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1 Einleitung

1.1 Die Parkinson-Krankheit (PK)

1.1.1 Krankheitsbild und Behandlung

Die Parkinson-Krankheit (PK) ist eine fortschreitende neurodegenerative Erkrankung
des Bewegungsapparats. Die Krankheit betrifft mehr als 1 % aller iiber 65-jahrigen
Menschen in Industrielindern (de Rijk et al., 2000; Elbaz et al., 2002; Nutt und Woo-
ten, 2005) und ist somit nach der Alzheimer-Erkrankung die zweithéufigste neurodege-
nerative Erkrankung. Méanner sind haufiger betroffen als Frauen (Méanner: 2 %, Frauen:
1.3 % der iiber 65-jahrigen) (Weintraub et al., 2008). Das Krankheitsbild der PK wurde
erstmals vom britischen Arzt James Parkinson (1755-1824) in seiner 1817 erschiene-
nen Arbeit ‘An Essay on the Shaking Palsy‘ (Abhandlung tiber die Schiittellahmung)
beschrieben (Abbildung 1.1). Hierin beschreibt er die Symptome der spéter nach ihm
benannten Krankheit anhand von vier Patienten. Er selber hat den Begriff ‘Schiittel-
ldhmung' fiir die Krankheit verwendet, da viele Patienten einen auffilligen Ruhetremor
haben. Der Begriff ‘Parkinson-Krankheit‘ wurde erst lange nach seinem Tod fiir das
von ihm beschriebene Krankheitsbild eingefiihrt.

Die klinischen Kardinalsymptome der Parkinson-Krankheit sind Rigor (Muskelsteif-
heit), Bradykinese/Akinese (langsame/fehlende Bewegung), Tremor (unwillkiirliches,
regelméfiges Zittern einer Extremitéit, des Kopfes oder des ganzen Korpers) und Hal-
tungsinstabilitdt (Gang- und Gleichgewichtsstorungen). Diese Krankheitssymptome
wurden erstmals ausfiihrlich vom franzosischen Psychiater Jean-Martin Charcot (1825-
1893) beschrieben (Savitt et al., 2006; Jankovic, 2008). Zusétzlich wurden in den letzten
Jahren Symptome erkannt, die sich nicht auf den Bewegungsapparat auswirken. Hierzu
gehoren Storungen des Geruchssinns, Depression, Demenz und Psychosen (Weintraub

et al., 2008). Die motorischen Symptome werden durch das Absterben dopaminerger
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Abbildung 1.1 — Erste Beschreibung der Parkinson-Krankheit durch Ja-
mes Parkinson

Bild I‘echts: James Parkinson (1755-1824) (Quelle: www.parkinsonsinjury.info)
Bild links: Der Einband seiner 1817 erschienen Arbeit ‘An Essay on the Shaking

PalSy‘ (Quelle: National Library of Medicine, http://www.nlm.nih.gov)

Neuronen und damit einhergehendem Dopamindefizit im Striatum und in der Sub-
stantia nigra pars compacta (SNpc) (Ehringer und Hornykiewicz, 1960; Poirier und
Sourkes, 1965) ausgelost. Dies nutzt man zur Friihdiagnose der PK aus. Den Patienten
wird ['®F|Dopa gespritzt und die Lokalisation im Gehirn durch Positronenemissions-
tomographie (PET) untersucht (Chung et al., 2003). In Bereichen, in denen weniger
dopaminerge Neurone vorhanden sind, wird weniger ['®F]Dopa aufgenommen.

Die Parkinson-Krankheit wird in drei grofte Gruppen eingeteilt: die sporadische (ideo-
pathische) PK, die familidre PK und die sekundére PK. Die ideopathische PK macht
etwa 80 % aller Falle aus. Die Ursache ist in diesen Fillen meist unbekannt. Als grofster
Risikofaktor gilt das Alter, zusétzlich werden aber auch Umwelteinfliisse, Umweltgif-
te und genetische Faktoren verantwortlich gemacht (McNaught et al., 2006; Olanow,
2007). Der Krankheitsbeginn liegt bei diesen Patienten meist in den frithen 60ern
(Weintraub et al., 2008). Die Fille familidrer PK machen ungefihr 10 % aller Par-
kinsonpatienten aus. Hier hat die Krankheit immer genetische Ursachen. Auf die fa-
milidre PK wird ausfiihrlich in Kapitel 1.1.3 eingegangen. Die sekundéren Parkinson-

Erkrankungen werden durch Gifte, Medikamente, Tumore, Traumata, Durchblutungs-
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1.1 Die Parkinson-Krankheit (PK)

storungen oder Infektionen ausgelost (Dauer und Przedborski, 2003). Das bekannteste
Toxin ist MPTP, welches als Verunreinigung in einer heroinartigen Designerdroge vor-
kommt und Parkinsonsymptome auslost (Langston et al., 1983).

Die Symptome der PK entwickeln sich langsam. Die ersten motorischen Stérungen sind
Ruhetremor in einer Korperhélfte und eine Verlangsamung der Bewegungen. Bereits
frither sind jedoch eine Beeintréchtigung des Geruchssinns und oftmals Depressionen
diagnostizierbar. Klinisch definiert wird die PK, wenn die oben genannten Kardinal-
symptome vorliegen und ein Verlust dopaminerger Neurone vorliegt. Eine endgiiltige
Diagnose ist aber nur post mortem durch neuropathologische Untersuchungen moglich
(Irvine et al. (2008), Kap. 1.1.2).

Die PK ist bis heute unheilbar. Die Behandlung beschrinkt sich auf die Linderung
der Symptome und erfolgt in den meisten Féllen durch eine Dopaminersatztherapie
(Abbildung 1.2). Hierbei werden die Patienten mit der Dopaminvorstufe L-Dopa be-
handelt, welche im Gegensatz zu Dopamin die Blut-Hirn-Schranke passieren kann und
im Gehirn zu Dopamin umgesetzt wird. Um die Bioverfiigbarkeit des Dopamins zu
erhohen, werden zuséatzliche Medikamante eingesetzt. Hierzu zéhlen periphere Dopa-
Decarboxylasehemmer, Catechol-O-Methyltransferase (COMT)-Inhibitoren und Mo-
noaminoxidase (MAO)-Inhibitoren (Youdim et al., 2006). Diese Medikamentengruppen
sollen den Abbau von Dopamin verlangsamen.

Bei medikamentos schlecht zu behandelnden Patienten gibt es zusétzlich die Méglich-
keit der Tiefenhirnstimulation. Hierbei wird eine Elektrode in den Globus pallidus,
Subthalamischen Nucleus (STN) oder den ventralen mittleren Thalamus eingefiihrt
(Abbildung 1.3) und mit einem Schrittmacher verbunden, der unter die Haut implan-
tiert wird. Die Elektroden stimulieren eine Ausschiittung von Neurotransmittern und
sorgen dadurch fiir eine konstante Dopaminausschiittung (Sydow, 2008).
Zusammenfassend handelt es sich bei der PK um eine progressive neurodegenerative
Erkrankung, die sich klinisch vor allem durch motorische Stérungen manifestiert und
neuropathologisch durch das Absterben dopaminerger Neurone in der SNpc begriindet

ist. Es ist bisher nur eine symptomatische, aber noch keine kausale Behandlung moglich.
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Abbildung 1.2 — Stoffwechsel von L-Dopa und Dopamin

L-Dopa wird durch die Dopadecarboxylase (DDC) zu Dopamin umgesetzt. Die-
ses wird durch Catechol-O-Methyltransferase (COMT) und Monoaminoxidase

(MAO) abgebaut. Eingezeichnet sind die Angriffspunkte der Dopaminersatzthe-
rapie (Abbildung veréndert nach Youdim et al. (2006))
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Abbildung 1.3 — Verschaltungsschema der Basalganglien
Die Basalganglien bestehen aus dem Striatum (STN), dem Globus Pallidus (GP),

der Substantia nigra (SN) und dem subthalamischen Nucleus (STN). Abbildung
aus Wichmann und DeLong (1999).
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1.1 Die Parkinson-Krankheit (PK)
1.1.2 Neuropathologie

Neuropathologisch ist die PK durch den Verlust von dopaminergen Neuronen in der
Substantia nigra pars compacta (SNpc) und im Striatum charakterisiert (Dawson und
Dawson, 2003). Die Nervenbahnen von der SNpc zum Putamen sind stark gestort
und die Nervenendungen degenerieren im Laufe der Zeit immer weiter (Abbildung 1.4,
Dauer und Przedborski (2003)). Die mesolimbischen dopaminergen Neurone, welche
sich gegeniiber der SNpc im ventralen tegmentalen Areal befinden, sind weniger von
dem Verlust der Neurone betroffen (Uhl et al., 1985). Da dopaminerge Neurone durch
Neuromelanin dunkel gefarbt sind, fithrt der Verlust der Neurone zur charakteristi-
schen Depigmentierung der SNpc (Marsden, 1983). Bemerkenswerterweise sind beim
Auftreten der ersten Parkinsonsymptome bereits 70 % aller dopaminergen Neuronen
abgestorben. Diese lange symptomfreie Zeit ist nur durch eine beeindruckende kom-
pensatorische Leistung des Gehirns moglich (Wakabayashi et al., 2007).

Das zweite pathologische Kardinalsymptom ist das Auftreten von Lewykérpern (LK)

A. Normal B. Parkinson's
Disease
Caudate
b
Putamen

i Nigrostriatal
pathway

Abbildung 1.4 — Degeneration des nigrostriatalen Wegs bei der PK

Schematische Darstellung des nigrostriatalen Wegs (in rot) im gesunden (A) und
PK-Hirn (B). Die Zellkorper der dopaminergen Neurone liegen in der Substantia
nigra und projezieren ins Putamen und den Nucleus caudatus. Im PK-Hirn sind
vor allem Neurone, die ins Putamen projizieren, betroffen (Abbildung aus Dauer
und Przedborski (2003))
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Abbildung 1.5 — Aggregation/Lewy-Ko6rper-Bildung von a-Synuclein

Uberexpression von a-Synuclein in Zellkultur, Hefen, dem Nematoden Caenor-
habditis elegans, der Fruchtfliege Drosophila melanogaster und in Mausen fiihrt
zur Bildung von Aggregaten. Bei PK-Patienten finden sich die LK. Die Abbildung
wurde freundlicherweise von P. Kahle zur Verfiigung gestellt.

und Lewyneuriten in iiberlebenden Neuronen (Abbildung 1.5). Hierbei handelt es sich
um intraneuronale zytoplasmatische eosinophile Einschliisse (Forno, 1996). Sie haben
einen Durchmesser von ca. 15 um und besitzen einen dichten Kern, dessen Hauptkom-
ponente fibrilldres a-Synuclein ist (Spillantini et al., 1998). Zusétzlich wurden bis heute
iiber 70 Proteine als Komponenten der LK identifiziert. Diese tiben so unterschiedliche
zelluldre Funktionen aus wie Strukturproteine, Zellzykluskontrolle und Signaltrans-
duktion (Wakabayashi et al., 2007). LK entwickeln sich langsam im Krankheitsverlauf.
Braak et al. (2003) haben die Verbreitung der LK in verschiedenen Stufen der PK
untersucht und ein 6-Stufen-Modell entwickelt. In diesem beginnt die Bildung der LK
in der Medulla oblongata und breitet sich iiber das Mittelhirn zum Neocortex aus. Wie
die LK mit der Neurodegeneration zusammenhéngen, ist bisher jedoch nicht verstan-

den (siehe Kapitel 1.1.3.1.1).

1.1.3 Genetische Ursachen der PK

Bis vor etwa zehn Jahren glaubte man, dass die PK nur durch Umwelteinfliisse aus-

gelost wiirde und keine genetische Ursachen habe (Pankratz und Foroud, 2007). Es
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1.1 Die Parkinson-Krankheit (PK)

ist zwar seit iiber 100 Jahren bekannt, dass es Familien mit einer auffilligen Haufung
von Parkinsonerkrankungen gibt und diese oft nach den Mendelschen Gesetzen ver-
erbt werden (Moore et al., 2005), doch erst durch die Entdeckung einer Mutation im
Gen, welches das Protein a-Synuclein kodiert (Polymeropoulos et al., 1997), wurde die
Suche nach genetischen Ursachen der PK angestofsen. Bis heute wurden Mutationen
in sieben Genen in Parkinsonpatienten gefunden und fiinf weitere Loci mit der PK
assoziiert (Galter, 2008). Die Loci und identifizierten Gene sind in Tabelle 1.1 aufge-
fiihrt. Sowohl die Vererbung als auch die Ausprigung der Krankheit unterscheiden sich
zwischen den einzelnen Genen. Die PK, die mit a-Synuclein und LRRK2 assoziiert ist,
wird autosomal-dominant vererbt, wahrend die PK, die mit DJ-1, Parkin und PINK1
assoziiert ist, rezessiv vererbt wird (Gasser, 2007). Auch der Krankheitsbeginn und die
Pathologie unterscheiden sich teilweise sehr stark. Im folgenden sollen die Gene einzeln

vorgestellt werden.

1.1.3.1 Autosomal dominante Gene

1.1.3.1.1 SNCA

Lipidbindungs-Domine NAC-Domiine flexibler C-Terminus
SNANBANE s| |e] 06660
i % %
Q \ Autosomal vererbte PK:
) ©| ™ *Genomische Triplikation
« A ;
< W < Punktmutation

Abbildung 1.6 — Struktur von a-Synuclein

Die einzelnen Doménen von a-Synuclein sind hervorgehoben: Die N-terminale
Lipidbindungsdoméne mit 6 imperfekten Wiederholungen der Aminoséduren: KT-
KEGYV, die NAC-Doméne und der flexible azide C-Terminus. Sterne markieren
Punktmutationen, die mit der PK assoziiert sind: A30P, E46K und A53T (Abbil-
dung aus Kahle et al. (2002)).

SNCA war das erste Gen, welches mit der PK assoziiert wurde. Polymeropoulos et al.
(1997) entdeckten eine Punktmutation in einer Familie mit autosomal-dominant ver-
erbter PK, welche zu einem Alanin zu Threonin-Austausch an Position 53 fithrt. Spéter

wurden noch zwei weitere Mutationen entdeckt, die zum Austausch einzelner Amino-
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Locus Gen Protein Vererbung | Mutationen Referenzen
PARK1/4 SNCA a-Synuclein AD PM Polymeropoulos
et al. (1997)
M Multi Singleton et al.
(2003)
PARK2 PRKN Parkin AR, M PM, Del, Ins Kitada et al.
(1998)
PARK3 SPR (?) Sepiapterin- AD ? Sharma et al.
reductase(?) (2006)
PARK5 UCH-L1 Ubiquitin C-term. AD PM Leroy et al.
Hydrolase L1 (1998)
PARKG6 PINK1 PTEN-Induced AR, M PM, Del, Ins Valente et al.
Putative Kinase 1 (2004)
PARK7 DJ-1 DJ-1 AR, M PM, Del Bonifati et al.
(2003)
PARKS LRRK?2 Leucin-Rich AD, M PM Zimprich et al.
Repeat Kinase 2 (2004)
PARK10 ? ? assoziiert - Hicks et al.
(2002)
PARK11 GIGYF2 Grb10-Interacting assoziiert PM Lautier et al.
(7 GYF Protein 2 (?) (2008)
PARK13 HtrA2 HtrA2/Omi assoziiert PM Strauss et al.
(2005)

Tabelle 1.1 — Loci und Gene, die mit der PK assoziiert sind

Tabelle der Loci, die mit der PK assoziiert sind, sowie die zugehorigen Gene und
Proteine. Vererbung: autosomal dominant (AD), autosomal rezessiv (AR); Men-
del‘scher Erbgang (M). Mutationen: Punktmutationen (PM), Genmultiplikationen
(Multi), Insertionen (Ins), Deletionen (Del).
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sauren fithren: A30P (Kriiger et al., 1998) und E46K (Zarranz et al., 2004). Singleton
et al. (2003) haben entdeckt, dass nicht nur Punktmutationen, sondern auch Multipli-
kationen des Gens die PK auslosen.

