ein zweites pathologisches Merkmal der PK sind die LK, die auch bei der LK-Variante der
Alzheimerschen Krankheit und reiner LK-Demenz auftreten (Gibb et al., 1988). Diese
eosinophilen, sphirischen Einschliisse sind ca. 15um grof, besitzen einen dichten Kern aus
a-Synuclein-Fibrillen und vielen weiteren Komponenten wie z. B. Ubiquitin,
Hitzeschockproteinen und Neurofilamenten welche von einem blassen Halo begrenzt sind.
LK konnen experimentell durch Uberexpression von o—Synuclein in verschiedensten

Spezies induziert werden (vgl. Abbildung 4).
B) 3 c)* D)

-

Flege @~ Maus '~ _ Mensch

Abbildung 4: Immunohistologie von LK und Lewy-Neuriten (LN) in verschiedenen Spezies

Mikroskopische Bilder von Proteineinschliissen in der A) Hefe (Outeiro et al., 2003), B) der Fliege (Feany et
al., 2000), C) der Maus ) und D) dem Menschen (von M. Neumann, LMU Miinchen, zur Verfiigung gestellt).

Die wichtigste pathophysiologische Auffilligkeit eines Parkinsonpatienten, ndmlich
oxidativ modifizierte Proteine und Lipide, die letztendlich zur Schiddigung der
Mitochondrien und damit zum Zelltod fithren, werden im Kapitel 1.4 auf zelluldrer Ebene

niher ausgefiihrt.

1.3 Parkinson assoziierte Gene

Ein Hauptrisikofaktor fiir die PK ist das Alter. Lange Zeit glaubte man, dass
Umweltfaktoren als zweiter Risikofaktor eine gro3e Rolle in der PK spielen (Dekker et al.,
2003b). Die Genetik spielte eine untergeordnete Rolle. Allerdings bemerkte man dann,

18



Einleitung

dass Parkinsonpatienten oftmals betroffene Verwandte hatten und in weiteren Studien
wurden Familien identifiziert und charakterisiert, die eine Vererbung nach Mendel
aufwiesen (Marder et al., 2003). Gezielte Suche in einzelnen betroffenen Familien, die an
Parkinson leiden, ergab seit 1997 10 Gene, die mit der PK segregieren. Diese Gene sind in

Tabelle 1 aufgefiihrt.
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Locus |Gen [Chromosom|Proteinfunktion [Vererbung[Referenz

PARKI1 |g+SYNUCLEIN Kq21 Stabilisierung undjdominant |(Polymeropoulos
Punktmutation Freisetzung synap- et al., 1997)

tischer Vesikel

PARK?2 |[PARKIN 6q25.2-27 |Ubiquitin Ligase |rezessiv  |(Kitada et al.,

1998)
PARK3 |? 2pl13 ? dominant |(Gasser et al.,
1998)

PARK4 |g-SYNUCLEIN W¥q21 Stabilisierung undjdominant |(Singleton et al.,
genomische Freisetzung synap- 2003)
Multiplikationen| tischer Vesikel

PARKS [UCH-LI 4pl4-15 Ubiquitin dominant |(Leroy et al,

hydrolase/ligase 1998)
PARKG6 [PINK-1 1p35-36 Mitochondriale rezessiv~ |(Valente et al,
Protein Kinase 2004)
PARK?7 [DJ-1 1p36 Oxidative Irezessiv (Bonifati et al.,
Stressantwort 2003a; Bonifatj
et al., 2003b;
Bonifati et al.,
2003c¢)

PARKS |[LRRK-2 12p11.2- Zytosolische dominant |(Paisan-Ruiz ef]

ql13.1 Proteinkinase al., 2005;

Zimprich et al,
2004)

PARK10}? 1p32 ? dominant |(Hicks et al,
2002)

PARKI11|GIGYF2? 2q34 Insulin Rezeptor  |dominant [(Pankratz et al.,
Signaltransduktion?, 2003)

Tabelle 1: 10 bekannte Loci und Gene, die mit monogen vererbten PK assoziiert sind.

Die 6 bekannten, mit der PK assoziierten Gene und deren Produkte, a-Synuclein, Parkin,

Ubiquitin Carboxyl-terminale Hydrolase-LL1 (UCH-L1),

20

PTEN-induzierte Kinase-1



Einleitung

(PINK-1), DJ-1 und Leucin-reiche Repeat Kinase-2 (LRRK-2) werden nun kurz

beschrieben.

1.3.1 Dominante Gene

1.3.1.1 a-SYNUCLEIN

Das erste Gen, welches im Zusammenhang mit Parkinson gefunden wurde, war o~
SYNUCLEIN. 1997 identifizierten Polymeropoulos und Kollegen eine dominante Mutation
im o~SYNUCLEIN Gen, welche in einer kleinen Anzahl von griechisch-sizilianischen
Familien auftrat, die AS3T Mutante (Polymeropoulos et al., 1997).

Die Synucleine bilden eine Protein-Familie bestehend aus o, - und y-Synuclein. o-
Synuclein ist nativ ungefaltet, besitzt eine «-helikale N-terminale Domine (60
Aminosduren (AS)), eine ungefaltete azide C-terminale Domine (40 AS) und eine
hydrophobe NAC-Domine (non-amyloid component of plaques) (40 AS). Diese NAC-
Domiine besitzt die Eigenschaft zu aggregieren (Bodles et al., 2004) (vgl. Abbildung 5).

Lipidbindungs-Domiine NAC-Domiine flexibler C-Terminus

SE () () O E)EEC

%
Autosomal vererbte PK:

~ . o e s

[ *Genomische Triplikation

] .

< ePunktmutation

N- 1 2

E46K #|*

A30P #|<¥

Abbildung 5: Schematische Darstellung des PARK1-Genprodukts o-Synuclein

Die einzelnen Doménen von ¢-Synuclein sind hervorgehoben: Die N-terminale Lipidbindungs-Domine mit
6 imperfekten Wiederholungen folgender AS: KTKEGYV, die leicht aggregierbare NAC-Doméne und der
flexible azide C-Terminus. Sterne markieren Punktmutationen, die mit der PK segregieren: A30P, E46K und
AS53T (Quelle: Kahle et al., 2002).

Eine monomere ungefaltete Struktur von o-Synuclein in LOsung befindet sich im
Gleichgewicht mit einer gefalteten, strukturierten Form von «-Synuclein an Vesikeln
(Nuscher et al., 2004). Dort bindet der ai—helikale N-Terminus inklusive der NAC-Domine
an die Vesikel, wihrend der C-Terminus ungefaltet bleibt. Somit scheint a—Synuclein
beim Transport oder der Freisetzung von synaptischen Vesikeln im Gehirn involviert zu
sein, wo es auch am meisten exprimiert wird (Abeliovich et al., 2000).

Wird das Gleichgewicht aber durch vermehrte Aggregation von o-Synuclein zu
Oligomeren bzw. Protofibrillen und Fibrillen, einer Ansammlung von sehr unldslichen

Proteinpolymeren, gestort, konnen diese sich zu groen Proteineinschliissen vereinigen, die
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dann die LK bilden (Crowther et al., 2000). Diese sind typisch fiir die Parkinsonpathologie
und andere so genannte o-Synucleinopathien (Sampathu et al., 2003).

Die Fihigkeit zur Aggregation ist erhoht vor allem bei den 4 bekannten a—Synuclein-
Mutanten, die mit der PK assoziiert sind: AS5S3T, E46K, A30P und genomische
Multiplikationen des Wildtyps. Erhohte Gendosis fordert wahrscheinlich die Aggregation
von o-Synuclein, welche ein sowohl konzentrations- als auch nukleationsabhingiger
Prozess ist (Eriksen et al., 2003). Zusitzlich zu den bekannten Mutanten scheint auch eine
erhohte Phosphorylierung am Serin 129 in der C-terminalen Doméne von o—Synuclein zu
einer verstdarkten Aggregation und Bildung von Fibrillen zu fithren. Diese post-
translationalen Modifikationen wurden in Hirnen von Parkinsonpatienten im gréferen
MaBe festgestellt (Fujiwara et al., 2002).

Es ist stark umstritten, ob die zuerst geformten Oligomere, die Protofibrillen oder die sich
spiater im Aggregationsprozess bildenden Fibrillen toxisch fiir die Zelle sind. Die
Protofibrillen konnen ringformige Strukturen bilden, die porenartige Eigenschaften haben
und die Membranen von Vesikeln zerstéren konnen (Volles et al., 2003), wihrend die
Bildung von LK und fibrilldarem o—Synuclein stark mit der PK assoziiert ist.
Zusammenfassend kann man festhalten, dass o—Synuclein in der Regulation von
synaptischen Vesikeln eine Rolle spielen konnte und Hauptbestandteil der LK ist.
Auflerdem scheint o-Synuclein zu Aggregation und Fibrillenbildung zu neigen, wenn
entweder Mutationen vorliegen wie im Fall von [AS3T]- und [E46K]-a-Synuclein oder

post-translationale Modifikationen wie Phosphorylierungen.

1.3.1.2 LRRK-2

LRRK-2, auch Dardarin genannt, ist erst kiirzlich im Zusammenhang mit der PK entdeckt
worden (Funayama et al., 2002; Paisan-Ruiz et al., 2005; Zimprich et al., 2004). LRRK-2
ist ein aus 51 Exons bestehendes Gen, welches ein extrem grofles Protein mit einer
molekularen Masse von 286kDa codiert. Es besteht aus mehreren funktionellen Doménen:
eine Ankyrin-Domine, eine leucinreiche Wiederholung von AS, eine MAPKKK (mitogen-
activated protein kinase kinase kinase), Roc (Ras in complex proteins), COR (C-terminal

of Roc), und eine WD40 Doméne (Taylor et al., 2006) (vgl. Abbildung 6).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des PARKS8-Genprodukts LRRK-2

Die einzelnen funktionellen Dominen des LRRK-2-Proteins sind farbig hervorgehoben: Ankyrin (ANK),
Leucinreiche Wiederholung (LRR), Roc-, COR-, Kinase- und eine WD40-Domine. Mutationen, die
nachweislich mit der PK segregieren sind in pink hervorgehoben, mit griin sind Mutationen markiert, iiber
die es noch keine Informationen gibt (Quelle: Taylor et al., 2006).

Es sind 19 verschiedene Mutationen bekannt, die autosomal-dominant vererbten Parkinson
hervorrufen. Mutationen im LRKK-2-Gen sind die hiufigsten in spit auftretenden
familidren = autosomal-dominanten  Parkinsonfdllen. Dabei ist die  héufigste
Aminosduresubstitution die G2019S Mutation in der Kinasedomine. Mutationen in der
Kinasedomine scheinen die Kinaseaktivitit zu erh6hen (Gloeckner et al., 2006; West et al.,
2005). Die physiologische Funktion von LRRK-2 und seine Rolle in der PK ist bisher
vollig unklar. Patienten mit LRRK-2-Mutationen zeigen typische Symptome des
idiopathischen Parkinson, die typischerweise erstmalig im Alter zwischen 50 und 60
Jahren auftreten. Die pathologischen Merkmale sind sehr unterschiedlich und uneinheitlich

(Wszolek et al., 2004).
1.3.2 Rezessive Gene

1.3.2.1 Parkin

Kitada und Kollegen identifizierten das erste rezessive Parkinsongen PARKIN (Kitada et
al., 1998). Patienten mit einer der zahlreichen Parkinmutationen, die mit der PK assoziiert
sind, konnen sehr jung sein, wenn die ersten Symptome auftauchen (<20 Jahre).
Parkinmutationen sind weitaus die hdufigsten Ursachen fiir familidren Parkinson (ca. 50%)
(Liicking et al., 2000).

Parkin ist eine E3-Protein-Ubiquitin-Ligase (Shimura et al., 2000). Es wird vermutet, dass
sie im proteasomalen Abbau von fehlgefalteten und beschéddigten Proteinen involviert ist.

E3-Ligasen binden Ketten aus Ubiquitinmolekiilen, die iiber Lysine verbunden sind, an
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Zielproteine, welche dann vom Proteasom erkannt und abgebaut werden. Parkin enthélt
eine spezielle Anordnung von RING-Dominen, die eine Klasse von E3 Ligasen definiert,

und eine ubiquitindhnliche Doméne (vgl. Abbildung 7).

Exon 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
* - >|<¢>|<>I>|<< **’** o ’. 00*0*00

* k k ok *4: 0** ES **

UBL UPD RING1 IBR RING2

Abbildung 7: Schematische Darstellung des PARK2-Genprodukts Parkin

Parkin besteht aus einer ubiquitindhnlichen Doméne (UBL), einer einzigartigen Parkindoméne (UPD), zwei
Ringfingerdoméinen (RING1 und RING2) und einer Doméne zwischen den Ringfingern (IBR). Sterne und
Rauten markieren Mutationen, die mit der PK einhergehen (Quelle: Kahle et al., 2004).

Der genaue Mechanismus, wie Parkin die Ubiquitinierung seiner Substrate vornimmt, ist
nicht klar, was zum Teil daran liegt, dass die Struktur von Parkin noch nicht aufgeklart ist
(Cookson, 2005). Man kennt einige mégliche Substrate, die von Parkin erkannt und dann
abgebaut werden, darunter synaptische Proteine z.B. Synaptotagmin XI (Huynh et al,
2003) und CDCrell (Zhang et al., 2000), was dafiir sprechen wiirde, dass Parkin eine
synaptische Funktion besitzen konnte. Die nahe liegende Vermutung, dass Parkin auch a-
Synuclein dem Proteasom zufiihrt (Shimura et al., 2001), konnte nicht bestétigt werden.
Parkin bindet an das ,,Carboxy-terminale Hitzeschockprotein 70 (Hsp70) interagierende
Protein®“ (CHIP). Deshalb herrscht die verbreitete Meinung, dass Parkin Teil eines
komplexen Netzwerks ist, welches Proteinabbau kontrolliert (Imai et al., 2002). CHIP
interagiert mit Hsp70 und ist Teil einer Maschinerie, welche fehlgefaltete Proteine
entweder zuriickfaltet oder ins Zytosol transportiert, wo sie dann abgebaut werden
(Przedborski, 2003).

Andere Substrate fiir Parkin wie CDCrell oder der Parkin-assoziierte endothelinartige
Rezeptor (Pael-R) verursachen bei Uberexpression Zelltod nigraler Neurone, wenn
Parkinmutanten eingesetzt werden (Dong et al., 2003). Erstaunlicherweise fand man weder
in Parkin"-Miusen noch in Fliegen typische Parkinsonphinotypen, sondern
mitochondriale Storungen. Diese waren auf Defizite im mitochondrialen Atmungssystem
zuriickzufithren und gingen einher mit der Apoptose der Flugmuskulatur in Fliegen

(Greene et al., 2003; Palacino et al., 2004).
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1.3.2.2 UCH-LI

UCH-L1 ist ein Enzym, welches die Hydrolyse C-terminaler Ubiquitylester katalysiert. Es
scheint also auch eine Rolle beim proteasomalen Abbau zu spielen, indem es die
Ubiquitinmolekiile wieder verwendbar macht, die an Proteine gekettet sind und vor dem
proteasomalen Abbau entfernt werden (Liu et al., 2002). Es gibt eine [93M Mutante im
UCH-LI Gen, welche in einer Familie mit vererbtem Parkinson gefunden wurde und einen
Polymorphismus S18Y, der eine protektive Rolle einnimmt und vor der PK schiitzt (Healy
et al.,, 2004). Die pathogene Mutante 193M besitzt eine verminderte Ligaseaktivitit und
stiitzt damit die Vermutung, dass ein nicht intaktes proteasomales System fiir die PK

kritisch ist (Dauer et al., 2003).

1.3.2.3 DJ-1

DJ-1 codiert ein ubiquitir zytosolisch lokalisiertes, hoch konserviertes Protein, welches
eine Rolle in unterschiedlichsten zelluldren Mechanismen zu spielen scheint (Bandmann,
2004; Cookson, 2003b). Es gibt verschiedene Mutationen, die mit der PK assoziiert sind.
Die beiden pathologisch gesehen aggressivsten Mutanten sind eine Deletion von Exon 1-5
(Dekker et al., 2003a) und die Punktmutation L166P (Bonifati et al., 2003a; Bonifati et al.,
2003b). Beide Mutanten bewirken einen Funktionsverlust, der schlimme Auswirkungen fiir
den Patienten hat und in den typischen Parkinsonsymptomen resultieren. DJ-1 scheint in
der oxidativen Stressantwort eine entscheidende Rolle zu spielen und Zellen gegen
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) zu schiitzen und damit Schidigungen der Mitochondrien
abzuwehren (Canet-Aviles et al.,, 2004; Martinat et al., 2004; Moore et al., 2005). Eine
ausfiihrlichere Beschreibung von DJ-1 folgt in Kapitel 1.5.

1.3.2.4 PINK-1

PINK-1 enthilt eine Serin/Threonin-Kinasedomine, dhnlich den Ca**-Calmodulin (CaM)-
Kinasen (Valente et al., 2004). Die Aktivitit der Kinase ist bisher experimentell nur
autokatalytisch gezeigt worden (Beilina et al., 2005), es wurden bisher weder Substrate
noch Interaktoren gefunden. PINK-1 besitzt zusitzlich ein N-terminales mitochondriales
Lokalisationssignal und ist hauptsdchlich in Mitochondrien zu finden (Valente et al,
2004). Es scheint Zellen vor Apoptose zu schiitzen, wenn man sie proteasomalen
Inhibitoren oder oxidativem Stress aussetzt (MacKeigan et al., 2005; Petit et al., 2005).
Rezessive Mutanten, welche in oder um die Kinasedomine herum mutiert sind, haben

keine Schutzfunktion. Dies konnte aber nur in Zellkultur gezeigt werden (Hatano et al.,
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2004). PINK-1 ist zusammen mit DJ-1 das erste Gen, welches die PK in Zusammenhang
mit mitochondrialen Schiden bzw. Schidigung von Zellen durch fehlenden Schutz vor
oxidativem Stress bringt. PINK-1 Knock-out-Fliegen zeigen einen dhnlichen Phénotyp wie
Parkin Knock-out-Fliegen, der auf Muskeldegeneration und Defiziten in der
mitochondrialen Atmungskette zuriickzufiihren ist. Parkin Uberexpression heilt den PINK-
1 Knock-out Phinotyp, allerdings nicht umgekehrt. Beide Proteine scheinen im selben
Signalweg zu wirken, wobei PINK-1 oberhalb von Parkin agiert (Clark et al., 2006; Park et
al., 2006).

1.4 Vermutete zellulare Mechanismen bei der PK

Die rezessiven Gene lassen einen mechanistischen Zusammenhang mit oxidativem Stress
und dem UPS vermuten. Daher ist es wichtig diese molekularen Mechanismen genauer zu

untersuchen, was im folgenden Abschnitt beschrieben wird.

1.4.1 Oxidativer Stress

1.4.1.1 Einfluss von ROS auf Signaltransduktion

Bei der PK sind insbesondere die Mitochondrien, die eine der Hauptenergiequellen von
Neuronen darstellen, erheblich in ihrer Funktion gestort (Jenner, 2003b). Dabei ist die
Aktivitdit von Komplex I und III in der Atmungskette entscheidend verdndert. Von
Komplex I werden normalerweise zwei Elektronen tiber das Coenzym Q zum Komplex III
tibertragen. Dort werden die Elektronen weiter auf Cytochrom c transferiert und zum
Komplex IV transportiert. Manchmal jedoch werden einzelne Elektronen auf molekularen
Sauerstoff iibertragen und nicht wie vorgesehen auf Cytochrom c. Dabei entstehen extrem
reaktive Sauerstoffradikale wie z. B. Superoxidradikalanionen ('O;’). ROS sind reaktive
Sauerstoffspezies, die eine schiddliche Form des Sauerstoffs darstellen. Zu den ROS
gehoren freie Radikale wie z. B. Superoxid-Radikale (O,”), Hydroxyl-Radikale (HO),
Peroxylradikal von Lipiden (LOO’) und Alkoxylradikal von Lipiden (LO), stabile
molekulare Oxidantien wie z. B. Wasserstoffperoxid (H,0,), Lipidhydroperoxid (LOOH),
Ozon (O3) und die hypochlorige Sdure (OCI) und angeregte Sauerstoffmolekiile z. B.
Singulet-Sauerstoff ('O,). Diese konnen dann von einem Netzwerk aus antioxidativen
Systemen wie z. B. Glutathion (GSH) und Glutathionperoxidasen (Grx), Katalasen (CAT)
oder Superoxid-Dismutasen (SOD) eliminiert werden. Dabei steht die Bildung von ROS

und die Vernichtung durch das Netzwerk aus antioxidativen Enzymen in einem sehr
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sensiblen Gleichgewicht. Ist das sensible Gleichgewicht einmal durch eine Fehlfunktion
gestort, kann das fiir die Zelle verheerende Folgen haben (Finkel et al., 2000) (vgl.
Abbildung 8).

Antioxidative
Endogene Quellen Verteidiqung Exogene Quellen

Mitochondrien Enzymatische Systeme UV.—L.icht
Peroxisomen lonisierende Strahlung
Lipoxygenasen CAT, SOD, GRX Chemotherapeutika
NADPH Oxidase Nicht-enzymatische Entziindliche Zytokine
Cytochrom P450 Systeme GSH Umweltgift

ytochrom Vitamine (A, C und E) mweltgitte

Oxidativer Stress

- 0, RO
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R .
RO NO~ .oH®
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Abnehmende Normales Zufalliger Spezifische
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Geschwéachte Immun- und Stoffwechsel den
antwort \_/

Alterung Krankheit Zelltod

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Quelle oxidativen Stresses und der zelluliiren Antwort der
Zelle auf ROS

ROS werden als Folge von intrazellulirem Metabolismus in Mitochondrien und Peroxisomen genauso wie
von verschiedenen zytosolischen Enzymsystemen generiert. Dazu kommen noch eine Anzahl von externen
Agenzien, die die ROS-Produktion bewirken konnen. Ein sehr sensibles System aus enzymatischen und
nicht-enzymatischen antioxidativen Verteidigungssystemen reguliert den ROS-Spiegel und hilt die
physiologische Homdostase aufrecht. Bei geringen ROS-Mengen kann es zu Stérungen bei der Proliferation
und Verteidigung von Fremdkorpern kommen, bei zu hohem Anteil an oxidativen Spezies kann es zu einer
beschleunigten Alterung oder Zelltod kommen.

Die oxidative Polymerisierung von Dopamin zu Neuromelanin macht die SNpc zu einer
Region im Gehirn, die erhhtem oxidativem Basalstress ausgesetzt ist. In post-mortem-
Studien von Parkinsonpatienten wurde anhand der Detektion von durch Oxidation

modifizierte Lipide, Proteine und DNA (Jenner, 2003b; Jenner et al., 1998) eine Erhohung
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dieses Basalstresses in der SNpc gemessen. Dieser oxidative Stress scheint zumindest
mitverantwortlich fiir das Sterben der dopaminergen Neurone in dieser Hirnregion zu sein.
Ob dies die Ursache oder Folge von anderen Prozessen ist, ist noch unklar. Tatsache ist,
dass in der SNpc der Parkinsonpatienten ein reduzierter Anteil des antioxidativem GSH,
sowie aufgrund von mitochondrialen Fehlfunktionen auch ein erhdhter Anteil von ROS zu
finden ist (Pearce et al.,, 1997). ROS miissen nicht immer schéddlich oder todlich fiir die
Zelle sein. Die ROS-Produktion ist zum Beispiel wichtig fiir die Phagozytose von
schddlichen Eindringlingen. AuBlerdem spielen sie eine wichtige Rolle in verschiedenen
Signalkaskaden. Bei der Stimulation von Zellen durch Wachstumsfaktoren wie z. B.
Insulin wird zytosolisches ROS gebildet (Seo et al., 2005). Dies wiederum ist involviert in
komplexe Phosphorylierungskaskaden, wie z. B. drei mitogen-aktivierte Proteinkinasen
(MAPK) Signalkaskaden (extrazelluldre Signal-regulierende Kinase (ERK)), c-Jun N-
Terminus-Kinase (JNK), p38MAPK, Akt sowie der Regulation des nuklearen Faktors-kB
(NFxB) und Hitzeschock-Transkriptionsfaktors-1 (HSF-1), die letztendlich iiber zellulires
Uberleben oder Tod entscheiden (Yoon et al., 2002) (vgl. Abbildung 9).
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Abbildung 9: Schematische Darstellung von Signalwegen, die in Antwort auf oxidativen Stress
hauptséchlich angeschaltet werden

ROS, welches entweder auflerhalb der Zelle produziert wurde oder intrazelluldr in Antwort auf externe
Stimuli, kann verschiedene Signalkaskaden indirekt iiber Akt und MAPK aktivieren und
Transkriptionsfaktoren: HSF-1, NFxB und p53 direkt durch Phosphorylierung anschalten.

Oxidative Spezies scheinen den ERK- und Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K)/Akt-
Signalweg durch Wachstumsfaktoren zu stimulieren. Viele Rezeptoren zeigten eine
erhohte Phosphorylierung nach direkter Behandlung mit oxidativen Agenzien (Wang et al.,
2002). Es wird vermutet, dass Phosphatasen, die wichtig fiir die Dephosphorylierung von

Wachstumsrezeptoren sind, durch Oxidation ihrer katalytischen Cysteine inaktiviert
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werden, wie im Falle der Phosphatase und des tensinhomologen Tumorsuppressors
(PTEN) (vgl. Abbildung 9). Die Phosphatase PTEN ist ein direkter Gegenspieler von PI3K
und somit ein wichtiger negativer Modulator des Akt-Signalwegs (Leslie et al., 2003).

Im Falle des JNK-Signaltransduktionsweges wird Apoptosesignal-regulierende Kinase-1
(Ask-1) durch Thioredoxin (Trx), ein Protein, welches den Redoxstatus der Zelle reguliert,
gebunden und inaktiviert. Ask-1 ist ein oberhalb von JNK liegender Aktivator der anti-
apoptotischen Kaskade (vgl. Abbildung 9). Bei steigendem oxidativem Stress wird Trx an
freien Cysteinen oxidiert, der Komplex aus Ask-1 und Trx dissoziiert und setzt die
katalytisch aktive, Apoptose-vermittelnde Kinase Ask-1 frei (Saitoh et al., 1998).

Diese feinregulierten und sensiblen Systeme konnen also schon bei kleinen Storungen aus
dem Gleichgewicht geraten und zur Zerstorung von DNA, Lipiden und Proteinen fiihren.
Dies wiederum beeintrichtigt die Mitochondrienfunktion und ruft noch mehr oxidativen

Stress hervor, so dass ein ,,Teufelskreis* entsteht (Stadtman, 1992).

1.4.1.2 Mitochondriale Dysfunktion und Tiermodelle

Ein Hinweis, dass die intakte Funktion der Mitochondrien von grofer Bedeutung ist,
zeigen die mit Neurotoxinen wie 6-OHDA, MPTP, Rotenon und Paraquat behandelten
Tiere, die dhnliche pathologische Verdnderungen zeigen wie im idiopathischen PK beim
Menschen. Diese Toxin-behandelten Tiermodelle werden nun im Folgenden beschrieben:
6-OHDA, ein Derivat des Dopamins, war das erste chemische Agens, welches
neurotoxische Effekte auf catecholaminerge Nervenbahnen hervorrief (Jonsson et al.,
1975; Sachs et al., 1975). Es wurde ein hoher Verlust von Dopamin im Striatum (80-90%)
durch direkte Injektion von 6-OHDA erzielt sowie spezifische motorische Defizite bei den
Tieren festgestellt (Betarbet et al., 2002). Charakteristische LK wurden nicht gefunden.
Das Toxin reichert sich selektiv in dopaminergen Neuronen an und fithrt zum Zelltod,
vermutlich herbeigefiihrt durch oxidativen Stress und dessen Folgeerscheinungen und
Fehlfunktion der Mitochondrien (Hastings et al., 1996). Dieses Toxinmodell wird hiufig
fiir pharmakologische Screens verwendet.

Das erste Neurotoxin, welches im Menschen typische Parkinsonsymptome hervorrief, war
ein Nebenprodukt einer heroinartigen Designerdroge, MPTP, welche ein Inhibitor des
Komplexes I der Atmungskette ist (Bloem et al., 1990). MPTP selbst ist nicht toxisch, aber
es kann leicht iiber die Blut-Hirnschranke ins Hirn gelangen und wird dort metabolisch zu
einem sehr viel aktiveren Toxin, 1-Methyl-4-phenylpyridinium-Ion (MPP"), umgewandelt.

MPP" ist ein Substrat fiir den Dopamintransporter, wird somit in dopaminerge Neurone

30



Einleitung

transportiert und blockiert dort die Atmungskette (Greenamyre et al., 2001). Dieses Toxin
ist in der Lage auch im Tiermodell (Mause, Katzen und Primaten) Parkinsonsyndrome als
Folge von nigostriataler dopaminerger Degeneration zu erzeugen, die dhnlich wie im
sporadischen Parkinson sind und erfolgreich mit L-Dopa behandelt werden konnen
(Langston et al., 1999). Auch hier, dhnlich wie bei 6-OHDA, ist keine LK-Pathologie
vorhanden (Forno et al.,, 1986). Das MPTP-Modell reprisentiert das best-untersuchte
Tiermodell fiir PK.

Die beiden Umweltgifte Rotenon, ein Herbizid, und Paraquat, ein Insektizid, sind ebenfalls
Inhibitoren des Komplexes I der Atmungskette, was eine erhohte Produktion von
Superoxidradikalen und damit oxidativen Stress hervorruft (Day et al., 1999). Paraquat ist
strukturell dhnlich zu MPP* , sehr hydrophil und scheint nicht so leicht iiber die Blut-
Hirnschranke ins Hirn zu gelangen, wéahrend Rotenon sehr lipophil ist und leicht ins Hirn
gelangen kann, wo es an derselben Stelle am Komplex I der Atmungskette bindet wie
MPP" (Dauer et al., 2003). Sowohl Paraquat als auch Rotenon sind Risikofaktoren fiir PK
(Liou et al., 1997). Beide Toxine fiihren in Miusen und Ratten zu einer selektiven
Degeneration  nigostriataler ~dopaminerger Neurone und o0—Synuclein-positiven

Einschliissen (Betarbet et al., 2000; McCormack et al., 2002).

1.4.2 Proteasomale Fehlfunktion

Eine zweite Fehlfunktion, die mit dem erhohten Sterben dopaminerger Neurone in
Zusammenhang gebracht wurde, ist das gestorte Ubiquitin-Proteasom-System (UPS).
Wenn das zentrale Abbausystem fiir zyotosolische Proteine, das Proteasom nicht voll aktiv
ist, sammeln sich eine Reihe toxischer oder fehlgefalteter Proteine an. Dies kann zu
Aggregation von Proteinen fithren welche zur LK-Bildung beitragen und im direkten
Zusammenhang zur PK stehen.

Die Storung des proteasomalen Systems kann durch Mutationen in Parkinson-assoziierten
Genen hervorgerufen werden wie z. B. im Falle der Parkin E3-Ligase, deren mutierte
Formen fehlgefaltete Proteine nicht mehr ubiquitinylieren und somit nicht mehr dem
Proteasom zufithren konnen (vgl. Kapitel 1.3.2.1). Zum anderen ist oxidativer Stress ein
Faktor, der zu einer geringeren Aktivitit des Proteasoms fiihren kann. Die Untereinheit
PA700, der Aktivator des 26S Proteasoms, ist ein ATP-abhingiges Enzym. Wenn diese
aber durch oxidative Schiddigung oder Blockierungen innerhalb der Atmungskette ihr
Membranpotential nicht mehr aufrecht erhalten konnen und damit weniger ATP

produzieren, kann also das Proteasom empfindlich in seiner Funktion gestort werden
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(Jenner, 2003a; Jenner et al., 1998; McNaught et al., 2003). Weiter von ATP abhingig sind
die Hitzeschockproteine Hsp70 und Hsp40, welche bei der Proteinfaltung eine grof3e Rolle
spielen. Die Beeintrichtigung der Mitochondrien durch oxidativen Stress fiihrt also zu
einer Energieverminderung und inaktiviert die beiden Hauptverteidigungslinien gegen die
Proteinfehlfaltung, das Proteasom und die Hitzeschockproteine. DJ-1 scheint in diesem

Zusammenhang als Protektor gegen die sich vermehrt bildenden ROS zu agieren

(Abbildung 10).
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der molekularen Vorgéinge bei der PK

Schematische Darstellung der Konsequenzen defekter Mitochondrien mit erhhtem ROS-Spiegel und einer
Erniedrigung der Aktivitit von Parkin. Wenn das proteasomale System intakt ist, Parkin aktiv ist und der
oxidative Stress gering, entsteht weniger fehlgefaltetes a-Synuclein, da es durch die Hitzeschockproteine
Hsp70/40 korrekt gefaltet wird und an synaptische Vesikel binden kann (Punkt 1). Bei erhdhtem oxidativem
Stress wird fehlgefaltetes o—Synuclein vermehrt angehiuft und durch das deaktivierte proteasomale System
nicht abgebaut, so dass sich grolere aggregierte Fibrillen anlagern (Punkt 2). DJ-1 kann als ein weiteres
Verteidigungssystem durch Oxidation der aktiven Cysteine oder durch Aktivierung anderer antioxidativer
Verteidigungssysteme die Zelle vor erhdhter ROS schiitzen (Punkt 3) (Quelle: Kahle, 2004).

Es gibt einen engen Zusammenhang zwischen oxidativen Spezies und
Proteinmetabolismus, daher muss man beide Prozesse als Ursache fiir die PK in Betracht

ziehen.

1.5 Das PARK7-Gen DJ-1

Da sich die vorliegende Arbeit hauptsdchlich mit DJ-1 und seiner Funktion beschiftigt,
wird das PARK7 Genprodukt DJ-1 im Folgenden genauer beschrieben.
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1.5.1 Mutationen und Polymorphismen im DJ-1 Gen

Es gibt zwei DJ-1-Mutationen, die eindeutig mit der PK segregieren und typische
Parkinsonsymptome hervorrufen. Die eine Mutation ist eine Deletionsmutante von DJ-1 in
einer niederlindischen Familie (Dekker et al., 2003c) und eine Punktmutation in einer
italienischen Familie (Bonifati et al., 2003b). Die Deletionsmutante enthilt eine Deletion
von 14kb, welche Exon 1-5 (Aex 1-5) umfasst. Bei der Punktmutation ist ein Leucin an der
Position 166 in der G-Helix am C-Terminus durch den Helixbrecher Prolin ersetzt. Die
klinischen Daten der beiden Familien zeigten, dass der pathogene Phinotyp sehr frith mit
30-40 Jahren beginnt und nur sehr langsam voranschreitet. Die Kardinalsymptome lassen
sich gut mit L-Dopa behandeln (vgl. Kapitel 1.1).

Obwohl die Hiufigkeit von DJ-1 Mutationen nur bei 1-2% der Parkinsonfille liegt, wurden
noch eine Reihe anderer Punktmutationen, Deletionsmutationen, sowie Polymorphismen,

die nicht eindeutig mit der Krankheit assoziiert sind, gefunden (vgl. Tabelle 2).

Mutation | Vererbung Effekt Population Referenzen
Protein- __— -

L166P Homozygot stabilitat Italienisch Bonifati et al. (2003)

14-kbdel | Homozygot Verlust des Hollandisch Bonifati et al. (2003)
Produkts E

M26l Homozygot Unbekannt Ashkenazi Jidisch Abou-Sleiman et al.

(2003)
D149A Heterozygot Unbekannt Afro-Karibisch Abou-Sleiman et al.
(2003)

IVS6-1 G-C | Heterozygot Abweichendes Hispanisch Hague et al. (2003)
Transkript ’

c.56delC Protein- . .

057 G-A Heterozygot verkiirzung Hispanisch Hague et al. (2003)

A104T Heterozygot Unbekannt Latino Hague et al. (2003)

Ex5-7del | Heterozygot Abweichendes | o 1ol (Norditalien) | Hedrich et al. (2004)
Transkript
Thermische

E64D Homozygot Rigiditat (vgl. Turkisch Hering et al. (2004)
4.6.2)

IVS5+2- Abweichendes . .

12del Heterozygot Transkript Russisch Hedrich et al. (2004)

Tabelle 2: Auflistung der bekannten Mutationen von DJ-1, sowie deren Effekte, Vererbung und
Population (Abou-Sliema et al., 2003; Abou-Sliema et al., 2004; Bonifati et al., 2003b; Hague et al.,
2003; Heydrich et al., 2004; Hering et al., 2004).

Neben Aex1-5 und L166P ist noch die E64D-Mutation in einer tiirkischen Familie

hervorzuheben. Diese homozygote Mutante weist zwar wie auch die anderen
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verbleibenden Mutanten in Tabelle 2 keine eindeutige Pathologie auf, aber es existieren
klinische Daten, die auf den Verlust dopaminerger Neurone hinweisen (Hering et al.,
2004). In [ISF]—B—CIT Studien, konnte gezeigt werden, dass eine verminderte Menge
Dopamintransporter im Striatum des Indexpatienten gefunden wurde. Seine homozygote
Schwester, die noch keine Parkinsonsymptome aufwies, hatte dieselbe Reduzierung,
withrend ein heterozygoter Bruder eine normale Verteilung des Transporters zeigte. Dies
zeigt, dass die Mutation E64D keine vollstindige Penetranz aufweist und es sich hierbei

um einen harmlosen Polymorphismus handeln konnte.

1.5.2 Die DJ-1-Superfamilie strukturverwandter Proteine

Das DJ-1-Gen befindet sich auf dem Chromosom 1p36, dem PARK7 Locus, und besteht
aus 8 Exons. Der aus 570bp bestehende offene Leserahmen (ORF) kodiert ein aus 189 AS
bestehendes Protein, welches eine Masse von ca. 20kDa aufweist (Bonifati et al., 2003b).

DJ-1 gehort der ThiJ/PfpI-Superfamilie an, welche aus bakteriellen Proteasen, Katalasen
und Chaperonen besteht. Die ThiJ/Pfpl/DJ-1-Sequenz ist in sdmtlichen Organismen,
Eukaryoten wie auch Prokaryoten hoch konserviert (vgl. Abbildung 11), besonders an
Schliisselpositionen, die mit der Funktion von DJ-1 zusammenhéngen (vgl. Kapitel 1.5.5).
Hier wird die extrem gute Konservierung des C-Terminus des DIJ-1-Proteins
(Bandopadhyay et al., 2004), bestehend aus zwei Helices (G und H, AS 161-189),

hervorgehoben, da dieser fiir spatere Experimente von besonderer Bedeutung ist.
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.YajlL.... .AIDFGLKIIDLLVIGREKAHEVASQLVMAA-
.DJ-la.. . AFEFALKIVELLEGKDKATSLIAPML LKL
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Abbildung 11: Konservierte Aminosiduresequenzen des C-Terminus der DJ-1/ThiJ-Homologen in
verschiedenen Spezies

Darstellung von Aminosiduresequenzen des extremen C-Terminus des DJ-1-Proteins (AS 161-189)
unterschiedlicher Spezies nach aufsteigender evolutionidrere Reihenfolge: Escherichia coli (E. c.)
(Bakterium), Caenorhabditis elegans (C. e.) (Nematode), Drosophila melanogaster (D. m.) (Frucht-Fliege),
Darius rerio (D. r.) (Zebrafisch), Xenopus laevis (X. 1.) (Krallenfrosch), Gallus gallus (G. g.) (Hahn), Mus
musculus (M. m.) (Maus), Rattus norvegicus (R. n.) (Ratte), Homo sapiens (H. s.) (Mensch). Sowohl fiir
Drosophila melanogaster als auch Caenorhabditis elegans gibt es zwei DJ-1 Isoformen, die mit la und 1b
bezeichnet wurden.

1.5.3 Struktur des DJ-1-Proteins und seiner Strukturhomologen

DJ-1 gehort zu der ThiJ/DJ-1-Superfamilie. Es besitzt ein flavodoxinartiges Geriist
bestehend aus o-Helices und B-Faltblittern in einer Sandwichkonfiguration. Es gibt 4
Strukturhomologe in E. coli: das Hitzeschockprotein Hsp31, das funktionell unbekannte
Protein SCRP 27a, die Cystein-Protease YhbO und YajL, das bakterielle Homologe zu DJ-
1. Zusitzlich gibt es noch Homologe in Archaebakterien: die intrazelluldren Proteasen in
thermophilen Mikroorganismen wie Pyrococcus horikoshii und furiosus PhPI oder PfPI
und das Hefehomologe zu Hsp31: YDRS533Cp, welches als Antwort auf verschiedene
Stressbdingungen in erhohtem Mafe transkribiert wird wie z. B. Hitzeschock, H,O;-
Behandlung oder Akkumulation von missgefalteten Proteinen (Cookson, 2003a; Wilson et

al., 2003b; Wilson et al., 2005; Wilson et al., 2004) (vgl. Abbildung 12).
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DJ-1 und das bakterielle  strukturhomologe der DJ-1/ThidJ-
Homologe YajL Superfamilie

Proteasen

YDR533cp

Abbildung 12: DJ-1 und die Homologen der DJ-1/ThiJ-Superfamilie

Die flavodoxindhnliche Grundstruktur aller Homologen ist durch o~Helices und P-Faltblitter
gekennzeichnet. PH1704 und YHBO sind bakterielle Cystein-Proteasen, YajL besitzt die grofite Homologie
zu DJ-1, die Funktion ist aber unbekannt, wihrend Hsp31 und YDRS533cp, das Hefehomologe, als

Hitzeschockproteine fungieren. Der zusitzliche a—helicale C-Terminus, das Helix-Knick-Helix Motiv, das
DJ-1 und YajL von den anderen Homologen unterscheidet, ist orange umkreist.

Alle Mitglieder der Superfamilie sind in einer multimeren Struktur aktiv. Dabei weisen DJ-
1 und YajLL beide eine dimere Quartérstruktur auf. Ein C-terminales Strukturelement,
bestehend aus zwei Helices und einem Knick, das Helix-Knick-Helix Motiv, unterscheidet
DJ-1 und sein bakterielles Homologe von den anderen dhnlichen Strukturhomologen der
Superfamilie. Auf dieses Motiv wird im Laufe der Arbeit noch genauer eingegangen.

Alle Homologen besitzen einen so genannten ,,nukleophilen Ellbogen®, der aus einer
energetisch unvorteilhaften Konformation aus B-Faltblatt, Turn und o-Helix besteht.
Dieser stellt das katalytische Nukleophil in vielen Proteinen mit o/3- Hydrolasefaltung dar.
An der scharfen Biegung dieses ,,nukleophilen Ellbogens* befindet sich zusitzlich ein
reaktives Cystein an der Position 106, welches leicht oxidiert werden kann (Wilson et al.,
2003b; Wilson et al., 2005). Kristallstrukturdaten zeigen, dass das reaktive Cystein des DJ-
1-Proteins leicht vom Luftsauerstoff entweder in eine Cystein-Sulfensdure (CysSOH),
Cystein-Sulfinsdure (Cys-SO,H) oder Cystein-Sulfonsidure (Cys-SOs;H) oxidiert werden
kann (Canet-Aviles et al., 2004; Kinumi et al., 2004). Dieses leicht zu oxidierende Cystein
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ist zusitzlich Teil eines moglichen katalytischen Zentrums aus Cystein, Histidin und
Aspartat oder Glutamat im Falle von Hsp31 und PH1704 (Du et al., 2000; Quigley et al.,
2003).

DJ-1 Kristallstrukturdaten deuten ein mogliches katalytisches Zentrums an, bestehend aus
Cystein-106 und Histidin-126. Allerdings fehlt ein Nukleophil in erreichbarer Nihe zu den
beiden genannten AS, um die katalytische Triade von Cystein-Proteasen zu komplettieren
(Honbou et al., 2003; Lee et al., 2003b; Tao et al., 2003; Wilson et al., 2003b). Der Zugang
zu dem aktiven Zentrum ist zudem durch den o-helikalen C-Terminus blockiert, so dass

Substrate ohne konformationelle Anderung des Proteins nicht in die Nihe des Zentrums

gelangen konnen (Honbou et al., 2003) (vgl. Abbildung 13).
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Abbildung 13: Strukturelle Darstellung des moglichen aktiven Zentrums von DJ-1, blockiert durch die
o—Helices des C-Terminus

Das reaktive Cystein-106 und Histidin-126 sind rot eingekreist. Zwei o-Helices (G und H) blockieren den

Zugang zum Zentrum. Die G-Helix trigt die schwerwiegende pathogene Mutante L166P (rot) (Honbou et al.,
2003).

Der C-Terminus des DJ-1-Proteins ist Teil der Dimerberiihrungsfliche, welche sehr
groBflichig ist und ca. 2600A* betrigt (Wilson et al., 2005). Interessanterweise befindet
sich die pathogene Mutante L166P in der C-terminalen Doméne (vgl. Abbildung 14).
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Abbildung 14: Dimerstruktur von DJ-1

Ein Homomer ist grau, das andere Homomer ist braun gefirbt. Der C-Terminus, bestehend aus H-Helix
(blau), G-Helix (griin), sowie Knick (violett), ist hervorgehoben. Die G-Helix trigt die pathogene Mutante
L166 (rot). Die Dimerkontaktfldche ist gelb markiert.

1.5.4 Neuropathologie von DJ-1

Da es zur Zeit noch kein post-mortem-Hirnmaterial von Parkinsonpatienten gibt, die eine
DJ-1-Mutation aufweisen, wurden erste neuropathologische Untersuchungen zur
Expression von DJ-1 in Patienten mit akuten sowie chronischen Neurodegenerationen
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass DJ-1 nicht in LK und LN wie in typischen -
Synucleinopathien zu finden war (vgl. Abbildung 15B). Stattdessen colokalisierte DJ-1 mit
a-Synuclein und Tau in glialen und neuronalen Einschliissen von Alzheimerpatienten,
Patienten mit der Pick’schen Krankheit und MSA-Patienten (Neumann et al., 2004; Rizzu
et al, 2004). Tau ist ebenfalls ein Protein, welches leicht aggregiert und in
phosphorylierter Form in Einschliissen vor allen Dingen in Demenzpatienten wie
Alzheimer, corticobasaler Demenz und frontotemporalen Demenz (FTD) auftritt.

Der hervorstechendste neuropathologische Befund war die starke Immunfiarbung von DJ-1
in Astrozyten, die aufgrund ihrer ausgeprigten sternférmigen Morphologie als reaktive
Astrozyten identifiziert wurden (Bandopadhyay et al,, 2004; Neumann et al., 2004).
Reaktive Astrozyten iiben im Gegensatz zu den stiitzenden Astrozyten eine Schutzfunktion
gegeniiber den benachbarten Neuronen aus und verteidigen diese vor erhohtem oxidativem
Stress (Heales et al., 2004). Es wurden sowohl in o-Synuclein transgenen Miusen (vgl.

Abbildung 15C) als auch in Patienten mit neurodegenerativen Erkrankungen (vgl.
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Abbildung 15A, D) immunopositives DJ-1 in reaktiven Astrozyten gefunden (vgl.
Abbildung 15).
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Abbildung 15: DJ-1 Immunoreaktivitit in humanen o—Synucleinopathien und transgenen Méusen

A) SNpc-Schnitte von Parkinsonpatienten wurden mit dem monoklonalen 3E8 DJ-1-Antikorper (AK) (vgl.
Tabelle 3) angefiarbt und zeigen starke Immunoreaktion (siehe Pfeile), wihrend B) keine Firbung mit LK
auftritt (siehe Pfeil). C) Reaktive Astrozyten im Riickenmark einer 8 Monate alten o-Synuclein-Maus, die
mit dem polyklonalen SN1132 AK (vgl. Tabelle 3) angefdarbt wurde (siehe Pfeile), D) Die frontale weille
Substanz in MSA-Patienten zeigt 3E8-positive reaktive Astrozyten (siehe Pfeile). E) Schwache neuronale
(siehe Pfeile) und gliale (siehe Pfeilkopfe) Farbung von DJ-1 im Kontrollhirn mit 3E8 AK (Neumann et al.,
2004).

Das Auftreten von DJ-1 in reaktiven Astrozyten von Parkinsonpatienten ist ein
interessanter Aspekt, dessen Bedeutung im nichsten Kapitel klarer wird, in dem die

Funktion von DJ-1 als ein zytoprotektives Protein niher beschrieben wird.

1.5.5 Funktion von DJ-1

Urspriinglich wurde DJ-1 als ein neues potentielles Onkogen identifiziert, welches
NIH3T3-Zellen in Anwesenheit von H-Ras transfomiert (Nagakubo et al., 1997). Zwei
weitere Gruppen klonierten Rattenhomologe von DJ-1, SP22 bzw. CAP-1, als ein Protein,
dessen Expression in Spermien nach Verabreichung von Toxinen, die Unfruchtbarkeit
verursachen, stark vermindert wurde (Klinefelter et al., 1997; Wagenfeld et al., 1998).
AuBerdem wurde unabhiingig von den oben genannten Studien DJ-1 als Teil eines

Multiproteinkomplexes kloniert, welches RNA bindet und stabilisiert (Hod et al., 1999).
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Erst 2003 wurde DJ-1 in Zusammenhang mit der PK gebracht, als Dekker und Bonifati
(Bonifati et al., 2003b; Dekker et al., 2003¢) zwei verschiedene Mutationen fanden, die
eindeutig mit der Krankheit einhergingen (vgl. Kapitel 1.5.1).

Zu diesem Zeitpunkt wurden groBe Anstrengungen unternommen, die genaue zelluldre
Funktion von DJ-1 zu ergriinden. In Yeast 2-Hybridstudien (Y2H) wurde nach
Interaktionspartnern von DJ-1 gesucht, und einer der Interaktoren war PIASx-a, Mitglied
einer Familie von PIAS-Proteinen, Proteininhibitoren von aktiviertem STAT
(Signaltransduktor und Aktivator der Transkription). Diese Proteinfamilie inhibiert
Zytokinsignale (Liu et al, 1998; Starr et al., 1999). PIASx-o. unterdriickt die
Transkriptionsaktivitdt des Androgenrezeptors (AR) und fungiert gleichzeitig als eine E3-
Ligase des small ubiquitin-like modifiers, SUMO. SUMO wird wie Ubiquitin an Substrate
konjugiert und markiert diese dann fiir nachfolgende Prozesse (Hay, 2005). Im Falle von
DJ-1 wurde gezeigt, dass PIASx-o¢ am Lysin-130 sumoylieren kann. Gleichzeitig
beeinflusste DJ-1 die Aktivitdit des AR positiv und verdringte PIASx-o als
Bindungspartner des AR (Niki et al., 2003b; Shinbo et al., 2005; Takahashi et al., 2001b).
Des Weiteren ist DJ-1 ein positiver Regulator von p53 (Shinbo et al., 2005), wihrend
Pyrimidin-tract-Bindungsprotein-assoziierter Splicingfaktor (PSF) negativ reguliert wird
(Xu et al., 2005). DJ-1 scheint also ein Modulator fiir transkriptionelle Prozesse zu sein,
allerdings sind die Studien schlecht reproduzierbar und nicht gut etabliert.

Die Strukturhomologie von DJ-1 zum Chaperon Hsp31 in E. coli und YDR533Cp in der
Hefe, der Protease YhbO in E. coli und PH1704 in Pyrococcus hiroshii (vgl. Kapitel
1.5.3), fithren zu der Vermutung, dass DJ-1 eine Chaperon- bzw. Proteasefunktion haben
konnte, was aber nicht zweifelsfrei geklirt werden konnte (Lee et al., 2003b; Olzmann et
al., 2004). Zudem ist aufgrund der Kristallstrukturdaten nur ein katalytisches Zentrum aus
zwel Komponenten vorhanden, welches aus einem Cystein-106 und Histidin-126 besteht;
wihrend das Nucleophil fehlt, welches die katalytische Triade von PHI1704-artigen
Cysteinproteasen vervollstindigen wiirde (vgl. Kapitel 1.5.3).

Unter bestimmten Redox-Bedingungen kann DJ-1 als Chaperon agieren und die o-
Synucleinaggregation verhindern. Es wurde sowohl in DJ-1 knock-out murinen
embryonalen Stammzellen als auch in Maus-Neuroblastomazellen gezeigt, dass das Fehlen
von DJ-1 bzw. die pathogene Mutante [L166P]DJ-1 eine a-Synucleinaggregation nach
oxidativer Behandlung der Zellen hervorruft (Shendelman et al., 2004). AuBBerdem konnte

in dopaminergen Neuronen gezeigt werden, dass nach Transfektion des pathogenen leicht
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aggregierbaren [AS3T]a-Synuclein-Konstrukts mehr Oligomere gebildet werden als durch
eine zusitzliche Cotransfektion mit [wt]DJ-1. Gleichzeitig wurde als Sekundireffekt in
[wt]DJ-1 cotransfizierten Zellen eine erhohte Menge des Chaperons Hsp70 festgestellt,
welches die Aggregation von Proteinen verhindert (Zhou et al., 2005).

Die wohl am héufigsten bestétigte Funktion von DJ-1 ist Zytoprotektion nach oxidativer
Stressinduktion. Diese Schutzfunktion konnte in dopaminergen Rattenzellen und priméren
dopaminergen Neuronen gezeigt werden. Die DJ-1-Uberexpression konnte vor H,O, und
6-OHDA schiitzen im Gegensatz zur Uberexpression der pathogenen Mutante [L166P]DJ-
1. Gleichzeitig wurde die Glutathion (GSH)-Menge in der Zelle gesteigert. GSH ist ein
Tripeptid, bestehend aus einem Cystein, einem Glycin und einem Glutamat, welches die
Zelle vor oxidativem Stress schiitzt und durch Oxidation an freien Cysteinen ROS
eliminiert. Es konnte in Reverse Transkriptase (RT)-PCR-Studien gezeigt werden, dass die
Expression der Glutamat-Cystein-Ligase (GCL), das fiir die GSH-Biosynthese
geschwindigkeitsbestimmende Enzym, erhoht war (Zhou et al., 2005).

In verschiedenen Zellkulturmodellen konnte die Zytoprotektivitit von DJ-1 weiter
untermauert werden (Martinat et al., 2004; Taira et al., 2004; Yokota et al., 2003). In 2D-
Gelelektrophoresestudien wurde festgestellt, dass sich der isoelektrische Punkt (pI) nach
Behandlung von Zellen mit H,O, zum azideren pl verschiebt (Mitsumoto et al., 2001;
Taira et al., 2004). Das heiflt, dass DJ-1 dabei oxidiert worden sein muss und die dabei
entstandenen Cystein- oder Methionin-Sulfinsduren und -Sulfonsduren den pl in den
sauren Bereich verschieben. Bei genaueren Untersuchungen im Massenspektrometer
wurde festgestellt, dass zunichst der reaktivste Cysteinrest C106 oxidiert und dann bei
hoherer Konzentration und ldngerer oxidativer Stressexposition auch die beiden
verbleibenden Cysteine C46 und C53 zur Cystein-Sulfinsdure und Cystein-Sulfonsiure
oxidiert wurden (Kinumi et al., 2004). Fiir DJ-1 als zytoprotektives Protein wiirde dies
bedeuten, dass es durch seine Oxidation durch ROS Zellen vor dem Tod schiitzen kann.
Einen weiteren Hinweis darauf, dass DJ-1 als antioxidativ schiitzendes Protein fungiert,
bieten die DJ-1 knock-out Tiermodelle in Drosophila, C. elegans und Maus (vgl. Kapitel
1.5.6). AuBerdem scheint DJ-1 in verschiedenen Zellkulturmodellen nach oxidativer
Stressinduktion vermehrt mit Mitochondrien zu colokalisieren (Blackinton et al., 2005; Jin
et al., 2005; Li et al., 2005).

Zusitzlich zu der zytoprotektiven Funktion von DJ-1 wurde in Drosophila auch ein
Zusammenhang von DJ-1 und dem PI-3K/Akt-Signaltransduktionsweg gefunden (Kim et
al., 2005a; Yang et al, 2005). Zundchst wurde DJ-1 als ein Antagonist des
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Tumorsuppressors PTEN gefunden. Gleichzeitig ist PTEN die Lipidphosphatase, die den
PI3K/Akt-Signalweg deaktiviert, indem es Phosphatidylinositol(tris)phosphat (PI-3,4,5-P3)
in  Phosphatidylinositol(bis)phosphat ~ (PI-4,5-P2) verwandelt. Damit wird eine
Phosphorylierung des Akt-Proteins durch die Phosphatidylinositol-abhiingige Kinase
(PDK) verhindert und die anti-apoptotische-Kaskade wird unterbrochen (vgl. Abbildung
16).
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Abbildung 16: Schematische Darstellung des ,,pro-survival“-PI3K/Akt-Signalwegs

Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen (RTK) durch Ligandenbindung von Wachstumsfaktoren an den
Rezeptor fiihrt zu einer Aktivierung von Akt durch dessen Phosphorylierung mit Hilfe der PDK. Im weiteren
Verlauf der Signalkaskade werden mitogene sowie apoptotische Gene an- bzw. abgeschaltet. PTEN als
Gegenspieler von DJ-1 dephosphoryliert PI-3,4,5-P3 und verhindert die Aktivitit der Akt-Kinase.

Da DJ-1 ein Gegenspieler von PTEN ist, kann es diesen zytoprotektiven Signalweg positiv
beeinflussen. Auch hier sind ROS von Bedeutung, da es bekannt ist, dass Phosphatasen
wie PTEN leicht oxidiert werden konnen und damit deaktiviert werden (Lee et al., 2002;
Meng et al., 2002). Auf den Akt-Signalweg wird in der Diskussion im Kapitel 5.6.1 noch

genauer eingegangen.
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Zusitzlich zur positiven Modulation des mitogenen zytoprotektiven Akt-Signalweges
wurde gezeigt, dass DJ-1 Apoptose-vermittelnde Effektorkinasen hemmen kann. In Y2H-
Screens wurde das pro-apoptotische ,,death associated” Protein Daxx identifiziert (Junn et
al., 2005), welches normalerweise nach Stressinduktion an Ask-1 bindet. Es wird durch
Phosphorylierung durch die Homd&odomine-Interaktionsproteinkinase-1 (HIPK-1)
aktiviert, was zu einer Translokalisation von Daxx ins Zytoplasma und einer Aktivierung
vont Ask-1 fiihrt (Sekito et al., 2006).

DJ-1 scheint also in verschiedenen zelluliren Prozessen wie der Apoptose, der
Onkogenese, der Transkription, der RNA Stabilitdt und der Zytoprotektion involviert zu

sein. Allerdings sind die genauen molekularen Zusammenhénge noch ungeklért.

1.5.6 DJ-1 Knock-out-Tiermodelle

Um die Funktion von DJ-1 genauer zu untersuchen, wurden verschiedene knock-out-
Tiermodelle etabliert.

Goldberg und Kollegen generierten eine der ersten DJ-1 Knock-out-Miuse, denen Exon 2-
7 fehlten. Diese waren fertil, gesund und zeigten keine Abnormalititen in der Menge an
Dopamin in der SN (Goldberg et al., 2005). Erst in elektrophysiologischen Studien und
Verhaltenstests wurde festgestellt, dass die Knock-out-Méuse hyperaktiv waren, was auf
eine erhohte Dopaminaufnahme durch die Dopamintransporter zuriickgefiihrt wurde.
Striatale Hirnschnittkulturen wurden elektrisch stimuliert und der Strom, der durch
elektrochemische Oxidation des freigesetzten Dopamins erzeugt wurde, wurde mit einer
zweiten Elektrode in der Nihe gemessen. Der Stromfluss war deutlich reduziert in DJ-1
Knock-out-Médusen im Vergleich zu wt-Médusen. Pharmakologische Hemmung des
Dopamintransporters fiihrte zu einer Erhohung des Stromflusses. Da die Expression des
Dopamintransporters nicht hochreguliert wurde, was in quantitativen real time RT-PCR
Studien gezeigt wurde, scheint eine erhohte Aktivitdt der Dopamintransporter und damit
eine erhohte Dopaminaufnahme der Grund fiir den geringen Stromfluss und damit die
Hyperaktivitdt der Méuse sein. Die Autoren stellten die Hypothese auf, dass eine Stérung
in der rezeptorvermittelten Aufnahme von Dopamin zu einem Ungleichgewicht des
Dopaminpools und des veridnderten Verhaltens in DJ-1 Knock-out-Méusen fithren kénnte.
Kim und Mitarbeiter konnten in Knock-out-Miusen, bei denen Exon 3-5 des DJ-1-Gens
fehlten, unter normalen Zuchtbedingungen keinen Phinotyp feststellen. Allerdings wurde
eine erhohte Toxizitdt von Tyrosin-Hydroxylase (TH)-positiven Neuronen in knock-out-

Miusen gefunden, die mit MPTP behandelt wurden (Kim et al., 2005b). TH ist das
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geschwindigkeitsbestimmende Enzym bei der Dopamin-Biosynthese. Eine adenovirale
Uberexpression von [wt]DJ-1, nicht aber [L166P]DJ-1 konnte in der SNpc die MPTP-
Uberempfindlichkeit der Knock-out-Miuse abwenden.

In C. elegans wurde ebenfalls eine erhohte Sensitivitdt und Angreifbarkeit durch Komplex
I-Inhibitoren wie Rotenon in DJ-1 Knock-out-Wiirmern hervorgerufen im Vergleich zu
Kontrollwiirmern. Das erhdhte Sterben der Wiirmer nach Rotenonzugabe konnte komplett
verhindert ~werden, indem diese mit D-B-Hydroxybutyrat (D-B-HB) und
Tauroursodeoxycholic acid (TUDCA) behandelt wurden (Ved et al., 2005). D-B-HB erhoht
den Succinatspiegel und ist eine zweite Substratquelle fiir Komplex II, wihrend TUDCA
Apoptose verhindert. Beide Substanzen waren in diesem Modell notig, um eine
mitochondriale Fehlfunktion durch Inhibition von Komplex I der Atmungskette wieder
aufzuheben.

Sowohl in Nematoden als auch in Drosophila gibt es zwei Homologe des DJ-1-Gens. In
Drosophila weist DJ-1a eine grolere Sequenzhomologie zum humanen DJ-1 auf als DJ-1b.
Durch Ausschalten des DJ-1a-Gens, wurde ein letaler Phinotyp generiert (Yang et al,
2005). Dieser Befund zeigte, dass DJ-la offensichtlich ein essentielles Gen in D.
melanogaster ist. Um den letalen Phénotyp zu umgehen, wurde ein GAL4-Promotor
verwendet, der DJ-la-Expression in speziellen Gewebe- und Zelltypen und in
verschiedenen Stadien erlaubt. Induktion von DJ-1a-interfering RNA (RNA1) in das sich
entwickelnde Auge mittels eines GMR-GAL4-Promotors produzierte einen schweren
Augenphidnotyp in der Fliege. GMR-GAL4 sorgt fiir eine Genexpression in
postmitotischen Zellen im Auge. Anfirbung des Auges mit entsprechenden Markern zeigte
Verluste von Photorezeptorneuronen in einigen Ommatidien. Im dorsomedialen Cluster
(DMC) (Choi et al., 2004), wurde ebenfalls ein erhohtes Sterben dopaminerger Neurone
gefunden, nachdem in diesen Zellen RNAi mit dem Ddc-GAL4 Promotor induziert wurde.
AnschlieBend wurde versucht den Augenphinotyp mittels Kandidatengenen und
Signaltransduktionswegen, die in der Regulation des Zelliiberlebens eine Rolle spielen, zu
heilen. Dabei stellte sich heraus, dass transgene Expression der Kinase Akt das erhohte
neuronale Sterben reduzieren konnte (Yang et al, 2005). Ebenso konnte von einer
unabhingigen Gruppe gezeigt werden, dass DJ-1 ein Antagonist von PTEN ist und somit
die Akt-Signalkaskade de-reprimieren kann (Kim et al., 2005a).

Ein Fehlen des DJ-1-Gens scheint nur bei Manipulationen von auflen, wie erhohtem
oxidativem Stress und mitochondrialer Fehlfunktion, durch entsprechende Inhibitoren

einen Phédnotyp auszubilden (Kim et al,, 2005b). Nur in der Fliege kann man durch
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gezieltes Ausschalten des DJ-1-Gens in verschiedenen Geweben und Zellstadien einen
Phinotyp erzeugen, der dann durch genauere Untersuchungen der molekularen Vorginge
in direkte Verbindung mit dem Akt-Signaltransduktionsweg gebracht wurde (Yang et al.,
2005).

Diese Erkenntnisse aus den Knock-out-Tiermodellen tragen weiter dazu bei, die Funktion
von DJ-1 und dessen Rolle in der PK bzw. der oxidativen Stressantwort weiter zu

verstehen und aufzukliren.
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2. Ziele der Doktorarbeit

Die Funktionen von DJ-1 sind nach wie vor unklar. Die Uberempfindlichkeit gegeniiber
Neurotoxinen von DJ-1 Knock-out-Tiermodellen sowie histologische Befunde von DJ-1-
Induktion in Astrozyten bei Neurodegeneration deuten auf eine Beteiligung von DJ-1 an
Stressantworten im Gehirn hin. Doch bleibt es nach wie vor ein groBes Ritsel, iliber
welchen molekularen Mechanismus das Fehlen des DJ-1-Gens oder eine Prolinmutation an
der Position 166 zu einem verstidrkten Sterben dopaminerger Neurone und den typischen
Kardinalsymptomen im Parkinsonpatienten fiihren kann.

Ausgangspunkt der vorliegenden Studie war die Aufklirung der Kristallstruktur von DJ-1,
welche einen Durchbruch zum molekularen Verstindnis des DJ-1-Proteins darstellte. Nur
ein vollstdndig intaktes DJ-1-Dimer scheint voll funktionsfihig zu sein, wie es fiir [wt]DJ-
1 der Fall ist. Das C-terminale Helix-Knick-Helix Motiv scheint dabei eine wichtige Rolle
zu spielen, da es zum einen Teil der Dimerberiihrungsfliche ist, zum anderen befindet sich
in der G-Helix die Mutante L166P, die mit der PK assoziiert ist. Zudem versperrt der C-
Terminus vermutlich den Zugang zum moglichen aktiven Zentrum, in dem sich das leicht
oxidierbare Cystein-106, welches in der Stressantwort eine zentrale Rolle spielen konnte,
befindet.

Die Struktur-Funktionsbeziehung und die Aufkldarung der molekularen Wirkungsweise von
DJ-1 sind zentrale Teile der hier vorliegenden Doktorarbeit. Dabei wurde ein besonderer
Fokus auf die Eigenschaften von DJ-1 in der oxidativen Stressantwort gelegt, die nicht nur
in der PK eine Rolle spielen, sondern ganz allgemein in stress-induzierten Prozessen wie
zum Beispiel bei der Alterung, der Arteriosklerose, bei Krebs und Diabetes von
Wichtigkeit sind.

Im Folgenden werden konkrete Fragestellungen aufgelistet, die im Laufe der Doktorarbeit

beantwortet wurden:

1) Wie beeinflusst die Topologie des extremen C-Terminus die Stabilitdt des DJ-1-
Proteins?

2) Ist die Besonderheit des a-helicalen C-Terminus im Vergleich zu seinen
Strukturhomologen in E. coli von zentraler funktioneller bzw. struktureller
Bedeutung?

3) Gibt es Hinweise auf bedeutsame konformationelle Anderungen, die das mogliche

aktive Zentrum freilegen?
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5)

6)

7)

8)

Ziel der Doktorarbeit

Ist die Instabilitit der pathogenen Mutante [L166P]DJ-1 ein transkriptionelles
Problem oder liegt es an der verinderten Proteinstruktur?

Welches proteolytische System ist verantwortlich fiir den beschleunigten Abbau
von [L166P]DJ-1 und kann man es hemmen?

Wie ist der genaue molekulare Mechanismus von DJ-1 als Protektor, Aktivator
oder Inhibitor von apoptotischen oder ,,pro-survival“-Signaltransduktionskaskaden
nach oxidativer Stressbehandlung?

Wie funktioniert der zelluldre protektive Abwehrmechanismus von DJ-1 in
oxidativer Umgebung?

Welche subzelluliren Domédnen sind fiir die jeweiligen Funktionen von DJ-1

essentiell?
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3. Material und Methoden

3.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

3.1.1 Molekularbiologie

Geriite/Materialien Firma

Benchtop Mikrozentrifuge Eppendorf

Inkubator Heraeus, Kendro Laboratories
Products

Light Cycler Version 1.0 Roche

Mikrowelle Bosch

Schiittler B. Braun Biotech
International

Thermocycler (Mastercycler Eppendorf

personal)

Thermomixer Eppendorf

UV-Schirm Laborgerite Vetter GmbH

3.1.2 Zellkultur

Geriite/Materialien Firma

Autoklav 3850-EL Systec Labortechnik

Deckgléser Menzel-Gléser

Einwegpipetten Sarstedt

Fluoreszenzmikroskop Zeiss, Leica DMRB

Inkubator Heraeus, Kendro Laboratories
Products

Objekttriger Menzel-Gléser

Pipettierhilfe Eppendorf

Plastikrohrchen Eppendorf

Skalpelle B. Braun Aesculap AG+Co
KG

Sterilbank Heraeus Instruments

Zidhlkammer (Neubauer) Optik Labor

Zellkulturschalen: 96well, 24well, | Nunc

6well, 6cm, 10cm

Zentrifuge Megafuge 1.0 Heraeus Instruments

3.1.3 Proteinbiochemie

Geriite/Materialien Firma

Biofuge pico Heraeus Instruments
Blottingkammer Biorad
CD-Spektrometer Jasko J-810
Centricon Millipore
Eppendorfgefil3 Eppendorf

ESI-MS Voyager DE STR
Filme: Super RX (chemilumineszente | Fuji

Signale), Super XM

(Autoradiographie)

French-press Thermo Spectronic
Gelkammer Biorad
Geltrockner Savant
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Gliserner Homogenisator

B. Braun

Hil.oad Superdex 75-Séule

Amersham Biosciences

Konfokales Fluoreszenzmikroskop

Zeiss, Axiovert 200M

Nickel-Nitrilotrieessigsdure
Superflow-Siule

Amersham Biosciences

Phospholmager

Molecular Dynamics

96well Platten fiir Proteinbestimmung | Nunc

Photometer Tecom Spectra

PVDF Immobilon, Transfermembran Milipore
Uberkopfschiittler Scientific Industries Inc
Ultrazentrifuge Optima LE 80K Beckmann
Spannungsquelle Biorad

Teflon-Pistill B. Braun
Whatmanpapier Schleicher + Schuell
Zentrifuge Avanti J-20 XP Beckmann

3.2 Chemikalien und Lésungen

3.2.1 Molekularbiologie

Chemikalie

Zusammensetzung

Firma

Agarose

Amersham Biosciences

LB-Agarplatten

1 % Tryptone, 0,5% Yeast Extract
und 0,5% NaCl in dH,O.

pH 7,0 mit NaOH einstellen, 15 g/l
Agar zusetzen und bei 120 °C und 1,2
bar fiir 20 min autoklavieren. Auf ca.
50 °C Abkiihlen, Ampicillin zusetzen
und Platten gieflen

Ampizillin Roth
ATL Puffer Qiagen
6xDNA Ladepuffer 30% Glycerin, 0,25%

Bromphenolblau und 0,25%

Xylencyanol FF in dH,O
DNA T4 Ligase (5U/ul) Roche
DNA T4 Ligasepuffer Roche
DNAeasy Kit Qiagen
DNA-Leiter (100bp) Invitrogen
Fast Mix Taq Polymerase, Reaktionspuffer, Roche

SybrGreen, dNTP
dNTP 10mM Roche

LB Medium mit Ampicillin

1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,5%
NaCl pH=7.0, autoklavieren,
100pg/ml Ampicillin versetzt

Nucleo Spin Extract Kit

Macherey-Nagel

Nucleobond AX 500 Kit Macherey-Nagel

2,5xPCR Reaktionspuffer 0,06U/ul Taq Polymerase, 3,75mM Eppendorf
MgCl,, Taq Polymerasepuffer

peqGoldDNApure peqLab

Proteinase K Qiagen

Pwo-Polymerase (1U/ul) Roche

10x Pwo Polymerase Roche

Reaktionspuffer

SuperScriptll Kit Invitrogen

T4 PNK Metabion

T4-Polynukleotidkinase (PNK)- Metabion

Puffer
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Taq Polymerase (1U/ul) Roche
10x Taq Polymerase Roche
Reaktionspuffer
TBE Puffer 9mM Tris-Borat und 2mM EDTA in
dH,0
Transformationspuffer 50mM CaCl,, 15% Glycerin, 10mM
PIPES (Piperazin-1,4-bis (2-
ethansulfonsiure) pH=6,6 (steril)
3.2.2 Zellkultur
Chemikalie Zusammensetzung Firma
,,Chase“-Medium DMEM, 10% FCS, 1% 50U/ml
Penicillin/50pug/ml Streptomycin,
2mM Methionin/Cysteinldsung
Dulbecco’s Minimal Essential Invitrogen

Medium (DMEM)

Fetal Calf Serum (FCS) fiir
Embryonale Stammzellen
Fotales Kdlberserum

PAN-Biotech

Fetal Calf Serum (FCS) fiir alle Invitrogen
anderen Medien
Fotales Rinderserum
G418 (200ug/ml) Invitrogen
HAM’s F12/DMEM Mischung 1:1 Invitrogen
L-Glutamin (200mM) Invitrogen
Gelatine 0.1% Losung in dH,O
HEPES (1M) Invitrogen
H,0, (30%) Sigma
Horse Serum (HS) Invitrogen
Pferdeserum
Leukimie inhibitorischer Faktor Chemicon
(LIF) (10" U/ml)
Lipofectamin 2000 Invitrogen
Medium fiir ES-Zellen DMEM, 15% FCS, 2,2%10°U/ml LIF,

12mM HEPES, 300uM B-

Mercaptoethanol, 6ml MEM, 1,2ml

L-Glutamin, 1% P/S, 100uM nicht

essentielle AS
B-Mercaptoethanol (50mM) Invitrogen
Methionin/Cysteinlosung Roche
(400mM)
Minimal Essential Medium Sigma
(MEM)
NEB Puffer 100mM Kaliumacetat, 30mM HEPES

pH=7.4, 2mM Magnesiumacetat
Nicht-essentielle Aminosiduren Invitrogen
(10mM)
Oligofectamin Invitrogen
Penicillin/Streptomycin (P/S) Invitrogen
(5000U/ml P, Smg/ml S)
PBS (steril) 140 mM NaCl, 10 mM Na,HPO, und

1,75 mM KH,PO,, pH 7,4 mit HCI

eingestellt in dH,O (autoklaviert)
Poly-L-Lysin (100pg/ml) Sigma

Promix

[*S]Methionin/Cystein 175MBq in
500ul

Amersham Biosciences
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Proteaseinhibitor (PI) Complete 1Tablette in 1ml H,O 16sen, 1:500 fiir | Roche
Lysepuffer ansetzen
,.Pulse“-Medium MEM, 1% P/S, Promix
TNE 10mM Tris pH=7,5, 250mM NaCl,
ImM EDTA
TransIT TKO Mirus
Trypsin-EDTA (1x) 0,5g/1 Trypsin, 0,2g/l EDTA Invitrogen
Zeocin (200pg/ml) Invitrogen
3.2.3 Proteinbiochemie
Chemikalie Zusammensetzung Firma
Acrylamid 40% Acrylamid-Bis-Acrylamid 37,5:1 | Q-BioGene
in HQO
Amplify Uptima, Interchim

APS (Ammonium Persulfat)

10% Stammlosung in dH,O

Roche

ATP

10mM in H,O

Roche

BCA Kit

Uptima, Interchim

Blockierungspuffer fiir Western
Blot (WB)

5% Magermilchpulver in TBST

Blockldsung fiir Immunfluoreszenz

dF)

1% Bovines Serumalbumin (BSA) in
PBS

Bovines Serumalbumin (BSA)

Uptima, Interchim

Complete PI (Proteinase Inhibitor)

Roche

Coomassielosung 0,25% Coomassie brillant blue, 40%

Methanol, 10% Essigsiure
Cycloheximid (CHX) 100pg in 1ml H,O 16sen Sigma-Aldrich
Cytotox Assaypuffer Promega
Cytotox Stoplosung Promega
E64 (10uM) Sigma-Aldrich
ECLplus Chemiluminiszenzreagenz A und B Amersham

(Verdiinnung 1:40)

Eindeckellosung / Mowiol

15 (w/v) Mowiol 4-88 (Hochst),
50mg/ml DABCO in PBS

Kremer-Pigmente

Elektrophoresepuffer 25mM Tris, 0,2M Glycin, 0,1% SDS
Entfirbel6sung 10% Essigsiure, 25% Isopropanol
Epoxomycin 1uM in DMSO Calbiochem
Elutionspuffer 10mM Na,PO,und 100mM NaCl

(pH=7.5)
y-[’P]ATP 150MBq in 150ul Amersham Biosciences
Insulin 1uM in 0,01% HCI Sigma-Aldrich

Isopropyl-p-D-thiogalactosid
(IPTG)

100mM Stammlosung in H,O, verd.
1:1000 in LB-Medium

Roth

1x Kinasepuffer

25mM Tris pH=7,5, 5SmM B-
Glycerophosphat, 2mM DTT, 0,1mM
Na3;VO,4, 10mM MgCl,

Cell Signaling

6x Limmlipuffer -DTT

2% SDS, 60mM Tris pH=6,8, 10%
Glycerin, 0,02% Bromphenolblau-
Natriumsalz

6x Lammlipuffer +DTT 2% SDS, 60mM Tris pH=6,8, 10%

Glycerin, 0,02% Bromphenolblau-

Natriumsalz, 250mM DTT
Leupeptin 50uM in H,O Roche
Lysepuffer 1% Triton, TNE, Complete PI Lysepuffer
Lysepuffer mit TNE, Complete PI, 1% NP-40,
Phosphataseinhibitoren, N- 100mM NaF, 10mM Na,P,0,, 200uM
Ethylmaleimid (NEM) NaVO;, 10mM NEM

Myelin basisches Protein (MBP)

Sigma-Aldrich

MG132

10uM in DMSO

Calbiochem
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Mitotracker CMXH,Ros Molecular Probes
NEM IM Stammldsung in Ethanol Sigma-Aldrich
NaF IM Stammldsung in H,O Sigma-Aldrich
NH,C1 20mM Stammldsung in H,O Merck
Na,P,0, IM Stamml6sung in H,O Merck
NaVO; 2mM Stammldsung in H,O Sigma-Aldrich
NP-40/Igepal 10% (w/v) Stammlosung in dH,O Sigma-Aldrich
Nickel-Nitrilotrieessigsdure Qiagen
Siulenmaterial
Organlysepuffer 2,3ml Saccharose (80%), 102mM

DTT, Complete PI, 17,54ml 2xTE

(2mM EDTA, 25mM Tris pH=7.4)
Peroxidase-gekoppelte anti- Img/ml Stammldsung in 12,5mM Promega
Kaninchen IgG Natriumphosphat pH=7,6, 312mM

NaCl, BSA, 20pg/ml Gentamycin
Peroxidase-gekoppelte anti-Maus Img/ml Stammldsung in 12,5mM Promega

IeG

Natriumphosphat pH=7,6, 312mM
NaCl, BSA, 20pg/ml Gentamycin

Ponceau S

0,1% (w/v) in H,O

Sigma-Aldrich

Protein Assay Kit

Biorad

Protein A Sepharose (PAS)

2mg PAS in 1ml 20% Ethanol 16sen,
30ul PAS pro IP, vorher mit
Lysepuffer gewaschen

Sigma-Aldrich

Protein G Sepharose (PGS)

2mg PGS in 1ml 20% Ethanol 16sen,
30ul PGS pro IP, vorher mit
Lysepuffer gewaschen

Amersham Biosciences

Proteinstandard: SeeBlue Invitrogen
Puffer fiir Sammelgel 0.5M Tris-HCI pH=6,8
Puffer fiir Trenngel 1.5M Tris-HCI pH=8,8
SDS 10% Stammldsung in dH,O Calbiochem
Silberfarbelosung Bio-Rad Silver Biorad
Stain kit
Stabilpuffer 5% Glycerin, 3mM DTT, 150mM
NaCl, 20mM Tris (pH=8,0)
,»tripping‘‘-Puffer 62,5mM Tris-HCl, pH=6,7, 2% SDS,
0,7% B-Mercaptoethanol
STEN 150mM NaCl, 50mM Tris-HC1
pH=7,6, 2mM EDTA, 0,2% NP-40
STEN NaCl 500mM NaCl, 50mM Tris-HC1
pH=7,6, 2mM EDTA, 0,2% NP-40
STEN SDS 150mM NaCl, 50mM Tris-HC1
pH=7,6, 2mM EDTA, 0,2% NP-40,
0,1% SDS
TBST 0,3M NaCl, 10mM Tris-HCI pH=7,6,
0,3% Triton X-100
TEMED (N, N, N’, N’- Merck
tetramethylethylendiamin)
TNE 10mM Tris pH=7,4, 200mM NaCl,
ImMEDTA
Transfer-Puffer 25mM Tris, 0,2M Glycin
Triton X-100 Merck

Uptilight

Chemiluminiszenzreagenz A und B
(Verdiinnung: 1:20)

Uptima, Interchim
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3.3 Antikorper (AK)

Detektiertes Spezies IF WB 1P Firma

Protein

Akt Kaninchen 1:100 | 1:1000 1:100 | Cell
Signaling

[T308-PO4] Akt Kaninchen 1:80 1:500 - Cell
Signaling

B-Aktin Maus Klon AC-74 | - 1:1000 - Sigma

Ask-1 Kaninchen 1:500 | 1:1000 1:100 | Santa Cruz

B-Catenin Maus Klon 14 - 1:1000 - BD
Transduction
Laboratories

DJ-1 Kaninchen 1:200 | 1:1000 1:100 | Alphagenix

DJ-1 (Img/ml) Maus Klon 3ES8 1:200 | 2,5ug/ml | - Stressgen

DJ-1 (SN1130) Kaninchen 1:200 | 1:1000 1:100 | Prof. Peter
Heutink

DJ-1 (SN1132) Kaninchen 1:200 | 1:1000 1:100 | Prof. Peter
Heutink

DJ-1 (3407/3408) Kaninchen Serum 1:200 | 1:1000 1:100 | Eurogentec

B-Galactosi- Maus - 1:1000 - Roche

dase (lacZ)

GAPDH Maus Klon 6C5 1:1000 | 1:4000 - Ambion

HA-tag  Anti-HA- | Maus Klon 3F10 - S0mU/ml | - Roche

Peroxidase (10U)

Myc-tag Maus Klon 9E10 1:500 | 1:1000 1:400 | Univ. Iowa
hybridoma
bank

Myc-tag Kaninchen 1:200 | 1:1000 1:200 | Santa Cruz

His-tag Maus - 1:1000 - Qiagen

pS3 (PAB 1801) Maus Klon 11B2-C | 1:100 | 1:500 1:100 | Santa Cruz
Biotechnol.
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PTEN Kaninchen 1:100 | 1:1000 1:100 | Cell
Signaling

o-Tubulin Maus Klon B5-1-2 | - 1:2000 - Sigma-
Aldrich

V5-tag Maus 1:500 | 1:5000 1:1000 | Invitrogen

Tabelle 3: Liste mit Verdiinnungen der im Western Blot (WB), der Immunfluoreszenz (IF) oder der
Immunprézipitation (IP) verwendeten Primérantikorpern. Alle AK wurden in Blockierungspuffer
verdiinnt.

3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fiir alle DJ-1 Mutanten wurde die cDNA von [wt]DJ-1V5/His als Vorlage verwendet,
welche Peter Heutink (FU, Amsterdam) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt hat. Falls
keine anderen Angaben zur PCR gemacht werden, wurde das Pwo-DNA-Polymerase-Kit
(Roche) und folgender Ansatz verwendet:

1ul cDNA Template (ca. 1ug)

1ul 3’-Oligonukleotid (100uM)

1ul 5’-Oligonukleotid (100uM)

1ul dATP-, dGTP-, dCTP-, dTTP-Mix (jeweils 10mM)

2,5 ul Polymerase Pwo (1U/ul)

Sul Pwo-Reaktionspuffer komplett (10x)

mit dH,O auf 50ul Endvolumen auffiillen.

Die PCR-Ansitze wurden gemischt und in dem Thermocycler mit folgendem Programm

prozessiert:

95°C Smin
30 Zyklen:

95°C 30sek
52°C 50sek
70°C 30sek
70°C 10min
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Die PCR-Produkte wurden auf einem 1-2% (w/v) Agarosegel aufgetrennt (vgl. Kapitel
3.4.2). Die entsprechenden DNA-Fragmente wurden aus dem Gel ausgeschnitten,
aufgereinigt (vgl. Kapitel 3.4.3), mit entsprechenden Restriktionsenzymen inkubiert (vgl.
Kapitel 3.4.4) und in die gewiinschten Expressionsvektoren subkloniert (vgl. Kapitel

3.4.5). Die Konstrukte wurden bei GATC Biotech sequenziert.

3.4.2 Agarosegel-Elektrophorese

Zur elektrophoretischen Trennung von linearisierten DNA-Fragmenten, iiberspiralisierter
Plasmid-DNA oder zur priparativen Isolierung von DNA-Fragmenten wurden 1-2% (w/v)
Agarosegele je nach GroBe der Fragmente eingesetzt. Die entsprechende Menge
Agarosepulver wurde in TBE-Puffer in der Mikrowelle gelost und mit Ethidiumbromid in
einer Endkonzentration von 1pug/ml versetzt. Die Losung wurde in eine Agarosegelkammer
gegossen und ein Ladetaschenkamm eingesetzt. Die DNA-Proben wurden vor dem
Auftragen mit 1/6 Volumen Ladepuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Eine 100bp-
DNA-Leiter diente zum Grofenvergleich. Die DNA-Fragmente wurden bei 120V

aufgetrennt.

3.4.3 Isolierung und Aufreinigung der DNA-Fragmente

Die DNA-Fragmente wurden mit einem Skalpell auf dem UV-Schirm ausgeschnitten und
mit dem Nucleo Spin Extract Kit (Machery-Nagel) nach Anleitung des Herstellers aus dem

Agarosegel isoliert und gereinigt.

3.4.4 Verdau von DNA mit Restriktionsenzymen

lug aufgereinigtes PCR-Produkt oder Plasmid-DNA wurde mit 10U entsprechendem
Restriktionsenzym in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer in einem Endvolumen von
30ul tiber Nacht bei 37°C im Inkubator verdaut. Die DNA-Fragmente wurden
anschliefend auf ein Gel aufgetragen (vgl. Kapitel 3.4.2), isoliert und gereinigt (vgl.
Kapitel 3.4.3).

3.4.5 Ligation der DNA in entsprechende Plasmide

Das verdaute und gereinigte DNA-Fragement wurde in das entsprechend linearisierte
Plasmid mit Hilfe der DNA-Ligase des Bakteriophagen T4 (5U/ul) und entsprechendem
Puffer insertiert. 100-200ng des Plasmids und 1-2ug DNA wurden in einem
Gesamtvolumen von 20ul angesetzt. Die Ligation erfolgte 1h bei Zimmertemperatur (ZT).

Danach wurde der vollstidndige Ligationsansatz in den kompetenten E. coli Stamm DHS5a
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transformiert (vgl. Kapitel 3.4.7). Kompetente E. coli Zellen wurden nach

Standardprotokoll (vgl. Kapitel 3.4.6 ) hergestellt.

3.4.6 Herstellung des kompetenten Bakterienstamms DH5a

DHS5o wurden in 3ml LB-Medium ohne Ampicillin fiir 2-3h bis zu einer optischen Dichte
von 0,2 bei 600nm Wellenldnge (ODgpo = 0,2) bei 37°C im Inkubator geschiittelt. Die
Bakterien wurden in einem Volumen von 200ml LB-Medium aufgenommen und nochmal
2-3h (ODgpp=0,2) inkubiert. Die Zellen wurden auf Eis 10min lang gekiihlt und
anschliefend mit 5000g/min 10min lang bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 100ml
Transformationspuffer resuspendiert und fir 20min auf Eis inkubiert. Die
Bakteriensuspension wurde erneut mit 5000g/min, 10min lang bei 4°C zentrifugiert und in
10ml Transformationspuffer resuspendiert. Die Bakterien wurden in 400ul Aliquots
abgefiillt und bei -80°C aufbewahrt.

3.4.7 Transformation des Ligationsprodukts in kompetente E. coli

Das Ligationsprodukt und eine Plasmidkontrolle ohne DNA-Fragment wurden mit 200ul
DH5a bei 4°C 10min lang inkubiert. Die Bakterien wurden Imin lang 42°C Hitzeschock
ausgesetzt und auf Eis abgekiihlt. AnschlieBend wurden sie auf LB-Agarplatten mit
100pug/ml Ampizillin (LB/Amp) ausgestrichen und iiber Nacht im Inkubator bei 37°C
inkubiert. Die einzelnen Klone auf den LB/Amp-Platten wurden wie unter Kapitel 3.4.9

beschrieben weiterbehandelt.

3.4.8 Glycerinstocks von Bakterienklonen

Ein Klon von der LB-Agarplatten wurde mit einer sterilen Pipettenspitzen entnommen und
in 3ml LB-Medium + 100pg/ml Amp bei 37°C iiber Nacht im Schiittler inkubiert. Am
nichsten Tag wurden 600ul Bakteriensuspension mit 400ul einer 50%-Glyerinlosung

gemischt und bei -80°C zur Lagerung eingefroren.

3.4.9 DNA-Isolierung aus Bakterienklonen in einer Minipraparation
und anschlieBende Analyse

Ein Bakterienklon auf der LB-Platte (vgl. Kapitel 3.4.7) wurde am néchsten Tag

entnommen und die DNA in einer Mini-Priparation (Kit von Machery-Nagel) isoliert und

mit Hilfe von Nucleospin-Sdulen (Macherey-Nagel) nach Vorschrift des Herstellers

gereinigt.
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Die DNA wurde mit entsprechenden Restriktionsenzymen auf positive Inserts untersucht

(vgl. Kapitel 3.4.4) und dann zur Sequenzierung an GATC Biotech geschickt.

3.4.10 Maxipraparation von positiven Bakterienklonen

Fiir groBere DNA-Mengen wurde eine Maxipriparation mit dem Nucleobond AX 500 Kit
(Macherey-Nagel) durchgefiihrt.