SNCA kodiert fiir a-Synuclein, ein 14.5 kDa grofes Protein (Abbildung 1.6). Es gehort
zur Synuclein-Familie, zu der auch noch §- und y-Synuclein gehoéren. Die Funktion von
a-Synuclein ist weitgehend unbekannt. Hinweise sind aus seiner Lokalisation in Neuro-
nen erhéaltlich. Es bindet an synaptische Membranen und interagiert mit synaptischen
Vesikeln. Es wird deshalb angenommen, dass a-Synuclein eine regulatorische Rolle bei
der Neurotransmitterausschiittung hat (Abeliovich und Beal, 2006).

a-Synuclein ist nativ ungefaltet, besitzt eine N-terminale Lipidbindungsdoméne (60
Aminoséuren (AS)), eine ungefaltete azide C-terminale Doméne (40 AS) und eine
hydrophobe NAC-Doméne (non-amyloid component of Alzheimers disease plaques)
(40 AS). a-Synuclein liegt in der Zelle im Gleichgewicht zwischen einer gefalteten,
membrangebundenen und einer 16slichen, ungefalteten Form vor. Diese 16sliche Form
kann unter Ausbildung von Oligomeren und Protofibrillen aggregieren. Als Initiator
wird hierbei die NAC-Doméne gesehen (Bodles und Irvine, 2004). Diese kénnen sich
schliefslich zu unléslichen Proteineinschliissen zusammenlagern, den charakteristischen
LK (Abb. 1.5). Die Aggregation wird durch die PK-assoziierten Mutanten und durch
eine Konzentrationserh6hung durch Genmultiplikationen verstérkt. Die starke Krank-
heitsassoziation der Phosphorylierung an Serin-129 fithrte zu der Hypothese, dass dies
ein Ausléser oder Verstirker der Aggregation wére, da in Lewy-Korpern das meiste a-
Synuclein phosphoryliert ist (Fujiwara et al., 2002; Anderson et al., 2006). Mittlerweile
wird auch diskutiert, ob die Phosphorylierung keinen Einfluss auf die Aggregation hat
oder sogar ein vergeblicher Versuch der Antiaggregation ist (da Silveira et al., 2008;
Gorbatyuk et al., 2008). Es besteht weitgehend Einigkeit, dass der Fibrillogenesepro-
zess am Absterben der dopaminergen Neurone beteiligt ist. Es ist jedoch nicht klar, ob
die Lewykorper oder die oligomeren Formen die zytotoxische Spezies sind und warum
die Toxizitat auf dopaminerge Neurone beschrankt ist. In vitro hergestellte Protofibril-
len konnen ringférmige Strukturen bilden, die porenartige Eigenschaften haben und
die Membranen von Vesikeln permeabilisieren (Volles und Lansbury, 2003).

In den letzten Jahren verstarken sich die Hinweise, dass a-Synuclein Neuroinflamma-

tion auslosen kann. Exogen appliziertes a-Synuclein kann sowohl Mikroglia (Zhang
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et al., 2005) als auch Astrozyten (Klegeris et al., 2006) aktivieren. Die physiologische
Relevanz ist jedoch unklar, da das Vorhandensein von extrazellularem a-Synuclein kon-
trovers diskutiert wird. In einer aktuellen Publikation haben Gao et al. (2008) gezeigt,

dass LPS-vermittelte Neuroinflammation auf einem a-Synuclein-Uberexpressionshintergrund
die Neurodegeneration in vivo verstirkt.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass a-Synuclein normalerweise in der Regu-
lation von synaptischen Vesikeln eine Rolle spielt und Hauptbestandteil der LK ist.
a-Synuclein neigt zu Aggregation und Fibrillenbildung, was durch PK-assoziierte Mu-
tanten verstdrkt wird. Auferdem scheint a-Synuclein ein inflammatorischer Stressor

ZUu sein.

1.1.3.1.2 LRRK2

LRRK?2 wurde 2004 als Gen des PARKS-Locus identifiziert (Paisan-Ruiz et al., 2004;
Zimprich et al., 2004). Mutationen im Gen LRRK2 sind die héufigste Ursache fiir
autosomal-dominante PK. Bis heute wurden 30 Mutationen gefunden, von denen 7 er-
wiesenermafen pathogen sind (Healy et al., 2008). Mutationen in LRRK2 sind auch ein
wichtiger genetischer Risikofaktor fiir sporadische PK, da ungefiahr 1 % aller sporadi-
schen PK-Patienten Mutationen in LRRK2 aufweisen (Latourelle et al., 2008). Das kli-
nische Bild von Mutationstragern unterscheidet sich nicht von der idiopathischen PK.
Neuropathologisch sind die Befunde jedoch recht unterschiedlich und umfassen LK,
Tauopathien oder aber die vollstandige Abwesenheit von Proteineinschliissen (Wszolek
et al., 2004; Zimprich et al., 2004).

Strukturell gehort das Protein LRRK2 zur Klasse der sogenannten ROCO-Kinasen
(Abbildung 1.7). Deren namensgebende Doménensignatur ist eine Anordnung aus ei-
ner GTPase-Doméne Ras-of-complex (Roc) unmittelbar gefolgt von einer C-terminal
of Roc (COR)-Doméne. Dariiberhinaus enthilt LRRK2 mehrere vorausgesagte Prote-
inbindungsdoménen (ARM, ANK, LRR, WD40) und die Kinasedoméne (Mata et al.,
2006). Die Kinasedoméne von LRRK2 besitzt Sequenzhomologie zum MLK-Typ der
MAPKKK-Kinasen. LRRK2 liegt in seiner aktiven Form als Dimer vor (Greggio et al.,
2008). LRRK2 hat eine schwache Autophosphorylierungsaktivitdt und eine stérkere

Kinaseaktivitit gegeniiber Substraten (Anand et al., 2009). Interessanterweise wird
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Abbildung 1.7 — Struktur von LRRK2 und Lokalisation wichtiger
Punktmutationen

Dargestellt ist die Doménenstruktur von LRRK2: Armadillo (ARM)- und Ankyrin
(ANK)-Repeats, Leucin-rich Repeat (LRR), Ras-of-complex (ROC), C-terminal
of ROC (COR), Kinasedoméne und die WD40-Doméne. Die Abbildung wurde
freundlicherweise von C. Klein zur Verfiigung gestellt.

diese von vielen Mutationen verdndert, allerdings verstéarken einige die Aktivitat, wah-
rend andere sie abschwéchen. Es ist jedoch unbekannt, ob LRRK2 tatséchlich in einen
Signalweg eingebunden ist und wenn ja, in welchen (Mata et al., 2006).

Auch der pathologische Mechanismus, der zur PK fiihrt, ist unklar. Es gibt Hinwei-
se, nach denen Mutationen in LRRK2 zu einer Riickbildung von Neuriten fiihrt. Da
zusétzlich Strukturproteine als Substrate fiir LRRK2 identifiziert wurden, wére es mog-
lich, dass LRRK2 am Umbau des Zytoskeletts wahrend der Ausbildung von Neuriten
beteiligt ist (MacLeod et al., 2006).

Nach den bisherigen Erkenntnissen ist LRRK2 ein Protein mit robuster Kinaseaktivi-
tat, dessen physiologische Funktion eventuell mit Neuritenwachstum zusammenhéngen

konnte.

1.1.3.1.3 HtrA2/Omi

Strauss et al. (2005) haben eine Punktmutation (S399S) und einen Polymorphismus
(A141S) im Gen HtrA2/Omi mit Parkinson assoziiert. Da die Patienten heterozygote
Alleltrager sind, wird auf eine autosomal dominante Vererbung geschlossen. Die Pati-
enten zeigen ein Krankheitsbild, welches von idiopathischer PK nicht unterscheidbar
ist. Zusétzlich zu der urspriinglich gefundenen Punktmutation wurde aktuell noch eine
zweite (R404W) entdeckt, die ebenfalls in der PDZ-Doméne lokalisiert ist (Bogaerts
et al., 2008).

Das HtrA2-Gen kodiert ein mitochondriales Protein, welches zur HtrA-Familie der Se-
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Abbildung 1.8 — Struktur von HtrA2/Omi und Lokalisation der bekann-
ten Punktmutationen

Doménenstruktur von HrtA2/Omi. Eingezeichnet ist das mitochondriale Lokali-
sationssignal (MLS), das Transmembransegment (TM), die Serinproteasedoméne
und die PDZ-Doméne (Abbildung verédndert nach Walle et al. (2008)).

rinproteasen gehort. Es besteht aus einer trypsindhnlichen Proteasedoméne und einer
PDZ-Doméne, welche fiir Protein-Protein-Interaktionen verantwortlich ist (Abbildung
1.8). HtrA2/Omi ist im mitochondrialen Intermembranraum lokalisiert (Hegde et al.,
2002; Martins et al., 2002). HtrA2 werden sehr gegensétzliche Funktionen zugespro-
chen. In apoptotischen Zellen wirkt Hrt A2 als Effektorprotease. Durch proapoptotische
Stimuli wird die aktive Protease ins Zytosol translokiert, wo sie zu capaseabhéngi-
ger und -unabhéngiger Apoptose beitragt (Walle et al., 2008). Die normale Funktion
in Mitochondrien ist dagegen unbekannt. Interessanterweise haben HtrA2 /~-Miuse
einen neurodegenerativen Phanotyp, der innerhalb von 30 Tagen zum Tod fiihrt (Walle
et al., 2008). Normalerweise wiirde man vom knockout eines proapoptotischen Prote-
ins einen protektiven Effekt erwarten. Es ist deshalb anzunehmen, dass HtrA2 noch
eine weitere, protektive Funktion hat. Diese konnte iiber die Phosphorylierung durch
PINK]1 reguliert werden (Plun-Favreau et al., 2007). Hierdurch ergibt sich eine Ver-
kniipfung mit dem rezessiven Parkinsongen PINKI1.

Das mitochondriale Protein HtrA2/Omi verkniipft die familiire PK mit mitochondria-
len Ursachen, auch wenn bisher unbekannt ist, ob die PK durch eine Abschwéichung
einer hypothetischen protektiven Funktion oder einer Verstarkung der proapoptoti-

schen Funktion ausgeldst wird.
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1.1.3.2 Autosomal rezessive Gene

1.1.3.2.1 PRKN

Kitada et al. (1998) identifizierten das erste rezessive Parkinsongen PRKN. Patienten
mit einer der zahlreichen Parkinmutationen, die mit der PK assoziiert sind, sind beim
Auftreten der Krankheit oft sehr jung. Parkinmutationen sind weitaus die hdufigsten
Ursachen fiir familidiren Parkinson (ca. 50%) (Liicking et al., 2000). Bis heute wurden
iiber 100 Mutationen im PRKN-Gen gefunden (Pankratz und Foroud, 2007).

UBL UPD RING 1 IBR RING 2
e R — - L Bee |

32 z 52 §R888 88 228

3 E 32 3828 8BS 553

Abbildung 1.9 — Struktur von Parkin und Lokalisation wichtiger Mutan-
ten

Die Doménenstruktur von Parkin besteht aus der Ubiquitin-d&hnlichen Doméne
(UBL), welche das 26S-Proteasom bindet, der Unique Parkin Domain (UPD) und
der RING-IBR-RING-Ligasedoméne. Eingezeichnet sind wichtige PK-assoziierte
Mutationen. Die Abbildung wurde freundlicherweise von W. Springer zur Verfii-
gung gestellt.

Parkin, das Produkt des PRKN-Gens, ist eine E3-Protein-Ubiquitin-Ligase (Shimura
et al., 2000). Charakteristisches Merkmal der Parkin-Struktur sind die beiden RING
(Really Interesting New Gene)-Doménen, welche Parkin der RING-Klasse der E3-
Ligasen zuordnen (Abbildung 1.9). Es wird vermutet, dass Parkin am proteasomalen
Abbau von fehlgefalteten und beschédigten Proteinen beteiligt ist (Pankratz und Fo-
roud, 2007). Man kennt einige mogliche Substrate, die von Parkin erkannt und dann
abgebaut werden, darunter synaptische Proteine wie 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 bestéa-
tigt werden. Die Verbindung zu a-Synuclein erfolgt aber iiber sein Bindungsprotein
Synphilin, welches ein Substrat von Parkin ist (Chung et al., 2001). Parkin bindet an
das Carboxy-terminal Hitzeschockprotein 70 (Hsp70) interagierende Protein (CHIP).

Deshalb herrscht die verbreitete Meinung, dass Parkin Teil eines komplexen Netzwerks
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ist, welches Proteinabbau kontrolliert (Imai et al., 2002). CHIP interagiert mit Hsp70
und ist Teil einer Maschinerie, welche fehlgefaltete Proteine entweder zurtickfaltet oder
ins Zytosol transportiert, wo sie dann abgebaut werden (Dauer und Przedborski, 2003).
Der genaue Mechanismus, der zum Absterben dopaminerger Neurone in Mutationstra-
gern fiithrt, ist unklar. Da viele Mutationen die E3-Ligase-Aktivitdt von Parkin beein-
flussen, ist anzunehmen, dass ein verminderter proteasomaler Abbau von Proteinen
eine Ursache ist (Pankratz und Foroud, 2007). Erstaunlicherweise fand man weder in
Prkn~/~-M3zusen noch in Fliegen typische Parkinsonphénotypen, sondern mitochon-
driale Storungen. Diese waren auf Defizite im mitochondrialen Atmungssystem zuriick-
zufithren und gingen einher mit der Apoptose der Flugmuskulatur in Fliegen (Greene

et al., 2003; Palacino et al., 2004).

1.1.3.2.2 UCH-L1

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 Ubi-
quitinmolekiile wieder verwendbar macht, die an Proteine gekettet sind und vor dem
proteasomalen Abbau entfernt werden (Liu et al., 2002). Es gibt eine 193M Mutante
im UCH-L1 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
Hydrolaseaktivitat und stiitzt damit die Vermutung, dass ein nicht intaktes proteaso-

males System fiir die PK kritisch ist (Dauer und Przedborski, 2003).

1.1.3.2.3 PINK1

PINK1 ist das Gen des PARKG6-Locus (Valente et al., 2004). Bis heute wurden 15
Mutationen mit autosomal-rezessiver PK assoziiert (Mills et al., 2008).

PINK1 ist eine mitochondriale Serin/Threonin-Kinase. Strukturell ist sie mit den
Ca?* /Calmodulin-Kinasen verwandt (Abbildung 1.10). Viele der bekannten Mutatio-
nen verringern die Kinaseaktivitit (Mills et al., 2008). Uber die Funktion ist kaum etwas
bekannt. Es wurde berichtet, dass PINK1 HtrA2/Omi phosphoryliert und dadurch die

Proteaseaktivitéit reguliert (Plun-Favreau et al., 2007). Dies bildet eine Verbindung
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Abbildung 1.10 — Struktur von PINK1

Die Abbildung zeigt die vorhergesagte Doménenstruktur von PINK1 (Abbildung
verdndert nach Mills et al. (2008)).

zu diesem dominanten Parkinsongen. Uberexpression von PINKI schiitzt Zellen vor
oxidativem Stress und Proteasominhibitoren. Pinkl knockout fithrt zu mitochondria-
len Schidden, die dem Prkn knockout &hneln (Mills et al., 2008). Interessanterweise
kann Parkin-Uberexpression den Phénotyp des Pink! knockout in Drosophila und Hela-
Zellen autheben, wéahrend PINK1 keinen Schutz vor Prkn knockout bietet (Clark et al.,
2006; Park et al., 2006; Exner et al., 2007). Es ist deshalb anzunehmen, dass PINK1

in einem Signalweg oberhalb von Parkin wirkt.

1.1.3.2.4 DJ-1

DJ-1 wurde von Bonifati et al. (2003) als das Gen des PARKT7-Locus identifiziert.
Mutationen in DJ-1 sind die Ursache fiir autosomal rezessive PK. Die Patienten sind
meist recht jung und haben einen milden Krankheitsverlauf. Dem Protein DJ-1 wur-
den verschiedene Funktionen zugesprochen. Die wichtigste ist der Schutz der Zelle vor
oxidativem Stress. Da der Schwerpunkt dieser Doktorarbeit auf der Untersuchung von

DJ-1 liegt, wird es ausfiihrlich in Kapitel 1.2 vorgestellt.