3.4.11 Gerichtete Mutagenese

3.4.11.1 C-terminal V5-markierte DJ-1 Mutanten

Es wurden folgende Mutanten mittels zweier PCR-Reaktionen hergestellt:

[L166P]DJ-1, [L166E]DJ-1, [V169P]DIJ-1, [V169A]DJ-1, [V1691]DJ-1, [A178P]DJ-1,
[V181P]DJ-1, [K182P]DJ-1, [L185P]DJ-1, [L187P]DJ-1 und die PK-assoziierte Mutante
[E64D]DJ-1 (Hering et al., 2004).

Dabei wurde [wt]DJ-1V5/His als Vorlage verwendet und zwei unabhidngige PCR-
Reaktionen nach oben genannten Bedingungen (vgl. Kapitel 3.4.1) mit den Primern aus
Tabelle 4 durchgefiihrt. AnschlieBend wurden beide PCR-Produkte als Vorlage fiir eine
weitere PCR mit den Primern Ncol FWD und BamHI_V5_REV (siche Tabelle 4)

verwendet.
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Muta | Vorwértsprimer Riickwirtsprimer

-tion

L166P | 5’-CTTCGAGTTTGCGCCTGCAATTGTTGAA-3* | 5>-TTCAACAATTGCAGGCGCAAACTC
AAG-3’

L166E | 5’-CTTCGAGTTTGCGGAAGCAATTGTTGAA-3’ | 5>-TTCAACAATTGCTTCGGCAAACTCGA
AG-3’

V169P | 5’-CGCTTGCAATTCCTGAAGCCCTGAA-3’ 5’-TTCAGGGCTTCAGGAATTGCAAGCG-3’

V1691 5’-CGCTTGCAATTATTGAAGCCCTGAA-3’ 5’-TTCAGGGCTTCAATAATTGCAAGCG-3’

VI69A | 5-GCTTGCAATTGCTGAAGCCCTGAA-3’ 5"-TTCAGGGCTTCAGCAATTGCAAGC-3’

A178P | 5’-AAGGAGGTGCCGGCTCAAGTGA-3 5’-TCACTTGAGCCGGCACCTCCTT-3’

VI181P | 5-GCGGCTCAACCGAAGGCTCCA-3’ 5’-TGGAGCCTTCGGTTGAGCCGC-3’

K182P | 5°-GCTCAAGTGCCGGCTCCACTTGTT-3’ 5’-AACAAGTGGAGCCGGCACTTGAGC-3’

L185P | 5’-TGAAGGCTCCACCTGTTCTTAAAGAC-3’ 5’-ATCTGGATCCGTCTTTAAGAACAGGT
GGAGCCTT-3’

L187P | 5’-CTCCACTTGTTCCTAAAGACAAGGG-3 5’-ATCTGGATCCGTCTTTAGGAACAAGTG
GAGCCTT-3

AN173 | 5>-TTGAAGCCCTGAAGGAGGTGGCGG-3’ 5’-CCGCCACCTCCTTCAGGGCTTCAA-3

/G174

[AG/H] | 5-CCCGAATTCATGGGAATGGCTTCCAAAA 5’-AAAGCGGCCGCATTCAGGGCTTCAACA

GAGCT-3’ ATTGCAAGC-3
[AH] 5’CCCGAATTCATGGGAATGGCTTCCAAAAG 5’-AAAGCGGCCGCGGTCCCAGGCCceee-32
AGCT-3
E64D 5’-ATGCAAAAAAAGAGGACCATATGATGT 5’-CCACATCATATGGTCCTCTTTTTTTG

GG-3

CAT-3

Tabelle 4: Mutageneseprimer fiir C-terminal V5-markierte und N-terminal Myc-markierte DJ-1-
Mutanten

Das PCR-Programm wurde dann wie folgt gedndert:
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1 Zyklus

Denaturierung 94°, Smin
Amplifikation 52°C, Smin
Elongation 72°C, Smin
Denaturierung 94°C, Smin
30 Zyklen

Denaturierung 94°C, 30sek
Amplifikation 52°C, 50sek
Elongation 72°C, 50sek
+ 1ul Taq Polymerase

Verlidngerte Elongation 72°C, 10min
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Der 1. Zyklus vor der eigentlichen PCR diente dazu, die beiden PCR-Produkte
amplifizieren zu konnen, da die beiden DNA-Stringe bei hohen Temperaturen getrennt
werden und die Primer Zugang zu den Einzelstringen haben. Dann wurde die eigentliche
PCR (vgl. Kapitel 3.4.1) durchgefiihrt und am Ende wurde zusitzlich Taq Polymerase
(1U/ul) dazugegeben, um einen T/A-Uberhang zu gewihrleisten. Dieser erlaubt die
anschliefende Ligation in den Klonierungsvektor pcDNA3.1/V5/His TOPO (vgl. Kapitel
3.4.5). Die Ligation des PCR-Produkts und Transformation in E.coli-Bakterien erfolgte
nach dem Protokoll des Herstellers des pcDNA3.1/V5/His TOPO Klonierungskits
(Invitrogen).

Zur Beurteilung der Oxidierbarkeit und Stabilitdt von DJ-1 wurden Cystein-Mutanten
generiert, die wie oben beschrieben, hergestellt wurden. Folgende Konstrukte wurden mit
den in Tabelle 5 aufgefiihrten Primern amplifiziert: C106A, C106D, C106E, C46A, C53A,
C106A/C53S und C106A/C46S/C53S.

Mutation Vorwirtsprimer Riickwirtsprimer

C106A 5’-CCGCCATCGCTGCAGGTC-3’ 5’-GACCTGCAGCGATGGCGG-3’

C106D 5’-CCGCCATCGATGCAGGTC-3’ 5’-GACCTGCATCGATGGCGG-3’

C106E 5’-CCGCCATCGAGGCAGGTC-3 5’-GACCTGCCTCGATGGCGG-3’

C46A 5’-CCAGTACAGGCTAGCCGTGATG-3’ 5’-CATCACGGCTAGCCTGTACT
GG-3’

C53A 5-ATGTGGTCATTGCTCCTGATGCC 5’-CTGGCATCAGGAGCAATGACCA

AG-3’ CAT-3’

C46S 5’-CCAGTACAGTCTAGCCGTGATG-3 5’-CATCACGGCTAGACTGTACT
GG-3’

C53S 5-ATGTGGTCATTTCTCCTGATGCCAG-3’ | 5’-CTGGCATCAGGAGAAATGAC
CACAT-3’

Tabelle 5: Mutageneseprimer fiir C-terminal V5-markierte DJ-1-Cystein-Mutanten

Die PCR-Produkte wurden anschlieBend ebenfalls mit den Primern Ncol-FWD und
BamHI-V5_REV wie oben beschrieben amplifiziert und in den pcDNA3.1/V5/HIS TOPO-

Klonierungsvektor ligiert.

3.4.11.2 N-terminal Myc-markierte DJ-1-Mutanten

Es wurden folgende DJ-1 pcDNA3.1-Konstrukte (vgl. Kapitel 3.4.11.1) als Vorlage fiir
eine Subklonierung in das pCMV-Plasmid verwendet: [L166P]DJ-1/V5, [L166E]DJ-1/V5,
[V169P]DJ-1/V5, [VI1691]DJ-1/V5, [KI182P]DJ-1/VS5, [L185P]DJ-1/V5. [wt]DJ-1/V5
diente als Vorlage fiir Myc/[wt]DJ-1, Myc/[AH]DJ-1, Myc/[AG/H]DJ-1 und
Myc/[AN173/G174]DJ-1.
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Diese Konstrukte wurden mit den Primern EcoRI_FWD und Notl_REV (vgl. Tabelle 6)
mit Standard-PCR Bedingungen (vgl. Kapitel 3.4.1) amplifiziert und wie unter Kapitel
3.4.5 und 3.4.7 beschrieben in den pCMV-Vektor kloniert (vgl. Tabelle 7).

Konstrukt Vorwirtsprimer Riickwirtsprimer

Human DJ- Ncol_FWD: BamHI_V5_REV:

1/V5 5’AACCATGGGAATGGCTTCCAAAAG | 5-CGCGGATCCGATGTCTTTAAGAA
AGCTCTG-3 CAAGTGGAGCC-3

Human EcoRI_FWD: Notl REV:

Myc/DJ-1 5’ACGAATTCATGGCTTCCAAAAGAG | SSATTGCGGCCGCGTCTTTAAGAACAA
CTCTGGT-3’ GTGGAGCC-3

Human DJ-1 Ncol_FWD: BamHI REV:
5’-AACCATGGGAATGGCTTCCAAAA | 5-AAATGGATCCGGTCCCAGGCC
GAGCTCTG-3 CC-3»

Tabelle 6: Subklonierungsprimer fiir DJ-1-Konstrukte

Name des Plasmids | Konstrukte in dem | Einsetzbarkeit Herkunft
Plasmid der Plasmide
pcDNA3.1/V5/His DJ-1/V5 Sdugerzellen Invitrogen
TOPO
pCMV Myc/DJ-1 Sdugerzellen Clontech
pQE60 DJ-1/V5 und DJ-1/V5/His E. coli Qiagen
pSuper DJ-1 knock-down Sdugerzellen Prof. Thomas Tuschl
(Rockefeller
Universitit, New
York)
pcDNA 3.1 Zeocin Selektionsmarker fiir Knock- | Sdugerzellen Invitrogen
down
pcDNA4/Myc/His B PIASx-a Sdugerzellen Invitrogen
pMSSVLT Sdugerzellen Prof. Paul Saftig
(Biochemisches
Institut, Kiel)

Tabelle 7: Verwendete Plasmide fiir verschiedene Konstrukte

60




Material und Methoden
3.4.12 RNA-Isolation und RT-PCR

3.4.12.1 RNA-Extraktion nach der Trizolmethode

RNA aus Zellen oder Gewebe mit Hilfe des peqGold RNAPure Kits (Peqlab) nach der

Vorschrift des Herstellers extrahiert.

3.4.12.2 Allgemeine Beschreibung der Reversen Transkriptase (RT)-PCR

Die unter Kapitel 3.4.12.1 isolierte RNA wurde mit dem SuperSkriptII-Kit (Invitrogen) in
cDNA umgewandelt und konnte anschlieend als Template fiir verschiedene PCR-Ansitze
verwendet werden.

100-500ng der isolierten RNA, 1ul Oligo(dT);2.15 (500pug/ml), 1ul ANTPs (10mM) wurden
mit dH,O auf ein Endvolumen von 12ul aufgefiillt, vermischt und Smin bei 65°C in einem
Thermocycler inkubiert. Die Mischung wurde auf Eis gestellt, mit 4pul SxFirstStrand-
Puffer, 2ul DTT (0,1M) und 1ul RNaseOUT (40U/ul) versetzt und bei 42°C 2min lang im
Thermocycler inkubiert. 1ul SuperScriptll wurde bei ZT vorsichtig zugesetzt und der
Ansatz weitere 50min bei 42°C inkubiert, bevor die Reaktion 10min bei 70°C abgestoppt
wurde.

Fiir die anschlieBende PCR wurden die Oligonukleotide aus Tabelle 6 verwendet.

3.4.12.3 Allgemeine Beschreibung der quantitativen RT-PCR (qRT-PCR)

Aus 50ng mRNA, isoliert aus HEK 293T-Zellen (vgl. Kapitel 3.4.12.1), wurde cDNA
mittels der RT-PCR Methode (vgl. Kapitel 3.4.12.2) generiert.

Diese cDNA wurde als Vorlage fiir eine quantitative PCR im LightCycler (Roche)
verwendet. Die cDNA aller C-terminalen V5-markierten DJ-1-Mutanten (vgl. Tabelle 4)
wurden als Vorlage verwendet und mit den DJ-1-spezifischen Oligonukleotiden
Ncol _FWD und BamHI_V5_REV (vgl. Tabelle 6) amplifiziert. In einem parallelen Ansatz
wurde als Standard P-Aktin mit Hilfe der Oligonukleotide B-Aktin_. FWD (5’-
CATGGAGAAAATCTGGCACCACACC-3’) und B-Aktin_REV (5-
TGGCCATCTCTTGCTCGAAGTCC-3’) amplifiziert. Als Negativkontrolle diente ein
Ansatz mit Wasser statt Template cDNA. Der Master-Mix fiir die PCR bestand aus je
0,1ul der beiden genannten Oligonukleotide (100uM), 14,8ul dH,O, 4ul Fast Mix (Fast
Start DNA Taq Polymerase, Reaktionspuffer, SybrGreen und dNTPs, Roche). Diese
Mischung wurde in eine vorgekiihlte LightCycler-Kapillare pipettiert und mit je 1ul cDNA
(50ng/ul) oder dH,O gemischt. Jede Kapillare wurde mit einem Stopper versehen und in
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einen Adapter uberfithrt, der anschlieBend in eine Standard Benchtop-Mikrozentrifuge
gestellt wurde und bei 700g Ssek lang zentrifugiert wurde. Das LightCycler-Karussell mit

den Kapillaren wurde in das Instrument gestellt, und folgendes Programm wurde gestartet:

Pré-Inkubation: 95°C 10 min

45 Zyklen:

Amplifikation: 95°C 10sek
57°C 10sek
72°C 10sek

Schmelzkurve

Denaturierung: 95°C 20°C/sek

Amplifikation 65°C 15sek

Schmelzen 95°C 0.1°/sek

Abkiihlen 40°C 0:30sek

Mit der LightCycler Software Version 4.0 wurden die Temperaturen des Crossing points

(Cp) berechnet und Schmelz- und Amplifikationskurven erstellt.

3.4.13 DNA Isolierung aus Gewebe und Zellen zur Genotypisierung

DNA aus embryonalen Maushirnen und MEF-Zellen (vgl. Kapitel 3.5.7) wurde mit dem
DNeasy Kit (Qiagen) isoliert.

Dazu wurden Maushirne in 360ul ATL-Puffer gegeben und mit 40ul Proteinase K
versehen. Diese Gewebemischung wurde auf einem Thermomixer bei 55°C und 700U/min
tiber Nacht geschiittelt. Am néchsten Tag wurde die Hélfte des gelosten Hirnmaterials mit
200u1 Al Puffer und 200ul Ethanol nach den Vorschriften des Herstellers weiterbehandelt.
MEF-Zellen wurden aus einer 6cm-Zellkulturschale trypsiniert, abzentrifugiert (vgl.
Kapitel 3.5.5) und in 180ul ATL-Puffer und 20ul Proteinase K auf dem Thermomixer bei
55°C und 700U/min etwa 10-20min lang geschiittelt, bis das Zellmaterial sich gelost hat.

AnschlieBend wurde nach den Vorschriften des Herstellers weiterverfahren.

3.4.14 Genotypisierung von DNA-Proben aus DJ-1 Knock-out-Mausen

Die in Kapitel 3.4.13 isolierte genomische DNA wurde verwendet, um mittels einer PCR
zu priifen, ob die zugehorigen embryonalen Mausfibroblastenzellen (MEF) von

heterozygoten oder homozygoten knock-out-Embryonen stammen.
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Es wurde folgender PCR-Ansatz mit den wunten angegebenen Oligonukleotiden
durchgefiihrt, die entweder [wt]DJ-1-DNA oder die verkiirzte DNA der Knock-out DJ-1-
Mutante amplifizieren:

10ul 2,5x PCR Reaktionspuffer

0,5ul mt_REV 5’-CGGTACCAGACTCTCCCATC-3’ (10uM)

0,5ul wt_FWD 5°-AGGCAGTGGAGAAGTCCATC-3’ (10uM)

0,5ul wt_REV 5’-AACATACAGACCCGGGATGA-3’ (10uM)

1ul DNA (50ng/ul)

Mit dH,0O wurde die PCR-Reaktion auf 25u1 aufgefiillt.

Die Losung wurde gemischt und in einen Thermocycler gestellt, welcher vorher wie folgt

programmiert wurde:

Initiale-Denaturierung 94°, 4min
35 Zyklen

Denaturierung 94°C, 30sek
Amplifikation 58°C, 40sek
Elongation 72°C, 1min
Verlidngerte Elongation 72°C, Tmin

Anschlieend wurden die PCR-Produkte auf ein 1% Agarosegel aufgetragen (vgl. 3.4.2).
3.5 Zellkultur

3.5.1 Kultivierung von Zellen

Humane-Embryonale-Nierenzellen (HEK 293T), Affen-Nierenzellen (COS7), Ratten-
Phiochromozytomzellen (PC12), MEF-Zellen, menschliche Neuroblastomazellen des
Zellklons SH-SYSY, murine immortalisierte dopaminerge Zellen (MN9D) und murine
embryonale Stammzellen (ES) wurden bei 5% CO; und 37°C in einem Inkubator kultiviert
(vgl. Tabelle 8). Die entsprechenden Medien und Bedingungen sind ebenfalls in Tabelle 8
aufgefiihrt.
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Zelllinie Organismus | Medien Firma
ES Maus DMEM + 15% FCS, Prof. Wurst (GSF,
Embryonale 1,2mM L-Glutamin + Miinchen)
Stammzellen 12mM HEPES + 1x nicht

essentielle AS + 1% P/S +

600uM Mercaptoethanol +

LIF
COS7 Affe DMEM + 10% FCS + 1% | ATCC
Nierenzellen P/S Amerikanische

Zellkulturkollektion

HEK 293E Mensch DMEM + 10% FCS + 1% | ATCC
Embryonale P/S Amerikanische
Nierenzellen (enthilt Zellkulturkollektion
Ebnavirus)
HEK 293T Mensch DMEM + 10% FCS + 1% | ATCC
Embryonale P/S Amerikanische
Nierenzellen Zellkulturkollektion
(enthilt SV40 Virus)
MEF Maus DMEM + 10% FCS + 1% | Selbst angelegt
Embryonale P/S
Fibroblasten
MNO9D Maus Ham’s F12/ ATCC
Immortalisierte DA- DMEM + 10% FCS + 1% Amerikanische
Neurone P/S Zellkulturkollektion
PC12 Ratte DMEM + 10% FCS + 5% | ATCC
Phidochromozytom- HS + 1% P/S Amerikanische
zellen Zellkulturkollektion
SH-SYS5Y Mensch Ham's F12/ ATCC
Neuroblastomazellen DMEM + 10% FCS + 1% Amerikanische

P/S Zellkulturkollektion

Tabelle 8: Verwendete Zelllinien und Medien

Die Zellen wurden in 10cm-Zellkulturschalen in verschiedenen Verdiinnungen ausgesét

und im Inkubator geziichtet. Bei Konfluenz wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit

Iml Trypsin von der Kulturschale gelost. Nach der Zugabe von 2ml Medium und einem

Transfer in ein 15ml-Réhrchen wurde zentrifugiert (Smin, 1000g/min in der Megafuge-

Zentrifuge von Heraeus Instruments). Das Medium wurde abgesaugt und das Pellet in

entsprechendem Medium verdiinnt und auf frische Zellkulturschalen fiir weitere

Kultivierungen oder anstehende Experimente ausgesit.
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3.5.2 Poly-L-Lysin-beschichtete Zellkulturschalen

Fiir IF-Studien (vgl. Kapitel 3.6.3.1) wurden mit Poly-L-Lysin-beschichtete Deckgldser
verwendet, um die Zellen zu kultivieren. Poly-L-Lysin ist ein Polymer aus mehreren
Lysinen, an denen Zellen besser haften konnen als auf dem unbeschichteten Glas.

Die Deckgldser wurden zuniéchst in Ethanol gewaschen und autoklaviert (120°C, 1,2bar,
20min). Dann wurden sie in eine Zellkulturschale gelegt, mit einer Poly-L-Lysin-Losung
(10pg/ml) bedeckt und 2-3h lang bei ZT inkubiert. AnschlieBend wurden sie 5x mit dH,O

gewaschen und in Wasser aufbewahrt. Es wurde alles steril durchgefiihrt.

3.5.3 Transiente Transfektion von Zellen mit Lipofectamin 2000

Das Transfektionsreagens Lipofectamin 2000 (Invitrogen) wurde zunédchst mit Plasmid-
DNA in einem DNA:Lipid-Verhiltnis 1:2,5 vorinkubiert. Bei 80-90% Konfluenz wurden
damit Zellen nach den Vorschriften des Herstellers transfiziert. Nach 24 bis 48h Inkubation

wurden die transient transfizierten Zellen fiir die entsprechenden Experimente verwendet.

3.5.4 Stabile Transfektion von HEK 293E- und MN9D-Zellen

Die stabile Transfektion wurde ebenfalls mit Lipofectamin 2000 durchgefiihrt (vgl. Kapitel
3.5.3). Im Unterschied zur transienten Transfektion wurde die cDNA vor der Verwendung
linearisiert. Folgende Konstrukte wurden stabil transfiziert: [wt]DJ-1/V5, [L166P]DJ-1/V5,
[E64D]DJ-1/VS und [C106A]DJ-1/V5 im pcDNA3.1/V5/His TOPO-Vektor, der eine
Neomycinresistenz besitzt. Das Antibiotikum Geneticin (G-418), ein Analog des
Neomycinsulfats, wurde als Selektionsreagenz verwendet. 24 bis 48h nach der
Transfektion wurden die Zellen trypsiniert, zentrifugiert und das Pellet in Iml Medium
resuspendiert. Es wurden je Sul, 10ul, 25ul, 50ul, 100ul, 250ul und 500ul der Suspension
gemacht und in 10cm-Zellkulturschalen ausgesit. Dem Standardmedium (vgl. Tabelle 8)
wurde zusitzlich 0,4mg/ml G-418 zur Selektion der transfizierten Klone zugesetzt. Auf
den Schalen wuchsen nach 2-3 Wochen einzelne Zellklone, die mit einer Sterilpipette in
eine 24-well-Zellkulturschale iiberfithrt wurden. Dort wurden sie bis zur Konfluenz
kultiviert, in zwei 6cm-Zellkulturschale transferiert, wobei die eine weiter kultiviert wurde
und die andere mittels Proteinisolation (vgl. Kapitel 3.5.5) auf Expression des exogenen
Proteins getestet wurde.

Positive Zellklone wurden dann in 10cm-Schalen ausgesdt und mit Hilfe des

Selektionsmediums von 0,2mg/ml G-418 weiterkultiviert.
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3.5.5 Zelllyse zur Proteinisolation

Zellen wurden trypsiniert und pelletiert (vgl. Kapitel 3.5.1). Das Pellet wurde in 1ml PBS
aufgenommen und bei 6000g/min fiir Smin abzentrifugiert. 100 bis 500ul Lysepuffer
wurden zu dem Pellet gegeben und durch Auf- und Abpipettieren gut homogenisiert. Zur
Lyse wurde 20min auf Eis inkubiert und 10min bei 13000g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein frisches Eppendorfrohrchen tiberfiithrt und eine

Proteinkonzentrationsbestimmung durchgefiihrt (vgl. Kapitel 3.6.1.1).

3.5.6 Stabiler und transienter Knock-down von DJ-1 mit Hilfe von
siRNA (short interfering RNA)

Fir einen Knock-down von endogenem DJ-1 wurden zwei verschiedene technische
Ansitze gewihlt. Die erste Methode besteht aus einem Vektor (pSuper), dessen Insertion
fiir siRNA-dhnliche DNA-Transkripte kodiert, die unter Kontrolle eines Polymerase 111
HI1-RNA-Promotors stehen. Das genspezifische Insert wurde folgendermallen hergestellt:
Eine aus 19 Nukleotiden bestehenden Sequenz, die im Zieltranskript, hier DJ-1, von der
Firma Metabion gewihlt wurde, wurde durch einen Spacer getrennt und mit der revers
komplementidren Sequenz verbunden. Das resultierende RNA-Transkript nimmt eine 19
Basenpaare lange ,.Stem-loop-Struktur* an, indem es eine interne Faltung mit sich selbst
eingeht (Brummelkamp et al., 2002).

Die Firma Metabion lieferte 2x64bp lange Oligomere (0,04uM), die die Basenpaare 270-
289 des DJ-1-Proteins betrafen, zum Einbau in den Vektor pSuper. Zunichst wurden die
Oligonukleotide in 50ul dH,O gelost, und je 1ul von beiden Oligonukleotiden wurde mit
48ul Amplifizierungspuffer (NEB-Puffer) gemischt. Das Ganze wurde 4min bei 95°C,
anschliefend 10min bei 70°C inkubiert und langsam auf 4°C heruntergekiihlt. Die
Oligonukleotide =~ und der pSuper-Vektor wurden anschlieBend mit den
Restriktionsenzymen Bgl II und Hind III verdaut (vgl. Kapitel 3.4.4). Fiir die
Phosphorylierung des Konstruktes und des Vektors wurden je 2ul des Verdaus mit 1ul T4
PNK-Puffer, 1ul ImM ATP, 1ul T4 PNK und 5ul dH,O versetzt und fiir 30min bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz 10min bei 70°C inaktiviert. Das phosphorylierte
DNA-Konstrukt wurde dann in den pSuper-Vektor ligiert und in DHSa transformiert (vgl.
Kapitel 3.4.5 und 3.4.7).

Klone wurden genommen und auf positive Inserts getestet (vgl. Kapitel 3.4.9). Dieses
Konstrukt wurde dann mit Hilfe von Lipofectamin 2000 transient in HEK 293T-Zellen

transfiziert (vgl. Kapitel 3.5.3). Zusitzlich wurden stabile Klone erzeugt, indem pSuper
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zusammen mit pcDNA3 Zeocin in einem Verhiltnis 10:1 transfiziert wurde (vgl. Kapitel
3.5.4). Das Plasmid pcDNA3 Zeocin musste zusétzlich zu pSuper in die HEK 293E-Zellen
transfiziert werden, da dieser keine Selektionskassette besitzt. Es wurden Verdiinnungen
wie unter Kapitel 3.5.4 beschrieben hergestellt, die Zellen ausgesidt und Kolonien, die
gegen das Antibiotikum Zeocin (200ug/ml) resistent waren, in groBBere Zellkulturschalen
transferiert. AnschlieBend wurden einzelne Klone auf ihre Knock-down-Effizienz
tiberpriift.

Die zweite Methode fiir den Knock-down von DJ-1 besteht aus einer direkten Transfektion
von siRNA. Hierfiir lieferte die Firma Dharmacon siRNA (40uM), die gegen die
Basenpaare 414-434 des DJ-1-Gens gerichtet waren. Es wurde eine 6well-Schale mit HEK
293T-Zellen ausgesidt und bei 50-60% Konfluenz transfiziert. Als Transfektionsagens
wurde Oligofectamin gewdhlt. Es wurden 48ul OptiMEM und 12ul Oligofectamin 10min
lang bei ZT und 6ul siRNA und 200ul OptiMEM in parallelen Ansétzen inkubiert. Beide
Ansitze wurden vereinigt und 20min bei ZT inkubiert. Die Mischung wurde mit 128ul
OptiMEM aufgefiillt und auf die Zellen verteilt.

Es wurde ein zweites Transfektionsreagenz verwendet, um die Transfektionseffizienz zu
steigern. Dazu wurden 200ul OptiMEM und 6ul TransIT TKO 10min bei ZT inkubiert.
Anschlieend wurden die siRNA-Proben, die vorher 1:20 verdiinnt wurden, dazugegeben
und der Ansatz weitere 20min bei ZT inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz auf die
Zellen verteilt.

Die oben beschriebene Transfektion mit Oligofectamin und TransIT TKO wurde noch
einmal wiederholt. Dabei wurden die Zellen erneute ausgesit (vgl. Kapitel 3.5.1) und nach
der oben beschriebenen Methode behandelt. Die Mehrfachtransfektion diente zur

Steigerung der Knock-down-Effizienz.

3.5.7 Anlegen und Immortalisieren von MEF-Zellkulturen

Maus-Embryonen (Embryonalstadium E12-E15) wurden aus den anésthesierten,
schwangeren Miusen herausprédpariert und einzeln in Schalen mit PBS gelegt. Die
Embryohiille wurde entfernt, der Kopf abgetrennt, das Gehirn entnommen und fiir die
Genotypisierung (vgl. Kapitel 3.4.14) eingesetzt.

Nach Entfernen der roten Organe wie Herz, Leber und Milz wurden die Korper der
Embryonen in eine 6well-Zellkulturschale gelegt, in der 600ul DMEM mit 50% FCS
vorgelegt war. Der Korper wurde mit einem sterilen Skalpell zerkleinert, die Schalen in

einen Inkubator gestellt und bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Aus den zerschnittenen
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Gewebeteilen wuchsen MEF-Zellen. Die Zellen wurden erst in 6cm-Schalen und sobald sie
konfluent waren in 10cm-Schalen iiberfiihrt,. Das Serum-Supplement wurde nach 3 Tagen
auf 30% FCS und nach weiteren 3 Tagen auf 10% FCS reduziert.

Anschlieend wurden die Zellen in 6cm-Schalen ausgesidt und immortalisiert. Hierfiir
wurden die Zellen mit Lipofectamin 2000 und 4ug eines Plasmids pMSSVLT (vgl. Tabelle
7), welches das SV40 large T Antigen trégt, transfiziert (vgl. Kapitel 3.5.3). Nach ca. 40
bis 50 Passagen wurden die Zellen fiir weitere transiente Transfektionen und anschlieBende

Experimente verwendet.

3.5.8 Lentivirale Transduktion von MEF-Zellen

Freundlicherweise wurden uns folgende lentiviralen Vektoren von Prof. Aebischer
(Lausanne, Schweiz) zur Verfiigung gestellt: GFP (griin fluoreszierendes Protein) /[wt]DJ-
1, GFP/[L166P]DJ-1 (unpubliziert) und GFP-Kontrollvektor (Deglon et al., 2002).

Viren eignen sich besonders fiir den Gentransfer in schwer transfizierbare Zellen, wie
primdre MEF-Zellen oder ES-Zellen. Die Transduktion der Zellen wurde in einem speziell
dafiir hergerichteten S2-Laboratorium durchgefiihrt. Die Viren wurden schnell aufgetaut
und in Wasser wie folgt verdiinnt: 1:50, 1:100, 1:500. Wiederholtes Einfrieren und
Auftauen der Viren sollte vermieden werden, da die Transduktionseffizienz sinken konnte.
Die primidren MEF-Zellen wurden in 24well-Schalen ausgesit und mit den entsprechenden
Verdiinnungen in einem doppelten Ansatz transduziert. Die Zellen waren hierfiir ca. 60-
70% konfluent. Da der lentivirale Einbau in die Zelle ein sehr schneller Prozess ist, konnte
das Medium nach 6h gewechselt werden. Nach 48h wurde die Transduktionseffizienz unter
dem Fluoreszenzmikroskop beurteilt. AnschlieBend wurde eine Proteinlyse (vgl. Kapitel
3.5.5) durchgefiihrt, um die transduzierten DJ-1-Konstrukte proteinbiochemisch
nachweisen zu konnen (vgl. Kapitel 3.6.1.3 und 3.6.1.4).

3.6 Proteinbiochemische Methoden
3.6.1 Aligemeine Methoden

3.6.1.1 Proteinkonzentration nach Bradford

Nach der Proteinisolation aus Zellen (vgl. Kapitel 3.5.5.) wurde die Gesamtproteinmenge
mit Hilfe des Protein Assay Kits (Biorad) nach der Methode von Bradford gemessen. Dazu
wurden 498ul dH,O mit 2ul Proteinlysat vermischt, 400ul dieser Proteinmischung mit
200ul einer 1:4 Mischung des Protein-assay Kits und dH,O in eine Einwegkiivette gegeben
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und Smin inkubiert. Bei einer Wellenldnge von 595nm wurde anschlieBend die Extinktion
gemessen. Parallel wurde unter Verwendung einer BSA-Standardlosung eine
Kalibrierkurve erstellt, mit Messpunkten zwischen 2 und 10ug BSA. Anhand der linearen

Eichkurve wurde die gesuchte Gesamtproteinmenge berechnet.

3.6.1.2 Proteinkonzentration nach dem Bicinchoninic Acid Assay (BCA)

Je 10ul einer verdiinnten Proteinlésung wurden in einer Doppelbestimmung auf je 200ul
einer 50:1 Verdiinnung aus BCassay-Reagenz A und B (Uptima, Interchim) versetzt.
Zusitzlich wurden Verdiinnungen einer BSA-Standardlosung zwischen 50ug/ml und
1,5mg/ml in einer Doppelbestimmung angesetzt und mit demselben BCA-Reagenz
versetzt. Die Proben wurden wurde 30min lang bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde
die Extinktion bei 562nm photometrisch bestimmt und daraus die Proteinkonzentration der

Probe durch Extrapolation der Eichkurve ermittelt.

3.6.1.3 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die eindimensionale Auftrennung von Proteinen erfolgte unter denaturierenden
Bedingungen und trennt diese nach ihrer molekularen GroBe auf. Zur SDS-PAGE wurde
das Minigelsystem von Biorad verwendet, welches einen Sammelgelbereich von 1cm und
einen Trenngelbereich von 7cm aufweist. Es wurden Gele mit 10 Probentaschen und einer
Dicke von 0,75mm oder Gele mit 15 Probentaschen und 1,5mm Dicke eingesetzt.

Die Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel ist in Tabelle 9 angegeben. Dabei
bewirkt die steigende Acrylamidkonzentration eine erhohte Vernetzung des Gels und damit
eine verbesserte Auftrennung von kleinen Proteinen. Wenn nichts anderes angegeben ist,
wurden 15%ige dicke Gele verwendet, die im Bereich zwischen 20 bis 30kDa gut

auftrennen und daher zum Nachweis von DJ-1 geeignet sind.
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Trenngel 10% 12,5% 15%
dH,O 12,88ml 10,76ml 7,6ml
30% Acrylamid 10,8ml 12,84ml 16ml
1,5M Tris pH=8,8 8ml 8ml 8ml
10% SDS 320l 320l 320ul
TEMED 16ul 16ul 16ul
10% APS 108ul 108ul 108ul
Sammelgel

dH,O 5,6ml 5,6ml 5,6ml
30% Acrylamid 1,6ml 1,6ml 1,6ml
0,5M Tris pH=6,8 2,5ml 2,5ml 2,5ml
10% SDS 100ul 100ul 100ul
TEMED 10ul 10ul 10ul
10% APS 33,2ul 33,2ul 33,2ul

Tabelle 9: Zusammensetzung fiir je 4 dicke Gele mit entsprechender Polyacrylamidkonzentration

Die Gelplatten wurden der Herstellerbeschreibung entsprechend in den GieBstinder
eingebaut, mit Trenngel-Losung bis ca. 2cm unterhalb des oberen Glasplattenrandes
befiillt, und die obere Schicht mit Isopropanol iiberschichtet. Nach der Polymerisierung
wurde das Isopropanol dekantiert, mit einem Whatmanpapier die restliche Fliissigkeit
aufgesaugt und die Sammelgel-Losung auf das Trenngel pipettiert. Ein entsprechender
Probenkamm wurde eingesetzt. Nach vollstdndiger Polymerisation wurde das Gel in die
entsprechende Gelkammer eingebaut und mit Elektrophoresepuffer befiillt. Der Kamm
wurde entfernt.

Die Proteinproben wurden, wenn nichts anderes angegeben ist, auf 25ug/ul
Gesamtproteinmenge eingestellt und mit 20ul 6fach Limmlipuffer versetzt. Die Proben
wurden dann bei 95°C 5Smin lang gekocht und bei 13000g/min Imin lang zentrifugiert.
Anschlieend wurden die Proben in die Probentaschen des Gels pipettiert.

Als Molekulargewichtsstandard wurden Spl Standardproteinmarker geladen. Die
Gelkammer wurde mit einer Spannungsquelle verbunden und die Elektrophorese bei einer

Spannung von 120V durchgefiihrt.
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3.6.1.4 Western Blot Analyse

Nach der Auftrennung der Proteine in der SDS-PAGE wurden diese in einer
Transferkammer auf eine PVDF-Membran (Immobilon, Millipore) transferiert, die vorher
kurz mit Methanol benetzt und in Transfer-Puffer inkubiert wurde. Die verwendeten
pordsen Schwidmme und Blotting-Papiere (Whatman, Schleicher & Schuell) wurden vor
dem Transfer ebenfalls in Transfer-Puffer &quilibriert. Der Transferaufbau ist im

Folgenden dargestellt (vgl. Abbildung 17).

B e
T

Poréser Schwamm
2x Blotting-Papier (Whatman, Schleicher & Schuell

SDS-Polyacrylamid-Gel

PVDF-Membran
2x Blotting-Papier (Whatman, Schleicher & Schuell

Transfer

Poréser Schwamm

Anode

Abbildung 17: Versuchsanordnung zum Transfer von Proteinen aus einem SDS-Polyacrylamid-Gel
auf eine PVDF-Membran

Nach dem Elektrotransfer bei 0.4A konstantem Strom wurde die Membran zur Absittigung
unspezifischer Bindungsstellen 1h bei ZT in Blockierungspuffer geschwenkt.
AnschlieBend wurde die Membran 1h bei ZT oder iiber Nacht bei 4°C mit in
Blockierungspuffer verdiinntem primdrem AK inkubiert (vgl. Tabelle 3). Nach
dreimaligem Waschen der Membran mit TBST erfolgte die Inkubation der Membran mit
dem passenden Peroxidase-gekoppelten sekundidren AK (vgl. 3.6.1.6) fiir 45min bei ZT.
Die Membran wurde erneut dreimal mit TBST gewaschen. Zum Nachweis wurden je nach
Stiarke der Chemiluminiszenz-Signale entweder Uptilight (Uptima, Interchim) fiir stidrkere
Signale oder ECLplus (Amersham) fiir schwiéchere Signale nach den Beschreibungen des

Herstellers verwendet und auf Rontgenfilmen (Super RX) detektiert.

3.6.1.5 ,,Strippen‘ von Western Blots

Um eine PVDF-Membran nach dem Blotten mit verschiedenen AK zu analysieren, wurden

diese in ,,Stripping“‘~-Puffer bei 50°C 30min lang im Wasserbad geschwenkt. Anschlieend
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wurde die Membran zweimal mit TBST gewaschen und erneut fiir einen

immunchemischen Nachweis verwendet (vgl. Kapitel 3.6.1.4).

3.6.1.6 Antikorper

In Kapitel 3.3 sind die verwendeten AK mit den entsprechenden Verdiinnungen fiir alle
Anwendungen beschrieben. Beide Peroxidase-gekoppelten Sekundirantikorper (anti-Maus
IgG und anti-Kaninchen IgG) wurden 1:10000 in Blockierungspuffer verdiinnt.

Zur Herstellung des polyklonalen DJ-1-spezifischen AK 3407 und 3408 wurde
rekombinantes DJ-1-Protein in E. coli hergestellt und gereinigt (vgl. Kapitel 3.6.5.1) und
an die Firma Eurogentec geschickt. Je 400ug des aufgereinigten Proteins wurden zur
Immunisierung zweier Kaninchen (3407 und 3408) verwendet. Nach dem
Immunisierungsplan der Firma Eurogentec erfolgte nach je zwei Wochen eine erste und
zweite Auffrischung der Injektionen und nach einem Monat bzw. drei Monaten die dritte
und vierte Auffrischung. Drei oder vier Tage nach der Injektion wurden Serumproben

entnommen, die als Primérantikdrper im Western Blot getestet wurden.

3.6.1.7 Coomassie-Blaufirbung von Polyacrylamid-Gelen

Zum Gesamtproteinnachweis wurden Gele in einer Coomassielosung 30min lang bei ZT
geschwenkt. Danach wurde mit Entfirbelosung 4-5Std oder iiber Nacht entféarbt, zweimal

mit dH,O gewaschen und auf einem Geltrockner bei 80°C 1h getrocknet.

3.6.1.8 Silberfarbung von Polyacrylamid-Gelen

Zum Proteinnachweis von Proteinmengen bis zu 50ng wurde eine Silberlosung (Biorad)
verwendet. Die Farbung erfolgte nach den Vorschriften des Herstellers. AnschlieBend

wurde das Gel wie unter Kapitel 3.6.1.7 beschrieben, getrocknet.

3.6.1.9 Ponceau S-Farbung von Western Blots

Zum Gesamtproteinnachweis auf Western Blots wurde Ponceau S verwendet. Western
Blot-Membran wurden 10 Minuten mit einer Ponceau-S-Losung geschwenkt und mit

Wasser so lange gewaschen, bis die Proteinbanden auf den Blots gut zu erkennen waren.

3.6.1.10 Analyse radioaktiv markierter Proteine

. . . . . 35« - .
Es wurden zwei Radio-Isotope zur Markierung von Proteinen eingesetzt: *~S in Form einer

Cystein/Methionin-Mischung (Promix) in ,Pulse-Chase“-Experimenten (vgl. Kapitel
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3.6.2.1) und **P in Form von ATP, welches in in vitro Kinase-Experimenten (vgl. Kapitel
3.6.4.4) verwendet wurde.

Radioaktiv markierte Proteine wurden per SDS-PAGE aufgetrennt. Zur Signalverstarkung,
des niederenergetischen Strahlers *°S wurden Gele 30min in Fixierlosung und anschlieBend
30min in Amplify inkubiert. Nach 1h bei 80°C im Geltrockner wurde ein Rontgenfilm
(BioMax Super XM) zum Nachweis der radioaktiv markierten Proteine auf das Gel gelegt
und in einer Filmkassette bei -80°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Film entwickelt.
Gele, deren aufgetrennte Proteine inkorporiertes **P-Signal trugen, wurden mit Coomassie
gefarbt (vgl. Kapitel 3.6.1.7), entfiarbt und auf dem Geltrockner getrocknet. Anschlieend
wurde ein Rontgenfilm (BioMax, Super XM) auf das Gel aufgelegt und bei ZT bis zur

gewiinschten Signalintensitét belichtet.

3.6.1.11 Quantifizierung radioaktiv markierter Proteine

Gele mit radioaktiv markierten Proteinen wurden nach Trocknen auf dem Geltrockner und
der Entwicklung eines Filmes (vgl. Kapitel 3.6.1.10) im PhoshoImager quantifiziert. Die
Gele wurden in eine PhosphoImager-Kassette gelegt und mit einer radioaktivitidtssensitiven
Folie inkubiert. Diese Folie kann radioaktive Signale aufnehmen und erlaubt eine
Auswertung im Phospholmager. Die radioaktiven Banden mit Hilfe der Software
ImageQuant quantifiziert. Die Messungen wurden in Mehrfachbestimmungen
durchgefiihrt, Mittelwerte gebildet, Standardabweichungen berechnet, statistisch mit dem
Student t-test ausgewertet und anschlieBend mit dem Microsoft-Programm Excel grafisch

dargestellt.

3.6.1.12 Immunprizipitation (IP)

Zur Anreicherung eines gewiinschten Proteins wurden IPs durchgefiihrt, dabei bindet das
gewiinschte Protein an einen spezifischen AK, der seinerseits an eine immobile Phase
(Protein A-Sepharose fiir polyklonale AK bzw. Protein G-Sepharose fiir monoklonale AK)
anhaftet. Hierfiir wurden Gesamtzelllysate mit 30ul immobiler Phase versetzt und 1h bei
4°C auf einem Uberkopfschiittler inkubiert. Die immobile Phase bzw. unspezifisch daran
gebundene Proteine wurden bei 6000g/min S5Smin lang abzentrifugiert. Der geklérte
Uberstand wurde mit der entsprechenden AK-Menge (vgl. Tabelle 3) iiber Nacht bei 4°C
auf dem Uberkopfschiittler inkubiert und anschlieBend 1-2h mit 30ul der entsprechenden

immobilen Phase versetzt.
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Der Uberstand wurde bei 6000g/min Smin lang abzentrifugiert und, wenn nichts anderes
angegeben ist, je einmal mit je 500ul STEN-NaCl-Puffer, 500ul STEN-SDS-Puffer und
STEN-Puffer gewaschen. Die IP wurde in 40ul 2x Limmlipuffer aufgenommen, bei 95°C
fiir Smin inkubiert und abzentrifugiert (13000g/min, 1min). AnschlieBend wurden die
Proben auf ein denaturierendes Polyacrylamid-Gel aufgetragen (vgl. Kapitel 3.6.1.3) und
auf einen Western Blot transferiert (vgl. Kapitel 3.6.1.4) oder mit Coomassielosung gefirbt

(vgl. Kapitel 3.6.1.7).

3.6.2 Stabilitatsstudien der DJ-1-Mutanten

3.6.2.1 Metabolische Markierung von DJ-1-Mutanten (,,Pulse-Chase*‘-
Experimente)

HEK 293T-Zellen wurden in 6cm-Zellkulturschalen bis zu einer Konfluenz von 80-90%
kultiviert und transient mit DJ-1 C-terminalen Mutanten transfiziert (vgl. Kapitel 3.5.3).
Nach 24h wurden diese Zellen mit je 2ml ,Pulse“-Medium fiir 1Th vorinkubiert. Das
Medium wurde abgesaugt und die Zellen mit je 3ml ,,Pulse“-Medium versetzt, welches
7,5MBg/ml [*S]Cystein/Methionin enthielt. Nach 3h Inkubationszeit bei 37°C und 5%
CO; im Inkubator wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit 2ml ,,Chase“-Medium
gewaschen und anschlieBend mit 3ml ,,Chase“-Medium fiir unterschiedliche Zeitrdume
inkubiert. Am Ende der Inkubationszeit wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit
eiskaltem PBS gewaschen und auf Eis mit 800ul Lysepuffer versetzt. Das Lysat wurde von
der Zellkulturschale gespiilt, in ein Eppendorfrohrchen iiberfiihrt und auf Eis 15min lang
inkubiert. AnschlieBend wurde das Lysat vom proteinhaltigen Uberstand bei 13000g/min
10min abzentrifugiert, um die unloslichen Zellreste abzutrennen

Diese Prozedur wurde direkt nach der Zugabe des ,,Chase“-Mediums nach 2h, 5h, 10h und
24h wiederholt. Das markierte DJ-1-Protein wurde mit dem AK anti-V5 in einer IP (vgl
Kapitel 3.6.1.12) isoliert. Mittels SDS-PAGE wurden die Proteine aufgetrennt, ein
Rontgenfilm auf das getrocknete Gel aufgelegt (vgl. Kapitel 3.6.1.10) und quantifiziert
(vgl. Kapitel 3.6.1.11). Die Halbwertszeit metabolisch markierter Proteine wurde durch
nicht-lineare Regression (y=e™) der ImagQuant-Werte mit dem Programm ORIGIN

errechnet.

74



Material und Methoden

3.6.2.2 Inhibitorexperimente fiir die Proteinsynthese und den
Proteinabbau von DJ-1

HEK 293T-, SH-SY5Y- und MNO9D-Zellen (vgl. Tabelle 8) wurden in 6cm-
Zellkulturschalen ausgesit und bis zu einer Konfluenz von 80-90% kultiviert (vgl. Kapitel
3.5.1). Es wurden eukaryotische DJ-1-Expressionskonstrukte in entsprechenden Mengen
mit Lipofectamin 2000 transient transfiziert (vgl. Kapitel 3.5.3). Nach 48h wurden die
transfizierten Zellen mit folgenden Inhibitoren behandelt: 100ug/ml Cycloheximid (CHX),
10uM MG132 oder 1uM Epoxomycin. Nach verschiedenen Zeitpunkten wurden die
Zellen in dem unter Kapitel 3.5.5 beschriecbenem Lysepuffer lysiert und die
Proteinkonzentration nach der Bradford-Methode gemessen (vgl. Kapitel 3.6.1.1). Je 25ug
Gesamtproteinmenge wurden fiir eine 15% SDS-PAGE verwendet und anschlieBend
Western Blots durchgefiihrt (vgl. Kapitel 3.6.1.3 und 3.6.1.4). Die Membranen wurden
sequenziell mit spezifischen AK gegen DJ-1, einem Standardprotein (a-Tubulin oder -
Aktin) als Ladekontrolle und B—Catenin als Positivkontrolle fiir die Wirksamkeit der

Proteasominhibitoren Epoxomycin und MG132 (vgl. Tabelle 3) detektiert.

3.6.3 Expressionsmuster und Lokalisationsstudien von DJ-1

3.6.3.1 IF-Studien zur Lokalisation von DJ-1 in Zellen

HEK 293T- und COS7-Zellen wurden auf Deckglidsern ausgesit (vgl. Kapitel 3.5.2) und
auf diesen mit Lipofectamin 2000 nach der Vorschrift des Herstellers transfiziert (vgl.
Kapitel 3.5.3). 48h nach der Transfektion wurde das Medium abgesaugt und die Zellen 3x
mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden dann mit 4% Paraformaldehyd 20min bei ZT
fixiert. Danach wurde erneut 3x mit PBS gewaschen und zur Permeabilisierung der Zellen
0,1% Triton X-100 auf die Deckglidser pipettiert. Nach Smin Inkubation und weiterem
dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Deckgliser in eine mit Alufolie umbhiillte
Zellkulturschale auf Parafilm gelegt und mit 100ul Blocklosung bedeckt, um unspezifische
Bindungsstellen zu blockieren. Nach 1h Inkubationszeit wurde die Losung vorsichtig
abpipettiert und mit 100ul in Blocklosung verdiinntem Primérantikrper inkubiert (vgl.
Tabelle 3). Die Primirantikérperlosung wurde anschlieBend abgesaugt, und die Zellen
wurden 5x mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden je 100ul 1:300 (anti-Kanninchen,
polyklonal) oder 1:500 (anti-Maus, monoklonal) in Blocklosung verdiinnte Fluorophor-
konjugierte Sekundirantikorper (Alexa 555 und Alexa 488) gegen die IgG-Spezies der
Primérantikorper auf die Zellen pipettiert und 1h bei Dunkelheit inkubiert. Alexa555
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emittiert nach Anregung mit 553nm Fluoreszenz bei 568nm (rotes Licht), Alexa 488 hat
eine Anregungswellenlinge von 493nm und emittiert bei 520nm (griines Licht). Nach 4x
Waschen mit PBS und einmal mit dH,O, wurden die Deckglidschen mit dem Zellpridparat
nach unten mit einem Tropfen Eindeckellosung (Moviol) auf einen Objekttriger gepresst.

Die Fluoreszenzpriparate wurden nach dem Aushirten der Eindeckellosung im Leica
DMRB Fluoreszenzmikroskop mit dem 100/1.3 Immersions6l-Objektiv betrachtet. Mit
einer an das Mikroskop angeschlossenen Digitalkamera wurden mit der Software

MetaView Imaging Aufnahmen gemacht.

3.6.3.2 Expressionsmuster in Organen und Hirnregionen der Maus

Es wurden verschiedene Organe einer Miusesektion sowie Hirnteile von DJ-1 Knock-out-
Miusen und DJ-1-Kontrollmiusen in einem Organlysepuffer homogenisiert. Dazu wurde
ein motorisierter glidserner Homogenisator mit einem Teflon-Pistill verwendet.
AnschlieBend wurde 1% Triton X-100 zu dem Homogenat gegeben und mehrfach durch
eine sehr feine Nadel (23gauge) passiert. Das Lysat wurde mit 80.000g/min 1h bei 4°C in
einer Ultrazentrifuge zentrifugiert und 15ug des Uberstands auf ein SDS-Polyacrylamid-
Gel aufgetragen (vgl. Kapitel 3.6.1.3). AnschlieBend wurden die Proteine auf dem SDS-
Gel auf einen Western Blot transferiert (vgl. Kapitel 3.6.1.4) und mit entsprechenden

Antikorpern (vgl. Tabelle 3) detektiert.

3.6.4 Funktionelle Studien von DJ-1

3.6.4.1 Proteaseinhibitoren und lysosomale Inhibition von DJ-1

HEK 293T-Zellen wurden in 6cm-Schalen ausgesdt und transient mit DJ-1-
Expressionskonstrukten transfiziert (vgl. Kapitel 3.5.3). Nach 48h wurden die Zellen mit
folgenden Proteaseinhibitoren behandelt: SOuM Leupeptin, 10uM E64 oder mit 20mM
NH4CI als lysosomalen Inhibitor. Nach verschiedenen Zeitpunkten wurde Protein aus den
Zellen isoliert (vgl. Kapitel 3.5.5). Die Gesamtproteinmenge wurde nach der
Bradfordmethode bestimmt (vgl. Kapitel 3.6.1.1) und Proteinproben gleicher
Konzentration auf ein Gel aufgetragen. Nach einem anschlieBenden Western Blot wurden

die Membranen immunchemisch untersucht (vgl. Kapitel 3.6.1.3 und 3.6.1.4).
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3.6.4.2 Zytotoxizititsstudien von DJ-1 in Zellen unter H,O,-Einfluss

Homozygote DJ-1 Knock-out-MEF-Zellen (vgl. Kapitel 3.5.7) wurden in 6¢cm-Schalen
ausgesit und mit N-terminal- bzw. C-terminal-markierten DJ-1-Mutanten transfiziert (vgl.
3.5.3). Nach 24h wurden die Zellen mit Trypsin von der Zellkulturschale abgelost und
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1ml Medium resuspendiert und bei einer Verdiinnung
von 1:1000 in einer Neubauerzdhlkammer ausgezihlt. Je 10000-20000 Zellen wurden pro
Vertiefung in einer 96well-Zellkulturplatte ausgesidt. Die Zellen wurden erneut 24h
kultiviert und 15h mit 20uM H,O, behandelt. AnschlieBend wurde ein Teil der Zellen mit
9% Triton X-100 45min im Inkubator in einer Vierfachbestimmung lysiert. Je 50ul
Uberstand von lysierten und nicht lysierten Zellen wurde in eine frische 96well-Platte
tiberfithrt und 30min lang mit je 50ul Cytotox96-Assaypuffer im Dunkeln inkubiert.
Anschlieend wurde die Reaktion mit 50ul Stopplosung abgestoppt. Bei einer Wellenlidnge
von 490nm wurde die Extinktion der einzelnen Proben in einem Photometer gemessen.

Die Proben wurden in einer Vierfachbestimmung gemessen und die Zytotoxizitit
prozentual berechnet. Dabei wurden die Extinktionen der H,O,-behandelten Zellen relativ
zu den mit Triton X-100 lysierten Zellen als Maximalwert der maximal mogliche LDH-
Ausschiittung berechnet und der Mittelwert bestimmt. Die Werte wurden prozentual
berechnet und in einem Sé&ulendiagramm mit Fehlerindikatoren grafisch mit dem

Microsoft-Programm Excel dargestellt.

3.6.4.3 Akt Phosphorylierung

Homozygote DJ-1 Knock-out-MEF-Zellen wurden in 6¢cm-Schalen ausgesdt und mit N-
terminal-markierten DJ-1-Mutanten transfziert (vgl. Kapitel 3.5.1 und 3.5.3). Die Zellen
wurden iiber Nacht mit Medium ohne Glucose behandelt und ein Teil Smin lang mit 1pM
Insulin behandelt, wihrend der andere Teil unbehandelt blieb. In weiteren Versuchen
wurden die Zellen direkt fiir 30min mit 500uM H,0O; behandelt, wihrend der andere Teil
unbehandelt blieb. AnschlieBend wurden behandelte und unbehandelte Zellen auf Eis
gestellt, mit PBS gewaschen und mit je 800ul Lysepuffer plus Phosphataseinhibitor und
NEM versetzt. Das Lysat wurde in Eppendorfgefifle iiberfiihrt, 15min auf Eis gestellt und
10min mit 13000g/min bei 4°C abzentrifugiert. Aus dem Uberstand wurde nach der
Bradfordmethode die Gesamtproteinmenge bestimmt (vgl. Kapitel 3.6.1.1). Es wurden je
40ug Protein auf je 4 SDS-Polyacrylamid Gele aufgetragen (3x 15% SDS, 1x 10% SDS).
Die Proben des 10% SDS-Gels wurden mit Limmlipuffer ohne DTT versetzt und nicht
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aufgekocht, um oxidierte und nicht oxidierte Proteinaddukte zu trennen. Die iibrige

Proteinlosung wurde in einer IP wie unter Kapitel 3.6.4.4 beschrieben, weiterbehandelt.

3.6.4.4 Ask-1 Immunokomplex-Kinase-Assay

Die iibrige Proteinlosung wurde wie unter Kapitel 3.6.4.3 beschrieben mit je 30ul PAS und
Ask-1-AK (vgl. Tabelle 3) versetzt und iiber Nacht im Uberkopfschiittler bei 4°C
inkubiert. Am ndchsten Tag wurden die IP-Proben mit 6000g/min Smin bei 4°C
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dazu wurden die Proben dreimal mit
Lysepuffer, einmal mit dH,O und einmal mit Kinasepuffer gewaschen. Das Pellet wurde
anschlieBend mit 27ul 1xKinasepuffer, 1ul 10mM ATP, 1ul 10MBg/ul [y-*P]ATP und
1ul 10pg/ul Myelin basisches Protein (MBP) als Substrat fiir die in vitro Phosphorylierung
versetzt. Die Proben wurden 20min bei 37°C inkubiert und anschlieBend die Reaktionen
mit je 10ul 6x Limmlipuffer gestoppt. Die Proben wurden Smin bei 95°C aufgekocht,
abzentrifugiert und auf zwei diinne 15% SDS-Polyacrylamid Gele aufgetragen. Ein Gel
wurde mit Coomassielosung behandelt (vgl. Kapitel 3.6.1.7) und die Proteine des anderen
Gels auf eine PVDF-Membran geblottet (vgl. Kapitel 3.6.1.4). Das Coomassie-geférbte
Gel wurde anschlieBend im Geltrockner getrocknet, und ein Rontgenfilm aufgelegt (vgl.
Kapitel 3.6.1.10). Die Membran wurde mit DJ-1-spezifischen und Ask-1-spezifischen AK
detektiert (vgl. Tabelle 3, vgl. Kapitel 3.6.1.4). Dabei wurden die AK sequentiell mit
wtripping“-Puffer abgeldst, um nacheinander alle Proteine detektieren zu konnen (vgl

Kapitel 3.6.1.5).

3.6.4.5 Sumoylierungsstudien von DJ-1

Sumoylierungsstudien von DJ-1 in vitro und in vivo wurden freundlicherweise von
Andreas Ledl (Arbeitskreis Prof. Stefan Jentsch, Max-Planck-Institut, Miinchen)
vorgenommen. Fiir die in vitro-Sumoylierungsstudien wurde eine in vitro-Translation mit
dem TNT quick coupled reticulocyte lysate system Kit (Promega) unter Verwendung von
radioaktivem Schwefel durchgefiihrt. Die SUMOylierungsreaktion erfolgte in einem 20pul-
Ansatz mit 2ul [358]—markiertem Translationsprodukt mit 100ng E1, 10-100ng Ubc9, 0-
1000ng PIASxo und 3pg SUMO in Modifikationspuffer (SOmM Tris pH 7.5, SmM MgCl,,
2mM ATP) fiir 2h bei 30°C. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von SDS-Probenpuffer
abgestoppt und die Proteine mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Das Gel wurde

anschlieBend getrocknet und ein Rontgenfilm aufgelegt (vgl. Kapitel 3.6.2.1).
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Die in vivo-Sumoylierungsstudien wurden in HeLa-Zellen durchgefiihrt, welche transient
in 6well-Schalen mit [wt]DJ-1/V5 bzw. [K130R]DJ-1/V5 und SUMO-HA sowie p53 und
SUMO/HA als Positivkontrolle transfiziert wurden. Nach 36 bis 48h wurden die Zellen
durch direkte Zugabe von 250ul 1xSDS-Probenpuffer pro 6well-Vertiefung lysiert und
Smin bei 95°C aufgekocht. 5-20ul des Zelllysats wurden elektrophoretisch aufgetrennt und
die Modifikation mittels anti-V5 AK fiir die DJ-1-Konstrukte und anti-p5S3 AK (vgl.
Tabelle 3) fiir die Positivkontrolle im Western Blot nachgewiesen.

Die Mutante [K130R]DJ-1/VS5 mit defekter SUMOylierungskonsensusstelle wurde iiber
eine gerichtete Mutagenese generiert (vgl. Kapitel 3.4.11.1), wobei die Primer der ersten
beiden PCRs folgendermaBen gewihlt wurden: K130R_FWD 5-
CACCCTCTTGCTAGAGACAAAATGATGA-3" und BamHI_V5_REV bzw. Ncol_DJ-
I_FWD und KI30R_REV 5-TCATCATTTTGTCTCTAGCAAGAGGGTG-3’. Das
Konstrukt wurde nach der zweiten PCR mit den Primern Ncol FWD und
BamHI_VS5_REV (vgl. Tabelle 6) in den Vektor pcDNA3.1/V5/His/TOPO subkloniert
(vgl. Kapitel 3.4.11).

In IF-Studien (vgl. Kapitel 3.6.3.1) wurden [wt]DJ-1/V5 und [K130R]DJ-1/V5 mit
PIASxo/Myc in HEK 293T-Zellen cotransfiziert und die Lokalisation von DJ-1 bestimmit.
Die SUMO-Ligase PIASx-o/Myc wurde mit folgenden Primern in einer PCR amplifiziert:
PIASx-0._EcoRI_pcDNA4Myc_FWD 5’-TCCGAATTCATGGCGGATTTTCGAAGAGT
TGAG-3’ und PIASx-0._Xhol_pcDNA4Myc_REV 5’-TCGATTACTCGAGGTCCAATG

AGATGATTTTCAGGAATGTTACT-3’. Als Vorlage wurde cDNA aus HEK 293T-
Zellen verwendet. Dazu wurde RNA aus HEK 293T-Zellen isoliert (vgl. Kapitel 3.4.12.1)
und revers transkribiert (vgl. Kapitel 3.4.12.2). Das PCR-Produkt wurde in den
pcDNA4/Myc/HisB-Vektor (vgl. Tabelle 7) ligiert (vgl. Kapitel 3.4.1 und 3.4.5).

3.6.5 Biophysikalische Untersuchungen von DJ-1

3.6.5.1 Expression und Reinigung von DJ-1 in E. coli

[wt]DJ-1/V5 und [E64]DJ-1/V5 wurden mit den Oligonukleotiden Ncol FWD und
BamHI_REV (vgl. Tabelle 6) in einer PCR amplifiziert (vgl. Kapitel 3.4.1) und in den
pQE-60 Vektor, der einen C-terminalen HIS-tag enthilt, subkloniert (vgl. Tabelle 7). Diese
prokaryotischen Expressionskonstrukte wurden verwendet, um sie in E. coli BL21/RIL-
Bakterien zu transformieren, die zuvor kompetent gemacht wurden (vgl. Kapitel 3.4.6).

Die Protease-defizienten BL21/RIL-Bakterien exprimieren groBere Mengen des
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gewiinschten Proteins als die fiir Plasmidsynthese optimierten DHSo-Bakterien (vgl.
Kapitel 3.4.7). Positive Bakterienklone, die auf einer LB/Amp-Platte iiber Nacht
gewachsen sind, wurden inkubiert und ein Teil davon als Glycerinstock angelegt (vgl.
Kapitel 3.4.8).

Eine Pipettenspitze dieses bakteriellen Glycerinstocks wurde iiber Nacht in 100ml LB-
Medium, mit 100ug/ml Ampicillinlésung angeimpft und bei 37°C in einem Schiittler
inkubiert. Am nédchsten Tag wurde die 100ml Bakterienkultur in 11 LB-Medium iiberfiihrt
und erneut bei 37°C im Schiittler inkubiert. 400ul Bakterienkultur wurden zwischendurch
abgenommen und die ODgop gemessen. Bei einer optimalen ODgop zwischen 0.5-0.7 wurde
das LB-Medium mit 100uM Isopropyl-p-D-thioglactosid (IPTG) versetzt und fiir Sh erneut
im Schiittler inkubiert. IPTG induziert die Expression des gewiinschten Proteins, indem es
an den lacZ-Suppressor bindet und vom vorgeschalteten lac-Operon dissoziiert. Bei einer
ODgopo von 1.7 bis 1.9 wurden die Bakterien mit 4500g/min bei 4°C in einer
Beckmanzentrifuge 10min lang abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, und das
Pellet in PBS plus Proteaseinhibitoren resuspendiert. Die Bakterien wurden zweimal in
einer French-press bei einem Druck von 1000psi aufgeschlossen. Die Zelltriimmer konnten
anschliefend bei 55000rpm, 4°C 1h lang in einer Ultrazentrifuge abzentrifugiert werden.
AnschlieBend wurde der Uberstand durch einen 0,22um-Einwegfilter gespritzt und auf
eine  Nickel-Nitrilotriessigsdure ~ Superflow-Sdule aufgetragen. Das  DJ-1/His-
Fusionsprotein, welches iiber seinen His-tag von der Nickelsidule gebunden wurde, wurde
anschliefend in einem Gradienten von 20mM-500mM Imidazol eluiert. Die Fraktionen des
DJ-1 Peaks wurden gesammelt und in einem Dialyserohrchen (Centricon) in einer
Beckmanzentrifuge mit 4000rpm bei 4°C bis auf 2ml druckdialysiert. Das Konzentrat
wurde auf eine Hiload Superdex 75 Séule geladen und mit Stabilpuffer bzw.
Elutionspuffer eluiert. Der Elutionspuffer ist im Gegensatz zum Stabilpuffer DTT- und
Glycerin-frei. Der Stabilpuffer ist fiir die Lagerung iiber lingere Zeitraume ideal, wéhrend
der Elutionspuffer fiir die CD-Messung besser geeignet ist, da DTT die CD-Messung stort.
Fiir die anschlieBenden CD-Messungen wurde daher Elutionspuffer (vgl. Kapitel 3.6.5.3)
verwendet.

Es wurden Coomassiegele und Western Blots von den gereinigten Proteinen angefertigt
(vgl. Kapitel 3.6.1.7 und 3.6.1.4) sowie eine Qualitdtskontrolle im ESI-Massenspektrum
durchgefiihrt (vgl. Kapitel 3.6.5.2).
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3.6.5.2 Qualititskontrolle der rekombinanten Proteine durch
Elektrospray-Ionisations-Massenspektrometrie (ESI-MS)

Gereinigtes DJ-1-Protein wurde zur Massenspektrometrieeinheit an Dr. Jorg Regula und
Dr. Lars Israel (Proteinanalytik, LMU, Miinchen) weitergeleitet. Die Proben wurden auf
0,01 bis 0,5mg/ml verdiinnt und mit 0,1% Trifluoressigsdure in dH,O versetzt. 2ul der
Losung wurden mit 1ul Sinapinsdure gemischt und mit 0,4% Trifluoressigsdure in 30%
Acetonitril als Matrix abgesittigt. 1ul wurde auf eine Stahlplatte getropft und im ESI-MS
gemessen. Die Massenspektren wurden im linearen Modus mit einem Voyager DE STR

Massenspektrometer mit 25000V aufgenommen.

3.6.5.3 CD-Messungen

Das gereinigte DJ-1-Protein wurde in 10mM Na,PO4 und 100mM NaCl (pH=7,5) auf
Sug/ml verdiinnt. 200ul des Verdiinnungspuffers wurden als Blindwert in eine 0,lcm-
Quarzkiivette pipettiert und in einem J-810 CD Spektrometer bei einer Wellenléinge von
300-190nm gescannt. AnschlieBend wurde die verdiinnte DJ-1-Losung mit denselben
Parametern gemessen. Das CD-Spektrum zeigte eine Kurve, die die relative Verteilung
von o-Helices zu [B-Faltblatt und Knduel-Verteilung wiedergibt. AnschlieBend wurden
Temperaturgradienten von 25°C bis 80°C erzeugt und bei ausgewihlten Temperaturen
CD-Spektren gemessen. Gleichzeitig wurden Schmelzkurven des Proteins aufgenommen.

Sekundirstrukturelemente wurden mit der Jasco JWSSE-480 Software berechnet.
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4. Ergebnisse

4.1 Expressionsmuster von DJ-1 in vivo

Da es fiir die Charakterisierung von DJ-1 von Bedeutung ist, zu wissen, in welchen
Organen und speziell in welchen Hirnarealen dieses Protein lokalisiert ist, wurden zunéchst
Expressionssmuster in der Maus als Modellorganismus untersucht. Des Weiteren
erstreckten sich die Expressionsstudien auf die einzelnen Zellkompartimente bzw. auf die
subzellulire Verteilung, da die nachfolgenden Untersuchungen zumeist in
Zellkultursystemen durchgefiihrt wurden. Dabei wurden vergleichend Studien von [wt]DJ-

1 und der erst beschriebenen Mutante [LL166P]DJ-1 durchgefiihrt.

4.1.1 DJ-1-AK

Es wurden 5 verschiedene AK fiir die Detektion von DJ-1 verwendet. AK gegen das
Volllingenprotein wurden gemacht, indem mit rekombinantem, gereinigtem [wt]DJ-1/His
Kaninchen immunisiert wurden (vgl. Kapitel 3.6.1.6). Die Antiseren 3407 und 3408
reagierten spezifisch und sensitiv mit endogenem und transfiziertem DJ-1 (vgl. Abbildung

18).

o
8 %
A) Input fco :: g = kba
36
DJ-1/V5 - |
i >
endo. DJ-1 P —
& 6
DJ-1/V5p| Shan - _;%
endo. DJ-1 ‘ - 00
B) IP 36
DJ-1/V5 p «| &
. 5
N0 I O 0 N~
OO O O O o [eoNe]
A . D U U U U
N OO Oom [op M op]

Abbildung 18: Test der DJ-1-Antiseren 3407/3408 in stabil und transient transfizierten HEK 293-
Zellen

A) Western Blots von stabilen [wt]DJ-1/V5-Zellklonen 5 und 6, sowie [LL166P]DJ-1/V5-Zellklonen 5 und 7/
(linke Spalte) bzw. von transient mit [wt]DJ-1/V5 und L166P]DJ-1/V5 transfizierten HEK 293T-Zellen
(rechte Spalte) wurden direkt mit dem polykonalen AK 3407 und 3408 getestet. B) IP mit den polyklonalen
DJ-1-AK 3407 und 3408 wurden mit dem DJ-1-spezifischen monoklonalen AK 3E8 detektiert.
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Die beiden polyklonalen AK SN1132 und SN1130 wurden freundlicherweise von Prof.
Peter Heutink (Amsterdam, Niederlande) zur Verfiigung gestellt. Beide AK sind gegen
Peptidsequenzen des DJ-1-Proteins gerichtet. SN1132 ist gegen den C-Terminus gerichtet,
Aminosduresequenz 174-189, und SN1130 gegen die mittlere Region des DJ-1 Proteins,
Aminosduresequenz 138-151. Ein weiterer polyklonaler AK der Firma Alphagenix gegen
das Volllangenprotein wurde von Dr. Stephen Hall zur Verfiigung gestellt und erkennt
endogenes DJ-1 besser als DJ-1 mit einem V5-tag. Der monoklonale 3E8-AK wurde uns
zundchst von Prof. Hiroyoshi Ariga (Sapporo, Japan) iiberlassen, ist aber mittlerweile
kommerziell erhiltlich bei der Firma Stressgen und erkennt kein méusliches DJ-1 (vgl.

Tabelle 10).

AK Spezies | WB | IP IF Bemerkung

Alphagenix m, h ++ + k. A. | Erkennt endogenes DJ-1 besser als
transfiziertes DJ-1

3E8 h +++ | - - Erkennt murines DJ-1 und das Konstrukt
[E64D]DJ-1 nicht

3407 m, h +++ | +++ | -

3408 m, h ++ ++ - Kreuzreagiert mit einer Reihe
unspezifischer Banden

SN1130 m, h ++ + - Erkennt endogenes DJ-1 besser als C-

(synthetisches terminal markierte, transfizierte DJ-

Peptid gegen 1/V5-Konstrukte

AS 138-151)

SN1132 m, h ++ + + Erkennt C-terminal markierte,

(synthetisches transfizierte DJ-1/V5-Konstrukte besser

Peptid gegen als endogenes DJ-1

AS 174-189)

Tabelle 10: Giite der DJ-1-spezifischen AK im WB, IF und IP
Erkldrungen der Zeichen und Abkiirzungen in der Tabelle: m: Maus, h: Human, -: schlecht, +: befriedigend,
++: gut, +++: sehr gut, k. A.: keine Angaben

Endogenes DJ-1 wird bei einer molekularen GroBle von ca. 22kDa detektiert, wihrend
transfiziertes DJ-1 mit einem C-terminalen V5-tag bei ca. 30kDa zu finden ist (vgl.

Abbildung 18).
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4.1.2 Immunfluoreszenzstudien zur Lokalisation von DJ-1 in
verschiedenen Zellkompartimenten

Als erstes wurde die DJ-1-Verteilung in der Zelle mit Hilfe der IF in HEK 293T-Zellen
getestet (vgl. Kapitel 3.6.3.1) (vgl. Abbildung 19).

[wt]DJ-1/V5 [L166P]DJ-1/V5

V5

Alexa 555 Alexa 488

Abbildung 19: IF von transient transfiziertem DJ-1 in HEK 293T Zellen

Expression von V5-markiertem [wt]DJ-1 (linkes Bild) und [L166P]DJ-1 (rechtes Bild) in HEK 293T-Zellen,
detektiert mit einem V5-AK und einem fluorophorgebundenen Zweitantikorper (Alexa 555, rot bzw. Alexa
488, griin).

Es wird sichtbar, dass sowohl [wt]DJ-1/V5 als auch [L166P]DJ-1/V5 zum groBlen Teil im
Zytoplasma lokalisiert sind.

In der Literatur wurde eine Colokalisation von DJ-1 mit Mitochondrien beschrieben
(Canet-Aviles et al., 2004; Zhang et al., 2005). DJ-1 konnte als zytoprotektives Protein
Einfluss auf die Funktion der Mitochondrien haben. Es ist daher fiir die folgenden
Experimente interessant und wichtig, beurteilen zu konnen, ob in dem hier verwendeten
Zellsystem DJ-1 an oder in den Mitochondrien lokalisiert ist. Zur Untersuchung der Co-
lokalisation wurde Mitotracker, ein Fluoreszenzfarbstoff, der speziell Mitochondrien

anféarbt, verwendet (vgl. Abbildung 20).
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B)Cos7 DJ1 (CMXH,Ros) Uberlagerung

V5
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Abbildung 20: DJ-1-Expression in transient transfizierten HEK 293T- und COS7-Zellen und Co-
lokalisation in Mitochondrien mit Hilfe der IF.

A) Endogenes DJ-1 wurde mit AK SN1132 angefirbt (obere Reihe), transfiziertes [L166P]DJ-1/V5 (mittlere
Reihe) und [wt]DJ-1/VS (untere Reihe) mit V5-AK, jeweils gefolgt von Alexa 488-gekoppeltem-
Zweitantikorper (griin). Zur Verstirkung des Fluoreszenzsignals wurde die Belichtungszeit bei den
[L166P]DJ-1 transfizierten Zellen verdoppelt im Vergleich zu [wt]DJ-1 transfizierten Zellen. Colokalisation
mit einem mitochondrialem Marker (CMXH,Ros, 592nm, rot) in HEK 293T-Zellen wurde per konfokaler
Mikroskopie beurteilt.

B) Expression von [wt]DJ-1/V5 (V5-AK und Alexa 488, griin) in COS7-Zellen und Co-Lokalisation mit dem
mitochondrialen Marker CMXH,Ros (592nm, rot).

Aus den in Abbildung 20 gezeigten IF geht hervor, dass sowohl endogenes DJ-1 als auch
transient transfiziertes [wt]DJ-1/V5 und [L166P]DJ-1/V5 nicht mit den Mitochondrien in
HEK 293T-Zellen colokalisieren (vgl. Abbildung 20A). Dies ist kein zellspezifisches
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Phidnomen, da das [wt]DJ-1/V5-Konstrukt auch in COS7-Zellen transient transfiziert
wurde und ebenfalls nicht in den Mitochondrien zu finden ist (vgl. Abbildung 20B). Die
Mitochondrien der COS7-Zellen lassen sich besser mit dem Mitotracker CMXH;Ros
anfarben als die viel kleineren und schlechter sichtbaren Mitochondrien der HEK 293T-

Zellen.

4.1.3 Expression von DJ-1 in der Zelle

Als Standardzellsystem fiir weiterfiilhrende Charakterisierungen des DJ-1-Proteins wurden
zunidchst HEK 293T-Zellen gewihlt, die einfach in der Kultivierung und Transfektion sind
und daher zur Untersuchung der DJ-1-Expression am besten geeignet waren.

Zunichst stellte sich die Frage nach der Loslichkeit von DJ-1 im Vergleich zu seiner
pathogenen Mutante L166P bzw. der Tendenz beider Proteine zur Aggregation. Dazu
wurden [wt]DJ-1/V5 und [L166P]DJ-1/V5 transient in HEK 293T-Zellen transfiziert und
diese in Lysepuffer (vgl. Kapitel 3.2.3) aufgenommen, der 1% des Detergens Triton X-100
enthilt. Nach der Zentrifugation wurde das unldsliche Zellpellet in 6xLdmmlipuffer (vgl.
Kapitel 3.2.3) aufgenommen. Die l6slichen und unldslichen DJ-1-Fraktionen wurden durch
SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und mit anti-V5S AK
analysiert (vgl. Abbildung 21).
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Abbildung 21: Verteilung von [wt]DJ-1 und [L166P]DJ-1 in HEK 293T-Zellen in Triton-16slichen und
-unloslichen Fraktionen

[wt]DJ-1/V5 (linke Spuren) und [L166P]DJ-1/VS5 (rechte Spuren) wurden transient in HEK 293T-Zellen
transfiziert. Es wurde dann in Lysepuffer mit Zusatz von 1% Triton X-100 lysiert. Die 16slichen und
unldslichen Fraktionen wurden auf einem SDS-Gel aufgetrennt, auf einem Immunoblot mit anti-V5 (obere

Reihe) auf die Expression von [L166P]DJ-1 und [wt]DJ-1 und mit B-Aktin (untere Reihe) auf gleiche
Proteinmengen iiberpriift.
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In den unloslichen Fraktionen waren nur wenig [wt]DJ-1 und gar kein [L166P]DJ-1
nachweisbar. Der Hauptteil des [wt]DJ-1-Proteins war in der 16slichen Fraktion zu finden,
wihrend [L166P]DJ-Proteinexpression kaum nachweisbar war.

Zusammen mit den IF-Studien kann festgehalten werden, dass DJ-1 ein 16sliches Protein
ist, welches hauptsdchlich im Zytoplasma, aber nicht im Kern oder den Mitochondrien

lokalisiert ist.

4.1.4 Expressionsmuster von DJ-1 in Organen der Maus

Im nichsten Schritt wurden verschiedene Organe der Maus auf die Expression von DJ-1
tiberpriift. Diverse Organe wurden aus einer Maus seziert, homogenisiert und dann direkt
auf ein 15% SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen (vgl. Kapitel 3.6.3.2), geblottet (vgl.
Kapitel 3.6.1.4) und mit o-Tubulin als Ladekontrolle und dem polyklonalen AK 3407
detektiert, welcher endogenes DJ-1 sehr sensitiv erkennt (vgl. Tabelle 10). Da o-Tubulin
sehr unterschiedlich in den einzelnen Organen verteilt ist, wird hier das Verhiltnis der
Proteinexpression von o-Tubulin zu DJ-1 zu Grunde gelegt, um eine Aussage iiber die
Verteilung von DJ-1 in den einzelnen Mausorganen zu treffen. Milz und Lunge enthalten
weniger DJ-1-Protein, wihrend Herz, Hirn und vor allen Dingen Niere und Leber recht

viel DJ-1 exprimieren (vgl. Abbildung 22).
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Abbildung 22: Verteilung von DJ-1 in verschiedenen Organen der Maus

DJ-1-Expression in Mausorganen wurde mit dem polyklonalen DJ-1-spezifischen AK 3407 (obere Reihe)
und als Ladekontrolle mit einem monoklonalen a—Tubulin-AK (untere Reihe) tiberpriift.

Ebenso wurden diverse Hirnareale der Maus seziert, homogenisiert und direkt auf ein 15%
SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen (vgl. Abbildung 23). Das in Abbildung 23
dargestellte Expressionsmuster zeigt eine ubiquitdre Verteilung von DJ-1 in allen

Hirnarealen.
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Abbildung 23: Verteilung von DJ-1 in verschiedenen Hirnarealen der Maus

DJ-1-Expression wurde mit dem polyklonalen DJ-1-spezifischen AK 3407 (obere Reihe) und als
Ladekontrolle einem monoklonalen GAPDH-AK (untere Reihe) getestet.

4.2 Stabilitatsstudien von DJ-1 und seinen Mutanten

4.2.1 Expression von DJ-1 und seinen pathogenen Mutanten in

verschiedenen Zelllinien

Es wurde gezeigt, dass DJ-1 ein 16sliches Protein ist, welches in Zellen und Geweben unter
Basalbedingungen nicht in unloslichen Aggregaten zu finden ist. Es war schon bei der
Charakterisierung der AK von DJ-1 auffillig, dass [L166P]DJ-1 schwerer nachzuweisen
war als [wt]DJ-1 (vgl. Kapitel 4.1). In einer genaueren Analyse wurde daher im néchsten
Versuch die Expression von [wt]DJ-1/V5 im Vergleich zu der pathogenen Mutante
[L166P]DJ-1/V5 in transient transfizierten Zellsystemen getestet. Dazu wurden die
Standardzelllinie HEK 293T verwendet sowie zwei neuronale Zelllinien: die
Neuroblastoma-Zelllinie SH-SYSY und die immortalisierten dopaminergen neuronalen
MNO9D-Zellen. Diese neuronalen Zellen dhneln mehr den dopaminergen Neuronen, die bei
der PK degenerieren, und sind somit geeignetere Modelle, um Parkinson-relevante Gene
zu untersuchen.

Zellen wurden mit den oben genannten Plasmiden transient transfiziert, und Triton X-100-
Lysate wurden mit SDS-PAGE aufgetrennt. In der Immunoblot-Analyse wird deutlich,
dass [wt]DJ-1/V5 wesentlich stédrker exprimiert wird als [L166P]DJ-1/V5 (vgl. Abbildung
24). Bei lingerer Belichtungszeit der Filme sind Abbauprodukte des wt- und des mutierten
Proteins zu erkennen. Der AK, der gegen den C-terminalen V5-tag gerichtet ist, detektiert

in nicht-neuronalen HEK 293T-Zellen zwei N-terminal verkiirzte DJ-1 Spezies (AN; und
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AN3), aber nicht in SH-SY5Y- oder MNO9D-Zellen. Somit gibt es offensichtlich

zellspezifische proteolytische Prozessierungen der DJ-1-Konstrukte.

HEK293 SH-SY5Y MN9D
wt L166P wt L166P wt  L166P | p,
36
DJ-1/V5 s -—— | —
AN1 _— - 22
V5 AN2 ——— -——— -—— - _—

50
B-Aktin - S G e G ”-.A--—-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Abbildung 24: Expression von transient transfizierten DJ-1-Konstrukten in HEK 293T-, MN9D- und
SH-SYS5Y-Zellen

HEK 293T- (linke Spalte), SH-SYS5Y- (mittlere Spalte) und MN9D- (rechte Spalte) Zellen wurden mit
[wt]DJ-1/V5 (Spuren 1-3, 7-8, 11-12), [L166P]DJ-1/V5 (Spuren 4-6, 9-10, 13-14) transient transfiziert. Die
Expression wurde mit dem monoklonalen V5-AK detektiert (obere Reihe) und als Proteinstandard wurde -
Aktin gewihlt (untere Reihe). Molekulargewichtsstandards sind an der rechten Seite der Abbildung
angezeigt, wihrend N-terminale Abbaubanden, die unterhalb der DJ-1 Volllingenbande laufen, an der linken
Seite markiert wurden (AN, AN,).

In einem zweiten Versuch wurde zusitzlich zu den oben genannten Konstrukten eine
weitere PK-Mutante, [E64D]DJ-1/V5, transient in HEK 293T-Zellen transfiziert und SDS-
PAGE unterzogen. Im anschlieBenden Western Blot wurden aufler dem tag-spezifischen
anti-V5 noch DJ-1-spezifische AK verwendet. Es wurde deutlich, dass in HEK 293T-
Zellen das Verhiltnis endogener DJ-1 Expression zu transient transfiziertem [wt]DJ-1/V5
in etwa gleich oder hoher ist, was fiir ein recht stark exprimiertes endogenes DJ-1 Protein
spricht. Dies wurde auch in anderen Zelllinien beobachtet (vgl. Abbildung 35). Die
unterschiedliche Expression von [wt]DJ-1/V5 und seiner Mutante [L166P]DJ-1/V5 konnte
sowohl mit monoklonalem 3E8-AK als auch mit dem poyklonalen SN1132-AK (vgl.
Tabelle 10) nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 25). Die Expression von [E64D]DJ-
1/V5 ist dhnlich stark wie die von [wt]DJ-1/V5.
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Abbildung 25: Expressionsspiegel von wt und mutiertem DJ-1 in HEK 293T-Zellen

HEK 293T-Zellen wurden in Duplikaten mit [wt]DJ-1/V5 (Spur 1 und 2), [L166P]DJ-1/V5 (Spur 3 und 4)
oder [E64D]DJ-1/V5 (Spur 5 und 6) transient transfiziert. Es wurden je 20ug Gesamtproteinmenge (50ug im
Falle von [L166P]DJ-1/V5) auf ein 15% Gel aufgetragen, geblottet und anschlieBend mit den links
bezeichneten AK detektiert: anti-V5, SN1132, 3E8 und als Ladekontrolle B—Aktin (vgl. Tabelle 3).

Der 3E8-AK kann bemerkenswerterweise das Expressionskonstrukt [E64D]DJ-1/V5 nicht
detektieren, so dass die AS E64 im DJ-1-Protein vermutlich eine kritische Determinante
des Epitops dieses AK ist (vgl. Abbildung 25). Dies wurde auch von (Miller et al., 2005)
bei genaueren Untersuchungen des 3E8-AK festgestellt.

Die dramatische Reduktion der Expression des [L166P]DJ-1/V5-Konstrukts im Vergleich
zu [wt]DJ-1/V5 und [E64D]DIJ-1/VS5 ist nicht nur ein Phdnomen in transient transfizierten
Zellen, sondern wurde auch in stabil exprimierenden Zellklonen in HEK 293T-Zellen
festgestellt (vgl. Abbildung 18).

Fiir die nachfolgenden Studien wurde das transient exprimierende System verwendet, da es

flexibler in verschiedenen Zelltypen einsetzbar ist und fiir die anschlieBende
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Mutagenesestudie nicht jedes Mal neue stabile Klone generiert werden mussten. Wie in
den Duplikaten in Abbildung 25 gezeigt wurde, ist die Reproduzierbarkeit der

Expressionsspiegel von transient transfizierten DJ-1-Konstrukten sehr hoch.

4.2.2 RT-PCR von [wt]DJ-1/V5 und den Mutanten [L166P]DJ-1/V5 und
[E64D]DJ-1/V5

Um festzustellen, ob die verminderte Expression der L166P-Mutante auf verminderte
mRNA-Mengen zuriickzufiithren ist, wurden semi-quantitative RT-PCR-Experimente
durchgefiihrt (vgl. Kapitel 3.4.12.2). Der Riickwirtsprimer wurde so gewihlt, dass dieser
in der tag-Sequenz des DJ-1/V5-Konstruktes bindet (BamHI_V5_REV, vgl. Tabelle 6) und
somit kein endogenes DJ-1 amplifiziert. Die RNA-Menge von sowohl wt als auch
mutierten DJ-1-Konstrukten ist identisch (vgl. Abbildung 26). Daraus kann geschlossen

werden, dass eine Instabilitdt der L166P-Mutante auf Proteinebene vorliegt.

wit L66P E64D pcDNAS.1 b
p
Abbildung 26: RT-PCR von DJ-1-Konstrukten

[wt]DJ-1/V5, [L166P]DJ-1/V5 und [E64D]DJ-1/V5 sowie eine Vektorkontrolle von pcDNA3.1 wurden in
Duplikaten in HEK 293T-Zellen transfiziert und RNA nach der Trizolmethode (vgl. Kapitel 3.4.12.1) isoliert.
Eine anschlieBende RT-PCR von DJ-1-transgener RNA wurde mit den Primern Ncol _FWD und
BamHI_REV durchgefiihrt (vgl. Tabelle 6) und diese auf einem 1% Agarosegel analysiert.

4.2.3 Inhibition der Synthese von DJ-1 mit Cycloheximid (CHX)

Um der Frage nachzugehen, was [L166P]DJ-1/V5 so instabil macht, wurde zunichst
untersucht, ob die Proteinsynthese blockiert oder der Proteinabbau beschleunigt ist. Dafiir
wurden in folgenden Untersuchungen entsprechende Inhibitoren eingesetzt.

Als erstes wurde die Proteinsynthese durch Zugabe von CHX inhibiert. CHX ist ein
Antibiotikum, welches in hoheren Dosen auch die eukaryotische Translation durch
Bindung an das zytosolische 80S-Ribosom blockiert.

HEK 293T-Zellen wurden mit den Expressionsplasmiden [wt]DJ-1/V5, [L166P]DJ-1/V5
und [E64D]DJ-1/V5 transfiziert und iiber einen Zeitraum von Oh, 4h, 6h, 8h, 10h und 12h
mit CHX behandelt. Die Proteinmengen von [wt]DJ-1/V5 und [E64D]DJ-1/V5 sind im
Western Blot innerhalb der 12-stiindigen Behandlung fast unveridndert (vgl. Abbildung 27).
Nach 8h erkennt man eine geringe Abnahme der Proteinmengen, die im Falle der E64D-

Mutante etwas ausgeprigter ist. Im Vergleich dazu ist [L166P]DJ-1/V5 nach 4h schon

91



Ergebnisse

nicht mehr zu detektieren. Die Anfangsexpression von [L166P]DJ-1/V5 ist beim Beginn
der Inhibitorbehandlung (t=0h) der [wt]DJ-1/V5-Expression gleichgesetzt worden, indem
die doppelte Menge an Protein aufgetragen wurde. Trotzdem ist die Mutante schon nach
kurzer Zeit nicht mehr im Western Blot nachweisbar. Mit dem V5-AK, der den C-
Terminus des Fusionsproteins erkennt, wird zudem die N-terminale Prozessierung von
[L166P]DJ-1 sichtbar, die iiber 12h stabil ist. Die Expression von mutiertem DJ-1 hat
keinen bedeutenden Einfluss auf den Umsatz von endogenem DJ-1. Dies wurde mit dem
monoklonalen AK 3ES8 detektiert, der wie schon unter Kapitel 4.2.1 erwihnt die Mutante

E64D nicht erkennt (vgl. Abbildung 27).

wit L166P E64D

kDa
Lange Belichtung

Doppelte Menge 3_6
DJ-1N5 M DD | &) AU EDas e -

VSAN1' D . e — -

DI = = = -
3E8
endo. DJ-1 p | e e w= w . || o o o e o || oD s a» o |22

(WART [ T SPSpRpe | P OO | [ ——

CHX[h] 0 4 6 8 10 12 0 4 6 8 10 12 0 4 6 8 10 12

Abbildung 27: Blockierung der Proteinsynthese mit CHX

V5-markiertes [wt]DJ-1 (linke Spalte), [L166P]DJ-1 (mittlere Spalte) oder [E64D]DJ-1 (rechte Spalte) wurde
transient in HEK 293T-Zellen transfiziert. Die Zellen wurden innerhalb der angegebenen Zeitintervalle mit
100pg/ml CHX behandelt. Je 20ug Gesamtprotein (50ug fiir [L166P]DJ-1/V5) wurde im Western Blot mit
folgenden AK detektiert: V5 (obere Reihe), 3E8 (mittlere Reihe) und f-Aktin als Ladekontrolle (untere

Reihe).