Die Gene, die mit der familidren PK assoziiert sind, kodieren Proteine unterschiedlich-
ster Funktion. Trotz dieser funktionellen Diversitéat lassen sie sich doch in drei Gruppen
unterteilen: Ein Teil der Proteine hat mitochondriale Funktionen oder schiitzt vor oxi-
dativem Stress (HtrA2/Omi, PINK1, DJ-1), ein anderer Teil hédngt mit dem Ubiquitin-
Proteasom-System zusammen (Parkin, UCH-L1), wihrend eine dritte Gruppe vermut-
lich Einfluss auf neuronale Funktionen bzw Morphologie hat (a-Synuclein, LRRK?2).
Diese Gruppen fiigen sich gut in die allgemeinen Mechanismen der Zellschddigung bei

der PK ein, die im néchsten Kapitel betrachtet werden.
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1.1.4 Mechanismen der Zellschidigung
1.1.4.1 Mitochondrien und oxidativer Stress

Ein biochemisches Kardinalsymptom der PK ist ein erhéhter oxidativer Stress. Hierfiir
gibt es drei Hauptursachen. Die wichtigste Ursache sind mitochondriale Schiadigungen
und damit einhergehende Fehlfunktionen. Des Weiteren sind neuroinflammatorische
Prozesse und der Dopaminstoffwechsel fiir die verstirkte Produktion von reaktiven

Sauerstoffspezies (ROS) verantwortlich (Jenner, 2003).

Abbildung 1.11 — Modell der ROS-bedingten Schidigung von dopami-
nergen Neuronen (aus Balaban et al. (2005))

Mitochondrien in Zellen von Parkinsonpatienten zeigen prominente Defekte in den
Komponenten der Elektronentransportkette (ETC) (Moore et al., 2005). Die Grundla-
ge hierfir sind alterungsabhéngige Prozesse (Abbildung 1.11). Die ETC ist kein perfekt
abgeschlossenes System. Ungefidhr 2 % der Elektronen entweichen und reagieren mit
molekularem Sauerstoff zu hochreaktiven Sauerstoffradikalen. Diese schadigen wieder-
um die mitochondriale DNA (mtDNA). Da die mtDNA einige Untereinheiten der ETC
kodiert, fiihrt eine Schiadigung der mtDNA zu Defekten in der ETC. Besonders be-
troffen sind hierbei die Komplexe I und III. Schdden an diesen Komplexen sorgen fiir
eine noch stiarkere ROS-Produktion, die wiederum fiir eine weitere mtDNA-Schidigung

verantwortlich ist (Bandy und Davison, 1990; Balaban et al., 2005; Fukui und Moraes,
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2008). Dieser Prozess ist Teil des Alterns und kommt bei jedem Menschen vor. Da
er in den Gehirnen von PK-Patienten besonders ausgeprigt ist, miissen noch andere,
verstiarkende Faktoren eine Rolle spielen. Eine genetische Pradisposition kdnnte hierbei
eine Rolle spielen. Es wurde bereits gezeigt, dass Polymorphismen in den Genen, die
die Komponenten der ETC kodieren, zu einem verstédrkten oder verringerten Risiko
der PK fiihren - es konnten jedoch noch keine verantwortlichen Mutationen gefunden
werden (Moore et al., 2005). Ein weiterer Grund koénnte die chronische Exposition von
Giften wie MPTP und Pestiziden wie Paraquat oder Rotenon sein. MPTP entsteht
als Verunreinigung eines synthetischen Heroinderivats und fiihrt bei den Konsumen-
ten zu Parkinsonsymptomen (Langston et al., 1983). MPTP wird von Astrozyten zur
toxischen Komponente MPP' umgesetzt und selektiv von dopaminergen Neuronen
iiber den Dopamintransporter aufgenommen. Hier wirkt es als Komplex I-Inhibitor
und fiihrt zum Tod der dopaminergen Neuronen mit einer parkinsonéhnlichen Neuro-
pathologie (Dauer und Przedborski, 2003). Die Pestizide Paraquat und Rotenon sind
beide Komplex I-Inhibitoren. Rotenon und Paraquat werden von allen Zellen aufge-
nommen. Interessanterweise verursachen sie trotzdem selektiv den Tod dopaminerger
Neurone (Betarbet et al., 2000; McCormack et al., 2002). Dies zeigt, wie empfindlich
speziell diese Zellen auf oxidativen Stress reagieren.

Die erhohte ROS-Produktion fiihrt zu verstérkter Lipidperoxidation, Proteinoxidati-
on, DNA-Schadigung und zur Aktivierung von proapoptotischen Signalwegen (Balaban
et al., 2005). Lipidoxidation verringert die Fluiditdt der Membran, verringert die Akti-
vitdt von membrangebundenen Enzymen und fithrt im schlimmsten Fall zu einem Ver-
lust der Membranintegritat. Dies wiederum verschiebt den Ionenhaushalt der Neurone
und 16st Excitotoxizitét aus (Stark, 2005). Reversible Oxidation von bestimmten Ami-
nosaureresten ist durchaus physiologisch und dient der Regulation der Proteinaktivitat
(Claiborne et al., 1999). UbermiRige ROS-Produktion fiihrt jedoch zu unspezifischer
Oxidation von Proteinen, was oftmals zu deren Inaktivierung, Abbau oder sogar zu
ihrer Aggregation fiihrt (Balaban et al., 2005). Das prominenteste Beispiel hierfiir ist
a-Synuclein. Dieses liegt in Lewy-Korpern in nitrosylierter Form vor (Giasson et al.,
2000). In vitro fiihrt die Nitrosylierung von a-Synuclein zu einer verstiarkten Aggrega-
tion (Conway et al., 2001; Ischiropoulos, 2003).

Oxidative DNA-Schédigung 16st proapoptotische Signalwege in der Zelle aus, wenn eine
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Reparatur nicht mehr moglich ist. Dieser Prozess spielt jedoch nur eine untergeordnete
Rolle, da sich Neurone nicht mehr teilen und die Zellen dadurch eher durch inakti-
ve Proteine, die durch die mutierte DNA kodiert werden, geschédigt werden (Martin,
2008). Proapoptotische Signalwege wie der JNK- oder p38MAPK _Sionalweg werden
durch ROS aktiviert (Matsuzawa und Ichijo, 2008) Diese Aktivierung wird als wichti-
ger Teil der caspaseabhingigen Apoptose in neurodegenerativen Prozessen angesehen
(Schroeter et al., 2002).

Neuroinflammation ist durch die iiberméfige Produktion von Stickstoffmonoxid (NO)
gekennzeichnet. Dieses reagiert mit ROS zu Peroxinitrit, welches zytotoxisch wirkt.
Auf die Neuroinflammation und die Mechanismen der Zytotoxizitdt wird ausfiihrlich
in Kapitel 1.4 eingegangen.

Eine ROS-Quelle speziell in dopaminergen Neuronen ist der Dopaminstoffwechsel. Do-
pamin wird durch MAO zu Dihydrophenylessigsdure umgesetzt (siehe Abb. 1.2). Bei
dieser Reaktion entsteht HoOs, weshalb diese eine ROS-Quelle ist. Dopamin kann aber
auch autoxidiert werden, wobei das reaktive Dopaminchinon und Superoxid entsteht.
Dopaminchinon kann mit diversen Biomolekiilen wie den Cysteinresten von Proteinen
reagieren und diese unter Ausbildung von Dopaminaddukten inaktivieren, was neben
der ROS-Produktion einen zusétzlichen Stress fiir die dopaminergen Neurone darstellt
(Miyazaki und Asanuma, 2008).

Die verstarkte Produktion von ROS stellt bereits ein Problem fiir die Neuronen da. Die-
ses wird noch dadurch verstérkt, dass die Menge an Antioxidantien in den Gehirnen
von Parkinsonpatienten deutlich verringert ist. Speziell die Glutathionkonzentration
ist deutlich erniedrigt (Pearce et al., 1997). Somit kann der verstérkte oxidative Stress
noch schlechter von antioxidativen Mechanismen der Zelle aufgefangen werden.
Zusammenfassend bestétigen diese Befunde, dass oxidativer Stress eine der Hauptur-

sachen fiir idiopathische PK ist (Abbildung 1.12).

1.1.4.2 Ubiquitin-Proteasom-System

Die Entdeckung, dass Mutationen im Gen der Ubiquitin E3-Ligase Parkin mit der PK
assozilert sind (Kitada et al., 1998), hat eine erste Verbindung zwischen der PK und
dem UPS gebracht. Einige Parkinson-assoziierte Mutanten verringern die Ubiquitin-

Ligaseaktivitdt (Lim und Tan, 2007). Eine weitere genetische Verbindung ergab sich
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durch die Entdeckung, dass die Ubiquitinesterase UCH-L1 ebenfalls mit der PK asso-
ziiert ist (Leroy et al., 1998). Es wurde festgestellt, dass die Mutation I193M zu einer
verringerten Hydrolyseaktivitét fiihrt (Leroy et al., 1998). Somit ist anzunehmen, dass
die korrekte Prozessierung von Proteinen, die zum Abbau bestimmt sind, fiir die do-
paminergen Neuronen iiberlebensnotwendig ist. Weitere Evidenzen fiir die wichtige
Funktion des UPS wurden durch die Beobachtung geliefert, dass sowohl die Menge als
auch die Aktivitdt von Proteasomen in der Substantia nigra von ideopathischen PK-
Patienten deutlich geringer ist als in anderen Gehirnregionen (Furukawa et al., 2002;
McNaught et al., 2003). Es ist also anzunehmen, dass eine strukturelle und funktionel-
le Beeintrachtigung bei sporadischen PK-Patienten vorliegt. Diese Beeintrachtigungen
werden wahrscheinlich durch oxidativen Stress, einen gestorten Energiehaushalt und
Toxine wie Rotenon und Paraquat verursacht (Lim und Tan, 2007).

Es wird vermutet, dass die Akkumulation von Proteinen fiir die Neurodegeneration ver-
antwortlich ist. Zum einen akkumulieren in Patienten mit Parkin-Mutationen Substrate
von Parkin (Lim und Tan, 2007), zum anderen fiihrt systemische Proteasominhibition
zu Parkinsonismus und Neurodegeneration (McNaught et al., 2004). Ein zusatzlicher
Stress entsteht durch die Bildung von toxischen a-Synuclein-Aggregaten. Da diese zu
einem grofsen Anteil ubiquitiniert sind, ist auch hier von einem fehlerhaften UPS aus-
zugehen. Warum gerade dopaminerge Neurone besonders empfindlich gegeniiber Pro-
teasominhibition sind, ist bisher nicht verstanden. Proteasomale Inhibition hat jedoch
einen wichtigen Anteil an der Zytotoxizitat sowohl bei der ideopathischen als auch der

familidren PK (Abbildung 1.12).

1.1.5 Tiermodelle der PK

Bei den Tiermodellen fiir die PK geht man von zwei vollkommen unterschiedlichen
Ansétzen aus, den Toxinmodellen und den genetischen Modellen. Bei den Toxinmodel-
len werden Gifte eingesetzt, die im Modellorganismus Parkinsonsymptome auslosen.
Bei Méusen und Ratten sind dies normalerweise die Komplex I-Hemmer MPTP, Pa-
raquat und Rotenon (siehe 1.1.4.1) oder 6-Hydroxydopamin. All diesen Toxinen ist
gemeinsam, dass sie oxidativen Stress in ihren Zielzellen auslosen. Die Spezifitdt der
Toxine ist jedoch sehr unterschiedlich. Wahrend MPTP und 6-Hydroxydopamin spe-

zifisch auf dopaminerge Neurone wirken, sind Rotenon und Paraquat unspezifische
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Abbildung 1.12 — Modell der Ursachen fiir ideopathische und familidre
PK

Zwei Hauptwege werden fiir das Absterben von dopaminergen Neuronen verant-
wortlich gemacht. Mitochondriale Schidigungen fiihren zu einer verstéarkten Pro-
duktion von ROS. Die mitochondriale Beeintrichtigung entsteht durch Toxine,
genetische Pradisposition oder Mutationen in den PK-Genen PINK1, HtrA2 oder
PRKN. Mutationen im DJ-1-Gen beeintrachtigen die zelluldre Abwehr gegen oxi-
dativen Stress. Beeintrachtigungen des Ubiquitin-Proteasom-Systems fithren zur
Akkumulation von Proteinen. Diese und a-Synuclein-Aggregate sind toxisch fiir
dopaminerge Neurone. Mutationen in den PK-Genen SNCA, PRKN und UCH-
L1 sind mitverantwortlich fiir diesen Mechanismus (Abbildung aus Abou-Sleiman
et al. (2006)).
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Stressoren. Trotz ihrer unterschiedlichen Spezifitdt 16sen alle Toxine einen selektiven
Verlust Tyrosinhydroxylase-positiver Neurone aus (Terzioglu und Galter, 2008). Die
Toxine sind aus diesem Grund sehr gut geeignet, die Symptome der PK im Tiermodell
nachzubilden.

Bei den genetischen Modellen wird versucht, durch genetische Verdnderungen Verhalt-
nisse herzustellen, wie sie in Patienten mit familidiren PK herrschen. Hierzu werden
die entsprechenden Gene entweder deletiert oder iiberexprimiert. Bei den Uberexpres-
sionsmodellen gibt es die Moglichkeit, entweder das Wildtyp-Gen oder eine pathogene
Mutante zu exprimieren. Verschiedene Organismen werden fiir diese Studien verwendet.
Am h&ufigsten sind es der Nematode Caenorhabditis elegans, die Fruchtfliege Drosophi-
la melanogaster oder die Hausmaus Mus musculus. C. elegans und D. melanogaster-
Modelle haben den Vorteil, dass sie leicht zu generieren und zu manipulieren sind. Der
Nachteil ist die relativ grofe evolutiondre Entfernung vom Menschen. Viele zellulére
Funktionen sind jedoch konserviert und fiir die meisten PK-Gene gibt es Homologe.
Die Maus als Modell ist wesentlich ndher am Menschen; die Modelle sind jedoch deut-
lich aufwendiger zu generieren und zu untersuchen. Im folgenden beschrankt sich die
Beschreibung auf die in dieser Studie eingesetzten genetischen Modelle C. elegans und

Maus.

1.1.5.1 C. elegans

Der Nematode C. elegans ist ein sehr niitzliches Modell fiir die Erforschung der PK-
Gene. Der Aufbau des Wurms ist sehr iibersichtlich. Er besteht nur aus 959 Zellen,
von denen 302 neuronale Zellen sind. Von diesen 302 sind wiederum acht dopaminer-
ge Neurone (Schmidt et al., 2007). Das Genom ist vollstindig sequenziert. Fiir die
meisten PK-Gene mit Ausnahme von a-Synuclein und PINK1 existieren Homologe in
C. elegans. Entsprechend wurden knockout-Wiirmer auf ihren Phénotyp untersucht.
Fiir a-Synuclein existiert kein Homolog. Uberexpression von humanem a-Synuclein
in neuronalen Zellen fiithrt zum Absterben von dopaminergen Neuronen und motori-
schen Defiziten (Lakso et al., 2003). C. elegans besitzt ein Homolog fiir Parkin, pdr-
1. Der Verlust dieses Gens macht den Wurm sensitiver gegeniiber ER-Stress, woraus

man schlieffen kann, dass pdrl eine Funktion bei der Degradierung von Proteinen hat.
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Der knockout selber hat keinen Effekt auf die Vitalitdt (Springer et al., 2005). C' ele-
gans besitzt zwei Homologe von DJ-1, djrl.1 und djrl.2. Die Herunterregulation mit
RNAI beeintriachtigt die Vitalitdt des Wurms nicht, macht ihn aber sensitiver gegen-
iiber Rotenon-Toxizitdt. Hieraus ist zu schliefsen, dass die Homologe wie DJ-1 eine
Funktion als antioxidative Proteine haben (Ved et al., 2005). Es existiert ein Homolog
von LRRK2, Irk-1, welches die axo-dendritische Polarisierung synaptischer Vesikelpro-
teine vermittelt (Sakaguchi-Nakashima et al., 2007).

Aus diesen Beobachtungen ist zu schliefen, dass die Homologe der PK-Gene in C. ele-
gans oft hnliche Funktionen haben bzw dass die Uberexpression humaner Proteine zu

einem neurodegenerativen Phénotyp fihrt.