Auffillig ist, dass der 3E8-AK im Laufe der Behandlung mit CHX fiir [wt]DJ-1/V5
ebenfalls eine Abbaubande zeigt, die aber C-terminal prozessiert sein muss, da sie mit dem
C-terminalen V5-AK nicht detektierbar war. Trotzdem ist [wt]DJ-1/V5 unter Blockierung
der Proteinsynthese linger stabil als [L166P]DJ-1/V5.

4.2.4 ,Pulse-Chase“-Experimente zur Bestimmung des Umsatzes von
[wi]DJ-1 und seinen Mutanten

Da schon in Abbildung 27 ein beschleunigter Proteinabbau von [L166P]DJ-1 festgestellt

wurde, sollte dies in ,,Pulse-Chase‘-Experimenten noch einmal verifiziert werden, wobei

mit dieser Methode nicht nur die Synthese von Proteinen, sondern auch deren Abbau

verfolgt werden kann. Transient transfizierte DJ-1 Konstrukte in HEK 293T-Zellen wurden

mit einer Mischung aus radioaktivem [3SS]Cystein/Methionin ,Pulse“-Medium 3h
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metabolisch markiert und mit nicht-radioaktivem ,,Chase‘“-Medium bis zu 24h behandelt.
Die ungewohnlich hohe ,,Pulse“-Zeit musste gewihlt werden, weil DJ-1 sich nur sehr
schwer markieren ldsst und eine Zeit von mindestens 3h notwendig war. AnschlieBend
wurden Zelllysate mit V5-AK prazipitiert und iiber SDS-PAGE aufgetrennt (vgl. Kapitel
3.6.1.12). [Wt]DJ-1/V5 ist innerhalb der ersten 4-8h stabil, mit einem leichten
Expressionsverlust nach 24h (vgl. Abbildung 28). Wihrend [E64D]DJ-1 fast ebenso stabil
ist wie [wt]DJ-1, ist die Degradation von [L166P]DJ-1 innerhalb der ersten 4h erheblich
beschleunigt. Die N-terminalen Abbaubanden AN; und AN, zeigen sich schon nach 4h,
was auf einen schnellen N-terminalen Abbau schlieBen lidsst (vgl. Abbildung 28).
[L166P]DJ-1 wird genauso effizient translatiert wie [wt]DJ-1, zum ,,Chase*“-Zeitpunkt von
Oh liegen hier gleiche Proteinmengen vor. Aus dem ,Pulse-Chase*- und dem CHX-
Experiment wird deutlich, dass die geringeren Expressionsniveaus von [L166P]DJ-1 nicht
etwa auf eine Regulation auf transkriptioneller Ebene zuriickzufithren sind, sondern dass

die Mutante einem beschleunigtem Abbauprozess unterliegt.

[wt]DJ-1/V5 [L166P]DJ-1/V5 [E64D]DJ-1/V5 kDa
36
DJ-1/V5 ~—
1™ - - - - 2 E = - -
A3 =
22
Chasel] 0 4 6 8 24 0 4 6 8 24 0 4 6 8 24

Abbildung 28: Beschleunigter Abbau von [LL166P]DJ-1 in ,,Pulse-Chase‘-Experimenten

HEK 293T-Zellen wurden transient mit [wt]DJ-1/V5 oder den Mutanten [L166P]DJ-1/V5 bzw. [E64D]DJ-
1/V5 transfiziert und radioaktiv markiert. Das Verdringen der radioaktiven Cystein- und Methioninreste
wurde zu den angegebenen Zeitpunkten bestimmt.

4.2.5 Inhibition des proteasomalen oder proteolytischen Abbaus von
DJ-1

Fiir einen beschleunigten Abbau von [L166P]DJ-1/V5 sind verschiedene Mechanismen
denkbar. Dies wiire einerseits proteasomaler Abbau, bei dem die Zelle erkennt, dass es sich
um ein fehlgefaltetes Protein handelt. Dieses wird ubiquitiniert, dem Proteasom zugefiihrt
und dort in kleine Peptidsequenzen zerschnitten. Andererseits konnen auch spezifische
oder unspezifische Proteasen das Protein degradieren oder es wird autoproteolytisch
abgebaut. Eine weitere Moglichkeit besteht in einem autophagischen Abbau, der das
Lysosom einbezieht, welches kleine Proteine und Peptide hydrolytisch spaltet. Diese
verschiedenen Abbauwege werden nun im Folgenden durch Hemmung der entsprechenden

molekularen Mechanismen untersucht.
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4.2.5.1 Untersuchungen mit dem Proteasomhemmer MG132

Der erste Inhibitor, der experimentell in HEK 293T-Zellen getestet wurde, war MG132.
Dieses membran-permeable Aldehyd kann die Aktivitit der Threoninreste von zwei der
drei katalytischen Zentren des Proteasoms reversibel inhibieren, ndmlich die
chymotryptische und die azide postglutamyl-peptidhydrolytische Stelle. Allerdings handelt
es sich dabei um einen eher unspezifischen Inhibitor, da auch lysosomale Proteasen
gehemmt werden kdnnen.

HEK 293T-Zellen wurden mit [wt]DJ-1/V5, [L166P]DJ-1/V5 und [E64D]DJ-1/V5
transient transfiziert und nach zwei Tagen je 2h, 6h, 8h, 10h und 11h mit 10uM MG132
behandelt. MG132 entwickelte einen toxischen Effekt auf die HEK 293T-Zellen bei einer
Behandlung von mehr als 11h, daher wurde dieser Zeitpunkt als Endpunkt fiir die
proteasomale Inhibition festgelegt. [Wt]DJ-1 ist ein extrem stabiles Protein und wird kaum
vom Proteasom abgebaut, so dass man eine Akkumulation des DJ-1-Proteins nach 11-
stindiger MG132-Behandlung nicht beobachten kann (vgl. Abbildung 29). Eine
Akkumulation von endogenem DJ-1 war ebenfalls in den HEK 293T-Zellen nicht
festzustellen. Auch die Mutante [E64D]DJ-1 besitzt eine lange Halbwertszeit und wird
nicht durch MG132 stabilisiert. Im Gegensatz dazu wird die sehr instabile Mutante
[L166P]DJ-1 zumindest teilweise durch den proteasomalen Inhibitor stabilisiert.
Allerdings erfolgt die Akkumulation des Proteins nicht direkt, wie man aufgrund der
Instabilitdt der Mutante vermuten konnte, sondern verzogert. Lediglich die N-terminalen
Abbaubanden werden direkt stabilisiert (vgl. Abbildung 29). Zur Kontrolle der effektiven
Blockierung des proteasomalen Systems wurde die Akkumulation des Kontrollproteins -

Catenin verfolgt, das vom Proteasom rasch abgebaut wird.
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Abbildung 29: Proteasomale Inhibition von transient transfizierten Zellen mit MG132

HEK 293T-Zellen wurden mit folgenden DJ-1-Konstrukten wt (linke Spalte), L166P (mittlere Spalte) oder
E64D (rechte Spalte) transient transfiziert und mit 10uM MGI132 wihrend der unten angegebenen
Zeitintervalle behandelt. Es wurden je 20ug Gesamtproteinlysat auf einem 15% SDS-Gel aufgetrennt (50ug
fiir L166P) und im Western Blot mit den links bezeichneten AK detektiert: V5, SN1132, 3E8 fiir DJ-1, B-
Catenin als Kontrolle fiir Proteasomhemmung und B-Aktin als Ladekontrolle.

4.2.5.2 Proteaseinhibitoren Leupeptin und E64

Nach Inhibition des Proteasoms kommt es noch immer zu einem Abbau des [L166P]DJ-1,
daher kommen als Ursache der Instabilitit der Mutante noch andere, nicht-proteasomale
Abbauwege in Frage, die im Folgenden untersucht wurden. Zunichst wurden zellulédre
Cystein-Proteasen mit den Inhibtoren Leupeptin und E64 gehemmt. Es wurden erneut
HEK 293T-Zellen transient mit DJ-1-Konstrukten transfiziert und 7h lang mit 50ug/ml
Leupeptin oder 24h lang mit 10uM E64 behandelt. Leupeptin ist ein zellgédngiges
Peptidylaldehyd, welches Cystein-Proteasen, aber auch Serin-Proteasen, inhibiert und
reversibel wirkt. E64 ist ein Epoxysuccinyl-Derivat, welches irreversibel spezifische
Cystein-Proteasen inhibiert, indem das aktive Thiol einer Cystein-Protease das C3-Atom
des Oxiranrings angreift, welcher sich dann 6ffnet und kovalent am katalytischen Zentrum
gebunden bleibt.

Die Hemmung von Cystein- und Serin-Proteasen mit Leupeptin fithrte im Falle von wt-
transfizierten Zellen zu einer leichten Akkumulation, wihrend im Falle von L166P-
transfizierten Zellen keine Anhidufung von DJ-1 zu beobachten war (vgl. Abbildung 30).
Nach 10-24h langer Behandlung mit E64 konnte man eine leichte Anhidufung von DJ-1,
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sowohl [wt]DJ-1 als auch [L166P]DJ-1 erkennen, allerdings ist diese sehr schwach

ausgepragt.
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Abbildung 30: Proteaseinhibition in transient transfizierten HEK 293T-Zellen mit Leupeptin und E64

HEK 293T-Zellen wurden transient mit 4ug [wt]DJ-1/V5 und [L166P]DJ-1/V5 transfiziert. A) Einen Tag
nach der Transfektion wurden die Zellen fiir 7h mit 50ug/ml Leupeptin inkubiert oder unbehandelt belassen.
Lysate (20pg) wurden auf einem 15% SDS-Gel aufgetragen und im Western Blot mit polyklonalem 3407 DJ-
1-AK (obere Reihe) bzw. B—Aktin (untere Reihe) detektiert. B) Einen Tag nach der Transfektion wurden die
Zellen mit 10uM E64 behandelt und zu den angegebenen Zeitpunkten lysiert. Die Lysate (20ug) wurden auf
einem 15% SDS Gel aufgetragen und im Western Blot mit polyklonalem 3407 DJ-1-AK (obere Reihe) bzw.
B-Aktin (untere Reihe) detektiert.

4.2.5.3 Lysosomale Inhibition mit NH,Cl

Nachdem sowohl der proteasomale Inhibitor MG132 als auch der Cystein- und Serin-
Proteasehemmer Leupeptin den beschleunigten Abbau von [L166P]DJ-1 nicht stoppen
konnten, konnte es sich hier noch um einen autophagischen, lysosomalen Abbauweg
handeln. Zur Hemmung der sauren Hydrolasen im Lysosom wurde NH4Cl eingesetzt,
welches den niedrigen pH in Lysosomen abpuffert. Dazu wurden ,,Pulse-Chase*-
Experimente durchgefiihrt wie unter Kapitel 4.2.4 beschrieben. Allerdings wurden die
Zellen wihrend des ,,Chase* mit 20mM NH4Cl sowie zum Vergleich mit 10uM MG132
behandelt. Die Proteinmenge von [L166P]DJ-1/V5 veridnderten sich nicht merklich bei
Zugabe des unspezifischen lysosomalen Inhibitors NH4CIl im Vergleich zu unbehandelten
Zellen. In einem Diagramm wurde die Intensitit des markierten DJ-1-Proteins in
Abhingigkeit der Zeit dargestellt und mit dem Computerprogramm Origin ausgewertet
(vgl. Abbildung 31). Die abfallenden Kurven von unbehandelten und behandelten L.166P
transfizierten Zellen liegen aufeinander und zeigen keine groBen Unterschiede in den
Halbwertszeiten (ti, (unbehandelt) = 100min, t;, (NH4Cl) = 198min und t;, (MG132) =
112min).
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Abbildung 31: ,,Pulse-Chase‘-Experiment mit Zusatz von Proteaseinhibitoren in transfizierten DJ-1
HEK 293T-Zellen

HEK 293T-Zellen wurden transient mit [L166P]DJ-1/V5 transfiziert und fiir 3h mit [358]-Methionin/Cystein
metabolisch markiert. Anschlieend wurden die Proben mit nicht-radioaktivem Medium (,,Chase‘-Medium)
fiir den angegebenen Zeitraum ohne Inhibitor oder mit 10uM MG132 bzw. 20mM NH,CI inkubiert. Zellen
wurden lysiert, mit V5-AK immunprizipitiert und iiber SDS-PAGE aufgetrennt. *°S-Signale wurden im
Phospholmager und mit dem Programm ImageQuant quantifiziert und gegen ,,Chase*“-Zeiten aufgetragen.

4.2.5.4 Autoproteolytischer Abbauweg von DJ-1

Da DJ-1 ein mogliches katalytisches Zentrum besitzt mit einer PH1704-typischen
Anordnung von C106 (vgl. Kapitel 1.5.3), liegt die Vermutung nahe, dass DJ-1 sich selbst
autoproteolytisch abbauen konnte.

Um dieser Frage nachzugehen, wurde der Cysteinrest an der Stelle 106 durch ein Alanin in
einer gezielt gesetzten Mutagenese sowohl im [wt]DJ-1 als auch im [L166P]DJ-1
Konstrukt ersetzt (vgl. Kapitel 3.4.11.1, Tabelle 5). Die Expression von [wt][C106A]DJ-
1/V5 in transient transfizierten HEK 293T-Zellen war nicht verschieden zu [wt]DJ/V5
(vgl. Abbildung 32).
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Abbildung 32: Expression von C106-mutierten DJ-1 Konstrukten, [wt]DJ-1 im Vergleich zu
[L166P]DJ-1

HEK 293T-Zellen wurden transient mit [wt]DJ-1/VS (Spuren 1, 2), [L166P]DJ-1/V5 (Spuren 3, 4),
[C106A]DJ-1/VS5 (Spuren 5, 6), [C106A/L166P]DJ-1/V5 (Spuren 7, 8) oder pcDNA3.1 TOPO-Vektor (Spur
9) transfiziert. Zwei Tage nach der Transfektion wurden Lysate auf einem 15% SDS-Gel aufgetrennt und der
Western Blot mit den rechts angegebenen AK analysiert: 3E8, SN 1132 und B-Aktin. RT-PCR (untere Reihe)
wurden von parallel isolierten RNA-Proben zur Demonstrierung einer gleichmifigen Transkription der
transfizierten DJ-1-Konstrukte gemacht.

Durch eine Mutation des Cysteins im moglichen katalytischen Zentrum zu einem
katalytisch inaktivem Alanin und eine gleichzeitige Mutation von Leucin 166 zu einem
Helix-Brecher Prolin, sollte gepriift werden, ob diese Doppelmutante vor einem
katalytischen Abbau geschiitzt ist. Diese Doppelmutante, [C106A/L166P]DJ-1, konnte
jedoch die dramatisch reduzierte DJ-1-Proteinmenge im Vergleich zur Einfachmutante
[L166P]DJ-1 nicht steigern. Die mRNA-Mengen waren bei allen Konstrukten identisch
(vgl. Abbildung 32), was erneut den Effekt auf Proteinebene unterstreicht. Der
beschleunigte Abbauprozess von [L166P]DJ-1 scheint also keine Autoproteolyse zu sein,
sondern andere Griinde zu haben, wie zum Beispiel eine unspezifische Hydrolyse.

Es sind zusidtzlich zu den DJ-1-Monomeren auch noch DJ-1-Dimere detektiert worden
(vgl. Abbildung 32). Vor allen Dingen die Mutante C106A zeigt eine Dimerbande bei
50kDa. Die Dimerisierung von DJ-1 wird im Kapitel 4.3.5 genauer behandelt.
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Da DJ-1 drei Cysteine besitzt, wurden die zwei weiteren Cysteine-46 und -53 ebenso zu
Alanin mutiert und eine Doppelmutante aus CI06A/C53S bzw. eine Tripelmutante
C106A/C46S/C53S generiert. Man kann deutlich erkennen, dass die Mutation an der Stelle
Cystein-46 das Protein leicht destabilisiert im Vergleich zu der Cysteinmutante C53A. Die
Tripelmutante ist dhnlich instabil wie L166P (vgl. Abbildung 33). Diese Destabilisierung
von C46A scheint daran zu liegen, dass C46 an der Dimerkontatkfldche liegt und ein
intaktes Dimer fiir die Stabilitit von DJ-1 von entscheidender Bedeutung ist (vgl. Kapitel
5.5). Eine Mutation von C106 zu Aspartat ist etwas stabiler als eine Mutation zu Alanin
oder Glutamat (vgl. Abbildung 33). Insgesamt ist aber vor allen Dingen die Stabilitiit der
Tripelmutante und C46A stark reduziert im Vergleich zu [wt]DJ-1.
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Abbildung 33: Stabilitit von Cysteinmutationen im DJ-1-Proteins

Es wurden folgende DJ-1/V5-Konstrukte in HEK 293T-Zellen transfiziert: [wt]DJ-1, [C106A]DJ-1,
[C106D]DJ-1, [CI106E]DJ-1, [C46A]DIJ-1, [C53A]DIJ-1, [C106A/C53S]DJ-1, [C106A/C46S/C53S]DJ-1.
Nach 48h wurden die Zellen lysiert, auf einem 15% Gel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert
und mit dem anti-V5-AK bzw. der Ladekontrolle B—Aktin detektiert.

4.3 Mutagenesestudien von DJ-1 C-terminalen Mutanten im
Zellkultursystem

Der beschleunigte Abbau von [L166P]DJ-1 konnte weder durch erhohten proteasomalen
Abbau, noch durch Proteasen, lysosomalen Abbau oder Autokatalyse erklirt werden.

Aufgrund dieses ungewohnlichen Verhaltens von [L166P]DJ-1 wurde diese Mutation in
den nachfolgenden Kapiteln genauer untersucht. Dabei wurde insbesondere der Frage
nachgegangen, ob die Sekundérstruktur entscheidend fiir die DJ-1-Stabilitidt ist. Die
Substitution von L166 zu Prolin fiihrt eine Helix-brechende AS ein. Alternativ konnte die
aliphatische Seitenkette von L166 eine wichtige Rolle fiir die Sekundérstruktur spielen.

Mit Hilfe des dreidimensionalen Strukturprogramms PyMol, welches Kristallstrukturdaten
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als Basis fiir eine Visualisierung von Proteinen zu Grunde legt, wurde der C-Terminus des
DJ-1-Proteins modelliert. Dieser C-Terminus besteht aus zwei o—Helices (G-Helix und H-
Helix). Diese sind durch einen scharfen 2 AS langen turn getrennt, gefolgt von 3
strukturlos angeordneten AS am extremen C-Terminus. Die dreidimensionale Struktur des
DJ-1-C-Terminus wurde darauthin im Dali-Programm mit anderen strukturell dhnlichen
Motiven der Proteindatenbank PDB abgeglichen. Dali ist ein Strukturprogramm, welches
Teile eines Proteins oder ganze Proteine in ihrer dreidimensionalen Struktur mit anderen
Proteinen oder Motiven aus der PDB-Datenbank vergleicht und Ubereinstimmungen sucht.
Da nur eine kleine Anzahl von strukturell dhnlichen Motiven fiir den DJ-1-C-Terminus
gefunden wurde und diese sich meist nicht am C-Terminus befinden, sondern inmitten von
groferen Proteinkomplexen von Transportproteinen oder Teil der transkriptionellen
Polymerase-Maschinerie sind, wurde dieses besondere Element Helix-Knick-Helix Motiv
genannt (vgl. Kapitel 1.5.3). Dieser spezielle C-Terminus des DJ-1-Proteins hebt sich
strukturell von den Homologen der DJ-1/ThiJ-Superfamilie durch seine zusitzliche Helix
ab (vgl. Kapitel 1.5.3) und grof3e Teile davon sind extrem konserviert (vgl. Abbildung 11).

Im Folgenden wird das Heli-Knick-Helix Motiv genauer untersucht.

4.3.1 Design von DJ-1 C-terminalen Mutanten

Das Helix-Knick-Helix Motiv wurde systematisch mutagenisiert. Es sollte untersucht
werden, ob Prolin als Seitenkette verantwortlich fiir die Destabilisierung von L166P ist
oder die Position L166 einen Einflu} auf die Instabilitit hat.

Dabei wurden sowohl weitere Helix-brechende Prolinmutationen eingefiihrt, die @hnliche
Eigenschaften wie L166P haben konnten, als auch Mutationen eingefiihrt, die das Protein

nicht destabilisieren sollten (vgl. Abbildung 34).
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G-Helix Mutanten H-Helix Mutanten Andere Mutanten

L166P A178P AN173/G174
L166E V181P L187P
V169P K182P

V169A L185P

V169l

Abbildung 34: Schematische Abbildung der gewihlten C-terminalen DJ-1-Punktmutationen

Es wurden verschiedene Mutationen gewihlt, die die Topologie des C-terminalen Helix-Knick-Helix Motivs
beeinflussen sollten. Mutationen in der G-Helix wurden griin gefarbt: L166P, V169P, L166E, VI69A, V1691
und Mutationen in der H-Helix wurden blau gefiarbt: A178P, V181P, K182P, L185P. Der Knick mit der AS
N173 und der absolut konservierten Aminosiure G174 ist violett und eine AS aulerhalb der H-Helix: L187P
ist braun markiert.

Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener AS am C-Terminus auf die Stabilitdt des
DJ-1-Proteins wurden die in Abbildung 34 dargestellten Mutationen per
Fehlpaarungsprimer-PCR kloniert (vgl. Kapitel 3.4.11).

Diese synthetischen DJ-1-Mutanten wurden mit einem C-terminalen V5-tag oder mit
einem  N-terminalen = Myc-tag  versehen. Die  N-terminal-markierten  DJ-1-
Expressionskonstrukte wurden durch zwei verkiirzte DJ-1-Mutanten ergédnzt, in denen die

H-Helix ([AH]DJ-1) oder der komplette C-Terminus ([AG/H]DJ-1) deletiert wurden.

4.3.2 “Steady state” und “Pulse-Chase”-Experimente der C-terminalen
DJ-1-Mutanten

Die unter Kapitel 4.3.1 genannten Mutanten wurden in HEK 293T- und PC12-Zellen
transient transfiziert. Nach 48h wurde die Expression aller Konstrukte mit AK gegen den

N-terminalen Myc-tag und C-terminalen V5-tag im Western Blot bestimmt. Dabei stellte
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sich heraus, dass die G-Helix-brechende [V169P]DJ-1-Mutante genauso instabil ist wie
[L166P]DJ-1, da die Expression dieser Mutante unabhéngig von der Epitopmarkierung und
vom Zelltyp kaum im Western Blot mit DJ-1-spezifischen AK zu detektieren ist. Wéahrend
die Proteinexpression von L166E und V1691 viel hoher ist als die von L166P und V169P
(vgl. Abbildung 35).
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Abbildung 35: Expression der verschiedenen C-terminalen DJ-1-Mutanten in PC12- und HEK 293T-
Zellen

A, B) PC12- oder C, D) HEK 293T-Zellen wurden transient mit den oben genannten Konstrukten transfiziert
mit C-terminalem V5-tag (A, C) und N-terminalem Myc-tag (B, D) oder Vektorkontrollen. Die DJ-1-
Expression wurde im Zelllysat auf einem Western Blot mit den rechts bezeichneten AK bestimmt: anti-V5

oder 9E10 gegen den Myc-tag, AK 3407 gegen DJ-1, a—Tubulin (Tub) als Ladekontrolle, (Pfeile markieren
DJ-1/Myc- oder DJ-1/V5-Konstrukte, Pfeilkdpfe markieren endogenes DJ-1).

Dies bedeutet, dass der nachteilige Effekt von L166P nicht auf das Fehlen der
hydrophoben Seitenkette Leucin zuriickzufiihren ist, sondern auf die Art der Mutation zu
einem Prolin in der G-Helix. Eine mogliche Erkldarung fiir die nicht-destabilisierende
Wirkung von L166E ist eine Interaktion zwischen dem positiv geladenen Glutamatrest von
L166E mit dem negativ geladenen Aminosdurerest Lysin-182 auf der gegeniiberliegenden
Helix (vgl. Abbildung 34). Ebenso ist eine Substitution eines hydrophoben
Aminoséurerestes Valin an der Stelle 169 zu Isoleucin stabiler als eine Substitution zu

Alanin, eine verkiirzte hydrophobe Seitenkette. Diese mogliche Interaktion wird durch den
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Knick, der durch die AS Asparagin-173 und Glycin-174 hervorgerufen wird, ermoglicht,
indem sich die beiden Helices im C-Terminus entsprechend anndhern. Es scheint also
hydrophobe Wechselwirkungen in der N&éhe der Knickumgebung zu geben, die
Auswirkungen auf die Stabilitédt des Proteins haben.

Erstaunlicherweise fiihrt die Deletion des Knicks, die Eliminierung der beiden AS N173
und G174, des Helix-Knick-Helix Motivs ebenfalls zu einer Destabilisierung des DJ-1-
Proteins. Der Knick, der durch die AS Glycin einen Winkel von 55° hervorruft, ist ebenso

wichtig fiir die Proteinstabilitit wie die G-Helix (vgl. Abbildung 36).
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Abbildung 36: Expression von [wt]DJ-1, [L166P]DJ-1 und [AN173/G174]DJ-1 in HEK 293T-Zellen

Myc/[wt]DJ-1, Myc/[L166P]DJ-1 und Myc/[AN173/G174]DJ-1 wurden in HEK 293T-Zellen transient
transfiziert. Die DJ-1-Expression wurde im Zelllysat auf einem Western Blot mit den rechts bezeichneten AK
bestimmt und als Ladekontrolle wurde «-Tubulin (Tub) verwendet (untere Reihe), (Pfeile markieren
Myc/DJ-1-Konstrukte, Pfeilkdpfe markieren endogenes DJ-1).

Im Gegensatz zu den dramatischen Effekten der G-Helix-brechenden Prolinmutanten sind
die Proteinexpressionen der Prolinmutanten der H-Helix nur leicht reduziert (vgl.
Abbildung 35). Die Deletion der H-Helix (AH) vermindert die Expression nur leicht,
wihrend die Wegnahme der gesamten C-terminalen Domine (AG/H) zu einer stark
reduzierten Proteinmenge fiihrt, genauso wie dies bei den G-Helix-brechenden Mutanten
L166P und V169P der Fall ist (vgl. Abbildung 35).

,Pulse-Chase“-Experimente in HEK 293T-Zellen belegten, dass [wt]DJ-1/V5 ein sehr
stabiles Protein ist, welches eine Halbwertszeit von >24h hat, wihrend [L166P]DJ-1/V5
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nach ca 5h degradiert ist und die N-terminalen Abbaubanden stabilisiert werden. Dies
wurde schon in Abbildung 28 gezeigt. Die kiinstliche G-Helix-brechende Mutante
[V169P]DJ-1/VS5 wurde genauso schnell abgebaut wie die pathologische Parkinson-
Mutante [L166P]DJ-1/V5 (vgl. Abbildung 37). Allerdings ist die Expression von
[L166P]DJ-1/V5 und [V169P]DJ-1/V5 zum Zeitpunkt t=0 sehr gering. Dies hat
moglicherweise mit den Versuchsbedingungen zu tun, da der ,,Pulse* 3h lang durchgefiihrt
wurde und daher schon ein GroBteil der sehr instabilen DJ-1-Mutanten abgebaut ist.
Kiirzere ,Pulse“-Zeiten haben zur Folge, dass eine messbare Inkorporation von

[3 5S]Methionin/Cystein nicht stattfinden kann.
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Abbildung 37: ,,Pulse-Chase‘“-Experiment von C-terminalen DJ-1-Mutanten

HEK 293T-Zellen wurden transient mit den angegebenen DJ-1/V5-Mutanten transfiziert. Nach 3-stiindigem
JPulse“ mit einer Mischung aus [*’S]Methionin/Cystein wurden die Zellen mit nicht-radioaktiven
schwefelhaltigen AS behandelt und zu den angegebenen Zeiten lysiert (vgl. Kapitel 3.6.2.1). A) Nach der
Lyse wurde mit den Proteinproben und V5-AK eine IP durchgefiihrt. Es wurden autoradiografische Filme
entwickelt. Volllangenbanden (V1.) von L166P und V169P sind nur zwischen 0-2h zu sehen (mit einem Pfeil
gekennzeichnet), dann tauchen N-terminale Abbaubanden auf (AN; und AN,), die ebenfalls mit Pfeilen
gekennzeichnet sind. Die anderen Mutanten sind >10h stabil.

B) Intensititen von DJ-1 V1. wurden zum Zeitpunkt 10h mit dem Programm ImageQuant quantifiziert und in
Relation zum Zeitpunkt t=0h gesetzt. Aus drei verschiedenen Experimenten wurden Mittelwerte gebildet, der
Standardfehler wurde bestimmt und mit dem Student t-test p-Werte bestimmt.
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Wihrend die G-Helix-Brecher schon nach 2-5h abgebaut sind und nur noch N-terminale
Abbaubanden zeigen, sind sowohl [L166E]DJ-1/V5 als auch [V169I]DJ-1/V5 deutlich
langer stabil (ca. 10h). Die H-Helix-brechenden Mutanten K182P und L185P scheinen
auch stabiler zu sein als die G-Helix-Brecher. Allerdings ist L185P signifikant instabiler
als K182P, wenngleich nicht so betroffen wie G-Helix-Brecher (vgl. Abbildung 37).

4.3.3 Inhibitorexperimente zur Blockierung des Proteasoms

4.3.3.1 Hemmung des Proteasoms mit Epoxomycin

Da DJ-1 sehr empfindlich auf Verdnderungen der Sekunddrstruktur am C-Terminus
reagiert, stellt sich erneut die Frage: Wie veridndert die Substitution von AS in der G-Helix
die Stabilitit des ganzen Proteins? Wird das aktive Zentrum um das Cystein 106 durch ein
Abknicken der sperrigen Helices am C-Terminus freigelegt? Gelangen hydrophobe Reste
aus dem Inneren des Proteins in Kontakt mit der wassrigen Losung, so dass [L166P]DJ-1
vom UPS als falsch gefaltetes Molekiil erkannt wird und dann beschleunigt abgebaut wird?
Unter Kapitel 4.2.5.1 wurde das erste Mal gepriift, ob Hemmung der Proteasomaktivitét
mit MG132 den Abbau von L166P verhindern kann. Dies war nicht der Fall. Leider
konnten die Zellen mit diesem Inhibitor nur maximal 11h inkubiert werden, danach wirkte
er toxisch auf die Zellen. Aus diesem Grunde soll nun mit dem effektiveren
Proteasomhemmer Epoxomycin erneut iiber einen ldngeren Zeitraum getestet werden,
welchen Einfluss das Proteasom auf den beschleunigten Abbau von mutiertem DJ-1 hat.
Epoxomycin ist sehr viel spezifischer fiir proteasomale Hemmung als das Aldehyd
MG132, da es als Epoxyketon sowohl mit der Hydroxyl- als auch der Aminogruppe des
katalytisch aktiven N-terminalen Threonins im Proteasom zu einem cyclischen
Morphinaddukt reagiert (vgl. Kapitel 4.2.5.1). Dieser einzigartige Mechanismus sorgt
dafiir, dass Epoxomycin keine anderen Cystein- oder Serin-Proteasen inhibieren kann, da
diese keinen freien N-Terminus in der Nédhe des nukleophilen Zentrums besitzen.
AuBlerdem bindet Epoxomycin irreversibel an die katalytisch aktive chymotryptische Seite
und ist nicht so toxisch wie MG132. MG132 wird dagegen zwar sehr schnell von der Zelle
aufgenommen, bindet aber eher langsam, hemmt unspezifisch eine Reihe von Cystein- und
Serin-Proteasen und ist reversibel.

In diesem Experiment wurden HEK 293T-Zellen mit [wt]DJ-1/V5 und den verschiedenen
C-terminalen DJ-1-Mutanten transient transfiziert. Nach 24h wurden die Zellen mit 1uM

Epoxomycin in den angegebenen Zeitintervallen behandelt (vgl. Abbildung 38).
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Abbildung 38: Epoxomycinbehandlung von C-terminalen DJ-1-Mutanten in HEK 293T-Zellen

C-terminale DJ-1-Mutanten wurden transient in HEK 293T-Zellen transfiziert. Nach 24h wurden diese mit
1uM Epoxomycin fiir die angegebenen Zeitintervalle inkubiert. Lysate wurden auf einem 15% SDS-Gel
aufgetrennt, auf PVDF-Membranen transferiert und mit den rechts angegebenen AK detektiert: AK 3407 fiir
DJ-1, B-Catenin als Positivkontrolle fiir die Aktivitit des Proteasominhibitors Epoxomycin und B-Aktin zur
Kontrolle dquivalenter Proteinmengen.

[Wt]DJ-1/V5 ist tiber 24h hindurch gleichméBig stabil exprimiert und scheint kaum vom
Proteasom abgebaut zu werden. Die Proteinmengen der beiden G-Helix-brechenden
Mutanten V169P, L166P und der Deletionsmutante AG/H, bei der der gesamte C-Terminus
fehlt, werden nach 10h bis 24h erheblich angehiuft (vgl. Abbildung 38), erreichen aber
niemals das Niveau von [wt]DJ-1/V5, was bei einem vollstindigen proteasomalen Abbau
der Fall sein sollte. Die H-Helix-brechende Mutante L.185P, die AH-Deletionsmutante und
die G-Helix nicht destabilisierende Mutante V169I sind weniger stark vom proteasomalen
ACCESSION_offen, wihrend L166E vergleichsweise stark stabilisiert wird, was spéter
ndher diskutiert wird (vgl. Kapitel 5.4). Es ist eine merkliche Akkumulation der
Proteinmengen nach 10h sichtbar, die aber weit weniger stark ausfillt als fiir die G-Helix-

brechenden Mutanten. Erstaunlich ist, dass Akkumulation aller DJ-1-Mutanten erst nach
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Mutanten. Erstaunlich ist, dass Akkumulation aller DJ-1-Mutanten erst nach 10h beginnt,
obwohl das Kontrollprotein B—Catenin schon nach 2h wieder stabilisiert wird.

Nach den erneuten Untersuchungen mit einem spezifischeren Proteasominhibitor und einer
Inhibition iiber einen ldngeren Zeitraum bestitigt sich die anfingliche Vermutung, dass die
beschleunigte Degradation von [L166P]DJ-1 und der anderen G-Helix-brechenden
Mutante V169P nur zum Teil auf beschleunigtem proteasomalem Abbau beruht. Vielleicht

gibt es mehrere zelluldre Abbaumechanismen, die sich iiberlagern.

4.3.4 Quantitative und semiquantitative RT-PCR Studien der DJ-1 C-
terminalen Mutanten

Um zu demonstrieren, dass der Verlust der Proteinmenge der G-Helix-brechenden
Mutanten nicht auf eine Instabilitit der mRNA zuriickzufiithren ist, wurden RT-PCR-
Experimente durchgefiihrt. Dazu wurden PC12- und HEK 293T-Zellen transient mit den
unter Kapitel 4.3.1 genannten DJ-1-Mutanten transfiziert und nach 48h mit Hilfe der
Trizolmethode (vgl. Kapitel 3.4.12.1) die gesamte RNA isoliert. AnschlieBend wurde in
einer RT-PCR die Menge an DJ-1-mRNA quantifiziert (vgl. Abbildung 39).
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Abbildung 39: RT-PCR von DJ-1 C-terminalen Mutanten

Die gesamte RNA wurde aus HEK 293T-Zellen isoliert, die mit den angegebenen Mutanten mit A) C-
terminalem V5-tag und B) N-terminalem Myc-tag transient transfiziert worden sind. Nach einer RT-PCR
(vgl. Kapitel 3.4.12.2) mit folgenden Primern: Ncol_FWD und BamHI_V5_REV (V5-Konstrukte) bzw.
EcoRI_FWD und AG/H_REV (Myc Konstrukte) (vgl. Tabelle 4 und Tabelle 6), wurden die Amplifikate auf
einem Agarosegel analysiert.

Da diese Art der RT-PCR nur semiquantitative Ergebnisse liefert, wurden zur Bestédtigung
zusitzlich quantitative PCR-Experimente im Light Cycler durchgefiihrt (vgl. Kapitel
3.4.12.3). Durch prizise Amplifikationskurven, die in Echtzeit ausgewertet wurden, kann
man kleinste Anderungen an DNA-Mengen unterscheiden. Mit dieser exakten qRT-PCR-
Methode bestdtigten sich die semiquantitativen RT-PCR-Ergebnisse.
Amplifikationskurven von [L166P]DJ-1/V5, [L166E]DJ-1/V5 und [V169P]DJ-1/V5,
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unterschieden sich nicht von [wt]DJ-1/V5, d. h. die Menge an DJ-1-mRNA war in allen
Zellen gleich (vgl. Abbildung 40).
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Abbildung 40: qRT-PCR der G-Helix Mutanten und [wt]DJ-1/V5

48h nach transienter Transfektion mit folgenden Konstrukten: [wt]DJ-1/V5, [L166P]DJ-1/VS5, [L166E]DIJ-
1/V5, [V169P]DJ-1/V5 wurde die gesamte RNA aus Zellen extrahiert und anschlieend revers transkribiert.
Die Proben wurden dann in einem Light Cycler mit folgenden Primern amplifiziert: Ncol FWD und
BamHI_V5_REV. Aus dem Einbau von SybrGreen resultierende Echtzeit-Amplifikationskurven sind in
obigem Diagramm dargestellt.

G-Helix-brechende Mutanten scheinen somit DJ-1 auf Proteinebene zu destabilisieren. Im
Nachfolgenden wurde die Frage angegangen, ob die Destabilisierung von C-terminalen

DJ-1-Mutanten mit moglichen Storungen der Tertidrstruktur zusammenhéngt.

4.3.5 Dimerbildung der DJ-1 C-terminalen Mutanten

Da DJ-1 hauptséchlich als funktionelles Dimer vorliegt (vgl. Kapitel 1.5.3), besteht eine
sehr enge Beziehung zwischen Funktion und struktureller Integritdt des Proteins. Es ist
daher von groBer Wichtigkeit zu untersuchen, ob die C-terminalen DJ-1-Mutanten Dimere
bilden konnen oder nicht. Fiir L166P ist aus der Literatur schon bekannt, dass durch die
Zerstorung des C-Terminus, der Bestandteil der Dimerkontaktfliche ist, keine
Dimerisierung moglich ist (vgl. Kapitel 1.5.3). Fiir alle anderen Mutanten mag die
Fahigkeit zur Dimerisierung weitere Hinweise darauf geben, wie stark die Struktur von DJ-
1 und damit vermutlich auch dessen Funktion durch Manipulationen am C-Terminus

beeintrichtigt ist.
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Um die Dimerisierung der C-terminalen DJ-1-Mutanten zu untersuchen, wurden HEK
293T-Zellen gleichzeitig mit zwei verschiedenen Epitop-markierten DJ-1-Spezies
transfiziert: Myc/[wt]DJ-1 sowie [wt]DJ-1/V5 bzw. G-Helix und H-Helix Mutanten mit
V5-tag. Nach 48h wurden Zelllysate hergestellt und mit dem monoklonalen V5-AK (vgl.
Kapitel 3.6.1.12) immunprézipitiert. Myc/[wt]DJ-1 wurde mit [wt]DJ-1/VS als
Heterodimer coprizipitiert. Die beiden wt-Proteine bilden also Heterodimere. Die
niedrigen Mengen der instabilen G-Helix-brechenden Mutanten werden durch die IP mit
V5-AK effizient angereichert. Allerdings wird das stabile Myc/[wt]DJ-1 Protein hier nicht
coprézipitiert (vgl. Abbildung 41).
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Abbildung 41: Co-IP von DJ-1-Konstrukten mit V5-tag und cotransfiziertem Myc/[wt]DJ-1

Die oben gekennzeichneten DJ-1/V5 Konstrukte wurden zusammen mit Myc/[wt]DJ-1 in HEK 293T-Zellen
transfiziert und mit dem monoklonalen V5-AK immunprizipitiert. Rohlysat (obere 2 Reihen) und die IP
(untere 2 Reihen) wurden auf 15% SDS-Gele geladen und mit folgenden AK detektiert: V5-AK und Myc-
AK.

Die destabilisierten G-Helix-brechenden Mutanten sind demnach nicht in der Lage, ein
Heterodimer mit [wt]DJ-1 zu bilden, wihrend die G-Helix nicht-brechenden Mutanten
L166E und V169I dies konnen.

Nun ist die entscheidende Frage, ob die fehlende Fihigkeit Dimere zu bilden die G-Helix-
brechenden Mutanten so stark einschrinkt, dass sie auch ihre normale Funktion nicht mehr
ausiiben konnen. Dazu wurden im Folgenden verschiedene funktionelle Studien

durchgefiihrt, in denen dieser Frage nachgegangen werden soll.

4.4 Herstellung einer DJ-1 Knock-out-Zelllinie fir funktionelle
Studien

Die Funktion eines Proteins wird oft dadurch untersucht, dass die Konsequenzen des

Funktionsverlustes ermittelt werden. Dies ist in vivo z. B. in einem knock-out Tiermodell
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oder in einem Zellkulturmodell méglich. Dazu wird eine Zelllinie generiert, die moglichst
wenig oder gar kein endogenes Protein mehr exprimiert. Hiermit konnen zelluldre
Fehlfunktionen direkt untersucht werden. Wenn man diese Fehlfunktionen dann wieder
aufheben kann, indem man das wt-Protein in die Zelle hineintransfiziert, hat man ein gutes
funktionelles System, in dem man verschiedene Mutanten testen kann.

Leider ist DJ-1 wie anfangs erwéhnt in fast allen Zelllinien sehr stark exprimiert, so dass
man eine effiziente Methode finden muss, um die Expression von DJ-1 gezielt
auszuschalten. Hier wurden zwei verschiedene Ansitze gewihlt: Bei der ersten Methode
wurde small interfering RNA (siRNA) verwendet, um die endogene DJ-1-Expression zu
reduzieren (vgl. Kapitel 3.5.6). Der andere Weg bestand darin, DJ-17" embryonale
Stammzellen zu verwenden oder Fibroblastenkulturen von DJ-17~ Mausembryonen
herzustellen. Diese beiden Techniken werden im Folgenden mit den jeweiligen Vor- und

Nachteilen beschrieben.

4.4.1 Knock-down von endogenem DJ-1 im Zellkultursystem

Zunidchst wurden zwei verschiedene Knock-down-Verfahren im Zellkultursystem
ausprobiert.

Synthetische Oligonukleotide, die gegen Abschnitt 270-289bp von DJ-1 gerichtet sind,
wurden in den Expressionsvektor pSUPER ligiert. Bei einer transienten Transfektion in
HEK 293T-Zellen sollte das DJ-1-Protein aufgrund von RNA-Interferenz vermindert
exprimiert werden (vgl. Kapitel 3.5.6). Leider konnte aber nur eine sehr schwache

Reduktion des endogenen DJ-1 festgestellt werden (vgl. Abbildung 42).
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Abbildung 42: Transiente und stabile Transfektion mit siRNA im pSuper Vektor in HEK 293T-Zellen

HEK 293T-Zellen wurden mit den angezeigten DNA-Mengen des pSUPER-Vektors mit siRNA-Inserts
transient transfiziert (linke Spalte), bzw. pcDNA3.1 mit Zeocinselektionsmarker cotransfiziert mit Leervektor
(-) oder pSUPER (+) und nach 3 Wochen Selektion Mischkulturen der stabilen Zellklone etabliert (rechte
Spalte). Die entsprechenden Zelllysate wurden auf einem 15% SDS-Gel aufgetrennt, auf PVDF-Membranen
transferiert und mit dem polyklonalen DJ-1-spezifischen AK 3407 (obere Reihe) und B-Aktin als
Ladekontrolle (untere Reihe) detektiert.
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Da eine transiente Transfektion nicht immer eine ausreichende Effizienz erzielen kann,
wurden stabile Zellklone hergestellt, indem zusitzlich zu dem Vektor pSUPER noch ein
Vektor mit Selektionsmarker transfiziert wurde (vgl. Kapitel 3.5.4). Bei diesen stabilen
Klonen konnte ein ca. 50%iger Knock-down beobachtet werden (vgl. Abbildung 42).

Eine andere Methode ist die direkte transiente Transfektion von siRNA-Duplexen. Es
wurde folgende Targetsequenz ausgewihlt: 414-434bp. Diese siRNA wurde direkt in HEK
293T-Zellen entweder mit Oligofectamin oder TransIT TKO (vgl. Kapitel 3.5.6) transient
tansfiziert. Bei beiden Reagenzien handelte es sich um Lipidgemische, die speziell fiir
RNA-Transfektionen geeignet sind. Beide Methoden wurden ausprobiert, wobei nach der
1. Transfektion noch kein Verlust des endogenen DJ-1-Signals detektiert werden konnte

(vgl. Abbildung 43).

DJ-1 b PO O® -~ ~ | 3407

e swirirs B-Aktin
Transfekton - . _ _ . L+ 4+ 4+ &+ + + &
Transit TKO 1.T1.T 2T2T
Oligofectamin 1.T1.T 2.T2T

Abbildung 43: Transiente Transfektion von siRNA Duplexen mit Oligofectamin oder Transit TKO in
HEK 293T-Zellen

siRNA-Duplexe wurden in HEK 293T-Zellen mit Hilfe von Oligofectamin oder Transit TKO nach den
Vorschriften des Herstellers transient transfiziert. Die Transfektion wurde immer in Duplikaten durchgefiihrt
und einmal (1.T) bzw. ein zweites Mal nach 2 Tagen transfiziert (2.T). Die Knock-down-Effizienz wurde
nach Lysierung und Transfer auf PVDF-Membranen mit den anti-DJ-1 AK 3407 (obere Reihe) bestimmt. Als
Ladekontrolle diente $-Aktin (untere Reihe).

Die besten Resultate wurden erzielt, nachdem die siRNA zweimal nacheinander in HEK
293T-Zellen transfiziert worden war. Dabei wurden die Zellen nach der ersten
Transfektion am nichsten Tag neu ausgesit und wiederum einen Tag spiter transfiziert.
Man kann eine deutliche Reduktion des endogenen DJ-1 erkennen (vgl. Abbildung 43).

Da erst nach einer zweifachen transienten Transfektion die Expression von DJ-1 in
erheblicher Menge reduziert werden konnte, war diese Methode nicht sonderlich
praktikabel fiir die nachfolgenden funktionellen Studien. Aus diesem Grunde wurden

Zellkulturen von DJ-1 Knock-out Méusen angelegt.
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4.4.2 DJ-1 GeneTrap ES-Zellen

Die ES-Zellen, mit denen DJ-1 Knock-out-Miuse generiert wurden, wurden von Thomas
Floss (Arbeitskreis Prof. Wolfgang Wurst, GSF, Miinchen) zur Verfiigung gestellt. Die
Zellen wurden mit dem sogenannten GeneTrap-Verfahren hergestellt, bei dem sich eine
Reporter/Selektorkassette zufillig in das Genom einbaut. Der Vorteil ist, dass man
gleichzeitig ein Gen mutieren kann und durch den Reporter, in diesem Fall lacZ, das Gen
identifizieren kann. Allerdings hat man keinen Einfluss auf den Ort der Integration der
Kassette im Genom. So wurden 5 Zellklone mit einer Integration im DJ-/-Gen generiert
(vgl. Abbildung 44). Dabei stellte sich heraus, dass der Klon Q001D04 am besten fiir einen
Knock-down geeignet wire, da dieser sehr nah am N-Terminus des DJ-1-Gens integriert

wurde und damit ein GrofBteil des DJ-1-Gens nicht mehr intakt ist.

Q001D04 FO63A04 A037A06 GO26F07 XE725
(flpRBG) (PT1ATG) (PT1)  (U3CEO) pGTI1Lxf

Abbildung 44: Schematische Darstellung der Integration der Reporter/Selektorkassette ins DJ-1-Gen
mit Hilfe der GeneTrap-Methode

Abbildung des 7 Exons umfassenden DJ-1-Gens. An den entsprechenden Stellen sind die fiinf verschiedenen
Integrationsorte der Reporter/Selektorkassette markiert.

Es wurden Zellkulturen von ES(-/-)-Zellen (Klon Q001D04) angelegt, bei dem sich die
Reporter/Selektorkasssette zwischen Exon 1 und 2 integrierte. Die aus diesem Klon
resultierenden ES-Zellen sollten dann fiir die funktionellen Studien des DJ-1-Proteins zu
Hilfe genommen werden.

Es sollte zunichst iiberpriift werden, ob sich diese Zellen effizient transfizieren lassen, um
sie fiir funktionelle Studien verwenden zu konnen. AuB3erdem sollte das Expressionsmuster
der C-terminalen Mutanten getestet werden und mit den stabil und instabil exprimierenden
Konstrukten in HEK 293T- und PC12-Zellen verglichen werden (vgl. Abbildung 35). Die
ES-Zellen wurden transient mit den entsprechenden C-terminalen DJ-1-Mutanten und
[wt]DJ-1/V5 transfiziert. Die Transfektionseffizienz war deutlich schlechter als bei den

HEK 293T-Zellen (vgl. Abbildung 45).
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Abbildung 45: Transiente Transfektion von DJ-1-Konstrukten in ES(-/-)-Zellen und Uberpriifung der
endogenen DJ-1-Expression.

A) Die angegebenen DJ-1-Konstrukte wurden in ES(-/-)-Zellen transient transfiziert. Lysate wurden auf
einem SDS-Gel aufgetrennt, auf PVDF-Membranen transferiert und mit dem monoklonalen V5-AK (obere
Reihe) auf die Expression der DJ-1-Konstrukte und mit B-Aktin (untere Reihe) als Ladekontrolle getestet. B)
Endogenes DJ-1 wurde in ES(-/-)-Zellen mit dem polyklonalen DJ-1-spezifischen SN1130 AK (obere Reihe)
getestet und mit der Expressionsmenge von DJ-1 in PC12- bzw. HEK 293T-Zellen verglichen.
Gleichmiissige Proteinladung wurde in einer Western Immunoreaktion mit -Aktin bestitigt (untere Reihe).

Die relativen Expressionsmengen der DJ-1-Konstrukte waren genauso wie beim Auftragen
der direkten Lysate in HEK 293T-Zellen und PC12-Zellen (vgl. Abbildung 35). Die G-
Helix-brechenden Mutanten waren kaum exprimiert, wihrend die H-Helix-Brecher dhnlich
stabil waren wie [wt]DJ-1 (vgl. Abbildung 45A). Allerdings wurde mit polyklonalem AK
auch endogenes DJ-1 in den ES(-/-)-Zellen visualisiert. Im Vergleich zu PC12- und HEK
293T-Zelllysat waren die Proteinmengen zwar reduziert, aber sichtbar (vgl. Abbildung
45B). Die Integration in Intron 1 ldsst den ORF intakt und erlaubt eine zumindest
schwache Expression von DJ-1. Die ES-Zellen waren demnach fiir die funktionellen
Studien nicht brauchbar.

Alle 5 ES-Zellklone wurden in Blastozysten injiziert, um daraus Knock-out-Méiuse
herzustellen. Leider stellte sich heraus, dass nicht der Klon Q001D04, sondern Zellklon
XE725 keimbahngédngig war und damit nur dieser fiir den DJ-1-Knock-out verwendet
werden konnte. Die Reporter/Selektor-Kassette beim Klon XE725 wurde ziemlich weit am
C-terminalen Ende des DJ-1-Gens eingebaut, zwischen Exon 6 und 7, so dass noch ein

groBer Teil des Gens intakt ist (vgl. Abbildung 46).
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Abbildung 46: Schematische Darstellung der Integration der Reporter/Selektorkassette in das DJ-1-
Gen mit Hilfe der GeneTrap-Methode

In das DJ-1-Gen, bestehend aus Exon 1-7, wurde mit Hilfe des GeneTrap-Verfahrens zwischen Exon 1 und 2
bzw. Exon 6 und 7 eine B-Galactosidasekassette eingebaut.

4.4.3 Expression von DJ-1 in DJ-1 Knock-out-Mausen

Um die Expression von DJ-1 in der Knock-out-Maus zu iiberpriifen, wurden Hirnlysate
einer homozygoten DJ-17- und heterozygoten DJ-1""-Maus sowie einer DIJ-1"*-
Kontrollmaus des gleichen Inzuchtstamms hergestellt. Auf einem Western Blot war die
Expression von endogenem DJ-1 deutlich reduziert, und in der homozygoten Knock-out-

Maus gar kein endogenes DJ-1-Protein detektiert worden (vgl. Abbildung 47).

-/- +/- ++

endo. DJ-1P JE—— 3407

Abbildung 47: Endogene DJ-1-Expression in Gesamthirnlysaten von DJ-1 Knock-out-Kontrollméiusen

Gesamthirnlysat aus homozygoten DJ-17", heterozygoten DJ-1"" Knock-out-Miusen und Kontrollméusen
wurden isoliert, mit Organlysepuffer homogenisiert (vgl. Kapitel 3.6.3.2) und auf einem 15% SDS-Gel
aufgetrennt. Auf einem Immunoblot wurde mit dem AK 3407 die Expression von endogenem DJ-1 analysiert
(obere Reihe). Als Ladekontrolle wurde o—Tubulin verwendet (untere Reihe).

Zusitzlich wurde untersucht, ob die Integration der Reporter/Selektorkassette in der DJ-1
Knock-out-Maus, in diesem Fall ein DJ-1/B-Gal-Fusionsprodukt, erfolgreich war. Dazu
wurden verschiedene Hirnregionen einer DJ-1 Knock-out-Maus isoliert, homogenisiert und
auf einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Das DJ-1/B-Gal-Fusionsprotein konnte
anschlieBend auf einem Immunoblot mit einem [-Galactosidase-AK nachgewiesen

werden. Man kann die Verschiebung des Fusionsproteins zu hoherer molekularer Masse im
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Vergleich zu einem lacZ-Kontrollprotein deutlich erkennen. Da DJ-1/B-Gal-Fusionsprotein
vom endogenen DJ-1-Promotor getrieben wird, sieht man die Verteilung von DJ-1 in den

verschiedenen Hirnregionen der Maus (vgl. Abbildung 48).

Rickenmark
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lacZ Protein

kDa
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148
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Hypothalamus
Hirnstamm
Cerebellum
Riechkolben
Thalamus

Cortex

Striatum

DU-1/B-Gal 1 i simnoivens woms s i i cn

lacZ » | -

B-Galactosidase

Abbildung 48: Expression von DJ-1/B-Gal-Fusionsprotein in verschiedenen Hirnregionen der DJ-1
Knock-out-Maus

Lysate von oben bezeichneten Hirnregionen, die aus einer DJ-1 Knock-out Maus isoliert wurden, wurden auf

einem Gel aufgetrennt, auf PVDF-Membranen transferiert und mit einem B—Galactosidase-AK auf das DJ-1-
Fusionsprotein mit der lacZ-Reporter/Selektorkassette untersucht. Als Positivkontrolle diente lacZ (letzte

Spur).

4.4.4 Herstellung von MEF-Zellen aus DJ-1 Knock-out-Mausen

Weder siRNA-Methoden noch die ES-Zellen des Klons Q001D04 haben zum gewiinschten
Erfolg gefiihrt, die endogene DJ-1-Expression vollig auszuschalten. Allerdings war in den
Gehirnen der Knock-out-Miuse aus dem Klon XE725 kein endogenes DJ-1 mehr
nachweisbar. Es ist daher davon auszugehen, dass auch in den anderen Geweben DJ-1
nicht mehr exprimiert wird. Eine Zelllinie aus diesen Méusen wire also fiir funktionelle
Studien gut geeignet. Zum Anlegen von MEF-Zellkulturen wurden DJ-1 Knock-out-
Miusen 15-17 Tage nach Fertilisation Embryonen entnommen und Fibroblasten prépariert
(vgl. Kapitel 3.5.7). Fiir Genotypisierungen wurde genomische DNA der Zellen und Hirne
der einzelnen Embryonen extrahiert. Es wurden PCRs mit Primern durchgefiihrt, die das
DJ-1-Fusionskonstrukt als 230bp-Amplifikat und endogenes DJ-1 als 430bp-Bande
sichtbar machen (vgl. Abbildung 49). Es wurde nur in den Proteinlysaten von
heterozygoten MEF(-/+) und wt-MEF(+/+) endogene DJ-1-Expression festgestellt, aber
nicht in den MEF(-/-) Zellen.
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Abbildung 49: Genotypisierung von MEF(+/+)- , MEF(+/-)- und MEF(-/-)-Zellen auf DNA- und
Proteinebene

Aus MEF-Zellen wurde genomische DNA isoliert (vgl. Kapitel 3.4.13) und auf das DJ-I-Fusionsgen in
Knock-out-MEF-Zellen bzw. das endogene DJ-1-Gen in einer PCR mit entsprechenden Primern (vgl. Kapitel
3.4.14) untersucht (obere Reihe). Von den MEF-Zellen wurden auch Proteinlysate hergestellt, auf einem
SDS-Gel aufgetrennt, auf PVDF-Membranen transferiert und mit dem DJ-1-spezifischen AK SN1130 auf
endogene DJ-1-Expression untersucht (mittlere Reihe). Gleichmissige Proteinladung wurde mit -Aktin AK
bestétigt (untere Reihe).

MEF-Zellkulturen wurden durch Transfektion mit dem largeT-Onkogen immortalisiert.
Nach 20 Passagen wurde zum ersten Mal die Transfizierbarkeit getestet. Die
Lipofektionseffizienz erwies sich als sehr niedrig, zu diesem Zeitpunkt konnten MEF-
Zellklone nur mit lentiviralen Vektoren transduziert werden (vgl. Abbildung 50). Lenti-
[wt]DJ-1/HA fiihrte zu einem deutlich sichtbaren Western Blot-Signal, wihrend lenti-
[L166P]DJ-1/HA wiederum nicht exprimiert wurde (vgl. Abbildung 50).

Lipofektion Lentiviral
wt  L166P wt L166P

«DJ-1/HA

DJ-1/V5p HA

V5

B-Aktin

Abbildung 50: Lipofektion und lentivirale Transduktion in MEF(-/-)-Zellen

MEF(-/-)-Zellen wurden mit [wt]DJ-1/V5- und [L166P]DJ-1/V5-Konstrukten in Lipofectamin transient
transfiziert (linke Spalte). Zum Vergleich wurde mit lenti-[wt]DJ-1/HA und lenti-[L166P]DJ-1/HA
transduziert (rechte Spalte). 48h spéter wurden die Zellen lysiert, auf einem SDS-Gel aufgetrennt, auf PVDF-
Membranen transferiert und mit jeweiligem AK analysiert.
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Erfahrungsgemdll lassen sich immortalisierte MEF-Zellen mit zunehmender Passage
immer besser transfizieren. Tatsichlich war nach 40 Passagen eine erneute Lipofektion mit
Myc/DJ-1-Konstrukten sehr viel effizienter (vgl. Abbildung 51). Das relative
Expressionsmuster ist dhnlich wie in HEK 293T- und PC12-Zellen (vgl. Abbildung 35).
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Abbildung 51: Transiente Transfektion von DJ-1/Myc -Konstrukten in MEF(-/-)-Zellen

Die oben angegebenen Myc/DJ-1-Mutanten wurden in MEF(-/-)-Zellen transient transfiziert und nach 48h
wurden Proteinlysate hergestellt. Diese wurden auf ein 15% SDS-Gel aufgetragen. AnschlieBend wurden sie
auf Western Blots transferiert und mit dem 9E10 anti-Myc (obere Reihe), dem DIJ-1-spezifischen
polyklonalen 3407 AK (mittlere Reihe) und als Ladekontrolle a—Tubulin (untere Reihe) detektiert.

Viel wichtiger war dariiber hinaus, dass in der Knock-out-Zelllinie im Vergleich zur
Kontrollzelllinie kein endogenes DJ-1 detektierbar war, so dass diese Zelllinie fiir die

nachfolgenden funktionellen Studien als Modellsystem verwendet wurde.

4.5 Funktionelle Studien von DJ-1

4.5.1 Effekte von DJ-1 auf H,O,-induzierte Zytotoxizitat

Es wurde mehrfach gezeigt, dass DJ-1 in der oxidativen Stressantwort eine grofle
Bedeutung zukommt (Choi et al., 2006; Kinumi et al., 2004; Martinat et al., 2004;
Nishinaga et al., 2005; Shendelman et al., 2004; Taira et al., 2004; Takahashi-Niki et al.,
2004; Zhou et al., 2005). Daher wurde als erstes funktionelles Experiment ein H,O»-
abhingiger Zytotoxizitdtsassay etabliert. Dabei wurden MEF(-/-)-Zellen transient mit DJ-
1-Konstrukten transfiziert und nach 48h mit 20uM H,0; weitere15h behandelt. Zellen, die
unter diesen Bedingungen absterben, setzen den Inhalt des Zytosols in das Medium frei,
darunter auch das Lactatdehydrogenaseenzym (LDH). In dem hier verwendeten Assay
wandelt die freigesetzte LDH ein in dem Substratmix enthaltenes Tetrazoliumsalz in einer

30-miniitigen enzymatischen Reaktion in ein rotes Formazanprodukt um. Die Intensitét der
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Rotfirbung ist proportional zu der Anzahl lysierter Zellen (vgl. Abbildung 52). Je
intensiver die Fidrbung desto zytotoxischer ist der Effekt fiir die Zellen. Bei einer
Wellenldnge von 490nm im sichtbaren Bereich wird mit einem Photometer in einem
96well-Lesegerdt die Absorption gemessen. Zur Ermittlung der maximalen LDH-
Freisetzung (100%-Wert) wurde jeweils ein Duplikat der Zellen mit 9% Triton lysiert und
auf die gleiche Art gemessen.

Dieser Versuch wurde sowohl mit N-terminal Myc-markierten DJ-1-Konstrukten als auch
C-terminal V5-markierten DJ-1-Konstrukten durchgefiihrt. Von fiinf unabhingigen
Experimenten ist eines stellvertretend in Abbildung 52 dargestellt. Dabei wurde sowohl die
DJ-1-Expression von Proteinlysaten im Western Blot mit spezifischen AK detektiert, als
auch mit denselben Proben der Zytotoxizitdtsassay durchgefiihrt. Die LDH-Freisetzung der
einzelnen Konstrukte wurde in Bezug auf den Maximalwert der LDH-Freisetzung in einer

Vierfachbestimmung in Relation gesetzt und die Zytotoxizitét in Prozent angegeben.
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Abbildung 52: Zytotoxizitit nach H,0,-Behandlung von transient DJ-1 transfizierten MEF(-/-)-Zellen

A) MEF(-/-)-Zellen wurden mit den angezeigten Myc/DJ-1-Konstrukten transient transfiziert und 15h mit
20uM H,0,; behandelt. LDH-Freisetzung wurde im Photometer bei einer Wellenlidnge von 490nm gemessen
und im prozentualen Verhiltnis zur maximalen LDH-Freisetzung fiir jedes Konstrukt dargestellt. B) Lysate
der einzelnen Konstrukte wurden auf einem 15% SDS-Gel aufgetrennt, auf PVDF-Membranen transferiert
und mit dem monoklonalen AK 9E10 anti-Myc (obere Reihe), dem DJ-1-spezifischen 3407 AK (mittlere
Reihe), und anti-o—Tubulin (untere Reihe) getestet.

Man kann an der im Vergleich zur Vektorkontrolle um etwa 50% reduzierten Menge an
freigesetztem LDH erkennen, dass [wt]DJ-1 die Zelle vor oxidativem Stress schiitzt (vgl.
Abbildung 52). Dagegen haben die G-Helix-brechenden Mutanten diese Fihigkeit
verloren. Die G-Helix-Mutanten, die nicht destabilisierend wirken ([L166E]DJ-1 und
[V1691]DJ-1) sind protektiver als die G-Helix-brechenden Mutanten [L166P]DJ-1 und
[V169P]DJ-1. Das bedeutet, dass die G-Helix-brechenden Mutanten aufgrund ihrer
destabilisierenden Wirkung die vollstindige Funktion des Proteins im Schutz gegen
oxidativen Stress nicht mehr ausfiihren konnen. Man kann also in diesem ersten

funktionellen Versuch schon eine starke Struktur/Funktionsbeziehung erkennen.
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4.5.2 Aktivierung von Signaltransduktionskaskaden nach oxidativer
Stressinduktion

Im vorigen Experiment wurde eine deutliche protektive Funktion des DJ-1-Proteins vor
oxidativem Stress gezeigt. Es schlieBt sich die Frage an, ob es sich dabei um eine direkte
Funktion von DJ-1 handelt oder um eine indirekte. Einerseits konnte DJ-1 ROS durch
direkte Oxidation eliminieren und damit als Radikalfinger fungieren, oder es kodnnte
indirekt beteiligt sein und redox-induzierte Signaltransduktionskaskaden induzieren (vgl.
Kapitel 1.5.5).

Um diese Frage zu beantworten, wurde der Einfluss von DJ-1 auf H,O,-vermittelte
Aktivierung von Akt und Ask-1 gleichzeitig bestimmt. MEF(-/-)-Zellen wurden transient
mit DJ-1/V5-Konstrukten transfiziert. Nach 30h wurden die Zellen iiber Nacht (ca. 15h) in
Medium ohne Glucose behandelt, um den zelluldren Metabolismus auf Ruhezustand zu
bringen. Am nichsten Tag wurden sie 2min lang mit 1uM Insulin behandelt. Anschlieend
wurden Lysate in Anwesenheit von Phosphataseinhibitor hergestellt (vgl. Kapitel 3.6.4.3).
Nach SDS-PAGE wurden Western Blots mit folgenden AK detektiert: polyklonaler Akt
AK, polyklonaler [pThr308]Akt AK, polyklonaler PTEN AK, V5 AK und o—Tubulin AK
(vgl. Tabelle 3).

Insulinbindung an seine Rezeptor-Tyrosinkinase stimuliert Akt (vgl. Abbildung 16). In
Lysaten von Zellen, die mit [wt]DJ-1 transfiziert wurden, findet man eine erhohte Menge
an phosphoryliertem Akt vor, welches am Threonin-308 phosphoryliert wurde. Alle
anderen Konstrukte weisen entweder keine phosphorylierte Akt-Form auf (L166P,

pcDNA3.1) oder eine verminderte Phosphorylierung (L166E) (vgl. Abbildung 53).
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Abbildung 53: Einfluss transienter Transfektion mit DJ-1/V5-Konstrukten auf den Akt-Signalweg in
Insulin-behandelten MEF(-/-)-Zellen

MEF(-/-)-Zellen wurden transient mit [wt]DJ-1/VS5, [L166P]DJ-1/V5, [L166E]DJ-1/V5 oder pcDNA3.1
transfiziert. Nach 30h wurden die Zellen 15h lang mit Medium ohne Glucose inkubiert und anschlieBend
2min lang mit 1uM Insulin stimuliert (+) oder nicht stimuliert (-). Die Zellen wurden lysiert, auf 15% SDS-
Gelen aufgetrennt, auf PVDF-Membranen transferiert und mit den links bezeichneten AK getestet:
monoklonaler V5 AK, polyklonaler [pThr308]Akt AK, polyklonaler Akt AK, polyklonaler PTEN AK und
o~Tubulin AK.

Da die Insulinstimulation transient geringste Mengen ROS fiir physiologische Redox-
Signaltransduktionen in der Zelle erzeugt (Seo et al., 2005) und in dem Zytotoxizitits-
Asssay ein direkter Einfluss von H,O, auf das Uberleben von [wt]DJ-1-transfizierten
Zellen gemessen wurde, wurde der Akt-Assay mit toxischen Mengen von H,O, wiederholt.
Dazu wurden MEF(-/-)-Zellen transient mit Myc/DJ-1-Konstrukten transfiziert und nach
48h 30min mit 500uM H,0, behandelt. Die Zellen wurden anschlieBend lysiert, wobei der
Lysepuffer zusitzlich zu den Phosphataseinhibitoren auch N-Ethylmaleimid (NEM)
enthielt. Die Lysate wurden dann auf einem SDS Gel aufgetrennt, auf einen Western Blot
transferiert und mit AK gegen ausgewihlte Akt-Signaltransduktionsproteine getestet (vgl.
Abbildung 54).

Zunichst wurde der Einflul von DJ-1 auf den Oxidationszustand von PTEN bestimmt. Die
katalytischen Cysteine der Phosphatase PTEN reagieren sehr empfindlich auf zelluldren
oxidativen Stress, was einen wesentlichen Einfluss auf den redox-sensitiven Akt-
Signalweg hat. In einem biochemischen Derivatisierungsassay wurden Zelllysate mit NEM
versetzt, welches irreversibel an freie Cysteine bindet. Da PTEN zwei aktive Cysteine

besitzt, Cystein-71 und Cystein-124, (vgl. Abbildung 54A), konnen diese leicht kovalent
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an NEM binden. Nur reduziertes, aktives PTEN kann zu NEM-Addukten reagieren, die in
SDS-PAGE langsamer laufen als die oxidierten Formen von PTEN (vgl. Abbildung 54A).

NEM

|
SH SH S S-NEM
A) pTEN T

" N- -C
Cys-71 Cys-124 N- -C

n

NEM
é 1) Nicht-reduzierende Bedingungen (-DTT)
S-NEM
PTEN red wt  L166P L166E V169P V169l
red. N- -C Bl e R Patos e A e
1)-orT PTENTSEBY - 'M"‘“ﬁﬂgﬁl
S?nS-NEM —>
2) +DTT 2) Reduzierende Bedingungen (+DTT)
PTEN ox. N- -C _
AT TP ——
HO, + - + - + - + - + -
[500pM]

B)
wt L166P L166E V169P V169l

MYC/DJ-1 D“ >y

[p-T308]Akt e )

Akt Im--‘
o—Tubulin M“”

H,0, + -+ -+ -+ -+ -
[500uM]

Abbildung 54: Einfluss transienter Transfektion mit Myc/DJ-1-Konstrukten auf den Akt-Signalweg in
H,0,-behandelten MEF(-/-)-Zellen

A) Schematische Darstellung der Oxidation von PTEN an den zwei aktiven Cysteinen-71 und -124 unter
nicht-reduzierenden Bedinungen (-DTT) und NEM-Zusatz. MEF(-/-)-Zellen wurden transient mit den
angegebenen Myc/DJ-1-Konstrukten transient transfiziert und mit 500uM H,0O, 30min lang behandelt. Die
Zellen wurden lysiert, auf einem 10% SDS-Gel und einem 15% SDS-Gel aufgetrennt. Das 10% SDS-Gel
wurde unter nicht-reduzierenden Bedingungen (-DTT) geladen, so dass man eine reduzierte obere PTEN-
Bande und eine oxidierte untere PTEN-Bande mit dem polyklonalen PTEN-AK unterscheiden kann. Das
15% Gel wurde unter reduzierenden Bedingungen geladen (+DTT) und mit dem polyklonalen PTEN-AK
detektiert B) Vier weitere Gele wurden unter reduzierenden Bedingungen geladen (+DTT). Immunoblots
wurden mit den links bezeichneten AK analysiert: monoklonaler anti-Myc 9E10 AK, polyklonaler
[pThr308]Akt AK, polyklonaler Akt AK, und o-Tubulin AK.

Nach H,0,-Intoxikation liegt etwa die Hélfte von PTEN in einer irreversiblen oxidierten
Form vor, die nicht mehr mit NEM reagiert. Unter nicht-reduzierenden Bedinungen, d. h.

die Proben werden mit Limmlipuffer ohne DTT versetzt, kann man auf einem SDS-Gel
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zwischen der oxidierten Form des PTEN (Cystein-SO,) und der reduzierten Form
(Cystein-NEM) gut unterscheiden und somit Aussagen iiber den Redoxstatus von PTEN
treffen (vgl. Abbildung 54Al). Da kein Unterschied im Auftreten von oxidierten und
reduzierten PTEN-Banden bei den in Abbildung 54A1 obere Reihe angegebenen DJ-1-
Konstrukten zu erkennen ist, hat DJ-1 keinen Einfluss auf den Redoxstatus von PTEN. Das
heiflt, dass DJ-1 die Oxidation von PTEN nicht revertieren kann. Die PTEN-Gesamtmenge
ist wie in Abbildung 54A2 untere Reihe gezeigt ist in allen DJ-1-transfizierten Proben
gleich.

In der reduzierten Form ist PTEN aktiv und kann die Phosphorylierung von Akt
verhindern. Aus diesem Grunde tritt bei allen Konstrukten unter nicht gestressten
Bedingungen keine Phosphorylierung von Akt auf, was auf dem Western Blot zu erkennen
ist, der mit dem phosphospezifischen Akt-AK [p-T308]Akt analysiert wurde (vgl.
Abbildung 54B, 2. Reihe). Auffillig ist, dass neben dem wt nur die nicht destabilisierenden
Konstrukte [wt]DJ-1, [L166E]DJ-1 und [V169I]DJ-1 eine erhohte Phosphorylierung in
H,0O;-behandelten Zellen zeigen. Die Helix-brechenden Mutanten [L166P]DJ-1 und
[VI69P]DJ-1 zeigen keine Phosphorylierung von Akt. Also wird unter diesen
Bedingungen wohl die ,,pro-survival“-Kaskade nicht aktiviert. Die Akt-Menge ist in allen
Proben gleich, so dass der Unterschied in der Phosphorylierung von Akt nicht aufgrund
von schwankenden Akt-Mengen zu begriinden ist (vgl. Abbildung 54B, 3. Reihe).

Ein weiterer Hinweis darauf, dass DJ-1 Teil einer Signaltransduktionskaskade sein konnte,
stammte von Junn und Kollegen, die einen Einflu von DJ-1 auf die pro-apoptotische
Kinase Ask-1 zeigen konnten (Junn et al., 2005). Dieser Einfluf} sollte mit der Knock-out
MEF-Zellinie und einer transienten Transfektion der C-terminalen DJ-1-Konstrukte
tiberpriift werden. Dazu wurden Aliquots derselben oben beschriebenen Lysate in einer IP
mit dem polyklonalen Ask-1 AK und Protein A Sepharose als immobiler Phase versetzt
(vgl. Kapitel 3.6.1.12). Nach dem Waschen der IP wurden in vitro
Phosphorylierungsreaktionen mit radioaktivem [y-">P]JATP als Phosphatquelle und MBP
als experimentelles Ask-1-Substrat angesetzt. Nach 20min Reaktionszeit bei 37°C wurde
die Reaktion durch Zugabe von Limmlipuffer gestoppt, der Ansatz aufgetragen, das Gel
getrocknet und der Einbau von radioaktivem Phosphat mittels Autoradiografie visualisiert
(vgl. Kapitel 3.6.4.4) (vgl. Abbildung 55). Man kann deutlich erkennen, dass Ask-1 in den
Zellen, die mit G-Helix-brechenden Mutanten transfiziert wurden, deutlich aktiver ist und

MBP stark phosphorylieren kann. Dies bedeutet, dass sowohl [L166P]DJ-1 als auch
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[V169P]DJ-1 Ask-1 nicht unterdriicken konnen und die Zelle der apoptotischen

Signaltransduktionskaskade ausliefern.

wt L166P L166E V169P V169l

Coomassie g g (ASK-1
Autoradiografie |= - s - -— « MBP-32PO,
DJ-1 Co-IP
Immunoblot - o [«DJ-1
3E8
H,O, -+ -+ -+ -+ - 4
[500uM]

Abbildung 55: Immunokomplex-Kinaseassay fiir Ask-1 in transfizierten, H,O,-behandelten MEF(-/-)-
Zellen

Aus denselben Lysaten von Abbildung 54 wurde Ask-1 immunprizipitiert, gewaschen, mit [y->P]ATP sowie
dem Substrat MBP inkubiert. Es wurden zwei SDS Gele davon gemacht. Ein Gel wurde mit Coomassie
Brillant Blue gefirbt und getrocknet (obere Reihe). Anschliefend wurden auf einem Rontgenfilm Banden
visualisiert (mittlere Reihe), wihrend das andere Gel auf PVDF-Membranen transferiert und mit dem DJ-1-
spezifischen 3E8 AK analysiert wurde (untere Reihe).

Zusitzlich wurde die IP noch auf einem Immunoblot mit DJ-1-spezifischem AK detektiert,
um zu testen, ob eine direkte oder indirekte Interaktion zwischen DJ-1 und Ask-1 vorliegt.
Da nur [wt]DJ-1 und [V1691]DJ-1 mit Ask-1 coprizipitiert, scheint auch nur dort eine
direkte Bindung vorzuliegen und die Ask-1-Aktivitit in diesen Zellen reduziert zu sein
(vgl. Abbildung 55). Diese direkte Interaktion ist nur unter oxidativen Bedingungen zu
beobachten. DJ-1 bindet nur im oxidierten Zustand an Ask-1 und hemmt dessen Aktivitét.

DJ-1 scheint also gleichzeitig einen Einfluf auf den ,,pro-survival“-Akt-Signalweg als auch
die apoptotische Ask-1-Signaltransduktionskaskade zu haben, was in der folgenden

schematischen Abbildung zusammengefasst dargestellt wird (vgl. Abbildung 56).

H,0, PI3K
-~
l PI-4,5-P2  PI-3,4,5-P3— PDK1
~____ l
AsK-1[DJ-1 [+ PTEN Akt |
‘\
|
Zelliberleben

Abbildung 56: Schematische Darstellung der moglichen Funktion von DJ-1 nach H,0,-Behandlung

DJ-1 konnte nach H,0,-Behandlung oxidiert werden und entweder direkt fiir eine Protektion der Zelle
sorgen, indem es H,O, eliminiert oder es konnte Signaltransduktionskaskaden induzieren. Dabei inhibiert es
Ask-1-Aktivitit oder aktiviert Akt und trigt dabei indirekt zum Uberleben der Zelle bei.
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4.5.3 Sumoylierung von DJ-1

Akt phosphoryliert unter anderem Transkriptionsfaktoren, die an der Produktion von
Apoptosegenen beteiligt sind (Song et al., 2005). Dartiber hinaus wurde direkte
transkriptionelle Modulatoraktivitit fiir DJ-1 beschrieben. Moglicherweise spielen dabei
Sumoylierungen eine Rolle. In der Literatur ist beschrieben, dass DJ-1 mit SUMO-Ligasen
interagiert und sumoyliert werden kann (Shinbo et al., 2005; Takahashi et al., 2001b). Dies
beeinflusst die Regulation der Transkription von AR und p53, einem Tumor-
Suppressorgen. Aullerdem wurde gezeigt, dass eine Mutation an der AS 130 von einem
Lysin zu einem Arginin die Sumoylierung von DJ-1 unterdriickt (Shinbo et al., 2000).

Um genauer beurteilen zu konnen, welche Funktion DJ-1 in seiner sumoylierten Form
einnimmt, wurden Sumoylierungsstudien von DJ-1 in vitro und in vivo vorgenommen. Die
Sumoylierung in vitro wurde mit [358]—markiertem, in vitro translatiertem [wt]DJ-1/V5
vorgenommen. Durch Zugabe der fiir die Sumoylierung wichtigen Enzyme E1 fiir die
Aktivierung, E2, Ubc9, fiir die Konjugation der SUMO-Molekiile und der E3-Ligase
PIASx-0/Myc sowie SUMO wurde die Sumoylierung von [wt]DJ-1 bei 30°C 2h lang
durchgefiihrt. Nach dem Abstoppen der Reaktion mit Limmlipuffer wurden die Proben auf
einem SDS-Gel aufgetrennt und die Banden autoradiografisch visualisiert (vgl. Kapitel
3.6.4.5). Es ist gut zu erkennen, dass eine SUMO-Modifikation von [wt]DJ-1/V5 ohne
PIASxa nicht vorhanden ist (vgl. Abbildung 57, Spur 1), wihrend die Spuren 2-4 mit
Zugabe der E3-Ligase PIASx-a deutlich sumoylierte DJ-1-Banden zeigen (vgl. Abbildung
57, Spur 2-4).

1 2 3 4 kDa

Sumo/DJ-1

DJ-1/V5
AN DJ-1
.|
PIASx-a.[ng] o 25 250 1000
[wt]DJ-1/V5 s

Abbildung 57: Nachweis von SUMO-Modifikationen von DJ-1 in vitro

[Wt]DJ-1/V5 wurde in HeLa-Zellen transfiziert, RNA isoliert und mit TNT Reticolouzyten-Lysat (Promega)
in vitro translatiert. In vitro translatiertes [*°S]-markiertes Lysat wurde mit folgenden Enzymen: E1, Ubc9
und PIASx-a (Spur 2-4) in folgenden Mengen: Ong (Spur 1), 25ng (Spur 2), 250ng (Spur 3), 1000ng (Spur 4)
sowie SUMO und ATP versetzt. Nach 2h Inkubation bei 30°C wurden die Lysate auf einem SDS-Gel
aufgetrennt, geblottet und autoradiografisch ausgewertet.
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Bei der Sumoylierung in vivo wurden [wt]DJ-1/V5 bzw. [K130R]DJ-1/V5 oder p53 als
Positivkontrolle sowie SUMO/HA transient in HeLa-Zellen transfiziert. Nach 36-48h
wurden die Zellen direkt lysiert, auf einem SDS-Gel aufgetrennt, geblottet und mit anti-V35
AK oder p53 AK detektiert. Man kann gut erkennen, dass die Sumoylierung von p53
deutlich stidrker ausfillt als die Sumoylierung von [wt]DJ-1/VS5. AuBlerdem konnte eine
Sumoylierung auch bei der [KI130R]DJ-1-Mutante, die an der kanonischen
Sumoylierungsstelle mutiert wurde (Shinbo et al., 2005; Takahashi et al., 2001b),
festgestellt werden (vgl. Abbildung 58).

wt K130  p53
kbDa1 2 3 4 5 &

75
(¢ P53/SUMO

50_ p53

DJ-1/V5-SUMOM

SUMOMA - . - . . .

Abbildung 58: Nachweis von SUMO-Modifikationen von DJ-1 in vivo

Folgende Konstrukte wurde in HeLa-Zellen transfiziert: [wt]DJ-1/VS (Spur 1, 2), [KI30R]DJ-1/V5 (Spur 3,
4) und p53 (Spur 5, 6) und jeweils mit (Spur 2, 4, 6) oder ohne SUMO/HA (1, 3, 5) cotransfiziert. Die Zellen
wurden lysiert und mit Limmlipuffer behandelt. Die Lysate wurden direkt auf einem SDS-Gel aufgetrennt,
auf PVDF-Membranen transferiert und mit den angegebenen AK detektiert: anti-V5 bzw. anti-p53.

Sumoylierung von Proteinen ist hiufig ein Signal fiir Kernimport (Pichler et al., 2002). Fiir
eine Beurteilung der Lokalisation von DJ-1 im Zytoplasma, wo es hauptséchlich zu finden
ist (vgl. Kapitel 4.1.2) oder im Zellkern, wo entsprechende transkriptionelle Regulationen
stattfinden, wurden IF durchgefiihrt. Dazu wurden sowohl PIASx-a, die E3-Ligase fiir
Sumoylierungen, als auch [wt]DJ-1/V5 und [K130R]DJ-1/V5 in HEK 293T-Zellen
tiberexprimiert und mit den entsprechenden Fluorophoren sichtbar gemacht (vgl. Kapitel
3.6.3.1). In Ubereinstimmung mit den in Kapitel 4.1.2 beschriebenen Daten hatten DJ-1
einzel-transfizierte Zellen kein detektierbares IF-Signal im Zellkern. In Zellen, die zugleich
das kernlokaliserte PIASx-a exprimieren, konnte etwas DJ-1 im Zellkern detektiert werden

(vgl. Abbildung 59). Man kann deutlich erkennen, dass PIASx-a eher punktuell angeférbt
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ist (rote Firbung), wihrend DJ-1 diffus im Zytoplasma verteilt ist (griine Farbung). Auch
hier kann man keinen Unterschied zwischen [wt]DJ-1 und [K130]DJ-1 transfizierten

Zellen erkennen.

[wt]DJ-1/V5

[K130]DJ-1/V5

PIASXx-o

Alexa 555

o]
DJ-1/V5 2
[
x
)
<
Uberlagerung

Abbildung 59: IF von DJ-1/V5-Konstrukten cotransfiziert mit PIASx-o in HEK 293T-Zellen

HEK 293T-Zellen wurden mit [wt]DJ-1/V5 (linke Spalte) bzw. [K130R]DJ-1/VS5 (rechte Spalte) und PIASx-
a/Myc cotransfiziert und 30h nach der Transfektion fiir die IF prépariert (vgl. Kapitel 3.6.3.1). Die Zellen
wurden mit anti-V5 bzw. anti-Myc 9E10 AK inkubiert und anschlieBend mit Fluorophor-gebundenem
Zweitantikorper visualisiert (Alexa 555, rot (PIASx-a) bzw. Alexa 488 griin (DJ-1/V5).

Man kann festhalten, dass DJ-1 mit Hilfe von PIASx-& in den Zellkern transportiert wird.
Allerdings bleibt unklar, ob dies sumoylierungsabhingig geschieht, weil auch die Mutante
[K130R]DJ-1, die an der vorhergesagten Sumoylierungsstelle mutiert wurde, in den Kern
transferiert wird, oder blosse Protein-Protein-Interaktion DJ-1 Kerntranslokation in
cotransfizierten Zellen bewirkt. Es ist zudem fraglich, ob die Sumoylierungsstelle 130 die
einzige modifizierbare Stelle ist, und ob es in der Mutante tatsdchlich zu einer schwécheren

Sumoylierung von DJ-1 kommt.

4.6 Biophysikalische Untersuchungen von DJ-1

Die Besonderheit der C-terminalen Domine, bestehend aus einer G- und einer H-Helix, die
das mogliche aktive Zentrum von DJ-1 blockieren und die pathogene Mutation L166P

enthalten (vgl. Kapitel 1.5.3) wurde versucht biophysikalisch zu untersuchen. Das in
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Kapitel 4.3 erwihnte Motiv Helix-Knick-Helix sollte genauer in seiner Struktur analysiert
werden.

Dabei stellte sich die Frage, ob dieser C-Terminus fiir eventuelle Substratbindungen oder
Interaktionen mit anderen Proteinen flexibel ist und wie ein Scharnier bewegt werden
kann. Es wurden zunichst CD-Studien unter verschiedenen Temperaturen durchgefiihrt,
um eine eventuelle Verdnderung der Sekundérstrukturelemente o—Helix, B-Faltblatt und

Kniuel-Verteilung zu messen.

4.6.1 Bakterielle Expression von DJ-1-Protein

Fiir strukturelle Untersuchungen wurde ein rekombinantes DJ-1-Protein mit einem His-tag
im pQE60, einem prokaryotischen Expressionsvektor, hergestellt und in BL21/RIL-
Bakterien transformiert, die speziell fiir grofere rekombinante Proteinexpressionen
geeignet sind (vgl. Kapitel 3.6.5.1). Dabei wurde das [wt]DJ-1/His bzw. His/V5-Konstrukt
und die pathogenen Mutanten [E64D]DJ-1/His bzw. His/V5 und [L166P]DJ-1/His bzw.
His/VS5 sowie die DJ-1-Konstrukte ohne Affinitdtsmarker exprimiert. Die Bakterien
wurden lysiert und auf einem SDS-Gel aufgetrennt (vgl. Abbildung 60A, B). Man kann
deutlich erkennen, dass auch bakterielles rekombinantes L.166P sehr instabil ist und in nur
sehr geringen Mengen exprimiert wird. Um zu testen, ob das mutierte Protein fiir die
Zellen toxisch ist, wurden Wachstumskurven von [wt]DJ-1, [L166P]DJ-1 und [E64D]DJ-1
aufgenommen. Dabei wurde die optische Dichte, die die Anzahl von Bakterien pro
Volumen angibt, in den angegebenen Zeitintervallen gemessen und diese in Abhédngigkeit
der Zeit in einem Diagramm dargestellt (vgl. Abbildung 60C, D). Die Bakterien, die das

mutierte [L.166P] exprimierten, zeigten ein normales Wachstumsverhalten.
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Abbildung 60: Expression und Reinigung von DJ-1 und seinen Mutanten in E. coli

[Wt]DJ-1/His, [L166P]DJ-1/His, [E64D]DJ-1/His und dieselben Konstrukte mit einem: A) V5/His-tag bzw.
B) ohne tag wurden rekombinant exprimiert. Die E. coli-Lysate wurden auf einem SDS-Gel aufgetrennt.
Western Blots wurden mit den links bezeichneten AK gegen den HIS-tag, polyklonalem SN1132 AK und
monoklonalem 3E8 AK gegen DJ-1 detektiert (obere Reihe). Gesamtprotein wurde auf dem Blot mit A)
Ponceau S bzw. B) auf dem Gel mit Silber gefiarbt (untere Reihe). C, D) Das Bakterienwachstum der DJ-1
Konstrukte in Abhéngigkeit von der Zeit wurde anhand der ODgy gemessen. Nach 1h wurde die

rekombinante Proteinexpression durch Zugabe von IPTG (Pfeil) induziert.

[Wt]DJ-1/His und [E64D]DJ-1/His wurden nun in einem 11-Ansatz hergestellt. Nach der
beschriebenen Reinigung iiber eine NTA-Superflow-Sidule und anschlieBender Gel-
Chromatografie iiber die HiLoad Superdex 75-Sédule (vgl. Kapitel 3.6.5.1) wurden 2-3mg
DJ-1-Protein gewonnen. Die Qualitit des DJ-1-Proteins wurde mittels MS tiberpriift. Die
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Massenspektren zeigten zu 90% reines DJ-1 Protein bei der erwarteten molekularen Masse
von 21.2kDa (vgl. Abbildung 61). Es wurden zusitzlich zu monomerem DJ-1 auch noch
die jeweiligen Dimere bei 42kDa gemessen. Die Fahigkeit zur Bildung von Dimeren
wurde in Co-IP-Studien schon gezeigt (vgl. Kapitel 4.3.5). [L166P]DJ-1His konnte leider

nicht in diesem GroBmaBstab hergestellt werden, da es nicht stabil genug exprimiert

wurde.
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Abbildung 61: Massenspektren von rekombinantem gereinigtem [wt]DJ-1/His und [E64D]DJ-1/His

A) [wt]DJ-1/His und B) [E64D]DJ-1/His wurden exprimiert und gereinigt und im MS auf ihre molekulare
Masse und Reinheit iiberpriift. Die Hauptpeaks sind monoionisiertes [MH*], di-ionisiertes [MH,"] und
dimeres [M,H'] DJ-1-Protein.