1.1.5.2 Mausmodelle

Seit der Entdeckung der PK-assoziierten Genmutationen wurde versucht, dieses Wis-
sen einzusetzen, um genetische Modelle fiir die PK zu generieren. Dies geschah im Fall
der Gene, deren Mutationen zu einem Funktionsverlust fithren (Dj-1, Prkn, HirA2,
Pink1), durch den knockout der Gene. Bei den Genen, deren Mutation zu einem to-
xischen Aktivitdtsgewinn fiihrt (Snca, Lrrk2), wurden die Gene unter der Kontrolle
starker neuronaler Promotoren iiberexprimiert. Das Problem bei all diesen Modellen
ist, dass keines die Kardinalsymptome der PK auslost (Terzioglu und Galter, 2008).
Im folgenden soll ein kurzer Uberblick iiber die vorhandenen Modelle gegeben werden.
Uberexpression von [A30P]- oder [A53T]-a-Synuclein fiihrt zu den Symptomen einer
Synucleinopathie mit neuronalen Einschliissen, Degeneration und motorischen Stérun-
gen (Kahle, 2008). Eine Pathologie in den normalerweise von der PK betroffenen Hirn-
regionen fehlt jedoch. Fiir LRRK2 gibt es bisher keine publizierten Mausmodelle. Die
bisher publizierten Mausmodelle fiir Parkin ergeben ein uneinheitliches Bild. In einigen
Studien wird eine leichte Beeintrichtigung des nigrostritalen Wegs gefunden, andere
Studien finden gar keinen Phénotyp (von Coelln et al., 2004; Palacino et al., 2004;
Perez und Palmiter, 2005). Keine der Studien zeigt Symptome der PK in den Méausen.
In einer aktuellen Publikation wurden Pinkl knockout-M&ause beschrieben, die leich-
te mitochondriale Defizite, aber keinerlei PK-Symptome zeigen (Gautier et al., 2008).

Der knockout von HtrA2 verursacht einen neurodegenerativen Phéanotyp, der innerhalb
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von 30 Tagen zum Tod der Tiere fithrt (Martins et al., 2004). Die DJ-1-Mausmodelle
werden ausfiihrlich in Kapitel 1.2.4 besprochen.

Keins der bisher publizierten genetischen Mausmodelle ist ein Modell fiir die PK. Thre
Stérke liegt in der Moglichkeit, die Funktion der Proteine zu untersuchen und dariiber

Informationen iiber die Ursachen der PK zu erhalten (siehe Kapitel 1.1.4).

1.2 DJ-1

Bonifati et al. (2003) haben Mutationen im Gen DJ-1 mit dem PARK7-Locus as-
soziiert. Die beiden zuerst gefundenen Mutationen sind fiir autosomal-rezessive PK
verantwortlich. In den Jahren danach wurden noch weitere Punktmutationen, Deletio-
nen und Polymorphismen gefunden, die mit der PK assoziiert sind (Tabelle 1.2). Die
Patienten sind beim Krankheitsbeginn meist recht jung und haben einen langsamen
Krankheitsverlauf (Gasser, 2007). Mutationen in DJ-1 sind sehr selten, sie sind nur

fiir 1-2% aller familidren Parkinsonfélle verantwortlich (Abou-Sleiman et al., 2006).

1.2.1 Expression und zelluldre Lokalisation

DJ-1 ist ubiquitar im Korper exprimiert. Interessanterweise kann keine verstarkte Ex-
pression in Gehirnarealen, die bei der PK betroffen sind, festgestellt werden (Bando-
padhyay et al., 2004; Shang et al., 2004; Bader et al., 2005; Kotaria et al., 2005). Uber
die Expression in verschiedenen Zelltypen des Gehirns gibt es unterschiedliche Berichte.
Alle Studien stimmen darin iiberein, dass DJ-1 in Astrozyten exprimiert wird (Bando-
padhyay et al., 2004; Neumann et al., 2004; Bader et al., 2005; Kotaria et al., 2005),
wobei ruhende Astrozyten nur eine geringe Expression aufweisen (Kotaria et al., 2005),
wahrend reaktive Astrozyten von PK-Patienten und a-Synuclein-iiberexprimierenden
Miusen sehr viel DJ-1 exprimieren (Neumann et al., 2004). Uber Neurone gibt es unter-
schiedliche Berichte. Bandopadhyay et al. (2004) finden keine Immunreaktivitét gegen
DJ-1 in Neuronen, wihrend zwei andere Studien eine starke Expression detektieren
(Bader et al., 2005; Kotaria et al., 2005). Bader et al. (2005) haben zusétzlich noch
DJ-1-Expression in Mikroglia und Oligodendrozyten beschrieben.

Alle bisher publizierten Studien sind sich darin einig, dass DJ-1 vor allem ein cytoso-

lisches Protein ist (Takahashi et al., 2001; Niki et al., 2003; Canet-Aviles et al., 2004;
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Mutation Vererbung Population Effekt Referenzen
L166P homozygot italienisch Proteininstabilitdt | Bonifati et al. (2003)
14kb Deletion | homozygot holléndisch Verlust des Bonifati et al. (2003)
Proteins
M261 homozygot Ashkenazi verringerte Abou-Sleiman et al.
jldisch Stabilitét (2003)
D149A heterozygot afro-karibisch unbekannt Abou-Sleiman et al.
(2003)

IVS6-1 G-C heterozygot hispanisch abweichendes Hague et al. (2003)
Transkript

c.56delC heterozygot hispanisch Proteinverkiirzung Hague et al. (2003)

c.b7 G-A

A104T heterozygot latino unbekannt Hague et al. (2003)

Ex5-Tdel heterozygot | norditalienisch abweichendes Hedrich et al. (2004)
Transkript

IVS5+2-12del | heterozygot russisch abweichendes Hedrich et al. (2004)
Transkript

E64D homozygot tiirkisch unbekannt Hering et al. (2004)

E163K homozygot italienisch unbekannt Annesi et al. (2005)

g.168 185dup | homozygot italienisch unbekannt Annesi et al. (2005)

Tabelle 1.2 — Mutationen in DJ-1, die mit der PK assoziiert sind
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Blackinton et al., 2005; Li et al., 2005; Xu et al., 2005; Zhang et al., 2005; Fan et al.,
2008). Zusétzlich gab es einige Berichte tiber eine Kernlokalisation von DJ-1 (Takaha-
shi et al., 2001; Niki et al., 2003; Xu et al., 2005; Fan et al., 2008). Des weiteren gibt
es Evidenzen, dass oxidiertes DJ-1 mit Mitochondrien assoziiert (Canet-Aviles et al.,
2004; Li et al., 2005; Xu et al., 2005; Zhang et al., 2005; Blackinton et al., 2009). Ob
die mitochondriale Lokalisation von DJ-1 eine physiologische Bedeutung hat, ist bisher
unklar (siehe Kapitel 1.2.3).

DJ-1 ist somit ein ubiquitar exprimiertes, hauptséchlich cytosolisches Protein, dessen

Ausfall im Gehirn bevorzugt Neurone und reaktive Astrozyten betrifft.

1.2.2 Struktur

DJ-1 wird auf Chromosom 1p36 im PARKT7-Locus kodiert. Das Gen besteht aus acht
Exons (Bonifati et al., 2003). Das aus 189 Aminoséuren bestehende Protein DJ-1 ge-
hort strukturell zur ThiJ/Pfpl-Superfamilie. Zu dieser gehoren bakterielle Proteasen,
Katalasen und Chaperone. Die Sequenz ist evolutionér von prokaryotischen Zellen bis
zu den Saugern hochkonserviert (siche Abbildung 4.1). Das Spezielle an DJ-1 inner-
halb der ThiJ/Pfpl-Superfamilie ist seine dimere Quartarstruktur. Jedes der beiden
Monomere hat eine Flavodoxin-&hnliche Rossmann-Faltung (Honbou et al., 2003). Im
Inneren jedes Monomers liegt ein vermutetes aktives Zentrum, welches das Cystein-106
enthélt (Tao und Tong, 2003). Im Gegensatz zu vielen seiner bakteriellen Homologe
ist die katalytische Triade, die fiir eine Proteaseaktivitdt notwendig wére, nicht voll-
standig konserviert (Huai et al., 2003). Zusétzlich ist dieses aktive Zentrum nicht frei
zuganglich, sondern wird durch die a-Helices des von uns beschriebenen Helix-Knick-
Helix-Motivs (Gorner et al., 2007) am C-Terminus des Proteins verdeckt (Abbildung
1.13). Interessanterweise besitzt E. coli mit YhbO ein Homolog, welches ebenfalls keine
Proteaseaktivitat besitzt, aber die Bakterien gegen verschiedenste Stressoren schiitzt
(Abdallah et al., 2007).

Aus diesen strukturellen Besonderheiten ldsst sich schliefsen, dass die Funktion von

DJ-1 in engem Zusammenhang mit seinen strukturellen Besonderheiten steht.

Es gab umfangreiche Untersuchungen, wie die PK-assoziierten DJ-1-Mutanten die

45



1 Einleitung

Abbildung 1.13 — Lokalisation der PK-assoziierten Mutationen in der
DJ-1-Kristallstruktur

A Die Mutation L166P liegt in der G-Helix des Helix-Knick-Helix-Motivs am C-
Terminus von DJ-1. Legende: griin = Helix G, purpur = Knick, blau = Helix H
(Abbildung aus Gorner et al. (2007)).

B Die Mutation M26I liegt in einer o-Helix im hydrophoben Kern von DJ-1,
A104T ist ebenfalls im Inneren des Molekiils, wihrend die Mutation E163K wie
L166P in der G-Helix liegt (Abbildung aus Lakshminarasimhan et al. (2008)).

Struktur des Proteins beeinflussen (Abbildung 1.13). Die strukturell schédlichste Mu-
tation ist der Leucin zu Prolin Austausch an Position 166 (L166P, Bonifati et al.
(2003)). Die Position 166 ist in der G-Helix von DJ-1 lokalisiert, welche ein Teil des
C-terminalen Helix-Knick-Helix-Motivs ist (Gorner et al., 2007). Die Einfiihrung des
helixbrechenden Prolins fiihrt zu einer Zerstorung der Sekundéarstruktur der G-Helix
und damit zu einer Storung des gesamten C-Terminus von DJ-1. Da der C-Terminus
auch fiir die Dimerisierung wichtig ist, fithrt L166P auch zu einer Beeintrichtigung
der Dimerstruktur (Huai et al., 2003; Tao und Tong, 2003; Wilson et al., 2003; Gor-
ner et al., 2007; Anderson und Daggett, 2008; Malgieri und Eliezer, 2008). Weniger
eindeutig sind die Effekte bei den anderen PK-assoziierten Mutanten. Die Mutationen
M261, A104T, D149A und E163K verursachen jeweils geringfiigige Verdnderungen in
der Kristallstruktur wie die Einlagerung eines Wassermolekiils (A104T), die Zerstorung
einer Tonenbindung (E163K) oder Packungsdefekte (M261), die jeweils zu einer etwas
verstérkten theromodynamischen Instabilitét fithren (Lakshminarasimhan et al., 2008;
Malgieri und Eliezer, 2008). Fiir die Mutation E64D findet sich keine Verénderung in
der Kristallstruktur (Malgieri und Eliezer, 2008).

Aufser fiir die Mutation L166P kann somit die pathologische Wirkung keiner weiteren
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PK-assoziierten DJ-1-Mutation aus ihrer veranderten Struktur erklart werden.

1.2.3 Funktion von DJ-1

DJ-1 wurde erstmals 1997 als Onkogen beschrieben, dessen Uberexpression NIH3T3-
Zellen Ras-abhéngig transformiert (Nagakubo et al., 1997). Einige Zeit spater wurde es
als Faktor, der fiir die ménnliche Fertilitdt wichtig ist, beschrieben (Wagenfeld et al.,
1998). Diese Funktion erfiillt DJ-1 moglicherweise durch seine positive Regulation des
Androgenrezeptors (Takahashi et al., 2001; Niki et al., 2003). In dieser Zeit wurde auch
zum ersten Mal eine Verbindung zwischen DJ-1 und oxidativem Stress gefunden, als
Mitsumoto und Kollegen die Oxidation von DJ-1 durch endogene und exogene ROS be-
schrieben (Mitsumoto und Nakagawa, 2001; Mitsumoto et al., 2001). Starken Auftrieb
erhielt die DJ-1-Forschung, als Bonifati et al. (2003) Mutationen in DJ-1 mit der PK
assoziierten. In den letzten fiinf Jahren wurde zusétzlich zu den bereits beschriebenen
Funktionen noch eine dritte Funktion entdeckt und intensiv untersucht: DJ-1 schiitzt
Zellen vor oxidativem Stress. Verschiedene Zelltypen und Organismen wurden hierbei
unter Anwendung verschiedener Stressoren untersucht. In Zellkulturmodellen wurde
entdeckt, dass DJ-1 Neuroblastomzellen gegen MPTP-Toxizitat (Canet-Aviles et al.,
2004), Dopamin (Lev et al., 2008a), Rotenon und 6-Hydroxydopamin schiitzt (Lev
et al., 2008b). Es wurde ebenfalls ein protektiver Effekt von DJ-1 gegeniiber HoOg in do-
paminergen Neuronen (Martinat et al., 2004) und Wildtyp-Mausfibroblasten (MEF) im
Vergleich zu Dj-1-/~-MEF gefunden (Gérner et al., 2007). In D. melanogaster macht
der Verlust von DJ-1 die Fliegen sensitiver gegeniiber Paraquat (Lavara-Culebras und
Paricio, 2007). Es wurden auch mehrere Mausmodelle untersucht. In diesen wurde die
Schutzfunktion von DJ-1 gegen die bekannten Parkinsontoxine MPTP (Paterna et al.,
2007) und Paraquat (Yang et al., 2007) bestétigt. In einem dritten Modell wurde ent-
deckt, dass DJ-1 gegen Ischdmien und Excitotoxizitdt nach einem Schlaganfall schiitzt
(Aleyasin et al., 2007).

Die Frage, wie DJ-1 vor oxidativem Stress schiitzt, konnte bisher nicht vollstdndig be-
antwortet werden. Aus den bisherigen Forschungsergebnissen kristallisieren sich jedoch
zwei grundséatzliche Mechanismen heraus. DJ-1 wirkt zum einen protektiv durch die

Beeinflussung von Signalwegen, zum anderen durch transkriptionelle Regulation. Im
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folgenden sollen diese beiden Punkte genauer dargestellt werden.

1.2.3.1 Regulation von Signalwegen

DJ-1 beeinflusst sowohl pro- als auch antiapoptotische Signalwege (Abbildung 1.14).
Der wichtigste antiapoptotische Signalweg ist der Phosphatidylinositol-3-kinase/Akt-
Signalweg (Kim et al., 2005a; Yang et al., 2005). Die Regulation erfolgt durch eine Sup-
pression der Phosphatase PTEN, wodurch die Konzentration von Phosphatidylinositol-
3,4,5-trisphosphat zunehmen sollte. Dies fiihrt zu einer verstérkten Phosphorylierung
von Akt und zu verringertem Zelltod (Duronio, 2008). Zusétzlich zur Stimulation des
antiapoptotischen Akt-Signalwegs unterdriickt DJ-1 auch die Aktivitdt der proapopto-
tischen JNK/p38-MAP-Kinase-Signalwege. In diesen Signalwegen sind zwei Angriffs-
punkte von DJ-1 bekannt. Zum einen interagiert DJ-1 mit der MAPKKK ASK1 und
unterdriickt ihre Aktivitat (Junn et al., 2005; Gorner et al., 2007). Da die Regulation
dieser Kinase fiir diese Arbeit sehr wichtig ist, wird auf sie in Kapitel 1.3 n&her einge-
gangen. Der zweite Angriffspunkt ist die MAPKKK MEKK1, deren Aktivitéit ebenfalls
von DJ-1 unterdriickt wird (Mo et al., 2008). Sowohl die Inhibition der einen als auch
der anderen MAPKKK fithrt zu einer geringeren Aktivitit der p38MAPK und JNK-
Signalwege und dem Schutz der Zelle vor apoptotischem Zelltod.

DJ-1 erfiillt seine zytoprotektive Wirkung somit durch die Stimulation antiapoptoti-

scher und die Unterdriickung proapoptotischer Signalwege.

1.2.3.2 Transkriptionelle Regulation

Der zweite zytoprotektive Mechanismus von DJ-1 ist die transkriptionelle Regulati-
on. Die Rolle von DJ-1 als transkriptioneller Koaktivator war im Zusammenhang mit
der ménnlichen Fruchtbarkeit bereits frith bekannt (Takahashi et al., 2001; Niki et al.,
2003). Auch beim Schutz der Zelle gegen oxidativen Stress beeinflusst DJ-1 die tran-
skriptionelle Hochregulation antioxidativer Gene. Intensiv wurde hierbei die Erhohung
der Glutathion-Konzentration durch die verstarkte Expression des limitierenden En-
zyms Glutamat-Cystein-Ligase untersucht (Zhou und Freed, 2005; Liu et al., 2008b).

Liu et al. (2008b) fanden zusétzlich noch eine Hochregulation von Hsp70. Der genaue
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Abbildung 1.14 — Modell des zytoprotektiven Mechanismus von DJ-1
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Mechanismus, durch den DJ-1 die Regulation antioxidativer Gene beeinflusst, ist bis-
her unbekannt. Verschiedene Aspekte wurden jedoch schon untersucht. Clements et al.
(2006) konnten zeigen, dass DJ-1 den antioxidativen Transkriptionsfaktor nukledren
Faktor erythroid-derived 2 related factor(Nrf2) stabilisiert, den Hauptregulator der
antioxidativen Transkription. DJ-1 verhindert angeblich durch einen unbekannten Me-
chanismus die Bindung der Ubiquitinligase Keapl an Nrf2, was die Ubiquitinierung und
den proteasomalen Abbau von Nrf2 verhindert. DJ-1 kann zudem als transkriptionaler
Koaktivator wirken (Xu et al., 2005) sowie RNA binden (van der Brug et al., 2008).
Interessanterweise hat DJ-1 auch eine spezifische Funktion in dopaminergen Neuronen
als transkriptioneller Regulator des Enzyms Tyrosinhydroxylase (Jeong et al., 2006;
Zhong et al., 2006).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass DJ-1 wahrscheinlich durch verschiedene Me-

chanismen die Expression antioxidativer Gene reguliert.

1.2.3.3 Andere Mechanismen

Zusétzlich zu den oben genannten Bereichen gibt es noch verschiedene andere Berich-
te liber zytoprotektive Eigenschaften von DJ-1. So wirkt DJ-1 oxidationsabhéngig als
Chaperon fiir a-Synuclein und vermindert dessen Toxizitat (Shendelman et al., 2004;
Batelli et al., 2008). Auferdem vermindert es die Menge der Dopamintransporter in
dopaminergen Neuronen, was einen regulatorischen Mechanismus bei der Dopaminaus-
schiittung nahelegt (Goldberg et al., 2005; Manning-Bog et al., 2007). Eine interessante
Funktion von DJ-1 wurde in einer aktuellen Publikation von Mullett und Hinkle (2008)
beschrieben. Diese fanden heraus, dass der knockdown von DJ-1 in Astrozyten kokul-
tivierte Neurone sensitiver gegeniiber oxidativem Stress macht. DJ-1 scheint somit an
der Versorgung von Neuronen mit protektiven Substanzen durch Astrozyten beteiligt

Zu seln.

1.2.3.4 Aktivierung von DJ-1

Fir die meisten in diesem Abschnitt beschriebenen Funktionen muss DJ-1 aktiviert

werden. Dies geschieht durch Oxidation. Alle bisher erschienenen Studien sind sich
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darin einig, dass die Anwesenheit von ROS eine notwendige Voraussetzung fiir die Ak-
tivitat von DJ-1 ist (Canet-Aviles et al., 2004; Shendelman et al., 2004; Takahashi-Niki
et al., 2004; Meulener et al., 2006; Hulleman et al., 2007; Mo et al., 2008; Blackinton
et al., 2009). In den meisten Berichten wird Cystein-106 als die Aminosidure angese-
hen, die durch ihre Oxidation als molekularer Schalter wirkt (Canet-Aviles et al., 2004;
Takahashi-Niki et al., 2004; Meulener et al., 2006; Hulleman et al., 2007; Blackin-
ton et al., 2009). Cystein-106 wird dabei zur Sulfinséure oxidiert (Canet-Aviles et al.,
2004; Zhou et al., 2006; Tsuboi et al., 2008; Blackinton et al., 2009). Da der Zugang
zu Cystein-106 durch das C-terminale Helix-Knick-Helix-Motiv blockiert ist (Gorner
et al., 2007), ist es wahrscheinlich, dass DJ-1 seine Konformation &ndern muss, um
durch ROS aktiviert zu werden (Honbou et al., 2003). Diese Tatsache konnte die Re-
gulation der DJ-1-Aktivitat erkldren. Duan et al. (2008) haben in einer aktuellen Pu-
blikation gezeigt, dass oxidiertes DJ-1 nicht reduziert, sondern proteasomal abgebaut
wird. Da die blockierende a-Helix am C-Terminus wichtig fiir die Dimerisierung von
DJ-1 ist (Tao und Tong, 2003), kénnte eine aktivierende Konformationsdnderung die
weitere Dimerisierung verhindern. Da aber die Dimerisierung als notwendige Voraus-
setzung fiir die Stabilitdt von DJ-1 angesehen wird, wiirde die Monomerisierung zu
einer Destabilisierung des Proteins und damit zu einem proteasomalen Abbau fithren.
Diese Hypothese wird durch Hulleman et al. (2007) gestiitzt, die eine Destabilisierung
von DJ-1 nach Oxidation an C-106 gefunden haben.

Hieraus lésst sich schliefen, dass DJ-1 durch die Oxidation an Cystein-106 aktiviert
wird und diese Aktivierung notwendig fiir die Funktion von DJ-1 ist.
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass DJ-1 ein im Gehirn ubiquitdr exprimiertes
Protein ist, welches die Zelle durch verschiedene Mechanismen vor oxidativem Stress
schiitzt. Wie der Verlust der DJ-1-Aktivitdt zu den Symptomen der PK fiihrt, ist bis

jetzt noch nicht verstanden.

1.2.4 DJ-1-Mausmodelle

Wie schon bei den meisten anderen genetischen Mausmodellen der PK beobachtet
wurde, gibt es bei Dj-17/~-Miusen keine Zeichen von Neurodegeneration (Goldberg

et al., 2005; Yamaguchi und Shen, 2007) und keine Beeintrichtigung des nigrostriata-
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len Weges (Goldberg et al., 2005; Yamaguchi und Shen, 2007; Chandran et al., 2008).
Die Modelle bestétigen jedoch einige Funktionen von DJ-1 und geben Hinweise auf an-
dere, bisher kaum untersuchte Funktionen. Dj-1=/~-Miuse sind sensitiver gegeniiber
den Parkinson-Toxinen MPTP (Kim et al., 2005b; Manning-Bog et al., 2007) und Pa-
raquat (Yang et al., 2007), was seine zytoprotektive Funktion gegen oxidativen Stress
bestitigt. Zusitzlich zeigen die Dj-1~/~-Mause eine Reduktion der Long Term De-
pression (LTD) (Goldberg et al., 2005; Wang et al., 2008), was wahrscheinlich durch
eine grofere Anzahl von Dopamintransportern (Manning-Bog et al., 2007) und somit
eine verstiarkte Wiederaufnahme von Dopamin verursacht wird (Goldberg et al., 2005;
Manning-Bog et al., 2007). Dies konnte eventuell gewisse Verhaltensauffalligkeiten al-
ter Tiere erkldren (Chandran et al., 2008).

Warum der Verlust von DJ-1 im Menschen zur PK fiihrt, ldsst sich auch durch die

bisher publizierten Mausmodelle nicht erklaren.

1.3 Apoptosesignal-regulierende Kinase 1 (ASK1)

DJ-1 erfiillt seine zytoprotektive Funktion unter anderem iiber die Regulation ASK1
(sieche Kap. 1.2.3). Da der Regulationsmechanismus in dieser Studie néher untersucht
wurde, soll ASK1, seine Regulation und Funktion hier vorgestellt werden.

ASK1 gehort zur Familie der mitogenaktivierten Proteinkinasekinasekinasen (MAP-
KKK) (Sekine et al., 2006). Sie wurde 1997 von Ichijo et al. (1997) als proapoptotische
Kinase entdeckt. Es handelt sich um eine ubiquitér exprimierte zytosolische Kinase

(Sekine et al., 2006).

1.3.1 Struktur von ASK1

ASK1 ist eine 1374 Aminosduren lange Serin/Threonin-Kinase. Sie besteht aus ver-
schiedenen Doménen, deren funktionelle Bedeutung teilweise bekannt ist (Abbildung
1.15). Am N-terminalen Ende befindet sich im Bereich der Aminoséuren 46-277 die Bin-
dungsstelle des negativen Regulators Thioredoxin (Trx) 1, gefolgt von der N-terminalen
Coiled coil-Doméne (297-324), welche fiir die Oligomerisierung von ASK1 wichtig ist.
Hierauf folgt die TRAF-Bindungsregion im Bereich der Aminoséuren 384-655 (Fuji-
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no et al., 2007). Die Kinasedoméne liegt im Bereich der Aminoséuren 687-945. Am
C-terminalen Ende gibt es noch eine zweite Coiled coil-Doméne, die ebenfalls fiir die
Oligomerisierung wichtig ist (Sekine et al., 2006).

ASK1 liegt sowohl im inaktiven wie auch im aktiven Zustand als Oligomer mit einem
Molekulargewicht von tiber 1500 kDa vor, dem ASK-Signalosom (Noguchi et al., 2005).
Nach Aktivierung durch ROS wird das Molekulargewicht des ASK-Signalosoms durch
die Anlagerung weiterer Effektorproteine wie DAXX (Chang et al., 1998), TRAF2 (Liu
et al., 2000) und TRAF6 auf iiber 3000 kDa vergrofert (Noguchi et al., 2005).

Abbildung 1.15 - Doméinenstruktur von ASK1

Eingezeichnet sind die bekannten Doménen mit ihrer Funktion. TRX:
Thioredoxin-Bindungsstelle;, NCC: N-terminale Coiled coil-Doméne; TRAF:
TRAF-Bindungsstelle; Kinase: Kinasedoméne; CCC: C-terminale Coiled coil-
Doméne.

1.3.2 Regulation von ASK1

ASK1 gehort zur Gruppe der stressaktivierten MAPKKK und kann durch verschiedene
Stimuli aktiviert werden. Hierzu gehoren HoOs, Zytokine, Entzug von Wachstumsfak-
toren und Glucose, Krebsmedikamente und Todesrezeptorliganden (Ichijo et al., 1997;
Nishitoh et al., 1998; Saitoh et al., 1998; Wang et al., 1998; Chen et al., 1999; Kanamoto
et al., 2000; Takeda et al., 2004; Matsuzawa et al., 2005). Gemeinsam ist allen Aktivato-
ren, dass sie in der Zelle ROS produzieren, die fiir die Aktivierung verantwortlich sind.
Im Grundzustand bindet ASK1 seinen negativen Regulator Trx 1 (Saitoh et al., 1998),
welcher die Aktivitdt von ASK1 unterdriickt. Diese negative Regulation erfolgt durch
kovalente Bindung von Trx an ASK1 {iber Disulfidbriicken und verhindert die Interak-
tion der N-terminalen Coiled Coil-Doménen im ASK-Signalosom (Fujino et al., 2007,
Nadeau et al., 2007). Durch die aktivierenden ROS wird Trx oxidiert und diffundiert

aus dem Komplex. Hierdurch kénnen die N-terminalen Coiled coil-Doménen intera-
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gieren. Dies erlaubt den ASK-Oligomeren, Thr838 und Thr842 in der Kinasedoméne
zu phosphorylieren (Tobiume et al., 2002). Diese Phosphorylierung erlaubt schlieflich
die Bindung von TRAF2, TRAF6 und DAXX unter Ausbildung des hochmolekularen
aktiven ASK1-Signalosom (Chang et al., 1998; Noguchi et al., 2005). DAXX kommt
hierbei eine besondere Bedeutung zu. Durch seine Bindung wird eine inhibitorische
Interaktion zwischen dem N- und dem C-Terminus von ASK1 aufgehoben, wodurch
das Signalosom eine volle Aktivitét erlangen kann (Chang et al., 1998).

Neben Trx 1 wird ASK1 auch noch durch Phosphorylierung und Bindung weiterer
Effektorproteine reguliert. Phosphorylierung von Serin-83 durch Akt unterdriickt die
Aktivitdt von ASK1 (Kim et al., 2001a). Serin-967 ist ebenfalls im inaktiven Zustand
phosphoryliert und dient als Bindungsstelle von 14-3-3-Proteinen, die die Aktivierung
von ASK1 unterdriicken (Zhang et al., 1999). Ein weiterer negativer Regulator von
ASK1 ist DJ-1 (Junn et al., 2005; Gorner et al., 2007). Der genaue Mechanismus der
DJ-1-vermittelten ASK1-Regulation wird in dieser Arbeit untersucht.

Die bisherigen Untersuchungen ergeben, dass die Aktivitdt von ASK1 durch Phospho-
rylierung und die Bindung von aktivierenden und reprimierenden Proteinen reguliert

wird.

1.3.3 Funktion von ASK1

ASK1 ist eine stressaktivierte MAPKKK und somit ein Teil des MAP-Kinase-Signalwegs
(Abbildung 1.16). Substrate von ASK1 sind die MAP-Kinasekinasen MKK3, MKK4
und MKK6. Diese wiederum konnen p38MArK (MKK3, MKK6) und JNK (MKK4)
phosphorylieren und aktivieren. Diese wiederum koénnen Transkriptionsfaktoren, wei-
tere Kinasen und Komponenten des Zytoskeletts phosphorylieren und beeinflussen da-
durch Transkription, Apoptose und zelluldre Funktionen (Sekine et al., 2006). Ver-
starkte ASK1-Aktivitdt wurde mit vielen Krankheitsbildern in Verbindung gebracht.
Hierzu zéhlen neurodegenerative Erkrankungen, Infektionen, Herzinfarkt und Asthma
(Nagai et al., 2007). Bei der PK wird die Aktivitdt von ASK1 durch die verstirkte
ROS-Produktion stimuliert, was zum Untergang dopaminerger Neurone beitragt (Se-

kine et al., 2006).
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Abbildung 1.16 — Aktivierung und Funktion von ASK1

ASK1 wird durch ROS aktiviert. Thioredoxin wird oxidiert und diffundiert ab.
ASK1 bindet TRAF und DAXX und bildet das aktive Signalosom. Jetzt kann
es seine Substrate MKK3, MKK4 und MKK6 phosphorylieren und aktivieren
(Abbildung aus Sekine et al. (2006)).

ASK1 ist eine ubiquitér exprimierte stressaktivierte MAPKKK. Thre Aktivitédt wird
iiber Phosphorylierungen und die Bindung von aktivierenden und reprimierenden Ef-
fektorproteinen reguliert. Da sie ein Modul des proapoptotischen JNK /p38-Signalwegs

ist, spielt sie eine wichtige Rolle bei neurodegenerativen Erkrankungen wie der PK.

1.4 Neuroinflammation

Neuroinflammation ist ein Schutzmechanismus, der das Gehirn vor bakteriellen und
viralen Infektionen und vor iiberméfigen Schéden durch Traumata schiitzt. Pathoge-
ne werden hierbei bekdmpft bzw geschédigte Zellen und Hirnareale abgesondert, die
befallenen Zellen entfernt und die extrazelluldre Matrix repariert (Correale und Vil-
la, 2004). Es wird zwischen akuter und chronischer Neuroinflammation unterschieden.
Akute Neuroinflammation entsteht durch Infektionen und Ischédmien, wihrend chroni-

sche Inflammationen bei neurodegenerativen Erkrankungen auftreten.
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1.4.1 Neuropathologie

Die neuropathologischen Kardinalsymptome der Neuroinflammation sind aktivierte
Mikroglia und Astrozyten. Ruhende Mikroglia haben eine verdstelte Morphologie, die
sich durch ihre Aktivierung zu einer amdéboiden Morphologie wandelt. Aktivierte Mi-
krogliazellen proliferieren und migrieren zur Lésionsstelle. Reaktive Astrozyten sind
histologisch durch Proliferation und eine verstdrkte Expression des Strukturproteins
Gliales fibrilldres saures Protein (GFAP) charakterisiert (Farooqui et al., 2007). Zusétz-
lich kommt es zur Rekrutierung von polymorphonuclearen Leukozyten aus dem Blut,
die Pathogene bekdmpfen und phagozytieren kénnen (Diamond et al., 1999; Serhan
und Savill, 2005).

Die neuropathologischen Verdnderungen dienen somit der Konzentration von immun-

kompetenten Zellen an geschiadigten Orten des Gehirns.