4.6.2 Messung der Sekundarstrukturelemente von DJ-1 mittels CD-
Spektroskopie

2uM [wt]DJ-1/His und 5uM [E64D]DJ-1/His der unter Kapitel 4.6.1 hergestellten

rekombinanten DJ-1-Konstrukte wurden im CD-Spektrometer bei 20°C auf
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Sekundirstrukturelemente untersucht. Dabei wurde die folgende Verteilung gemessen: 33
+ 3% o-Helix, 36 + 1% B-Blatt, 21 + 1% Kniuel (n = 4). Diese Daten korrelieren sehr gut
mit den Kristallstrukturdaten beider DJ-1-Konstrukte (Honbou et al., 2003; Lee et al.,
2003b; Tao et al., 2003; Wilson et al., 2003a). Bei einer Temperaturerhohung von 20°C-
40°C veridnderte sich die Struktur der beiden DJ-1-Konstrukte nicht merklich. Allerdings
veridnderte sich die Sekundirstruktur von [wt]DJ-1/His zwischen 40-50°C, indem o~
helikale Anteile zugunsten von Knéduel-Strukturelementen abnahmen. Bei [E64D]DJ-1/His
zeigte sich diese Anderung erst bei einer Temperatur zwischen 50°-60°C. Bei 60°C fingen
beide Proteine an zu prizipitieren, und bei 80°C wurde eine irreversible Denaturierung der
beiden rekombinanten DJ-1-Proteine gemessen (vgl. Abbildung 62). Bis zu 40°C scheinen
beide DJ-1-Proteine eine dhnliche Verteilung von Sekundérstrukturelementen zu besitzen.
Die Mutante [E64D]DJ-1 scheint allerdings starrer als [wt]DJ-1 zu sein und nicht die

Intermediirstruktur bei 50°-60°C auszubilden zu konnen.
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Abbildung 62: Analyse von Sekundéirstrukturelementen von rekombinantem [E64D]DJ-1 und [wt]DJ-
1 unter steigenden Temperaturen

A, C) [wt]DJ-1/His und B, D) [E64D]DJ-1/His wurden in Bakterien exprimiert, gereinigt und im CD-
Spektrometer gemessen. Die bei aufsteigenden Temperaturen gemessenen Spektren wurden in einem
Diagramm dargestellt, wobei die molare Elliptizitit gegen die gemessene Wellenldnge aufgetragen wurde.
Die farbigen Kurven gehoren zu folgenden Temperaturen: dunkelgriin 20°C, dunkelblau 45°C, rot 56°C, gelb
60°C, hellblau 66°C, rosa 70°C und hellgriin 76°C (A, B). In C und D sind die errechneten Strukturanteile in
Abhiingigkeit der Temperatur aufgetragen (blau: o-Helix, rosa: P-Faltblatt, griin: Knéuel). Dabei
représentiert jeder Datenpunkt den Durchschnittswert von drei unabhiingigen Experimenten mit C) [wt]DJ-
1/His und vier Experimenten mit D) [E64D]DJ-1/His. Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler.
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Aus den oben gezeigten Experimenten kann man folgendes schlussfolgern: Die Struktur
von E64D scheint insgesamt etwas starrer zu sein als [wt]DJ-1, da eine hohere thermische
Energie zur Entfaltung bendtigt wurde. Moglicherweise sind hier Teile des Proteins nicht
flexibel genug, um bestimmte funktionelle Aufgaben zu erfiillen. Da E64D in seiner
pathologischen Wirkung eher unauffillig war, konnten solche Sekundirstruktur-Analysen

mogliche Hinweise auf die Fehlfunktion dieser Mutante geben.
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5. Diskussion

5.1 Charakterisierung des DJ-1-Proteins und seiner Mutanten

Zu Beginn dieser Doktorarbeit wurde DJ-1 erstmals mit der PK in Zusammenhang
gebracht (Bonifati et al., 2003b), so dass die ersten Untersuchungen, die in dieser Arbeit
beschrieben sind, mageblich zum Verstdndnis der Rolle von DJ-1 in der PK beitrugen.
PARK?7-Mutationen im DJ-1-Gen verursachen autosomal-rezessiv vererbte PK, wobei die
Deletion von Exon 1-5 und die Punktmutation L166P zu den pathologisch gesehen
schwerwiegendsten Mutationen gehoren, die mit der PK assoziiert sind. Dagegen war die
zu dieser Zeit neue tiirkische Mutation E64D (Hering et al., 2004), die bisher nur in einem
Patienten zum Ausbruch der PK fiihrte, viel subtiler in ihrer Wirkung. In PET-Studien
konnte eine Reduzierung von dopaminergen Neuronen im Striatum festgestellt werden.
Dies war auch bei der Schwester des Patienten der Fall, wobei diese keine typischen PK-
Symptome zeigte.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden (Gorner et al., 2004), dass die [L166P]DJ-
1-Proteinexpression in Zellen sowohl eukaryotischen als auch prokaryotischen Ursprungs
dramatisch reduziert war. Zur weiteren Untersuchung der Ursache fiir diese beeintriachtigte
Proteinexpression wurden ,Pulse-Chase“-Experimente durchgefiihrt, die eine stark
verkiirzte Halbwertszeit von [L166P]DJ-1 im Vergleich zu [wt]DJ-1 zeigten.
Inhibitorexperimente, die die Proteinsynthese oder den Proteinabbau verhindern sollten,
konnten allerdings keine plausible Erklirung fiir die erhohte Instabilitit der Mutante
liefern.

E64D hingegen schien sowohl in eukaryotischen Zellen stabil exprimiert zu werden als
auch rekombinant in seiner stabilen Dimerformation aufzutreten. Erst unter thermisch
denaturierenden Bedingungen konnten mittels CD-Spektroskopie kleine Unterschiede in
der a-helikalen und Knéduel-Umfaltung im Vergleich zu [wt]DJ-1 festgestellt werden. Das
wird so interpretiert, dass E64D eine starrere Struktur besitzt als [wt]DJ-1. E64D scheint
keine offensichtlichen destabilisierenden Effekte aufzuweisen wie die Mutation L166P,
sondern eher subtile Einfliisse zu besitzen, welche z. B. Auswirkungen auf eine verdnderte
Protein-Interaktion haben konnten.

Anschlieend an diese Untersuchungen stellte sich die Frage, worin die Besonderheit des
absolut konservierten Leucin-166 besteht. Ist bei der Parkinson-Mutation die Entfernung

der aliphatischen Leucinseitenkette inmitten des C-terminalen Helix-Knick-Helix-Motivs
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entscheidend oder bewirkt die Einfithrung eines Helix-brechenden Prolins eine Storung der
Struktur?

Die C-terminale Domine, die aus zwei durch einen scharfen Knick getrennte o—Helices
besteht, die die Position L166 beinhalten und Teil der Dimerkontaktfliche ist, wurde
systematisch mutiert. Die Mutanten und ihre Eigenschaften in der direkten
Proteinexpression bzw. nach Behandlung der Zellen mit entsprechenden Inhibitoren sind in
der nachfolgenden Tabelle aufgelistet (vgl. Tabelle 11). Weiter wurden diese Mutanten auf
thre Funktionalitit hin untersucht. Da DJ-1 protektive Funktionen nach oxidativer
Stressbehandlung zeigte (Canet-Aviles et al., 2004; Junn et al., 2005; Kim et al., 2005b;
Martinat et al., 2004; Taira et al.,, 2004; Zhou et al., 2005), wurde H,O,-Toxizitédt als

funktioneller Assay gewdhlt.

Mutation Protein- Proteasom- ,,Pulse-Chase* | H,0O, -
expression inhibitor (Proteinmenge | Zytotoxizitit
nach 10h in Prozent
,,Chase‘*-Zeit
in Prozent)
Wt +++ kein Einfluss sehr stabil protektiv
- (61%) (32%)
e
N o
Py " A
iy vl
L166P - keine instabil nicht protektiv
- "L, vollstiandige (14%) (58%)
L b Stabilisierung
(-
< N nach 24h
{ m RN
iy i
L166E + vollstindige stabil leicht protektiv
- A Stabilisierung | (53%) (46%)
"W g
DN o
o -‘ " ¥
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V169P - keine instabil (12%) | nicht protektiv
vollstdandige (55%)
Stabilisierung
nach 24h
V1691 ++ vollstdandige stabil protektiv
Stabilisierung | (53%) (39%)
V181P + vollstdandige stabil k. A.
" \‘,?1_, Stabilisierung | (50%)
K182p ++ vollstdandige stabil leicht protektiv
i :1 Stabilisierung | (53%) (48%)
L185P + vollstdandige stabil leicht protektiv
Stabilisierung | (42,5%) (50%)
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AN173/G174 - k. A. k. A. k. A.
~ A
e LYY
Y Y.,
i - -
AH + vollstdandige k. A. k. A.
Stabilisierung
¢ = =
il B
AGH - keine k. A. k. A.
vollstdandige
Stabilisierung
nach 24h

Tabelle 11: Stabilititsstudien und funktionelle Eigenschaften C-terminaler DJ-1-Mutanten

Mutationen im Helix-Knick-Helix Motiv sind schematisch dargestellt (Punktmutationen sind rot markiert).
Zusammenfassend sind Stabilitdt in ,,Pulse-Chase“-Experimenten und im direkten Western Blot sowie
Einfluss proteasomaler Inhibition und zytoprotektive Aktivititen gegen H,O, aufgefiihrt (k. A.: keine
Angaben).

5.2 Strukturelle Besonderheiten des DJ-1-Proteins und seiner C-
terminalen Mutanten

DJ-1 ist Mitglied der DIJ-1/ThiJ-Superfamilie, die aus einer Reihe bakterieller
Hitzeschockproteine und Proteasen besteht und strukturell sehr homolog ist (Cookson,
2003a; Wilson et al, 2005). Die flavodoxinartige Grundstruktur einer o-Helix/B-
Faltblatt/o-Helix-Sandwichstruktur haben die Homologen mit dem DJ-1-Protein
gemeinsam. Zusitzlich ist ein mogliches Protease-katalytisches Zentrum teilweise im DJ-
1-Protein konserviert. Obwohl keine Glutamatseitenkette in erreichbarer Nidhe zu dem
Histidin-126 und Cystein-106 des DJ-1-Proteins zu finden ist, um die katalytische Triade
zu komplettieren, konnte dieses Zentrum in einer moglichen katalytischen Diade
ausreichend aktiv sein (Cookson, 2003a; Wilson et al., 2003a). Allerdings ist dieses
Zentrum durch den C-Terminus, das Helix-Knick-Helix Motiv, abgeschirmt, so dass ein

moglicher Zugang erschwert wiirde. Dieses C-terminale Motiv unterscheidet das DJ-1-
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Protein von seinen Strukturhomologen und ist auBerdem sehr konserviert in den
verschiedensten Spezies zu finden (vgl. Abbildung 11 und Abbildung 12).

Aufgrund dieser Besonderheit beschiftigte sich diese Arbeit genauer mit diesem
Strukturelement, welches zum einen die stark destabilisierende L166P-Mutation trigt und
zum anderen einen grofen Teil der Dimerfliche ausmacht (vgl. Abbildung 14). Die
Dimerisierung scheint ein wichtiges Merkmal fiir die Stabilitdt des DJ-1-Proteins und seine
volle Funktionsfihigkeit zu sein. Im Folgenden wird das Dimerisierungsverhalten sowie

die Stabilitdt und Funktion der verschiedenen C-terminalen DJ-1-Mutanten diskutiert.

5.3 Stabilitat der C-terminalen DJ-1-Mutanten

Die Lokalisation von L.166 in der Mitte der G-Helix und die Substitution eines Leucins zu
einem Prolin, einem Helixbrecher, ldsst vermuten, dass der C-Terminus durch eine solche
Mutation strukturell verdndert wird und als Folge dessen auch das Dimer zerstort werden
konnte (vgl. Abbildung 63). Die Dimerkontaktfliche ist 2600A” groB, und der C-Terminus
macht einen grofen Teil der Kontaktfldche aus (vgl. Kapitel 1.5.3), so dass eine Zerstorung
der Tertidrstruktur im C-Terminus durch eine Prolinmutation einen Grofteil der

Kontaktflache vernichtet und eine Dimerisierung erschwert wird (vgl. Abbildung 63B).
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Abbildung 63: Schematische Darstellung der A)Dimerformation von DJ-1 verglichen mit der B)
hypothetischen Monomerformation von L166P

A) Schematische Darstellung der Dimerstruktur von DJ-1. Ein Monomer ist braun, das andere grau
angefirbt. Die griin gefirbte Helix im Helix-Knick-Helix Motiv ist die G-Helix, die H-Helix ist blau gefirbt,
und die Dimerkontaktflidche ist gelb hervorgehoben.

B) Hypothetische Darstellung der Zerstorung des C-terminalen Helix-Knick-Helix Motivs und der
Dimerkontaktfliche durch eine Mutation von Leucin an der Stelle 166 zu Prolin.

Dieselbe Annahme gilt auch fiir eine Prolin-Mutation an der Stelle V169 und genauso fiir
Helix-brechende Mutationen in der H-Helix. Fiir die Mutante V169P stellte sich die
Voraussage, dass diese ebenfalls instabil ist, als zutreffend heraus (vgl. Abbildung 35). Fiir
die H-Helix-brechenden Mutanten A178P, V181P, K182P, L185P jedoch stimmte dies
nicht. Diese sind nicht besonders stark in ihrer Stabilitit reduziert im Vergleich zu [wt]DJ-
1. Genauso wenig ist die Proteinstabilitit einer Mutante verdndert, der die H-Helix
komplett fehlt. Im Gegensatz dazu fiihrt die vollstindige Deletion des C-Terminus genauso
zu einer Proteininstabilitdt wie die G-Helix-brechenden Mutationen L166P und V169P.
Bemerkenswerterweise erwies sich der extrem konservierte Knick im C-Terminus
(N173/G174) als sehr wichtig fiir die strukturelle Stabilisierung. Deletion des Knicks, die
Deletionsmutante AN173/G174, ruft eine Destabilisierung im Vergleich zu [wt]DJ-1
hervor (vgl. Abbildung 36).
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Aufgrund dieser Experimente ist es sehr wahrscheinlich, dass durch die Manipulation an
der G-Helix oder der Knick-Region eine umfassende konformationelle Anderung im DJ-1-
Protein hervorgerufen wird. Zusitzlich scheint die Dimerisierungsfihigkeit an dieser
Kontaktstelle nicht mehr vollstindig intakt zu sein, was zu einer Destabilisierung fiihrt
(vgl. Kapitel 5.5). Dies bewirkt vermutlich, dass hydrophobe Seitenketten im Inneren des
DJ-1-Proteins in Kontakt mit der wissrigen Losung kommen, und so das Protein von
Chaperonen als falsch gefaltet erkannt wird (Li et al., 2005). Eine Riickfaltung des
fehlgefalteten DJ-1-Proteins scheint erfolglos zu sein, und somit sollte das Protein dann
dem UPS zugefiihrt und abgebaut werden. Experimente mit Proteasomhemmern ergaben
jedoch kein einheitliches Bild (Blackinton et al., 2005; Gorner et al., 2004; Lee et al.,
2003b; Miller et al., 2003; Moore et al., 2003; Olzmann et al., 2004), so dass zusitzliche
Abbauwege nicht ausgeschlossen werden konnen (vgl. Kapitel 5.4). Eine mogliche
Erklirung fiir die unterschiedliche Sensitivitit der G- und der H-Helix sowie der
Knickregion ist die, dass das Helix-Knick-Helix Motiv eine Art flexible Einheit bildet, die
an einem Scharnier befestigt ist und bei bestimmten dufleren Einwirkungen wegklappen
kann, um den Weg fiir mogliche Bindungspartner, Substrate oder eben einen
beschleunigten Abbau zu Offnen. Bei den G-Helix-brechenden Mutanten ist dieser
Mechanismus nicht moéglich, weil der Zugang dauerhaft gedffnet ist und das
Wegschwingen gar nicht notig ist und somit das Protein stédndig fiir den Abbau vorgesehen
ist. Offenbar ist auch der Knick mit den AS N173 und G174 fiir diesen Vorgang
entscheidend, wihrend die H-Helix offensichtlich keinen groBen Einfluss darauf hat (vgl.
Abbildung 11).

Um diesen Mechanismus experimentell belegen zu konnen, wurde rekombinantes [wt]DJ-1
hergestellt und im CD-Spektrometer bei verschiedenen Temperaturen gemessen. Es konnte
ein konformationeller Wechsel von a-Helix zu Knéduel bei ca. 50°C festgestellt werden,
wobei aber nicht bestimmt werden konnte, welche a—Helices betroffen sind. Dies sollte
dann anhand von dreifach isotopenmarkiertem DJ-1 im NMR-Spektrometer gemessen
werden, worauf im Ausblick (vgl. Kapitel 6) ndher eingegangen wird.

Es wurden zusidtzlich zu den sehr instabilen Mutationen in der G-Helix drei weitere
Substitutionen vorgenommen, die eine stabilere Expression erzeugten, dazu gehorten die
Mutanten V169A, V1691 und L166E. Wahrscheinlich konnen diese Aminosdurereste mit
den Resten der gegeniiberliegenden H-Helix interagieren. Der Glutamatrest der L166E
Mutante konnte mit dem Lysinrest K182 in der H-Helix eine Salzbriicke bilden. Dagegen

bewirkt eine Mutation von Valin zu Alanin an der Stelle 169 keine so stabile
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Proteinexpression wie eine Substitution durch Isoleucin. Die verlidngerte Kohlenstoffkette
des Isoleucins scheint den Zwischenraum zwischen der G-Helix und der H-Helix besser
auszufiillen und mit dem Valinrest 181 der gegeniiberliegenden H-Helix besser zu
wechselwirken.

Im Folgenden sind die einzelnen Mutanten je nach dem Einfluss ihrer Seitenkette auf die

Stabilitdt des DJ-1-Proteins in drei verschiedene Gruppen eingeteilt (vgl. Abbildung 64):

Gruppe 2

Abbildung 64: Einteilung der DJ-1-Mutationen in drei Gruppen aufgrund ihrer Stabilitit

Schematische Darstellung der DJ-1-Mutationen und deren Aufteilung in drei Gruppen. Dabei werden die
Mutanten in destabilisierende Mutanten (Gruppe 1), nicht destabilisierende Mutanten (Gruppe 2) und
Mutanten, die keine Beeinflussung der Stabilitit zeigen (Gruppe 3) eingeteilt.

Zu den Gruppen gehoren folgende Mutanten: Gruppe 1: AG/H (nicht gezeigt), AN173/G174, L166P, V169P;
Gruppe 2: L166E, V1691, V169A (nicht gezeigt) und Gruppe 3: A178P, V181P, K182P, L185P, L187P
(nicht gezeigt), AH (nicht gezeigt).

5.4 Abbaumechanismen des DJ-1-Proteins

Sowohl die Expression der DJ-1 C-terminalen Mutanten im direkten Western Blot als auch
die ,,Pulse-Chase‘“-Experimente zeigten deutlich, dass die G-Helix-brechenden Mutanten

sehr viel instabiler sind und eine geringere Halbwertszeit haben als ihre Kontrollmutanten
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L166E und V1691 oder auch die H-Helix-brechenden Mutanten (vgl. Abbildung 35 und
Abbildung 37). Zusitzlich konnte durch quantitative und semi-quantitative RT-PCR
ausgeschlossen werden, dass eine Instabilitdt der RNA vorliegt (vgl. Abbildung 39 und
Abbildung 40). Daher stellt sich die Frage, woher die Protein-Instabilitdit kommt bzw.
welche moglichen Abbauwege fiir den beschleunigten Abbau verantwortlich sind.

Es zeigte sich in den verschiedenen neuronalen und nicht-neuronalen Zellsystemen eine
unterschiedliche Prozessierung von proteolytisch verkiirzten Fragmenten. In HEK 293T-
Zellen traten eine Reihe N-terminaler verkiirzter Fragmente auf, die in neuronalen SH-
SY5Y- und MN9D-Zellen in der Stirke nicht zu finden waren (vgl. Abbildung 24). Dies
galt sowohl fiir [wt]DJ-1 als auch fiir die pathogene Mutante [L166P]DJ-1, die viel stdrker
vom Abbau betroffen war.

Eine C-terminale Prozessierung konnte nicht beobachtet werden, da N-terminal Epitop-
markierte Konstrukte keine zusitzlichen verkiirzten Fragmente im direkten Western Blot
von Zelllysaten zeigten (vgl. Abbildung 35B und D). Dieselben N-terminalen verkiirzten
Fragmente tauchten entsprechend auch in den ,,Pulse-Chase“-Experimenten auf, wobei
diese teilweise stabilisiert wurden im Gegensatz zu der Volllingenbande, die schon nach
ca. 2h-5h vollstindig degradiert war (vgl. Abbildung 37). Da die dramatisch reduzierte
Proteinexpression der G-Helix-brechenden Mutanten sowohl in Séugerzellen (vgl.
Abbildung 35) als auch in E. coli-Bakterien zu beobachten ist (vgl. Abbildung 60), scheint
es sich um einen Abbauprozess zu handeln, der sowohl in Eukaryoten als auch in
Prokaryoten zu finden ist.

Die meisten Proteine, die fehlgefaltet, kurzlebig, mutiert oder durch Oxidation beschidigt
sind, werden ubiquitiniert und dem proteasomalen System zugefiihrt, welches diese dann
zu kleinen Peptiden proteolytisch abbaut (Hochstrasser, 1996). Das Proteasom, welches ein
Multienzymsystem ist und aus drei katalytischen Zentren besteht, einer chymotryptischen,
tryptischen und post-glutamyl hydrolytischen Einheit (Hershko et al., 1992), kann man mit
selektiven Inhibitoren blockieren.

Mit C-terminal Epitop-markierten DJ-1-Konstrukten transient transfizierte HEK 293T-
Zellen wurden mit dem &duBerst effektiven, permeablen und irreversiblen Inhibitor
Epoxomycin bis zu 24h behandelt. Fiir [wt]DJ-1 ergab sich keine sichtbare Anderung in
der Proteinmenge. Vor allen Dingen die G-Helix-brechenden Mutanten bzw. die
Deletionsmutante AG/H zeigten eine erhohte Proteinakkumulation, die mit der Anhdufung
des  Kontrollproteins  B—Catenin  korrelierte  (vgl.  Abbildung  38). Diese

Proteinakkumulation erreichte aber auch nach 24h Inkubation mit dem Inhibitor nicht die
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Menge von [wt]DJ-1, was zu erwarten wire, wenn der Abbauprozess alleine von der
Aktivitdt des Proteasoms abhidngig gewesen wire. Die G-Helix-nicht-brechenden
Mutanten L166E und V169I sind deutlich weniger vom proteasomalen Abbau betroffen.
Allerdings scheint auch hier im Einklang mit der Proteinkonzentration des Kontrollproteins
B—Catenin nach 10h eine deutliche Anhidufung nicht abgebauten Proteins stattzufinden.
Dabei sammelt sich deutlich mehr [L166E]DJ-1 an als vergleichsweise [V1691]DJ-1. Es
gibt also auch innerhalb der drei Gruppen (vgl. Abbildung 64) unterschiedliche
Auswirkungen der Mutanten auf den proteasomalen Abbau. Dasselbe gilt auch fiir die H-
Helix-brechenden Mutanten und die Deletionsmutante AH, die ebenfalls erst nach 10h
Inhibitorinkubation verstédrkt auf die Inaktivitit des Proteasoms reagieren, was wiederum
mit der Menge an B—Catenin korreliert. Auch dort gibt es leichte Unterschiede in der
Proteinakkumulation, so dass die Proteinmenge von [L185P]DJ-1 etwas geringer ist als
jene von [AH]DJ-1.

Insgesamt kann festgehalten werden, dass trotz der Proteinakkumulation nach spétestens
24h Inkubation mit Epoxomycin zumindest die G-Helix-brechenden Mutanten die
Proteinmenge von [wt]DJ-1 nicht erreichen. Daher scheint zwar das Proteasom zum Teil
einen Einfluss auf den verstirkten Abbau von L166P und V169P zu haben, aber
wahrscheinlich ist noch ein anderer Abbauweg iiberlagert oder zumindest teilweise
beteiligt.

Um dies weiter zu iiberpriifen wurden Zellen, die mit [L166P]DJ-1 transfiziert waren, mit
MG132 inkubiert, einem weiteren proteasomalen Inhibitor, der nicht nur das Proteasom
hemmt, sondern auch Caspasen im Lysosom und auBerdem reversibel ist. Parallel wurde
derselbe Versuchsaufbau gewihlt und anstatt MG132 Ammoniumchlorid (NH4Cl)
verwendet, welches die sauren Hydrolasen im Lysosom und Endosom durch seinen
basischen Charakter inhibieren sollte. Die Abbaukinetik von [S* ]Cystein/Methionin-
markiertem DJ-1 wurde im ,,Pulse-Chase*“-Experiment gemessen. Diese Behandlung aus
einem proteasomalen Inhibitor MG132 und einem basischen Reagenz NH4Cl, welches die
Aktivitdt von aziden Enzymen im Lysosom und Endosom hemmen soll, sollte die Frage
beantworten, ob zwei sich iiberlagernde Abbauwege mit unterschiedlicher Kinetik beteiligt
sind. Da durch die Proteasominhibitorstudien gezeigt werden konnte, dass [L166P]DJ-1
erst nach 24h verstirkt angehduft wird, scheint der proteasomale Abbau eine langsamere
Kinetik zu haben. Aus den ,,Pulse-Chase*“-Experimenten ging aber hervor, dass L166P eine
Halbwertszeit von <2h hat, so dass es einen zusitzlichen schnelleren Abbauweg geben

muss. Somit sollte mit dem oben genannten Experiment gepriift werden, ob es einen
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schnelleren lysosomalen und ein langsameren proteasomalen Abbauweg gibt. Dies wurde
aber nicht bestdtigt, da in den entsprechenden ,Pulse-Chase“-Experimenten keine
verstirkte Akkumulation der Mutante auftrat und die Kinetik beider Abbauwege identisch
war. Es handelte sich um eine Reaktion 1. Ordnung, so dass man nicht auf iiberlagernde
Prozesse schlieBen kann (vgl. Abbildung 31). Zu demselben Ergebnissen kamen Miller
und Kollegen, die in direkten Western Blots nur eine teilweise Stabilisierung von L166P
durch proteasomale Inhibitoren sehen konnten, aber keinen Einfluss von NH4Cl feststellen
konnten (Miller et al., 2003).

Im weiteren Verlauf der Studie wurde die Méglichkeit in Erwédgung gezogen, dass es sich
bei den G-Helix-brechenden Mutanten um einen autoproteolytischen Abbauprozess
handelt. Da DJ-1 ein katalytisch aktives Zentrum aus einem Cystein-106 und einem
Histidin-126 besitzt, konnte diese Kombination eventuell ausreichend sein, um seine volle
Aktivitdt als Protease ausiiben zu konnen (vgl. Kapitel 5.3). Da durch die Mutation am C-
Terminus des DJ-1-Proteins das Helix-Knick-Helix Motiv nicht mehr voll intakt ist und
der Zugang zum aktiven Zentrum somit moglicherweise frei ist, konnten sich L166P und
auch V169P selbst abbauen. Diese Vermutung konnte aber widerlegt werden, da weder
durch Mutation des Cysteins-106 zu einem Alanin die Stabilitit von [wt]DJ-1 erhoht
werden konnte noch durch die Doppelmutante L.166P/C106A eine Stabilisierung des DJ-1-
Proteins erzeugt werden konnte (vgl. Abbildung 32). Die urspriingliche Hypothese, dass
entweder durch Wegschwingen des Helix-Knick-Helix Motivs durch Bindungspartner oder
verdnderte duBere Bedingungen wie z. B. vermehrte ROS oder Manipulation am C-
Terminus der Zugang zum moglichen aktiven Zentrum erleichtert wiirde und ein
kontrollierter Abbau stattfinden konnte, wurde damit entkriftet. Zudem ist inzwischen aus
der Literatur bekannt, dass DJ-1 eine nur schwache Proteaseaktivitit besitzt, die nicht sehr
spezifisch ist (Olzmann et al., 2004).

Da DJ-1 in der oxidativen Stressantwort eine Rolle spielt, wurden oxidierbare Cysteine im
DJ-1-Protein genauer untersucht. Aufler dem Cystein-106, welches im moglichen
katalytischen Zentrum des DJ-1-Proteins liegt, gibt es noch zwei weitere Cysteine, die
oxidierbar sind. Diese Cysteine wurden zu Alanin mutiert. Zunichst wurde die Stabilitét
im direkten Western Blot untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass C46A deutlich
instabiler als C53A war (vgl. Abbildung 33). Dimerisierungsstudien konnten zeigen, dass
C46A deutlich schwichere Dimerisierungsfahigkeiten besitzt als C53A (Ito et al., 2006). In
der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls gezeigt, dass C46A instabiler war als C53A und
die Tripelmutante aus C106A/C46S/C53S &dhnlich instabil wie L166P war (vgl. Abbildung
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33). Aus strukturellen Betrachtungen ldsst sich diese Tatsache erkldren, da C46A direkt an
der Dimerisierungskontaktfliche lokalisiert ist und somit eine Bildung der stabilen
Dimerformation gestort ist.

Es ldsst sich also allgemein feststellen, dass der Verlust der Dimerformation, was fiir die
Mutanten L166P, V169P, AG/H und C46A zutreffend ist, ein wichtiger Grund dafiir zu
sein scheint, dass diese Proteine als Monomere sofort verstdrkt abgebaut werden. Die

Dimerbildung von DJ-1 wird nun im folgenden Abschnitt diskutiert.

5.5 Dimerbildung von [wt]DJ-1 und seinen Mutanten

Es konnte mittlerweile von diversen Gruppen mittels Rontgenstrukturanalyse, Gelfiltration
und Co-IP gezeigt werden, dass [wt]DJ-1 hauptsichlich als Dimer existiert, wihrend
[L166P]DJ-1 als Monomer vorliegt (Baulac et al., 2004; Macedo et al., 2003; Moore et al.,
2003; Moore et al., 2005; Olzmann et al., 2004; Wilson et al., 2003a). Da die Dimerfliche
ca. 2600A> ausmacht, muss eine Mutation in der Kontaktfliche eine sehr starke
konformationelle Veridnderung bewirken, damit eine Dimerisierung nicht mehr oder nur
vermindert stattfinden kann. Da der C-Terminus, bestehend aus dem Helix-Knick-Helix
Motiv, einen grolen Teil der Dimerfliche ausmacht (vgl. Abbildung 63), ist leicht
nachzuvollziehen, dass eine Zerstorung der Struktur des C-Terminus zu einer
Verminderung oder gar Aufhebung der Dimerisierungs-Fahigkeit fithren kann. Die so
entstethenden Monomere werden vermutlich aufgrund ihrer Fehlfaltung eher von
Chaperonen erkannt. Diese Helferproteine helfen fehlgefalteten Proteinen sich wieder
zuriickzufalten oder fiihren diese dem proteasomalen System zu. Da der Abbauweg wie
unter Kaptiel 5.4 schon beschrieben nicht vollstindig gekldrt ist, kann dariiber nur
spekuliert werden. Wichtig aber ist, dass die Dimerkonformation die stabile Form von DJ-
1 zu sein scheint und es vor einem beschleunigten Abbau schiitzt. Dies konnte an den
synthetischen, destabilisierenden DJ-1-Mutanten in Co-IP-Experimenten in HEK 293T-
Zellen bestitigt werden. Dabei wurden diese Mutanten als DJ-1/V5 mit Myc/[wt]DJ-1-
Konstrukten cotransfiziert und dann mit dem V5-AK immunprézipitiert. Es konnte gezeigt
werden, dass zwar [L166P]DJ-1/V5 und [V169P]DJ-1/V5 angereichert werden konnten,
aber es konnten keine Heterodimere aus Myc/[wt]DJ-1 und den G-Helix-brechenden V5-
Konstrukten im Western Blot detektiert werden (vgl. Abbildung 41). [wt]DJ-1/V5,
[V1691]DJ-1/V5 und [L166E]DJ-1/V5 zeigten dagegen eine Co-IP mit Myc/[wt]DJ-1, also
war eine Dimerbildung mit diesen Mutanten moglich. Trotz einer nur kurzen Prizipitation

von lh wurden N-terminale verkiirzte Fragmente fiir alle drei Konstrukte detektiert. Diese
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betreffen aber nicht den entscheidend bei der Dimerisierung beteiligten C-Terminus, so
dass man diese vernachldssigen kann.

Die Dimerbildung ist fiir ein voll funktionsfihiges DJ-1-Protein eine wichtige
Voraussetzung. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde die Funktionalitit der DJ-1-
Mutanten untersucht. Die funktionellen Assays, die hier verwendet wurden und die dazu
beitragen sollten, die Funktion von DJ-1 besser zu verstehen, werden nun im nichsten

Abschnitt diskutiert.

5.6 Funktion von DJ-1 in verschiedenen subzellularen Bereichen

Da unterschiedliche Funktionen fiir DJ-1 in verschiedenen subzellulidren Bereichen wie im
Zytoplasma als antioxidatives Protein und Intermediat in pro- oder anti-apoptotischen
Signaltransduktionskaskaden, im Zellkern als Regulator der Transkription und assoziiert
mit Mitochondrien als Verteidigungssystem gegen ROS (vgl. Kapitel 1.5.5) gezeigt
werden konnten, werden diese im Folgenden je nach subzelluldrer Lokalisation

ausfithrlicher diskutiert.

5.6.1 Zytoplasmatische Funktion von DJ-1

5.6.1.1 Funktion von DJ-1 in der oxidativen Stressantwort

Es ist mittlerweile vielfach gezeigt worden, dass die Cysteine des DJ-1 stark zu Oxidation
neigen. Das wurde sowohl in der Kristallstruktur demonstriert, da eine reduzierte Form von
DJ-1 praktisch nicht herzustellen war, da das reaktivste der drei Cysteine C106 schon vom
Luftsauerstoff in eine Sulfensdure (-SOH) oder Sulfinsdure (-SO,H) verwandelt wurde
(Wilson et al., 2003a). Die 2D-Gelelektrophorese von DJ-1 zeigte nach einer Behandlung
mit H,O, eine deutliche Verschiebung des pl zu azideren pl-Werten. Dabei wurde auch
festgestellt, dass zundchst C106 oxidiert wird, gefolgt von den Cysteinen C46 und C53, die
erst bei lingerer Exposition oder erhdhter Konzentration an H,O, oxidiert werden (Kinumi
et al., 2004).

Die Vermutung, dass DJ-1 exprimierende Zellen vor oxidativem Stress schiitzen, wurde
mehrfach in Zellkulturexperimenten bestitigt. Dabei wurde ein Knock-down von DJ-1
mittels siRNA vorgenommen, mit H,O, gestresst und iiber eine Re-Transfektion von
[wt]DJ-1 ein Sterben der Zellen verhindert (Martinat et al., 2004; Taira et al., 2004).

In entsprechenden Knock-out-Mausmodellen wurde erst nach Behandlung dieser Tiere mit

dem parkinsonverursachendem Toxin MPTP oder nach Behandlung mit H,O, ein
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vermehrter Verlust der dopaminergen Neuronen festgestellt, wihrend nicht gestresste
Knock-out-Miuse keinen offensichtlichen Phinotyp zeigten (Kim et al., 2005b).

Das erste funktionelle Experiment in dieser Arbeit zur Frage, ob die G-Helix-brechenden
DJ-1-Mutanten nicht nur instabile Monomere sind, sondern auch funktionelle Defizite
aufweisen, war aufgrund der bekannten antioxidativen Fihigkeit von DJ-1 ein H,O»-
Zytotoxizitdtstest. Um den Einfluss des ubiquitdren endogenen DJ-1 zu eliminieren,
wurden immortalisierte MEF-Zellkulturen angelegt, die aus DJ-1 Knock-out-
Mausembryonen generiert wurden. Diese Knock-out-Zellen wurden dann mit den
entsprechenden DJ-1-Konstrukten transfiziert und mit H,O, behandelt. Die Zytotoxizitét
wurde dabei bestimmt und es stellte sich heraus, dass [wt]DJ-1, [V169I]DJ-1 und
[L166E]DJ-1 eine protektive Wirkung auf die Zellen hatten, im Gegensatz zu [L166P]DJ-1
und [V169P]DJ-1 (vgl. Abbildung 52). Zum ersten Mal konnte also gezeigt werden, dass
nicht nur L166P die zytoprotektive Funktion von DJ-1 nicht mehr ausiiben kann, sondern
auch die synthetische Mutante V169P. Damit ist also nicht nur die Stelle L166
entscheidend fiir eine solche Fehlfunktion verantwortlich, sondern anscheinend der Verlust
der Integritit der quartdren DJ-1-Proteinstruktur, die dann zu einer ,loss of function
Mutation fiihrt.

Es schlieft sich die Frage an, welchen Mechanismus DJ-1 zur Protektion von Zellen
ausiibt: einen direkten in Form eines antioxidativen Enzyms oder eher einen indirekten in
Form von  Aktivierungen oder Inhibierungen von  oxidativ  induzierten

Signaltransduktionswegen. Dies wird in den ndchsten beiden Abschnitten beantwortet.

5.6.1.2 Einfluss von ROS in der antioxidativen Verteidigung und der
Signaltransduktion

Oxidativer Stress wird durch eine erhohte Menge an ROS hervorgerufen, zu denen
Superoxidanionen, Hydroxylradikale, Hydrogenperoxide oder Stickstoffoxide gehoren.
Diese reaktiven Spezies konnen entweder exogen, z. B. durch UV-Licht, Zytokine,
Umweltgifte oder durch verschiedene Quellen, z. B. NADPH-Oxidase, Peroxisomen oder
defekte Mitochondrien intrazellulidr hervorgerufen werden (vgl. Abbildung 8). Die Folge
von erhohtem oxidativen Stress ist die Oxidation von Proteinen, DNA und Lipiden. Vor
allen Dingen mitochondriale DNA wird hédufig so stark modifiziert, dass es zu einer
Fehlfunktion der Mitochondrien kommt. Diese produzieren daraufthin wiederum eine

erhohte Menge ROS und es wird noch mehr DNA zerstort, so dass sich ein ,,Teufelskreis*
bildet, der meistens im Zelltod endet (Finkel et al., 2000).
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Aus diesem Grunde ist es wichtig, dass Zellen verschiedene Verteidigungsmechanismen
haben. Ein wichtiges Verteidigungsnetzwerk bilden die antioxidativen Proteine, zu denen
SOD, CAT, Grx, Trx und Prx zdhlen. Die SOD, zu denen die zytoplasmatische CuZnSOD
(SOD1), die mitochondriale MnSOD (SOD2) sowie die extrazellulire SOD (SOD3)
gehoren, katalysieren die Umsetzung von Superoxiden zu Sauerstoff und
Hydrogenperoxid. Die Katalasen und Peroxidasen sorgen dann im weiteren fiir die
Umwandlung von H;O, zu Wasser und Sauerstoff (Scandalios, 2005). Das nicht-
enzymatische Verteidigungssystem GSH, ein Tripeptid bestehend aus einem Glutamat,
Glycin und einem Cystein, ist einer der wichtigsten Thiol-Disulfid Redoxpuffer der Zelle.
Es ist sowohl im Zytosol als auch im Kern und den Mitochondrien in erheblichen Mengen
vorhanden. GSH ist in der Lage, den Redoxstatus von kritischen Protein-
Sulfthydrylgruppen von z. B. Protein Tyrosinphosophatasen (PTP) aufrechtzuerhalten
(Valko et al., 2006). Dabei wird die reduzierte Form des GSH zu einem gemischten
Disulfid aus S-glutathionyliertem Protein, GSS-Protein, oxidiert und anschlieBend durch
enzymatische Reduktion von Grx oder Trx zu GSH reduziert. So werden
Sulthydrylgruppen verschiedener Enzyme geschiitzt. Ist allerdings der oxidative Stress zu
groB3, konnen die oxidierten Proteine irreversibel zu Sulfinsduren oder Sulfonsiduren
oxidiert werden, und der Glutathionkreislauf kann nicht mehr stattfinden (vgl. Abbildung
65).
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Abbildung 65: Glutathionkreislauf

Schematische Darstellung des zyklischen Kreislaufs von GSH, welches freie Sulthydrylgruppen nach ihrer
Oxidation reduziert, indem es selbst eine Disulfidbriicke mit dem Sulfenanion eingeht und anschlieBend
durch enzymatische Redoxsysteme z. B. Trx oder Grx wieder zu GSH fiir den néchsten Zyklus reduziert wird
(Finkel, 2000).

GSH spielt in verschiedenen Bereichen eine protektive Rolle gegen oxidativen Stress: Es
ist ein Co-Faktor verschiedener antioxidativer Enzyme wie z. B. Grx, es spielt eine Rolle
im Aminosduretransport durch die Plasmamembran, es ist in der Lage direkt H,O, oder
Lipidperoxide zu reduzieren und es kann die wichtigen Vitamine E und C wieder in ihre
aktive Form zuriickversetzen.

Die hier beschriebenen Antioxidantien sind direkte Verteidigungsmechanismen der Zelle
gegen oxidativen Stress. Ist das Redoxgleichgewicht einer Zelle erheblich gestort, ist
dieses Verteidigungsnetzwerk iiberlastet und die Zelle stirbt. Dabei werden meist
Signaltransduktionskaskaden aktiviert, die je nach Art und Dauer des oxidativen Stresses
in der Repression oder (De)-Repression antioxidativer oder (anti-)apoptotischer Gene
resultieren. Im Folgenden werden die verschiedenen Signaltransduktionen beschrieben, die

durch ROS aktiviert werden konnen.
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Zu den wichtigsten Signaltransduktionswegen und den zentralen Mediatoren in der
oxidativen Stressantwort gehdren die MAP-Kinasen, der PI3K/Akt-Signalweg sowie das
ASK-1 und NF-xB Signalsystem (Finkel et al., 2000) (vgl. Abbildung 9).

Relativ niedrige Konzentrationen von ROS induzieren Zellproliferation durch ERK- und
Akt-Signaltransduktionswege, hauptsidchlich durch Stimulation von Wachstumsrezeptoren.
Viele dieser Rezeptoren werden verstirkt phosphoryliert in direkter Antwort auf
Behandlung mit oxidativen Spezies oder Wachstumsfaktoren, die die Produktion von ROS
stimulieren (Droge, 2002). Eine Erkldrung fiir den Mechanismus liefert eine
oxidationsabhédngige Inaktivierung der Dephosphorylierung von Wachstumsrezeptoren. Es
konnte gezeigt werden, dass H»O, reversibel Phosphotyrosinphosphatasen (PTP)
inaktivieren kann (Lee et al., 1998; Lee et al., 2002). Dabei wird eines der beiden aktiven
Cysteine der PTP, die alle ein CXXC-Motiv besitzen, reversibel zu Cystein-Sulfensidure
(Cys-SOH) oxidiert. Bei hoherem oxidativem Stress kann die Sulfhydrylgruppe sogar auch
zu einer irreversiblen Form, der Cystein-Sulfinsidure (Cys-SO;H) oder Cystein-Sulfonsiure
(Cys-SOs3H), oxidiert werden wie in Abbildung 65 schon beschrieben (Woo et al., 2003).
Die Cys-SOH-Einheit der PTP wird im Normalfall direkt intramolekular von einem
zweiten Cystein angegriffen, bildet ein Disulfid und ist in dieser Form inaktiv. Diese
Disulfidbriicke kann dann wieder von antioxidativen Enzymen wie Trx oder Grx reduziert
werden. Fiir den Transkriptionsfaktor Yapl in Hefe konnte sogar ein gemischtes Disulfid
aus Yapl und Grx3 nachgewiesen werden (Delaunay et al., 2000), so dass eine solche
gemischte Disulfidbindung fiir Substrate mit Sulfhydrylgruppen moglich zu sein scheint.
Es ist allerdings nicht klar, ob diese Bildung gemischter Disulfide ein allgemeiner
regulatorischer Mechanismus ist, da es sehr schwierig ist, diese instabilen Spezies
nachzuweisen. Am Beispiel von PTEN, der Phosphatase, die PI1-3,4,5-P3 in PI-4,5-P2 im
Akt-Signalweg umwandelt, wird diese Oxidation veranschaulicht (vgl. Abbildung 66).
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Abbildung 66: Mechanismus der Aktivierung und Inaktivierung von PTEN

Hypothetischer Mechanismus der Inaktivierung von PTEN: Der aktive Cysteinrest von PTEN wird von Trx
oder Grx angegriffen und es entsteht ein instabiles gemischtes Disulfid. Ein anschlieBender intramolekularer
Angriff des zweiten Cysteins von PTEN verdrédngt Trx oder Grx und es entsteht ein inaktives PTEN, welches
eine intramolekulare Disulfidbriicke tridgt. Der Prozess ist reversibel und PTEN kann wieder durch die
Enzyme Trx oder Grx reduziert werden.

Der beschriebene Mechanismus bedeutet nun, dass antioxidative Enzyme nicht nur direkt
oxidativ wirken koOnnen, sondern dabei auch Signalwege beeinflussen konnen. Die
Modulation von Disulfidbriicken ist ein sehr schneller und effektiver Redoxmechanismus,
um zelluldre Signalwege an- und auszuschalten. Im Folgenden werden nun zwei
Signalwege genauer beschrieben, die iiber ROS induziert werden.