1.4.2 Funktion der Astrozyten

Da DJ-1 prominent in reaktiven Astrozyten exprimiert wird (Neumann et al., 2004),
wurde in der vorliegenden Studie vor allem die Rolle von Astrozyten in neuroinflam-
matorischen Prozessen untersucht. Astrozyten stellen die Hauptmasse der Zellen im
Gehirn. Thre Hauptfunktion wéhrend der Neuroinflammation ist die Aktivierung von
Mikroglia und der Schutz umliegender Neuronen (Eddleston und Mucke, 1993; McGeer
und McGeer, 2008). Hierzu schirmen sie den pathologischen Herd ab und produzieren
grofie Mengen frei diffundierbarer Stoffe wie Stickstoffmonoxid und Prostaglandine,
inflammatorische Botenstoffe wie Zytokine und neurotrophe Faktoren (McGeer und
McGeer, 2008). Diese drei Gruppen sollen im folgenden néher beleuchtet werden. Zu-
sétzlich produzieren Astrozyten noch Enzyme, die zum Umbau und der Regeneration
der extrazellularen Matrix notwendig sind wie z.B. Matrixmetalloproteasen (Farooqui
et al., 2007). Bei chronischer Neuroinflammation kann sich die positive Wirkung der

produzierten Stoffe auch in eine negative, zellschidigende Wirkung umkehren.

o6



1.4 Neuroinflammation

1.4.2.1 Stickstoffmonoxid und Prostaglandine

Stickstoffmonoxid (NO) ist in kleinen Mengen ein Botenstoff, wirkt aber in grofen
Konzentrationen zytotoxisch. Seine Funktion als Botenstoff im Gehirn ist die retrogra-
de Kommunikation zwischen pra- und postsynaptischen Neuronen und dient der Long
Term Potentiation und synaptischen Plastizitat. Hierzu wird es in kleinen Mengen
tiber einen Zeitraum von wenigen Minuten produziert (Guix et al., 2005). In Astro-
zyten werden wahrend neuroinflammatorischer Prozesse grofte Mengen NO iiber einen
Zeitraum von Stunden bis Tagen produziert. Seine Hauptaufgabe ist die Eliminierung
von Pathogenen durch die Erzeugung von oxidativem und nitrosativem Stress. NO
wird durch NO-Synthasen (NOS) produziert. Es gibt drei Typen von NOS im Gehirn.
Zwei von ihnen, NOS1 (neuronale NOS) und NOS3 (epitheliale NOS), produzieren NO
als Botenstoff. Sie werden konstitutiv exprimiert und Calmodulin-abhéngig durch eine
Erhéhung der Calciumkonzentration aktiviert (Guix et al., 2005). NOS2, auch induzier-
bare NOS genannt, produziert NO wihrend inflammatorischer Prozesse. Das Enzym
wird nicht konstitutiv exprimiert, sondern die Expression wird durch proinflammato-
rische Stimuli innerhalb von 12 - 24 h aktiviert. Das Enzym wird nur transkriptionell
reguliert und hat eine relativ kurze Halbwertszeit von ca 2 h (Kolodziejski et al., 2004).
Alle NO-Synthasen produzieren NO nach dem gleichen Reaktionsschema aus Arginin
(Abbildung 1.17). Dieses wird unter Verbrauch von Sauerstoff und NADPH zu Citrul-
lin und NO umgesetzt (Guix et al., 2005).

+

H HN
%—NH? " )-N—O )=0
HN 0=0 0

Mo NADP N M

DPH NADP HN

L-Arginine N-Hidroxyarginine Citrulline

Abbildung 1.17 — Reaktionsmechanismus der NO-Synthasereaktion (aus
Guix et al. (2005))

NO kann frei durch Membranen diffundieren, hat aber wegen seiner hohen Reaktivitét
eine kurze Halbwertszeit. Seine zytotoxische Wirkung gegeniiber Pathogenen entfaltet

es zum einen durch seine Reaktion mit endogenen ROS unter Ausbildung von Per-
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oxynitrit. Dieses reagiert sofort mit Proteinen, Lipiden und DNA und schédigt durch
diese Nitrosylierungen die Zelle. Zum anderen kann NO auch direkt mit Biomolekiilen
unter Bildung von Nitrogruppen reagieren. Bei chronischer Neuroinflammation kommt
es durch die lange und iiberméfige Produktion von NO und die oftmals geschwéch-
te Abwehr gegen ROS zur Schidigung von korpereigenen Zellen. Besonders Neurone
reagieren empfindlich auf NO, wodurch die Neuroinflammation zu neurodegenerativen
Prozessen beitragt (Brown, 2007).

Die zweite Gruppe frei diffundierbarer Botenstoffe, die von Astrozyten nach proinflam-
matorischen Stimuli produziert werden, sind Prostaglandine (Farooqui et al., 2007).
In hohen Konzentrationen wirken sie durch die Freisetzung von Zytokinen, Produk-
tion von oxidativem Stress und die Aktivierung von Leukozyten proinflammatorisch
(Phillis et al., 2006). Prostaglandine werden durch die enzymatische Aktivitéit der Cy-
clooxygenase (COX) aus Arachidonsdure synthetisiert (Abbildung 1.18). Es gibt zwei
Isoformen der COX, COX-1 und COX-2. COX-1 wird konstitutiv exprimiert, wiahrend
COX-2 abhéangig vom Zelltyp entweder konstitutiv oder induzierbar exprimiert wird.
In Astrozyten wird die Expression von COX-2 durch proinflammatorische Stimuli in-

duziert.

mom Arachidonic acid

lcvclooxvgenase Constitutive: COX-1

cox-3

(” PGG, cox PCOX-1
’J 1 peroxidase

0; pGH, Inducible:  COX-2

TXs +—— specific — PGFy

synthases
PGD,_/ l \
~ 0
; ="~ COO0H PGI, b;:;/_/\VCCOOH
0 OH  OH
15d- A“‘“-PGJZ PGE,

Abbildung 1.18 — Biosynthese verschiedener Prostaglandine

Die Cyclooxygenase ist das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Prostag-
landinsynthese. Es setzt Arachidonsdure zu Prostaglandin Hy (PGH2) um. Dieses

kann dann zu weiteren Prostaglandinen umgesetzt werden (Abbildung aus Con-
silvio et al. (2004)).
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1.4 Neuroinflammation

Die in Astrozyten produzierten Prostaglandine wirken auf umliegende Neurone, Mikro-
glia und andere Astrozyten. In diesen Zellen kénnen sie proinflammatorische Signalwege
aktivieren.

NO und Prostaglandine sind die wichtigsten frei diffundierbaren Botenstoffe, die von
Astrozyten produziert werden. Sie wirken zum einen gegen Pathogene und zum ande-

ren als Signalmolekiile zur Kommunikation mit umliegenden Zellen.

1.4.2.2 Zytokine

Astrozyten wie auch Mikroglia produzieren eine Vielzahl von Zytokinen, deren Expres-
sion durch proinflammatorische Stimuli ausgelost wird. Hierzu gehoren Interleukin-143
(IL-15), Interleukin-6 (IL-6), Tumor Necrosis Factor a (TNFa), Colony Stimulating
Factor 1 und Transforming Growth Factor 3 (Hays, 1998; Wu et al., 1998; Kim et al.,
2001b; Sun et al., 2004; Drew et al., 2005; Minghetti et al., 2005; Noda et al., 2006).
Diese verstarken die Neuroinflammation bzw tragen sie durch die Bindung an Rezep-
toren auf benachbarten Gliazellen und Neuronen weiter, wo sie unter anderem die
Aktivierung von Cyclooxygenasen, Lipoxygenase und NO-Synthasen stimulieren. Dies
fithrt wiederum zur Produktion weiterer proinflammatorischer Signalmolekiile (Faroo-
qui et al., 2007). Die Zytokine kénnen sowohl pro- als auch antiinflammatorische Wir-
kungen haben (Wagoner und Benveniste, 1999). Normalerweise wirken sie neuroprotek-
tiv. Werden sie jedoch in einer Umgebung sekretiert, die bereits vorgeschadigt ist, wie
es bei neurodegenerativen Erkrankungen vorliegt, wirken sie neurotoxisch (Rothwell,

1999).

1.4.2.3 Wachstumsfaktoren

Vor allem Astrozyten, aber auch zu einem geringeren Mafe Mikroglia, produzieren
neurotrophe Faktoren, um umliegende Neuronen zu unterstiitzen und zu schiitzen.
Die wichtisten Faktoren, die von Astrozyten produziert werden, sind Nerve Growth
Factor (NGF), IL-6, Glial Derived Neurotrophic Factor, Brain Derived Neurotrophic
Factor, Mesencephalic Astrocyte-derived Neurotrophic Factor (McGeer und McGeer,
2008). Diese l6slichen Faktoren tragen zum Schutz der Neurone durch Aktivierung von

antiapoptotischen und wachstumsférdernden Signalwegen bei (Mena und de Yebenes,
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1 Einleitung

2008).

Astrozyten produzieren wihrend neuroinflammatorischer Prozesse eine Vielzahl pro-
und antiinflammatorischer Signalmolekiile. Diese sollen in ihrer Umgebung neuropro-
tektiv wirken. Bei chronischer Inflammation bzw einer vorgerschidigten Umgebung

konnen sie jedoch auch zellschddigend wirken.

1.4.3 Signalwege

MyDB&TIRAP-dependent pathway
s TRIFITRAM-dependent pathway

TLRT
) [

o

Type | IFN genes \‘ Type | IFN genes

IFN inducible genes Inflammatory cytokine genes IFN inducible genes

Abbildung 1.19 - TLR-Signaltransduktion (aus Kawai und Akira (2007))

Im Rahmen der angeborenen Immunitéit kénnen immunkompetente Zellen wie Astro-
zyten Pathogene und beschéidigte Zellen erkennen und die Immunantwort des Korpers
initiieren. Die Detektion von proinflammatorischen Stimuli erfolgt iiber verschiedene
Mechanismen. Pathogene wie Bakterien und Viren werden iiber ihre Bindung an 7Toll
like receptors (TLR) erkannt, die von den immunkompetenten Zellen des Gehirns, Mi-
croglia und Astrozyten, exprimiert werden. Bis heute sind mehr als 10 verschiedene

TLR bekannt, die verschiedene Liganden binden und damit unterschiedliche Pathoge-
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1.4 Neuroinflammation

ne erkennen kénnen (Akira et al., 2001). So erkennen TLR3 die doppelstrangige RNA
bestimmter Viren, wihrend TLR4 Lipopolysaccharide (LPS) binden, die ein Teil der
Aufenhiille gram-negativer Bakterien sind (Akira et al., 2001). Beschéadigte Zellen oder
Gewebe werden dagegen tliber sekretierte Kollektine erkannt, die das Komplementsy-
stem aktivieren und schlussendlich zur Phagozytose fithren (Tenner, 1998, 1999). Im
folgenden werde ich mich auf die TLR-vermittelte Immunitét konzentrieren, da diese
fiir die vorliegende Arbeit wichtig ist.

TLR sind Typl Transmembranproteine. Die verschiedenen TLR haben unterschiedliche
extrazelluldre Doménen, um unterschiedliche Zielmolekiile zu erkennen. Thre cytosoli-
schen Doménen sind jedoch sehr &hnlich, weswegen zum Teil iiberlappende Signal-
wege aktiviert werden. TLR besitzen selbst keine Kinaseaktivitat, sondern geben ihr
Signal durch Bindung von Effektorkinasen weiter (siche Abbildung 1.19). Hierdurch
werden drei generelle Typen von Signalwegen aktiviert: die MAP-Kinase-Signalwege,
der Nuclear factor (NF)rB-Signalweg und der JAK/STAT-Signalweg. Welcher Signal-
weg wie und wie stark aktiviert wird, hangt vom TLR-Komplex und dem Liganden ab.
Im folgenden soll der TLR-Signalweg am Beispiel von TLR4 aufgezeigt werden (Ab-
bildung 1.19). TLR4 bindet LPS an seiner extrazelluldren Doméne und wird hierdurch
aktiviert. Dieses aktivierte TLR4 kann das Adaptermolekiill MyD88 binden, welches
wiederum die Bindestelle fiir die Serin/Threonin-Kinase IRAK bildet (Takaesu et al.,
2001). Gebundenes TRAK wird autophosphoryliert, dissoziiert vom Rezeptor ab und
bildet einen Komplex mit TRAF6 und weiteren Effektorproteinen. Dieser aktive Kom-
plex kann schlieflich die MAP-Kinase- und NFxB-Signalwege aktivieren (Janssens und
Beyaert, 2003). Die Aktivierung der verschiedenen Signalwege wirkt sich {iber die Akti-
vierung von Transkriptionsfaktoren wie Nrf2, AP-1 und NFxB auf die trankriptionelle
Regulation der in Abschnitt 1.4.2 beschriebenen pro- und antiinflammatorischen Gene
aus.

Proinflammatorische Stimuli werden iiber TLR erkannt. Diese aktivieren vor allem den
MAPK- und NFxB-Signalweg. Diese Signale fithren dann zur Expression pro- und an-

tiinflammatorischer Gene.
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1 Einleitung

1.4.4 Neuroinflammation und PK

Die Neuroinflammation spielt auch bei der in dieser Studie untersuchten PK eine wich-
tige Rolle. Astrogliose und das Auftreten reaktiver Mikroglia in der Substantia nigra
sind neuropathologische Kardinalsymptome der PK (McGeer und McGeer, 2008). Es
wird angenommen, dass die Neuroinflammation eine Konsequenz des neuronalen Zell-
tods ist (Hirsch et al., 2003). Interessanterweise tragt sich die Neuroinflammation und
die damit verbundene Neurodegeneration selbst weiter. In den Gehirnen von Patien-
ten, die kurzzeitig MPTP ausgesetzt waren, hat man auch nach Jahren noch Zeichen
von Astrogliose gefunden (Langston et al., 1999). In PK-Hirnen wurde sowohl eine
verstérkte Expression von NOS2 (Hirsch et al., 2003) als auch erhéhte Konzentratio-
nen an proinflammatorischen Zytokinen gefunden (Nagatsu et al., 2000a,b). Es wurde
sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt, dass reaktive Astrozyten und Mikroglia umlie-
gende dopaminerge Neurone schidigen konnen (Bronstein et al., 1995; Herrera et al.,
2000; Gao et al., 2002). Dies geschieht zum einen durch die iiberméafige NO-Produktion
(Brown, 2007), zum anderen durch proinflammatoische Zytokine. Dopaminerge Neu-
rone besitzen Rezeptoren fiir die meisten Zytokine und werden durch die Bindung zur
Expression von COX-2 stimuliert (Hirsch et al., 2003). Zusétzlich kommt es zur Akti-
vierung proapoptotischer Signalwege, vor allem durch TNFa und IL-15 (Tansey et al.,
2007).

Ein zusétzliches Augenmerk auf die Neuroinflammation bei der PK wurde durch den
Einfluss der familidren PK-Gene gelegt. Es ist schon seit langerer Zeit bekannt, dass
a-Synuclein proinflammatorisch wirken kann und dies durch seine pathogenen Mutan-
ten verstarkt wird (Klegeris et al., 2006). Aktuell haben Gao et al. (2008) gezeigt, dass
Uberexpression von a-Synuclein die proinflammatorische Wirkung von LPS in vivo
verstarkt. Auch der Verlust von Parkin verstiarkt die LPS-vermittelte Neurodegenera-
tion in einem in vivo-Modell (Frank-Cannon et al., 2008).

Diese Untersuchungen zeigen, dass die Neuroinflammation eine wichtige Rolle im Ver-

lauf der PK spielt und aktiv am neurodegenerativen Prozess beteiligt ist.
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2 Ziele der Doktorarbeit

Das Thema der vorliegenden Doktorarbeit ist die strukturelle und funktionelle Un-
tersuchung des Parkinson-assoziierten Proteins DJ-1. DJ-1 wird eine zytoprotektive
Funktion zugesprochen. Die genauen strukturellen und funktionellen Grundlagen die-
ser Zytoprotektion sind bisher nur teilweise bekannt.

DJ-1 wird durch ROS aktiviert. Dies geschieht wahrscheinlich durch Oxidation einer
oxidierbaren Aminosdure. DJ-1 besitzt drei Cysteine und fiinf Methionine, die poten-
tiell oxidiert werden konnten. Es gibt bisher keine systematische Untersuchung, welche
dieser Aminosduren fiir die Aktivierung von DJ-1 wichtig sind. In der vorliegenden Stu-

die wurden alle oxidierbaren Reste mutagenisiert, um folgende Fragen zu beantworten:

1. Wie beeinflusst die Mutagenese der oxidierbaren Aminosduren die Stabilitdt und

Expression von DJ-17

2. Wie beeinflusst die Mutagenese der oxidierbaren Aminosduren die Funktionali-
tat von DJ-17 Dies soll anhand verschiedener funktioneller Studien untersucht

werden:
a) Binden die generierten Mutanten weiterhin an ASK17?
b) Wirken die generierten Mutanten weiterhin zytoprotektiv?
¢) Konnen die generierten Mutanten den Transkriptionsfaktor Nrf2 stabilisie-

ren?

3. Kann der aktive Zustand von DJ-1 durch geeignete Mutanten, die konstitutiv

aktiv sind, simuliert werden?

Ein Mechanismus, mit dem DJ-1 die Zellen vor oxidativem Stress schiitzt, ist die Re-

pression der proapoptotischen Kinase ASK1. Der Mechanismus, nach dem DJ-1 die
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2 Ziele der Doktorarbeit

ASK1-Aktivitdt unterdriickt, wird kontrovers diskutiert. Zwei Wege wurden vorge-

schlagen:
e DJ-1 reprimiert ASK1 direkt durch Bindung (Gérner et al., 2007).

e DJ-1 verhindert die Translokation von DAXX aus dem Zellkern ins Zytosol, wo-
durch dieses nicht mehr an ASK1 binden kann, was fiir die vollstédndige Aktivitét

von ASKI1 notwendig ist (Junn et al., 2005).
Um dieses Problem zu 16sen, sollen folgende Fragen beantwortet werden:
1. Wo liegt die Bindungsstelle von DJ-1 an ASK1?

2. Wie ist das Zusammenspiel von DJ-1 mit anderen regulatorischen Proteinen wie

Trx 17
3. Beeinflusst DJ-1 die aktivierende Phosphorylierung von ASK1 an Threonin-8387

4. Welchen Einfluss haben aktivierende und reprimierende Phosphorylierungen von

ASK1 auf die DJ-1-Bindung?

DJ-1 wird prominent in reaktiven Astrozyten exprimiert. Seine Funktion in diesen Zel-
len ist bisher vollkommen unbekannt. Zur Beantwortung dieser Frage wird ein Modell-
system aus priméren Astrozytenkulturen aus Dj-1~/~-M&usen und wt-Wurfgeschwistern
etabliert und diese mit LPS aus F. coli als proinflammatorisches Agens behandelt.

Hierdurch sollen folgende Fragen beantwortet werden:

1. Welchen Einfluss hat DJ-1 auf die Aktivierung von Astrozyten durch LPS und

andere proinflammatorische Stressoren?

2. Wie beeinflusst DJ-1 die Produktion von inflammatorischen Markern wie Stick-

stoffmonoxid (NO) oder Zytokinen?

3. Besitzt DJ-1 einen neuroprotektiven Effekt in inflammatorischen Systemen?
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3 Material und

3.1 Material

Methoden

3.1.1 Gerdte
Gerite Herkunft
Autoklav VX-150 (Systec, Wettenberg)
Blotkammer Biorad (Miinchen)
Elektroporator MicroPulser (Biorad, Miinchen)

Elektroporationskiivetten

Biorad (Miinchen)

FACS-Cytometer

Cyan flow (Dako, Hamburg)

Fluoreszenzmikrokop

Imager Z1 (Zeiss, Jena)

Gelkammer fiir SDS-PAGE

PerfectBlue Twin S (Peqlab, Erlangen)

Gelkammer fiir Agarosegele

Peglab (Erlangen)

Inkubator

Binder (Tuttlingen)

Mikrotiterplattenphotometer

Model 680 (Biorad, Miinchen)

Mikrowelle Panasonic (Hamburg)
Nanodrop ND1000 (Peqlab, Erlangen)
Pipettierhilfe Pipetboy (Integra Bioscience, Fernwald)
Praparierbesteck Roth (Karlsruhe)
Riihrer RH basic (IKA, Staufen)
Schiittler SSL3 (Stuart, Staffordshire, UK)
Sequenzierer ABI 3100 Genetic Analyzer

(Applied Biosystems, Darmstadt)
Spannungsquelle EV231 (Consort, Turnhout, Belgien)
Stereomikroskop MZ7 (Leica, Solms)
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Gerite Herkunft

Sterilbank Herasafe (Thermo Fisher Heraeus, Hanau)
Thermocycler 2720 (Applied Biosystems, Darmstadt)
Thermomixer comfort (Eppendorf, Hamburg)

Tischzentrifuge, ungekiihlt

Biofuge pico (Thermo Fisher Heraeus, Hanau)

Tischzentrifuge, gekiihlt

Mikro 22R (Hettich, Tutlingen)

Biofuge fresco (Thermo Fisher Heraecus, Hanau)

Trocknungsrahmen Sigma (Miinchen)
Uberkopfschiittler Labor-Brand (Giefsen)
UV-Tisch Vilber Lourmat (Eberhardzell)

Zahlkammer (Neubauer)

Assistent (Sondheim)

Zellkulturinkubator

Heracell 240 (Thermo Fisher Heraeus, Hanau)

Zentrifuge

Multifuge 3 (Thermo Fisher Heraeus, Hanau)
5810R (Eppendorf, Hamburg)

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Materialie

Herkunft

Blot-Papier

Schleicher & Schiill (Dassel)

Deckglaser Roth (Karlsruhe)

Einmalpipetten Corning (Kaiserslautern)

Filme GE Healthcare (Freiburg)

Mikrotiterplatten Greiner (Frickenhausen)

Netze Nitex 03-132/44, Nitex 03-210/40 (Sefar, Miinchen)
Objekttrager Langenbrinck (Emmendingen)

PCR-Reaktionsgefife

PeqLab (Erlangen)

Pipettenspitzen

Sarstedt (Niirnbrecht)
Biozym (Hess. Oldendorf)

Plastikréhrchen (15 ml, 50 ml)

Greiner (Frickenhausen)

PVDF-Membran

Millipore (Schwalbach)

Reaktionsgefafe (1.5 ml, 2 ml)

Greiner (Frickenhausen)
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3.1 Material

Materialie Herkunft

Skalpelle Braun (Melsungen)
Zellkulturflaschen Greiner (Frickenhausen)
Zellkulturplatten

96 well, 24 well, 6 well, 14.5 cm

6 cm, 10 cm

Greiner (Frickenhausen)

Corning (Kaiserslautern)

3.1.3 Chemikalien

Chemikalie

Herkunft

100 bp DNA-Leiter

Fermentas (St Leon-Rot)

1400W

Sigma (Miinchen)

40 % Acrylamid 19:1

Applichem (Darmstadt)

Agar

Serva (Heidelberg)

Agarose

Lonza (Wuppertal)

Alkalische Phosphatase (SAP)

Fermentas (St Leon-Rot)

Ammoniumchlorid

Roth (Karlsruhe)

Ammoniumperoxidisulfat

Roth (Karlsruhe)

Amphotericin B

Sigma (Miinchen)

Ampicillin Sigma (Miinchen)
Amplify GE Healthcare (Freiburg)
ATP Sigma (Miinchen)
y32P-ATP GE Healthcare (Freiburg)

Hartmann (Braunschweig)

dATP, dTTP, dCTP, dGTP

Fermentas (St Leon-Rot)

B-27-Supplement

Invitrogen (Karlsruhe)

Bactoagar BD (Heidelberg)
Bactopepton BD (Heidelberg)
BCA Pierce (Bonn)

BigDye Terminator v3.1

Applied Biosystems (Darmstadt)

Blocking Solution

Roche (Mannheim)
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Chemikalie Herkunft
Bromphenolblau Merck (Darmstadt)
Borséure Roth (Karlsruhe)
Calciumchlorid Merck (Darmstadt)
Cholesterol Sigma (Miinchen)

Complete Proteaseinhibitorcocktail

Roche (Mannheim)

Coomassie Brillant Blue R-250

Applichem (Darmstadt)

L-Cystein

Sigma (Miinchen)

DABCO

Roth (Karlsruhe)

DNA Blood and Tissue-Kit

Qiagen (Hilden)

Dulbecco “s modifiziertes Eagles Medium

(DMEM)

Biochrom (Berlin)

DMEM, glucose-und pyruvatfrei

PAA (Pasching, Osterreich)

DMEM, methionin- und cysteinfrei

Invitrogen (Karlsruhe)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Roth (Karlsruhe)

Ethylenglycoltetraessigsidure (EGTA)

Applichem (Darmstadt)

Essigsaure

Merck (Darmstadt)

Ethanol, reinst

Merck (Darmstadt)

Ethanol, vergéllt

Apotheke des UKT

Ethidiumbromid Sigma (Miinchen)
(1% in ddH,0)
ExTaq Takara (Verviers, Belgien)

FLAG-Agarose

Sigma (Miinchen)

Fotales Kéalberserum (FCS)

PAA (Pasching, Osterreich)

Gel Extraction Kit

Qiagen (Hilden)

Gentamycin

Invitrogen (Karlsruhe)

L-Glutamin (200 mM)

Biochrom (Berlin)

Glucose Roth (Karlsruhe)
Glycerol Applichem (Darmstadt)
Glycin Roth (Karlsruhe)

Griess-Reagenz

Sigma (Miinchen)
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Chemikalie

Herkunft

HA-Agarose

Sigma (Miinchen)

10 x Hank‘s balanced salt solution

(HBSS)

Sigma (Miinchen)

Hefeextrakt

Applichem (Darmstadt)

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsédure (HEPES)

Roth (Karlsruhe)

Hoechst33342

Invitrogen (Karlsruhe)

Kaliumchlorid

Roth (Karlsruhe)

Kaliumdihydrogenphosphat

Roth (Karlsruhe)

Kanamycin

Fluka (Buchs, Schweiz)

10 x Kinasepuffer

Cell Signaling (Frankfurt)

Lipopolysaccharide Sigma (Miinchen)
Magermilchpulver Sucofin
Magnesiumchlorid Merck (Darmstadt)
Magnesiumsulfat Merck (Darmstadt)

Maxiprep-Kit

Qiagen (Hilden)

B-Mercaptoethanol

Roth (Karlsruhe)

Methanol

Merck (Darmstadt)

L-Methionin

Sigma (Miinchen)

35S-Methionin / 3°S-Cystein

GE Healthcare (Freiburg)

MOWIOL

Roth (Karlsruhe)

MYC-Agarose

Sigma (Miinchen)

Myelin basisches Protein (MBP)

Fluka (Buchs, Schweiz)

N-Acetylcystein

Sigma (Miinchen)

Natriumacetat Roth (Karlsruhe)
Natriumazid Sigma (Miinchen)
Natriumchlorid Applichem (Darmstadt)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Roth (Karlsruhe)

di-Natriumhydrogenphosphat

Roth (Karlsruhe)

Natriumhydroxid

Merck (Darmstadt)
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Chemikalie Herkunft
Natriumnitrit Merck (Darmstadt)
Natriumpyrophosphat Fluka (Buchs, Schweiz)
Neurobasal-Medium Invitrogen (Karlsruhe)
Nonidet P-40 (NP-40) United States Biological

(Swampscott, USA)

OptiMEM Invitrogen (Karlsruhe)
Paraformaldehyd Sigma (Miinchen)

peqGold triFast Peglab (Erlangen)

PenicillinG / Streptomycinsulfat (100x) Biochrom (Berlin)

polyl:C Invivogen (Toulouse, Frankreich)
Proteinmarker Biorad (Miinchen)

Quickchange Kit Stratagene (La Jolla, USA)
Restriktionsenzyme Fermentas (St Leon-Rot)

RevertAid M-MuLV Reverse Transkriptase | Fermentas (St Leon-Rot)

Rinderserumalbumin Roth (Karlsruhe)

Saccharose Roth (Karlsruhe)

Sekundérantikérper Jackson Immunoresearch (Suffolk, GB)
T4 DNA Ligase Fermentas (St Leon-Rot)

Taq Promega (Mannheim)
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth (Karlsruhe)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) | Applichem (Darmstadt)

Triton X-100 Applichem (Darmstadt)
Trypsin/EDTA Biochrom (Berlin)

Trypton Roth (Karlsruhe)

Tween-20 Applichem (Darmstadt)

Venor GeM Minerva Biolabs (Berlin)
Wasserstoffperoxid Sigma (Miinchen)

Xylencyanal Merck (Darmstadt)

Zeocin Invivogen (Toulouse, Frankreich)
Ziegenserum Sigma (Miinchen)
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3.1.4 Vektoren

Vektor Resistenzgene | Herkunft

pCMV-myc Ampicillin Clontech (Heidelberg)

pCMV-HA Ampicillin Clontech (Heidelberg)

pIRES-ZsGreen Kanamycin Clontech (Heidelberg)
Neomycin

pcDNA3.1-Zeocin | Ampicillin Invitrogen (Karlsruhe)
Zeocin

pcDNA3 Ampicillin Invitrogen (Karlsruhe)

Die Vektorkarten finden sich im Anhang dieser Arbeit.

3.1.5 Puffer und LGsungen

Puffer /Losung Zusammensetzung

10 % Ammoniumperoxidisulfat 10 % (w/v) Ammoniumperoxidisulfat
APS in dd2O

Antikorperpuffer 5 % Roche Blocking Solution

0.02 % Natriumazid

in TBS

Blocklosung 5 % (w/v) Magermilchpulver
in TBST

1 % BSA 1 % (w/v) Rinderserumalbumin
in PBS

Chase-Medium DMEM

2 mM L-Glutamin

1 mM L-Cystein

1 mM L-Methionin

10 % FCS

10 units/ml PenicillinG

10 pug/ml Streptomycinsulfat
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Puffer /Losung

Zusammensetzung

ColP-Puffer

0.2% (v/v) NP-40

10 mM KCI

50 mM NaCl

1 mM EDTA

0.5 mM EGTA

1.5 mM MgCl,

10 % (v/v) Glycerol

10 mM NaPP;

50 mM HEPES (pH 7.5)

Complete Proteaseinhibitorcocktail

Coomassie-Ldsung

0.25 % Coomassie Brillant Blue R-250

in Entfarbelosung

DNA-Ladepuffer

50 % (v/v) Glycerol
0.1 % Bromphenolblau

0.1 % Xylencyanal
in ddH5O

dNTPs

10 mM dATP
10 mM dTTP
10 mM dCTP
10 mM dGTP

Eindeckmedium

100 mM Tris-HCI pH 8.5
25 % (w/v) Glycerol

10 % MOWIOL

25 mg/ml DABCO

in ddH,O

Entfarbelosung

45 % Methanol
10 % Essigsaure
in ddH5O

70 % Ethanol

70 % (v/v) Ethanol
in ddH5O




3.1 Material

Puffer /Losung

Zusammensetzung

Ethanol/Natriumacetat

115 mM Natriumacetat pH 4.8

in Ethanol

50 % Glycerol 50 % (v/v) Glycerol
in ddH9O

10 % Glycerol 10 % (v/v) Glycerol
in ddH5O

HBSS-Medium

10 % 10 x HBSS

2.5 pg/ml Amphotericin B
10 units/ml PenicillinG

10 pug/ml Streptomycinsulfat
in ddH5O

Inkubationsmedium glucose- und pyruvatfreies DMEM
5 mM Glucose
Kinasepuffer 10 % 10 x Kinasepuffer

in ddH50

6 x Lammli-Puffer

375 mM Tris-HCI pH 6.8
9 % SDS

50 % Glycerol

9 % B-Mercaptoethanol
0.01 % Bromphenolblau
in ddH9O

Laufpuffer

25 mM Tris
193 mM Glycin
3.5 mM SDS

in ddH5O

LB-Medium

1 % (w/v) Hefeextrakt
0.5 % (w/v) Trypton
1% (w/v) NaCl

in ddH9O
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Puffer /Losung

Zusammensetzung

LB-Platten

mit Ampicillin

1 % (w/v) Hefeextrakt
0.5 % (w/v) Trypton
1 % (w/v) NaCl

1.5 % Agar

100 pg/ml Ampicillin
in ddH5O

LB-Platten

mit Kanamycin

1 % (w/v) Hefeextrakt
0.5 % (w/v) Trypton
1 % (w/v) NaCl

1.5 % Agar

25 pg/ml Kanamycin
in ddH-0O

Lysepuffer

1 % Triton X-100

150 mM NaCl

2 mM EDTA

10 mM NaPP;

50 mM Tris (pH 7,6)

Complete Proteaseinhibitorcocktail

in ddH5O

MO-Puffer

48 mM NayHPO,4
22 mM KH5POy
8.5 mM Na(Cl

18 mM NH,4Cl

2 mM MgSO,

0.1 mM CaCly
0.2 % Glucose

in ddH5O

Miniprep-Puffer 1

0.9 % Glucose
10 mM EDTA
25 mM Tris in ddH,O
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Puffer /Losung Zusammensetzung
Miniprep-Puffer 2 200 mM NaOH