Im Falle von leichtem oxidativem Stress wird der Akt-Signalweg eingeschaltet, indem
PTEN durch Oxidation inaktiviert wird und die erhohte Phosphorylierung von Akt zu einer
Repression von pro-apoptotischen Genen wie z. B. FoxO-Proteinen fiihrt, einer
Untergruppe der Forkheadfamilie von Transkriptionsfaktoren, die Apoptose induzieren

(Song et al., 2005) (vgl. Abbildung 67).
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Abbildung 67: Darstellung des Akt-Signalwegs bei geringem oxidativem Stress

Schematische Darstellung des Akt-Signalwegs nach leichtem oxidativem Stress. PTEN wird durch Oxidation
seiner Sulthydrylgruppen inaktiviert, so dass PI-4,5-P2 zu PI-3,4,5-P3 phosphoryliert werden kann und
PDK1 Akt am Threonin-308 phosphoryliert. Diese Phosphorylierung aktiviert Akt, die wiederum dazu fiihrt,

dass FoxO inaktiviert und NF-xB aktiviert werden und pro-apoptotische Genexpression nicht stattfinden
kann.

Bei relativ hohem oxidativem Stress werden eher JNK- und p38MATK
Signaltransduktionswege angeschaltet. Auch hier spielen die redoxaktiven Enzyme eine
entscheidene Rolle in der Regulation der Kinasen. Es konnte gezeigt werden, dass Trx
Ask-1 binden kann und unter normalen Bedingungen seine pro-apoptotische Aktivitit
unterdriicken kann (Saitoh et al., 1998). Erhohter oxidativer Stress jedoch verursacht eine
Dissoziation dieses Komplexes und Ask-1 kann JNK, die Kinase, die in der Kaskade
unterhalb von Ask-1 steht, aktivieren. JNK aktiviert HIPK1 im Kern, eine Kinase, die

Daxx, das ,,death-associated protein*, phosphoryliert und so dessen Kernexport ermoglicht.
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Daxx aktiviert dann Ask-1 und fiihrt zum Anschalten eines pro-apoptotischen Signalwegs
(vgl. Abbildung 68). Dies ist ebenfalls ein sehr sensitiver Prozess, der erneut indirekt durch
Eingreifen antioxidativer Systeme zu einem An- oder Abschalten von Signalwegen und zur

(De)-repression von pro-apoptotischen Genen fiithrt

Catalase

Abbildung 68: Schematische Darstellung des pro-apoptotischen Ask-1-Signalwegs

Schematische Darstellung der Aktivierung des Ask-1-Transduktionswegs. Ask-1 bindet an Trx oder Grx und
ist in diesem Komplex inaktiv. Nach der Oxidation von Trx bzw. Grx 16st sich die Bindung zu Ask-1,
welches dann den JNK-Weg aktiviert. JNK bewirkt iiber Phosphorylierungen von Daxx die Translokation
von Daxx in das Zytoplasma. Daxx sorgt dann fiir eine Oligomerisierung von Ask-1 und phosphoryliert es,

so dass es in dieser aktiven Form den apoptotischen Signalweg anschalten kann (Quelle: Song et al., 2003).

Es wird nun im Folgenden diskutiert, ob DJ-1 eher einen direkten antioxidativen
Mechanismus ausiibt und als Sensor fiir oxidativen Stress gilt oder einen indirekten als

Intermediat in einem Signaltransduktionsweg.

5.6.1.3 DJ-1 als antioxidatives Protein oder Intermediat in Signal-

transduktionskaskaden

Die ersten Hinweise darauf, dass DJ-1 moglicherweise in Signaltransduktionskaskaden
eine Rolle spielt, kamen aus Drosophila-Studien. Kim und Kollegen konnten als erste

zeigen, dass der Verlust von Photorezeptoren in PTEN Knock-out-Fliegen mit dem
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Drosophila-Homologen von DJ-1 wieder geheilt werden konnte (Kim et al., 2005a). Die
funktionelle Interaktion von DJ-1 mit PTEN konnte in Zellkulturexperimenten bestatigt
werden. Insulin-stimulierte Zellen zeigten mit stabil transfiziertem DJ-1 eine erhohte
Phosphorylierung von Akt als Knock-out-Zellen. Yang und Kollegen konnten zusétzlich
zeigen, dass korperweiter DJ-1 Knock-out fiir Fliegen letal war. Selektives Ausschalten
des DJ-1-Gens nur im Fliegenauge konnte einen typischen Augenphénotyp hervorbringen.
Dieser Phinotyp wurde dann mittels verschiedener Signaltransduktionskaskaden versucht
zu heilen, wobei Stimulation des Akt-Signalwegs erfolgreich war (Yang et al., 2005) (vgl.
Kapitel 1.5.6).

In dieser Arbeit konnte in DJ-1 Knock-out-MEF-Zellen nach Induktion von H,O, eine
erhohte Phosphorylierung an der Stelle T308 im Akt-Protein festgestellt werden, wenn die
Zellen mit [wt]DJ-1 transfiziert wurden. Wihrend die G-Helix-brechenden Mutanten keine
oder nur wenig Phosphorylierung zeigten, wurde in Zellen, die mit [L166E]DJ-1 und
[V169I]DJ-1 transfiziert waren, eine Akt-Phosphorylierung auf wt-Niveau detektiert (vgl.
Abbildung 54B). Eine erhohte Akt-Phosphorylierung in [wt]DJ-1 transfizierten Zellen und
den nicht destabilisierenden Mutanten im Gegensatz zu den G-Helix-brechenden Mutanten
konnte auch in Insulin-stimulierten Zellen gezeigt werden (vgl. Abbildung 53).

Es gibt zwei entscheidende Phosphorylierungsstellen im Akt-Protein, T308 in der
Kinasedoméne und S473 in der regulativen Domine (Alessi et al., 1996). T308 wird von
der PDKI1 phosphoryliert (Alessi et al., 1997; Stokoe et al., 1997). Die Phosphorylierung
an T308 erfolgt in einer flexiblen T-Schleife der Kinasedomine, nahe des katalytischen
Zentrums. Die Phosphorylierung der T-Schleife dhnelt der Phosphorylierung in vielen
AGC-Kinasen (Proteinkinase A (PKA), G (PKG) und C (PKC)). Wenn die T-Schleife
phosphoryliert wird, schwingt sie vom aktiven Zentrum weg und macht den Weg frei fiir
ATP und Substrat (Toker et al., 2000). Dabei ist ein entscheidender Schritt, dass Akt mit
seiner N-terminalen Pleckstrin-homologen (PH)-Domiédne an die Plasmamembran-
gebundene phosphorylierte Phosphatidyle bindet, um somit zytoplasmatisches Akt an die
Membran zu relokalisieren und den Zugang fiir PDK1 zu ermdglichen (Franke et al,
1997), welches ebenso eine PH-Domiine besitzt. Der Phosphorylierungsmechanismus des
S473 im hydrophoben Motiv der C-terminalen Domine ist dagegen nicht so gut
untersucht. Es wurde vorgeschlagen, dass entweder eine Autophosphorylierung (Toker et
al., 2000) oder diverse Kinasen wie z. B. die Serinkinase Integrin-linked Kinase 1 (ILK-1)
(Persad et al., 2000) oder MAPK-aktivierendes Protein (MAPKAP)-Kinase (Clifton et al.,

1996) fiir die zweite Phosphorylierung verantwortlich sind, um den Akt-Signalweg zu
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stimulieren. Neuste Publikationen gehen davon aus, dass es iiber die ,,mammalian target of
rapamycin® (mTOR)-Proteinkinase phosphoryliert wird, welche einen Komplex mit
Rapamycin-insensitivem Partner von mTOR (Rictor) und ,,G-Protein [-subunit-like
protein“ (GBL) bildet (Bayascas et al., 2005; Sarbassov et al., 2005) (vgl. Abbildung 69).
Die jeweiligen Phosphatasen, die die Akt-Phosphorylierung wieder eliminieren konnen,
sind die Proteinphosphatase 2A (PP2A), die Okadasdure-sensitiv ist und die Stelle T308
dephosophoryliert, wihrend die PH-Domine Leucin-reiche repeat Protein Phosphatase
(PHPLPP) die Stelle S473 dephosphoryliert (Gao et al., 2005). PHPLPP agiert

Okadasdure-unabhingig und ist die einzige Proteinphosphatase, die eine PH-Domine
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Abbildung 69: Regulierung von Akt durch Kinasen und Phosphatasen

besitzt.

Schematische Darstellung der Kinasen und Phosphatasen, die den Akt-Signaltransduktionsweg regulieren.
PDK1 ist die Kinase, welche T308 phosphoryliert, wihrend PP2A die Phosphatase darstellt, die die
Phosphorylierung eliminiert. Der Komplex aus mTOR, Rictor, GBL phosphoryliert die Stelle S473, wihrend
PHPLPP diese Phosphorylierung riickgéingig macht.

Es stellt sich nun die Frage, an welcher Stelle DJ-1 die Akt-Phosphorylierung positiv
beeinflusst. Da aus den Drosophila-Experimenten hervorging, dass DJ-1 ein Antagonist
von PTEN ist (Kim et al.,, 2005a), wurde der Einfluss von DJ-1 auf PTEN zunichst

untersucht. Ein moéglicher Mechanismus wire, dass durch H,O, die PTEN-Aktivitét
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blockiert ist aufgrund der wunter Kapitel 5.6.1.2, Abbildung 66 beschriebenen
Disulfidbildung und durch eine erhohte Phosphorylierung von Akt der ,,pro-survival®-
Signaltransduktionsweg angeschaltet wird. Das Ganze geschieht aber nur in Anwesenheit
von intaktem DJ-1. In Zellen, die mit den G-Helix-brechenden DJ-1-Mutanten transfiziert
wurden, ist die Phosphorylierung unterdriickt. Damit stellt sich die Frage, ob es sich bei
der Inaktivierung von PTEN um einen direkten Mechanismus von DJ-1 handelt, dhnlich
einem gemischten Disulfid, oder ob dies eher indirekt passiert. Co-IP von endogenem
PTEN oder einem Myc/PTEN-Konstrukt mit DJ-1/V5 waren erfolglos (Daten wurden
nicht gezeigt). Ebenso konnte auch in Y2H-Studien keine eindeutige Interaktion der beiden
Proteine gezeigt werden (Daten wurden nicht gezeigt).

Durch den Shift-Assay, bei dem sowohl die oxidierte als auch reduzierte Form von PTEN
in einem nicht-reduzierenden SDS-Gel aufgetrennt werden konnen (Lee et al., 2002; Leslie
et al., 2003; Meng et al., 2002), sicht man in den mit H,O, behandelten DJ-1-Proben
sowohl eine oxidierte untere als auch eine nicht oxidierte obere Bande (vgl. Abbildung
54A). Da beide Modifikationen von PTEN nachgewiesen wurden, ldsst sich daraus
schlieBen, dass DJ-1 wahrscheinlich kein direktes antioxidatives Enzym ist, da ansonsten
die oxidierte PTEN-Bande von DJ-1 eliminiert sein miisste. Somit scheint DJ-1 einen
indirekten Einfluss auf PTEN zu haben oder DJ-1 agiert weiter unterhalb der
phosphorylierten Phosphoinositidlipiden und beeinflusst die Kinasen PDK1 und mTOR.
Der zweite Hinweis auf eine Beteiligung von DJ-1 in einem Signaltransduktionsweg kam
von Junn und Kollegen (Junn et al., 2005). Es wurde gezeigt, dass das Fehlen von DJ-1
nach oxidativer Behandlung von H,0O, in neuronalen SH-SYSY Zellen zu einer
Aktivierung des pro-apoptotischen Signaltransduktionswegs Ask-1 fiihrte. Die in dieser
Arbeit gezeigten in vitro Kinase-Experimente zeigten eine erhohte Phosphorylierung von
MBP, einem Substrat der Ask-1-Kinase, wenn die Zellen mit [L166P]DJ-1 transfiziert
waren oder in DJ-1 Knock-out Zellen. Diese Phosphorylierung blieb in [wt]DJ-1-
transfizierten Zellen aus. DJ-1 scheint Ask-1-Aktivierung zu verhindern, indem es an Daxx
bindet und dieses an einer Translokation aus dem Kern hindert. In Y2H-Studien und Co-IP
konnte eine Interaktion von DJ-1 und Daxx in der oben genannten Publikation gezeigt
werden.

In dieser Arbeit wurde in den DJ-1 Knock-out-MEF-Zellen, die mit [wt]DJ-1, [V169I]DJ-1
oder [L166E]DJ-1 transfiziert wurden, in demselben in vitro Kinasesystem ebenfalls eine
Reduktion an Ask-1-Aktivitit im Gegensatz zu [L166P]DJ-1 und [V169P]DJ-1
transfizierten Zellen festgestellt (vgl. Abbildung 55). Anders als in den SH-SY5Y
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transfizierten Zellen (Junn et al., 2005) wurde jedoch eine direkte Interaktion von DJ-1 mit
Ask-1 detektiert (vgl. Abbildung 55). AuBerdem war die Interaktion in H,O,-induzierten
Zellen in Anwesenheit von DJ-1 stédrker als in nicht induzierten Zellen. Dabei scheint Ask-
1, welches durch Trx oder Grx inaktiviert ist, nach der Oxidation dieser Redoxenzyme die
JNK-Kinase zu aktivieren (vgl. Abbildung 68). Diese Ergebnisse deuten erneut darauf hin,
dass DJ-1 eine indirekte Schutzfunktion einnimmt und die Aktivierung von pro-
apoptotischen Genen unterdriickt. Der Einfluss von DJ-1 sowohl im ,,pro-survival“-Akt-
Signalweg unter leichten Stressbedingungen als auch im pro-apoptotischen Ask-1-
Transduktionsweg bei hohem oxidativem Stress wird in der folgenden Abbildung

abschliefend zusammengefasst (vgl. Abbildung 70).
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Abbildung 70: Schematische Darstellung des Einflusses von DJ-1 im Akt- und Ask-1-Signalweg

Schematische Darstellung des anti-apoptotischen Signalwegs Akt und der Inaktivierung von PTEN, der von
DJ-1 bei leichtem oxidativem Stress beeinflusst wird. Im Gegensatz dazu wird der Ask-1-Signalweg bei
erhohtem oxidativen Stress angeschaltet, wenn DJ-1 fehlt oder im Falle der instabilen Mutante L166P. Beide
Signalwege induzieren antioxidative Gene und reprimieren apoptotische Gene, was am Ende zum
Zelliiberleben fiihrt.

Die schiitzende Funktion von DJ-1 scheint also abhiingig von der Stirke des oxidativen

Stresses zu sein. Bei leichtem oxidativem Stress werden Cysteine und Methionine
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reversibel zu Sulfensiduren (Cys-SOH oder Met-SOH) oxidiert (Choi et al., 2006), und DJ-
I kann als feiner Redoxsensor agieren. Dabei kann DJ-1 den Akt-Weg induzieren,
antioxidative Gene anschalten und den Ask-1-Signaltransduktionsweg reprimieren. Bei
hohem oxidativem Stress werden die Cysteine und Methionine von DJ-1 irreversibel zu
Sulfin- oder Sulfonsiduren oxidiert (Cys-SO, und Met-SO,), und der Redoxsensor ist
inaktiv. Somit konnen durch oxidativen Stress induzierte Prozesse wie mitochondriale
Fehlfunktionen, Ausfall des UPS und Anreicherung fehlgefalteter und toxischer Proteine in
Gang gesetzt werden, welche typischerweise mit der PK assoziiert sind. Der
Oxidationszustand von DJ-1 konnte einen Marker fiir die PK oder andere durch iiberhthten

oxidativen Stress induzierte Krankheiten darstellen.

5.6.2 Funktion von DJ-1 im Zellkern

Niki und Takahashi und Kollegen konnten zeigen, dass DJ-1 die Aktivitdt des
Androgenrezeptors (AR) positiv reguliert (Niki et al., 2003a; Takahashi et al., 2001b).
Dabei wurde ein DJ-1-Bindungsprotein (DJBP) mit Hilfe von Y2H-Studien gefunden,
welches an den AR bindet und dessen Aktivitdt reduziert. DJ-1 kann jedoch diese
Repression auftheben und die AR-Aktivitit zum Teil wieder herstellen, was mit Hilfe von
Luciferase-Assays und Co-IP von Niki und Kollegen gezeigt werden konnte. DJBP
rekrutiert dabei den Co-Repressorkomplex aus Histon-Deacetylase (HDAC) und mSin3.
HDAC ist ein Enzym, welches Acylgruppen von Histonen entfernt, damit diese an DNA
binden konnen und deren Gentranskription inhibieren. mSin3 induziert die Aktivitit von
HDAC. Dieselbe Gruppe konnte weiterhin in ihrem Y2H-Screen PIASx-a, einen
Modulator des AR und eine E3-Ligase bei der Sumoylierung (vgl. Kapitel 1.5.5), als ein
weiteres DJ-1-Bindungsprotein identifizieren (Takahashi et al., 2001b). Dabei wurde in
Co-IP-Studien eine direkte Interaktion von DJ-1 mit PIASx-ot an der AR-Bindungsseite
von PIASx-o detektiert. PIASx-ot ist an sumoylierungsabhingigen Prozessen beteiligt,
indem es dhnlich wie bei ubiquitinierungsabhidngigen Prozessen im UPS kleine SUMO-
Proteine auf Lysine transferiert. Da DJ-1 durch Bindung an PIASx-ot den AR positiv
beeinflusst, lag die Vermutung nahe, dass dieser Prozess sumoylierungsabhingig
stattfindet. Es wurde aus dieser Uberlegung heraus eine DJ-1-Mutante K130R angefertigt,
welche an der vermuteten Sumoylierungsstelle Lysin-130 ein Arginin trigt. Dieses
Konstrukt konnte die Bindung zwischen AR und PIASx-a nicht trennen, wihrend [wt]DJ-

1 konzentrationsabhéingig eine komplette Dissoziation des AR-Komplexes bewirkte. In den
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Luciferase-Assays war die AR-Aktivitdt in cotransfizierten [K130R]DJ-1-Zellen im
Vergleich zu [wt]DJ-1 transfizierten Zellen erheblich reduziert.

DJ-1 scheint also auch eine Funktion im Zellkern zu haben, da es den AR durch
transkriptionelle Regulation aktivieren kann.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass in HEK 293T-Zellen DJ-1
hauptsidchlich im Zytoplasma lokalisiert ist. Durch eine Co-Transfektion von DJ-1 mit
PIASx-o0 wurde eine erhohte Lokalisation von DJ-1 im Zellkern festgestellt (vgl.
Abbildung 59). Damit scheint PIASx-ot in seiner Funktion als E3-Ligase DJ-1 zu
sumoylieren, so dass modifiziertes DJ-1 in den Zellkern gelangen kann. Es ist aus der
Literatur bekannt, dass Sumoylierungen verschiedener Proteine zu einer Translokation in
andere subzelluldre Bereiche bzw. zu einer Regulation transkriptioneller Prozesse fithren
konnen (Seeler et al., 2003). Allerdings war auch eine Colokalisation von [K130R]DJ-1
und PIASx-a0 zu beobachten, so dass es moglicherweise noch eine andere
Sumoylierungsstelle im DJ-1-Protein gibt, die fiir diese Translokation verantwortlich ist
oder eine sumoylierungsunabhingige Translokation stattfindet. Zusétzlich konnte eine sehr
schwache Sumoylierung in vitro und in vivo gezeigt werden. Allerdings war diese im
Vergleich zu einer Positivkontrolle p53 sehr schwach ausgeprigt (vgl. Abbildung 57,
Abbildung 58). Auch hier war eine Sumoylierung ebenso fiir die Mutante K130R zu
detektieren. Diese Befunde stehen im direkten Widerspruch zu den Daten von Niki und
Kollegen. Dieselbe Gruppe konnte zusitzlich noch zeigen, dass von allen 16 Lysinen des
DJ-1-Proteins, die zu Argininen mutiert wurden, nur KI130R nicht sumoyliert wurde
(Shinbo et al., 2006). Allerdings ist weiterhin die Spezifitit dieser Sumoylierung sehr
fragwiirdig, da sie sehr schwach ausgepridgt war und auBBerdem sehr schlecht in unserem
Assay zu reproduzieren war. Moglicherweise waren die Bedingungen und das Zellsystem
nicht ideal gewihlt.

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass eine sumoylierungsabhédngige Translokation von
DJ-1 in den Zellkern und eine Bindung an PIASx-o zu einer Aktivierung der AR fiihrt.
Diese Aktivitit fithrt zu einer erhohten Transkription des TH-Gens (Jeong et al., 2005). TH
ist das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Dopaminbiosynthese. Die
Dopaminsynthese ist bei Parkinsonpatienten erheblich gestort, was schlielich zu
Bewegungsstorungen und den typischen Kardinalsymptomen fiihrt. Dabei ist eine intakte
TH-Funktion von entscheidender Wichtigkeit und scheint bei einer Fehlfunktion von DJ-1

stark beeintréchtigt zu sein.
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DJ-1 scheint nicht nur den AR positiv zu regulieren (Takahashi et al., 2001b), sondern
auch die Transkription des Tumorsuppressors p53. In dem oben erwihnten Y2H-Screen
wurde TOPORS gefunden, ein Protein, welches auch unter dem Namen p53-
Bindungsprotein (p53BP) bekannt ist und sowohl p53 als auch Topoisomerase I bindet.
Nach UV-Bestrahlung wurde eine erhohte Co-Lokalisation von DJ-1 und p53 festgestellt,
die mit einer erhohten Sumoylierung einherging. P53 bindet an TOPORS, wird sumoyliert
und ist inaktiv. Durch Bindung von DJ-1 an p53 wird p53 aus dem TOPORS-Komplex
befreit und seine transkriptionelle Aktivitédt angeschaltet (Shinbo et al., 2005).

Damit gibt es zwei verschiedene sumoylierungsabhiingige Prozesse, bei denen DJ-1 die
transkriptionelle Aktivitdit von zwei veschiedenen Genen aktiviert. DJ-1 wird dabei
sumoylierungsabhiingig in den Kern transportiert und aktiviert entweder p53 als Folge
einer oxidativen Stressantwort oder den AR, was TH-Expression hervorruft und zur
Biosynthese von Dopamin wichtig ist. Diese Fahigkeiten von DJ-1 in der transkriptionellen
Modulation werden in der folgenden Abbildung noch einmal zusammenfassend dargestellt

(vgl. Abbildung 71).

SUMO
p53BP3 1 PIASX-a
DJ-1
/ @PP/HAT
? +p53 AR [ TH
Stressantwort Dopamin Biosynthese

Abbildung 71: DJ-1 als Modulator in SUMOQO-abhingigen transkriptionellen Prozessen

Schematische Darstellung von DJ-1, welches iiber SUMO-Modifikationen in den Kern gelangt und dort
durch Bindung an p53 oder PIASx-a. die transkriptionellen Prozesse reguliert. Dabei werden entweder Gene
der Stressantwort transkribiert durch Aktivierung von p53 oder TH durch Aktivierung des AR.

5.6.3 Mitochondriale Funktion von DJ-1

In der Literatur konnte gezeigt werden, dass eine kleine Fraktion von DJ-1 in
Mitochondrien lokalisiert ist. Allerdings gilt dies sowohl fiir [wt]DJ-1 als auch fiir die
pathogenen Mutanten und Polymorphismen [L166P]DJ-1, [M261]DJ-1, [R98Q]DJ-1,
[D149A]DJ-1 und [A104T]DJ-1 (Blackinton et al., 2005; Zhang et al., 2005). Sowohl in
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IF-Studien als auch in subzelluldren Fraktionierungen wurde DJ-1 zu einem geringen
Anteil (ca. 10%) in Mitochondrien detektiert (Miller et al., 2003). Li und Kollegen konnten
sogar zeigen, dass DJ-1 mit dem mitochondrialen Chaperon Hsp70 comigriert und nach
H,0,-Behandlung eine erhohte Lokalisation von [wt]DJ-1 in den Mitochondrien zu finden
ist (Li et al., 2005). Bonifati und Kollegen konnten jedoch nur fiir LI166P eine
mitochondriale Lokalisierung in den Mitochondrien finden (Bonifati et al., 2003b). In
dieser Arbeit konnte keine ausgeprigte Lokalisierung von DJ-1 in Mitochondrien
beobachtet werden (vgl. Abbildung 20). Dies kann zum einen daran liegen, dass der Anteil
von mitochondrial gebundenem DJ-1 unter der Detektionsgrenze lag, zum anderen konnte
es in verschiedenen Zelltypen auch Unterschiede in der subzelluliren Verteilung geben.
Bei erhohtem oxidativen Stress erhohte sich die subzelluldre Verteilung von DJ-1 und
seinen Mutanten in den Mitochondrien um das Drei- bis Vierfache (Blackinton et al.,
2005). Es wurde beschrieben, dass vor allen Dingen die Oxidationsstufen der drei Cysteine
des DJ-1-Proteins von besonderer Bedeutung waren. Die beiden Cysteine-53 und -46, die
zu Alaninen mutiert wurden, zeigten dabei eine &dhnlich erhohte Translokation in
Mitochondrien bei erhOhtem oxidativen Stress, wiahrend C106A weder unter nicht-
oxidierenden noch unter oxidierenden Bedingungen in den Mitochondrien lokalisiert war
(Canet-Aviles et al., 2004). Auch die antioxidative Wirkung der C106A-Mutante war im
Vergleich zu [wt]DJ-1 deutlich gesenkt und ebenso gering wie die der pathogenen Mutante
L166P (Takahashi-Niki et al., 2004). Somit ist wahrscheinlich das Cystein-106, welches
Teil des moglichen katalytischen Zentrums von DJ-1 ist, das Cystein, welches ROS
eliminieren und die Zelle vor zu groem oxidativen Stress schiitzen kann. Eine erhohte
Oxidation an der Stelle C106 im Vergleich zu C46 und C53 konnte auch durch
Massenspektrometriedaten von Kinumi und Kollegen (Kinumi et al., 2004) belegt werden.
Ein weiterer Hinweis darauf, dass DJ-1 eine wichtige Rolle in der Fehlfunktion von
Mitochondrien spielt, ergibt sich aus den DJ-1 Knock-out-Méausen. Diese zeigen erst nach
MPTP-Behandlung eine hohere Sensitivitdt auf dessen toxische Wirkung im Vergleich zu
Kontrollmiusen (Kim et al., 2005b). Ebenso konnte in der mit Mitochondrien
angereicherten Fraktion der SN von MPTP behandelten Miusen eine erhdhte Lokalisation
von DJ-1 in den Mitochondrien festgestellt werden (Jin et al., 2005).

Diese Befunde sprechen dafiir, dass DJ-1 eine physiologische Rolle in den Mitochondrien
als Radikalfinger einnimmt, um das Gleichgewicht der ROS aufrecht zu erhalten. Wenn
der protektive Effekt von DJ-1 aber fehlt, dann findet eine Akkumulation der ROS in den

Mitochondrien statt, so dass diese verletzbar sind bzw. so stark in ihrer Funktion gestort
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werden, dass ein irreversibler Prozess in Gang gesetzt wird, der zum Zelltod fithrt und im

Parkinsonpatienten ein vermehrtes Sterben dopaminerger Neuronen verursacht.

5.7 Relevanz der Charakterisierung von DJ-1 fiir die PK und
andere Erkrankungen

Da erhohter oxidativer Stress nicht nur in der PK von Bedeutung ist, sondern auch fiir
Krankheiten wie Krebs, Arteriosklerose, Diabetes, Ischimie und neurodegenerative
Erkrankungen im allgemeinen eine Rolle spielt, ist die zytoprotektive Eigenschaft von DJ-
1 auch dort wichtig. Ganz allgemein scheint das Alter einen erhdhten Risikofaktor fiir viele
der oben genannten Krankheiten zu spielen, da gerade bei dlteren Menschen sich mehr
ROS ansammeln, so dass die Abwehrsysteme aus enzymatischen und nicht-enzymatischen
Redoxsystemen stark belastet oder iiberfordert sind und das sensible Gleichgewicht aus
ROS-Produktion und -Vernichtung erheblich gestort ist (Finkel et al., 2000; Martindale et
al., 2002). Gerade in diesem Zusammenhang ist es besonders wichtig, moglichst intakte
und gut funktionierende Abwehrsysteme zu haben, die eine Oxidation von DNA, RNA und
Lipiden verhindern konnen. Dabei konnte DJ-1 eine ganz entscheidende Rolle einnehmen.
Aus immunohistologischen Untersuchungen an Hirnen von Parkinson- und
Hirnschlagpatienten konnte eine erhohte DJ-1-Lokalisation in Astrozyten festgestellt
werden, die wegen ihrer ausgeprigten sternformigen Morphologie reaktive Astrozyten
genannt werden (Bandopadhyay et al., 2004; Neumann et al., 2004). Reaktive Astrozyten
tiben im Gegensatz zu den stiitzenden Astrozyten eine Schutzfunktion gegeniiber den
benachbarten Neuronen aus und verteidigen diese gegen erhohten oxidativen Stress. DJ-1
ist zwar nicht in LK, dem typischen pathologischen Merkmal der PK, nachweisbar, aber in
neuronalen Tau-Einschliissen von post-mortem-Hirnen von Patienten mit Pick’scher
Krankheit und der Alzheimer’schen Krankheit sowie in glialen Einschliissen von Hirnen
von Patienten mit MSA und der Pick’schen Krankheit. Im Gegensatz zu DJ-1 ist o—
Synuclein hauptsichlich in LK angereichert. Die Tatsache, dass DJ-1 hauptsédchlich in
Astrozyten anzutreffen ist und nicht nur in der PK, sondern auch in anderen
neurodegenerativen Erkrankungen sowie der Ischidmie, ldsst den Schluss zu, dass der
Schutzmechanismus von DJ-1 iiberall dort ausgefiihrt werden kann, wo es zu einer
tiberméBigen Produktion oder Ansammlung von ROS kommt.

Es ist bekannt, dass Astrozyten neuroprotektive Funktionen ausiiben, um die benachbarten
Neuronen vor erhthtem oxidativen Stress zu schiitzen. Dabei spielt das nicht-enzymatische

Tripeptid GSH eine entscheidende Rolle, indem es bei erhdhter Stickoxidproduktion die
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Glutathionproduktion erhoht. Dieses gelangt verstidrkt in dem intrazelluliren Raum, wird
von den Neuronen aufgenommen und zur Verteidigung gegen verstirkte Angriffe von
ROS eingesetzt. Gleichzeitig wird auch die Produktion an SOD3 erhoht, die die Oxidation
von GSH zu oxidiertem Glutathion (GSSG) verhindern soll, welches nicht von den

Neuronen aufgenommen werden kann (Heales et al., 2004) (vgl. Abbildung 72).

fghu
sevstgly
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Abbildung 72: Schematische Darstellung der Funktion von reaktiven Astrozyten

Eine erhohte Menge an Stickstoffoxid bei erhohtem oxidativem Stress fiihrt zu einer Steigerung der GSH-,
SOD3- und y—Glutamyltransferase (y-GT)-Expression, einem Enzym zum Transport von GSH in den

extrazelluldiren Raum. SOD3 verhindert eine erhohte Oxidation von GSH zu GSSG, so dass moglichst viel
GSH in Neurone durch die Aminopeptidase (aN) transportiert werden kann, wo es zur Eliminierung der
erhohten ROS als Verteidigungsmechanismus benutzt wird. DJ-1 ist in reaktiven Astrozyten in erhhten
Mengen zu finden und scheint dort eine wichtige Rolle im GSH-Transport zu spielen (Heales et al., 2004).

Hier spielen erneut wieder sensible Redoxsysteme eine grofle Rolle. Auch DJ-1 scheint
beteiligt an diesem Verteidigungsmechanismus und ist vermutlich in der Lage, diese
Verteidigungsmaschinerie entscheidend zu beeinflussen und ebenfalls die SOD3- und
GSH-Produktion zu erhdhen.

Einen direkten Einfluss von DJ-1 auf die GSH-Produktion in neuronalen Zellen und
primédren dopaminergen Neuronen konnten Zhou und Kollegen erstmals feststellen (Zhou

et al, 2005). Sie transduzierten dopaminerge Zellen mit adenoviralem [wt]DJ-1,
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[L166P]DJ-1 und einem Knock-out-Konstrukt und konnten nach Behandlung mit H,O,
eine erhohte Menge an Glutamat-Cystein-Ligase (GCL), einem
geschwindigkeitsbestimmenden Enzym der GSH-Synthese, in der RT-PCR detektieren.

In Vorversuchen wurde RNA aus Hirnen von DJ-1 Knock-out-Miusen, die mittels des
GeneTrap-Verfahrens hergestellt worden waren (vgl. Abbildung 46), isoliert und ebenfalls
auf Unterschiede in der Expression von verschiedenen Redoxsystemen untersucht. Dabei
wurden 2 Monate alte DJ-1 Knock-out-Miuse mit 12 Monate alten und junge gleichaltrige
Kontrollmiuse mit édlteren Méusen verglichen. Es zeigte sich dort, dass die Expression von
mitochondrialem SOD2-Enzym in den &lteren Kontrollmédusen deutlich hoher exprimiert
war als in entsprechenden jiingeren und den Knock-out-Miusen (Daten nicht gezeigt).
Generell war die Expression von Prx4, Trx2 und Gprx2 in den dlteren Miusen hoher als in
den jeweils jlingeren Tieren. Dort spiegelt sich erneut wider, dass es im Alter zu erhohtem
oxidativen Stress kommt und damit die Redoxsysteme besonders intensiv arbeiten miissen.
AbschlieBend kann man festhalten, dass DJ-1 nicht nur in der PK von Bedeutung ist,
sondern einen ganz allgemeinen Verteidigungsmechanismus ausiibt, der in beschiddigtem
Hirngewebe zum Tragen kommt und sowohl beim Hirnschlag als auch in anderen
neurodegenerativen Erkrankungen wie auch im Alter immer wichtiger wird. Ein Fehlen
von DJ-1 kann zu einem Ungleichgewicht des sehr sensiblen Redoxsystems fiihren, was
zur Folge hat, dass erhohter oxidativer Stress auftritt und sowohl der mitochondriale Weg

als auch das UPS gestort ist, was letztlich zum erhéhten Zelltod fithren kann.
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6. Ausblick

DJ-1 ist ubiquitédr exprimiert und scheint je nach Lokalisation unterschiedliche Funktionen
auszuiiben. Dabei ist die Integritdt der DJ-1-Struktur Voraussetzung fiir eine vollstindige
Funktionsausiibung. Bei einem Fehlen von DJ-1 im Falle von L166P, dessen Expression
erheblich reduziert ist, konnen vermutlich sumoylierungsabhingige Prozesse wie die
Kerntranslokation und Aktivierung von AR und p53 und oxidationsabhingige Prozesse
wie die  Zytoprotektion und die  Aktivierung oder Inhibierung  von
Signaltransduktionskaskaden nicht stattfinden. Daher ist eine detailliertere Untersuchung
sowohl der Struktur als auch der Funktion von DJ-1 von enormer Bedeutung.

In dem C-terminalen Helix-Knick-Helix Motiv kommt es offensichtlich durch die Helix-
brechende AS Prolin nur in der G-Helix zu einer solchen konformationellen Verdnderung,
dass keine Dimerisierung mehr stattfinden kann. Das gleiche trifft auch fiir das Fehlen des
Knicks mit den AS Asparagin-173 und Glycin-174 zu. Leider konnte bisher nur fiir wt
bzw. E64D gezeigt werden, dass sich der Anteil an o-Helix verringert und die Kniuel-
Formation bei einer schrittweisen Temperaturerhohung bei 55°C ansteigt. Es ist jedoch
nicht klar, wie sich die tertidare und quartire Struktur der C-terminalen DJ-1-Mutanten
verdndert, da L166P auch in Bakterien nicht stabil exprimiert werden kann. Damit war eine
vollstandige Strukturaufklirung dieser Mutante nicht durchfiihrbar. Daher wurde versucht,
dieses Problem mittels dreifach-isotopenmarkiertem rekombinantem [wt]DJ-1 anzugehen,
und die dynamische Struktur von DJ-1 insbesondere des C-Terminus mit Hilfe von NMR-
spektroskopischen Methoden, durchgefiihrt von Jochen Klages (Arbeitskreis Prof. Kessler,
TU Miinchen), aufzukldren. Dabei besteht die Vermutung darin, dass man bei einer
entsprechenden Temperaturerh6hung eine dynamische Strukturinderung von flexibleren
und weniger flexiblen Teilen der Struktur unterscheiden konnte. Eine dynamische
Untersuchung konnte weiter Aufschluss dariiber geben, ob dabei das mogliche aktive
Zentrum frei zuginglich ist oder ob hydrophobe Seitenketten frei gelegt werden, so dass
das Protein verstarkt mit Chaperonen wechselwirken kann und dem UPS zugefiihrt wird.
DJ-1 hat jedoch insgesamt einen hohen Anteil an hydrophoben Seitenketten, was die
Zuordnung der einzelnen AS bei der Auswertung der NMR-Spektren erheblich erschwerte
und die Studien deshalb noch andauern 148t.

Ein besseres Verstidndnis der strukturellen Zusammenhiinge konnte weiter Aufschluss iiber
die genaue Funktion von DJ-1 geben. Es scheint durch oxidative Prozesse aktiviert zu

werden und dort Schutzfunktionen auszuiiben. Allerdings ist es wohl kein direktes
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antioxidatives Agens, da zum einen seine Cysteine zum Teil irreversibel oxidiert werden
(Wilson et al., 2003a), zum anderen scheint es andere antioxidative Verteidigungssysteme
in dopaminergen Zellen zu aktivieren wie z. B. GSH (Zhou et al., 2005). Diese
Untersuchungen sollten nicht nur in der Zellkultur, sondern auch in post-mortem-Hirnen
von Parkinsonpatienten durchgefithrt werden. Da DJ-1 in reaktiven Astrozyten von
Parkinsonpatienten in erhohten Mengen zu finden ist (Neumann et al., 2004), wére es
interessant, den Schutzmechanismus von DJ-1 detaillierter zu charakterisieren. Mit Hilfe
von Genarrays konnte man verschiedene Gene, die in der oxidativen Stressantwort
involviert sind, auf deren Aktivierung untersuchen. Eine unterschiedliche Expression von
antioxidativen Genen in kranken und gesunden Patienten konnte weiter Aufschluss geben,
wie der molekulare Mechanismus von DJ-1 in reaktiven Astrozyten aussieht. In ersten
prelimindren semiquantitativen RT-PCR-Studien von RNA aus DJ-1 Knock-out-Miusen
konnte festgestellt werden, dass das mitochondriale antioxidative Genprodukt SOD2 in 12
Monate alten Kontrollmdusen hoher exprimiert ist als in gleichaltrigen DJ-1 Knock-out-
Maushirnen. Dieser Befund deutet daraufhin, dass die Verteidigungssysteme durch ein
Fehlen von DJ-1 gestort sind und somit ein erhdhtes Sterben von Neuronen stattfinden
kann. Der Redoxstatus von DJ-1 und seiner drei Cysteine sowie auch einiger Methionine
(Choi et al., 2006) konnten dabei sehr wichtig fiir die Aktivitit von DJ-1 sein. DJ-1 scheint
als zytoprotektives Protein vor allen Dingen in den (pro)-apoptotischen
Signaltransduktionskaskaden erst nach oxidativer Stressinduktion aktiviert zu werden. Je
nach Stidrke und Dauer des Stresses hat DJ-1 Einfluss auf die ,,pro-survival®“-Akt-
Signalkaskade bei schwachem oxidativen Stress oder den apoptotischen Ask-1-Signalweg
bei hohem oxidativen Stress. Die Oxidationsstufen von DJ-1 miissten weiter untersucht
werden und der Einfluss von DJ-1 in der Apoptose aufgekldart werden, um dies als
moglichen allgemeinen Marker fiir oxidativen Stress in der Zelle heranziehen zu kdnnen.
Ein detaillierter Einblick in die Funktion von DJ-1 in der Apoptose und oxidativen
Stressantwort konnte sehr hilfreich nicht nur in der PK, sondern auch bei Schlaganfall,
Diabetes, Arteriosklerose und Krebs sein; Krankheiten, die mit erhohtem oxidativen Stress
und Zellsterben einhergehen. In der Krebsforschung ist DJ-1 als Protoonkogen schon
langer bekannt. Urspriinglich wurde DJ-1 als Protoonkogen gefunden (Nagakubo et al.,
1997), wobei es NIH3T3 Zellen in Kooperation mit H-Ras transformiert. Es wurde
weiterhin als negativer Regulator von PTEN, einem Tumorsuppressor und Phosphatase im
Akt-Signalweg, als moglicher diagnostischer Marker fiir Lungenkrebs identifiziert (Kim et
al., 2005a).
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Aufgrund dieser vielseitigen funktionellen Eigenschaften von DJ-1 in den
unterschiedlichsten zelluldren Bereichen und seines Einflusses in verschiedenen
Krankheiten ist es von groBer Wichtigkeit, sowohl die exakten funktionellen
Zusammenhinge aufzuklidren als auch seine Einsetzbarkeit als Marker in der
Krebsdiagnostik genauer zu untersuchen bzw. einen moglichen therapeutischen Ansatz in

der oxidativen Stressantwort zu finden.
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7. Zusammenfassung

Zu Beginn dieser Arbeit wurde DJ-1 erstmals mit der PK in Zusammenhang gebracht. Die
ersten Studien zeigten, dass L166P, eine Punktmutation im C-Terminus des DJ-1-Proteins,
und eine Deletion von Exon 1-5 zu den Mutationen gehoren, die zu den motorischen
Fehlfunktionen, den Kardinalsymptomen, im Parkinsonpatienten fiihren.

Diese Arbeit konnte dazu beitragen die Funktion von DJ-1 besser zu verstehen bzw. die
Auswirkungen des Fehlens von DJ-1 aufzudecken. Es stellte sich heraus, dass die
Expression von L166P im Vergleich zu [wt]DJ-1 sowohl in Eukaryoten als auch in
Prokaryoten stark reduziert war. Die stark verminderte Proteinexpression kann entweder
durch eine erhohte Instabilitdt der RNA, durch eine Stoérung in der Proteinsynthese oder
einen beschleunigten Abbau hervorgerufen werden. Durch semiquantitative RT-PCR- und
quantitative RT-PCR-Experimente konnten Instabilitidten der RNA ausgeschlossen werden.
Eine ineffektive Translation konnte durch ,Pulse-Chase“-Experimente und CHX-
Inhibitorstudien ebenso entkriftet werden. Allerdings scheint ein gesteigerter Abbau von
[L166P]DJ-1 verantwortlich fiir dessen reduzierte Expression zu sein. Die Art des
beschleunigten Abbaus konnte zwar nicht zweifelsfrei geklirt werden, aber es zeigte sich,
dass ein Zusammenhang zwischen der Stabilitdt und der Struktur von DJ-1 besteht. Dabei
spielt die C-terminale Domine eine groB3e Rolle, die nur im DJ-1-Protein als signifikante
Helix-Knick-Helix Struktur vorhanden ist, nicht aber unter seinen Strukturhomologen. In
einer Mutagenesestudie konnte gezeigt werden, dass im Helix-Knick-Helix Motiv nicht
nur die PK-assoziierte Mutante L166P, sondern auch die Helix-brechende Mutante V169P
in derselben Helix (G-Helix) und eine Deletion am Knick des Motivs (AN173/G174) eine
Destabilisierung von DJ-1 bewirken konnte. Helix-brechende Mutationen in der H-Helix
zeigten keine verminderte Proteinexpression im Vergleich zu [wt]DJ-1. Die G-Helix-
brechenden Mutanten scheinen das Protein konformationell so zu verindern, dass keine
Dimerisierung mehr moglich ist, was aus Co-IP Studien hervorging. Das Helix-Knick-
Helix Motiv, welches einen Grofteil der Dimerberiihrungsfliche ausmacht, scheint bei der
Dimerisierung eine entscheidende Rolle einzunehmen. Weiterhin konnte ein direkter
Zusammenhang der Stabilitdt und Integritit von DJ-1 und seiner Funktion herausgearbeitet
werden. Dabei sind die G-Helix-brechenden Mutanten unter oxidativem Stress weniger
zytoprotektiv und konnen in (anti)-apoptotischen Signalwegen eine Expression von

apoptotischen Genen nicht verhindern. Diese Prozesse sind abhingig vom oxidativen
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Zusammenfassung

Stress und von der Fihigkeit von redox-sensitivem DJ-1 als Intermediator in apoptotischen
Signalwegen antioxidative Gene zu aktivieren.

Diese Erkenntnis ist vor allen Dingen in reaktiven Astrozyten von Wichtigkeit, die
Neurone, in Parkinsonpatienten besonders die dopaminergen Neurone, vor oxidativem
Stress schiitzen konnen. In reaktiven Astrozyten ist DJ-1 in groBen Mengen lokalisiert und
scheint die Aktivierung von Verteidigungssystemen wie GSH zu beeinflussen. Somit ist
DJ-1 ein wichtiger Marker fiir erhohten oxidativen Stress, nicht nur in der PK, sondern
auch bei Schlaganfallpatienten. Eine erhohte Produktion von DJ-1 wiirde einen groferen
Schutz vor neuronalem Sterben bewirken, so dass dies auch therapeutische Moglichkeiten

eroffnen konnte.
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