1% (w/v) SDS

in ddH9O

Miniprep-Puffer 3

3 M Kaliumacetat pH 5.0
11.5 % Essigsaure
in ddHQO

Neuronenmedium

Neurobasal-Medium

10 % FCS
B-27-Supplement

2 mM L-Glutamin

10 units/ml PenicillinG

10 pug/ml Streptomycinsulfat

NGM-Agar

50 mM NaCl

0.25 % (w/v) Bactopepton
1.7 % (w/v) Bactoagar

1 mM CaCl,

1 mM MgSOy

925 mM KH,PO, pH 6.0

5 mg/1 Cholesterol

in ddH5O

OptiMEM-Inkubationsmedium

OptiMEM
10 units/ml PenicillinG

10 pg/ml Streptomycinsulfat

4 % Paraformaldehyd

4 % (w/v) Paraformaldehyd
in PBS

phosphatgepufferte Kochsalzlsung
pH 74
(PBS)

2.2 mM KH»PO,
7.8 mM NasHPO4
150 mM NaCl

in ddH5O
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Puffer /Losung Zusammensetzung
Praparationspuffer 137 mM NaCl
5.4 mM KCl

0.2 mM KHsPOy

0.2 mM NapsHPO4
1 g/1 Glucose

20 g/1 Saccharose

50 pg/ml Gentamycin

Pulse-Medium

methionin- und cysteinfreies DMEM
2 mM L-Glutamin
10 units/ml PenicillinG

10 pg/ml Streptomycinsulfat

Sammelgelpuffer

0.5 M Tris-HCI pH 6.8
0.4 % SDS
in ddHQO

SOC-Medium

2 % Trypton

0.5 % Hefeextrakt
8.5 mM NaCl

2.5 mM KCl

10 mM MgCls

20 mM Glucose
in ddH5O

Selektionsmedium

DMEM
10 % FCS
400 pg/ml Zeocin

‘Stripping’‘-Puffer

62,5 mM Tris pH 7.6

2 % SDS

100 mM (-Mercaptoethanol
in ddH5O




3.1 Material

Puffer /Losung

Zusammensetzung

TBS

50 mM Tris pH 7.4
150 mM NaCl
in ddH9O

TBST

50 mM Tris pH 7.4
150 mM NaCl

0.5 % Tween-20

in ddH9O

Transferpuffer

25 mM Tris
192 mM Glycin
in ddH5O

Trenngelpuffer

1.5 M Tris-HCI pH 8.8
0.4 % SDS
in ddHQO

Tris-Borat-EDTA-Puffer
TBE

90 mM Tris

89 mM Borsdure
20 mM EDTA
in ddH9O

1 % Triton X-100

1 % (v/v) Triton X-100
in PBS

Trocknungslésung

20 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Glycerol
in ddH9O

10 % Ziegenserum

10 % (v/v) Ziegenserum
in PBS
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Subklonierung der DJ-1-Mutanten erfolgte mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR).
Als Vorlage dienten hierbei die jeweiligen pCMV-myc-Konstrukte. Fiir die unterschied-
lichen Vektoren wurden die in Tabelle 3.6 auf Seite 79 aufgelisteten Primer verwendet.

Folgender Reaktionsansatz wurde verwendet:

5 ul 10 x ExTaq-Puffer

1 pl dNTPs

1 pl Vorwértsprimer (10 pmol/ul)
1 pl Riickwértsprimer (10 pmol/ul)
1yl DNA

0.5l ExTaq (5 U/pul)

40.5 pul - ddH20

Folgende Bedingungen wurden fiir die PCR verwendet:

1 min 94°C

30 Zyklen
30 sek  94°C
1 min 50°C
2min 72°C

6 min 72°C

Das PCR-Produkt wurde iiber ein 1 %-Agarosegel aufgetrennt, ausgeschnitten, aus

dem Gel aufgereinigt und verdaut.

3.2.2 Agarosegelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Trennung von linearisierten DNA-Fragmenten, iiberspiralisier-
ter Plasmid-DNA oder zur préparativen Isolierung von DNA-Fragmenten wurden 1-2
% (w/v) Agarosegele je nach Grofe der Fragmente eingesetzt. Die entsprechende Menge

Agarosepulver wurde in TBE-Puffer in der Mikrowelle gelost und mit Ethidiumbromid
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Plasmid Vorwirtsprimer Riickwartsprimer

pCMV-myc 5-ACGAATTCGAATGGCTTCCAA | 5"-AGCGGCCGCGTCTTTAAGAAC
AAGAGCTCTGGT-3" AAGTGGAGCC-3°

pIRES 5°-CGCTAGCATGGCTTCCAAAAG | 5"-CGAATTCCTAGTCTTTAAGAAC
AGCTCTGG-3" AAGTGGAGCCTTC-3°

pcDNA3.1-Zeo | 5-ACGAATTCGAATGGCTTCCAA | 5-AGCGGCCGCGTCTTTAAGAAC
AAGAGCTCTGGT-3" AAGTGGAGCC-3°

Tabelle 3.6 — Klonierungsprimer

in einer Endkonzentration von 0.25 pg/ml versetzt. Die Losung wurde in eine Agarose-
gelkammer gegossen und ein Ladetaschenkamm eingesetzt. Die DNA-Proben wurden
vor dem Auftragen mit 1/6 Volumen DNA-Ladepuffer versetzt und auf das Gel auf-
getragen. Eine 100 bp-DNA-Leiter diente zum Grofenvergleich. Die DNA-Fragmente

wurden bei 100 V aufgetrennt.

3.2.3 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Die DNA wurde mit einem Skalpell auf dem UV-Tisch ausgeschnitten und mit dem

Qiagen Gel Extraction Kit (Qiagen) nach Anleitung des Herstellers aufgereinigt.

3.2.4 DNA-Verdau mit Restriktionsenzymen

1 pug DNA wurde mit 10 U des Restriktionsenzyms in einem 20 pl-Ansatz iiber Nacht
bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurde das Enzym nach Anleitung des Herstellers

Hitze-inaktiviert, die DNA auf ein Gel aufgetragen und aus diesem isoliert.

3.2.5 Ligation von DNA

DNA-Fragmente mit kompatiblen Enden wurden mit Hilfe der T4 DNA-Ligase ligiert.
Hierzu wurde die Konzentration des geschnittenen Plasmids und des einzufiigenden
DNA-Fragments bestimmt. Diese wurden dann in einem molaren Fragment/Plasmid-

Verhaltnis von 5:1 gemischt und mit 2 pl T4 DNA-Ligase-Puffer (Fermentas) und 1 U
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T4 DNA-Ligase (Fermentas) in einem 20 pl-Ansatz iiber Nacht bei 15°C inkubiert.

Anschliefsend wurde die DNA in kompetente Bakterien transformiert.

3.2.6 Transformation elektrokompetenter Bakterien

Zur Transformation von DNA in Bakterien wurden elektrokompetente F. coli Topl0
verwendet. Die DNA wurde mit 50 pl Bakterien gemischt und fiir 5 min auf Eis inku-
biert. Dann wurde die Mischung in eine vorgekiihlte Elektroporationskiivette (Biorad)
pipettiert und im MicroPulser Elektroporator (Biorad) mit 2500 V elektroporiert. Die
elektroporierten Bakterien wurden in 750 ul SOC-Medium aufgenommen und fiir 1 h
bei 37°C und 450 rpm geschiittelt. Anschliefend wurden die Zellen auf vorgewédrmten
LB-Platten ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C im Inkubator inkubiert.

3.2.7 Colony-PCR

Die Colony-PCR wurde genutzt, um Bakterienklone auf das Vorhandensein eines Plas-
mids zu testen. Einzelklone wurden mit einer Pipettenspitze gepickt, eine Replikaplatte
angeimpft und die Bakterien in 50 ul ddH2O auf Eis lysiert. Das Lysat wurde in einer
PCR mit Primern spezifisch fiir das untersuchte Plasmid analysiert. Folgender Reak-

tionsansatz wurde verwendet:

2 ul 5 x PCR-Puffer

024l dNTPs

0.2 ul Vorwértsprimer (10 pmol/ul)
0.2 ul Riickwértsprimer (10 pmol/ul)
3 ul Bakterienlysat

0.025 ul  Taq (5 U/ul)

4.375 pl - ddH,0

Fiir die PCR wurden folgende Bedingungen verwendet:
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2 min 94°C

25 Zyklen
10 sek 94°C
2.30 min  50°C
2 min 72°C

6 min 72°C

Die PCR-Produkte wurden auf einem 1 %-Agarosegel aufgetrennt.

3.2.8 Miniprdparation von Plasmiden

Eine einzelne Bakterienkolonie wurde in 5 ml LB-Medium mit Antibiotikum angeimpft
und tiber Nacht bei 37°C geschiittelt. 2 ml der Kultur wurden fiir 10 min bei 8000 rpm
und 4°C in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 150 pl Miniprep-
Puffer 1 resuspendiert und die Bakterien durch Zugabe von 150 pl Miniprep-Puffer
2 lysiert. Nach Zugabe von 150 pl Miniprep-Puffer 3 wurden die Lysate fiir 15 min
bei 18000 rpm und 4°C abzentrifugiert. Aus dem Uberstand wurde das Plasmid durch
Zugabe von 1 ml 100 % Ethanol und Zentrifugation fiir 10 min bei 13000 rpm gefallt.
Anschliefend wurde die DNA mit 1 ml 70 % Ethanol (v/v) gewaschen und getrocknet.
Das trockene Pellet wurde in 30 pl ddHoO gelést und fiir Restriktionsverdaue und

Sequenzierungen verwendet.

3.2.9 Sequenzierung

Zum Ausschluss von Mutationen wurden alle verwendeten Konstrukte sequenziert.
Hierzu wurde das Kettenabbruchverfahren nach Sanger verwendet. Die Sequenzierung
erfolgte mit dem BigDye Terminator v3.1-Kit (Applied Biosystems) nach Anleitung
des Herstellers.

Folgender Reaktionsansatz wurde verwendet:
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2 ul BigDye Terminator v3.1
1 pl 5 x Reaktionspuffer

1 pl Primer (10 pmol/pul)
500 ng DNA

Der Reaktionsansatz wurde mit ddHO auf 10 pl aufgefiillt.

Die Sequenzierreaktion erfolgte im Thermocycler mit den folgenden Bedingungen:

1 min 94°C

30 Zyklen
10 sec  94°C
5sec  H0°C
4 min  60°C

Das PCR-Produkt wurde mit 26 pl Ethanol/Natriumacetat geféllt und fir 45 min
bei 3220 g bei RT zentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal mit 70 % Ethanol gewa-
schen und zum Trocknen iiber Kopf fiir 1 min bei 600 g zentrifugiert. Anschliefend
wurde das Pellet in 15 pl ddH0 gelost. 7 pl des Reaktionsprodukts wurden mit 15 pl

Formamid versetzt und im ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) analysiert.

3.2.10 Maxiprdparation von Plasmiden

Zur Isolierung grofserer Mengen an Plasmid-DNA wurde eine Maxipraparation durchge-
fiihrt. Hierzu wurden 1000 ml LB-Medium mit Antibiotikum mit einem Bakterienklon
angeimpft und {iber Nacht bei 37°C geschiittelt. Die Bakterien wurden fiir 30 min bei
4000 rpm und 4°C abzentrifugiert und die Plasmide mit dem Maxiprep-Kit (Qiagen)

nach Anleitung des Hestellers isoliert.

3.2.11 Anlegen von Glycerolstocks

600 pl einer frischen Uber Nacht-Kultur wurden mit 400 pl 50 % Glycerol (w/v) ge-
mischt und bei -80°C gelagert.
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3.2.12 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

50 ml LB-Medium wurden mit E. coli Topl0 von einer frisch ausgestrichenen Platte
angeimpft und iiber Nacht inkubiert. 10 ml dieser Vorkultur wurden verwendet um
500 ml LB-Medium anzuimpfen. Diese wurden bei 37°C bis zu einer ODggg von 0.7
geschiittelt. Die Bakterien wurden fiir 20 min bei 4000 rpm und 4°C abgzentrifugiert.
Das Pellet wurde in 500 ml eiskaltem ddH2O resuspendiert und anschlielfend wieder
flir 20 min bei 4000 rpm und 4°C abzentrifugiert. Die Bakterien wurden nacheinander
in 250 ml, 100 ml und 50 ml ddH5O resuspendiert und danach jeweils abzentrifugiert.
Abschliefiend wurde das Pellet in 5 ml 10 % Glycerol (v/v) resuspendiert und die Bak-

terien in 50 pl-Aliquots bei -80°C eingefroren.

3.2.13 Gerichtete Mutagenese
3.2.13.1 DJ-1-Mutanten

Die gerichtete Mutagenese von DJ-1 wurde in zwei Schritten durchgefiihrt. Im ersten
Schritt wurden zwei unabhingige PCR-Reaktionen mit dem Mutagenesevorwartspri-
mer und pCMV-Not-rev bzw pCMV-Eco-for und dem Mutageneseriickwértsprimer an-
gesetzt. Die Mutageneseprimer finden sich in Tabelle 3.7. Als Vorlage diente pCMV-

myc-DJ-1 wt. Folgender Ansatz wurde verwendet:

5 ul 10 x PCR-Puffer

1 pl dNTPs

1l Vorwértsprimer (10 pmol/pl)
1 pl Riickwértsprimer (10 pmol/ul)
1y DNA

0.5 ul  ExTaq (5 U/ul)

40.5 pl - ddH20

Die Bedingungen fiir die PCR sind unter 3.2.1 auf Seite 78 beschrieben.
Die isolierten PCR-Produkte wurden als Vorlage fiir eine weitere PCR mit den Primern

pCMV-Eco-for und pCMV-Not-rev verwendet:
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Mutation | Vorwéartsprimer Riickwartsprimer

C106D 5°-CCGCCATCGATGCAGGTC-3" 5’-GACCTGCATCGATGGCGG-3~

C106E 5-CCGCCATCGAGGCAGGTC-3 5°-GACCTGCCTCGATGGCGG-3~

C106DD 5°-GCCGCCATCGATGATGCAGGTC | 5'-GTAGGACCTGCATCATCGATGG
CTAC-3° CGGC-3~

C106EE 5°-GCCGCCATCGAAGAAGCAGGTC | 5"-GTAGGACCTGCTTCTTCGATGG
CTAC-3° CGGC-3~

C106DDD | 5"-GCCGCCATCGATGATGATGCAG | 5'-GTAGGACCTGCATCATCATCGA
GTCCTAC-3" TGGCGGC-3°

CI06EEE | 5"-GCCGCCATCGAAGAAGAAGCAG | 5"-GTAGGACCTGCTTCTTCTTCGA
GTCCTAC-3" TGGCGGC-3°

M171 5 -GGAGCAGAGGAAATAGAGACGG | 5’-GATGACCGTCTCTATTTCCTCT
TCATC-3~ GCTCC-37

M261 5 -TGTAGATGTCATTAGGCGACTG- | 5’-CAGCTCGCCTAATGACATCTACA-
37 37

M133I 5 -GCTAAAGACAAAATAATGAATG | 5°-GACCTCCATTCATTATTTTGTCT
GAGGTC-3" TTAGC-3~

M1341 5 -GCTAAAGACAAAATGATAAATG | 5°-GACCTCCATTTATCATTTTGTCT

GAGGTC-3"

TTAGC-3~

Tabelle 3.7 — DJ-1-Mutageneseprimer

5 ul 10 x PCR-Puffer

1 pl dNTPs

1 pl pCMV-Eco-for (10 pmol/pl)
1 pl pCMV-Not-rev (10 pmol/ul)
1 pl PCR-Produkt 1

1 pl PCR-Produkt 2

0.5l ExTaq (5 U/pul)

30.5 ul  H,O

Das PCR-Produkt wurde aufgereinigt, mit den Restriktionsenzymen EcoR1 und Not1

verdaut und in den pCMV-myc-Vektor ligiert.
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Mutation | Vorwértsprimer Riickwéartsprimer

S83A 5°-GCCGGGGCAGCGCTGTTGGCG 5’-CCCGCCAACAGCGCTGCCCCG
GG-3~ GC-3°

T838A 5°-ATAAACCCCTGTACTGAAGCT 5 -GGAGGGTACCAGTAAAAGCTT
TTTACTGGTACCCTCC-3" CAGTACAGGGGTTTAT-3"

T842A 5 -CCTGTACTGAAACTTTTACTG 5-CCATATACTGGAGGGCACCAG
GTGCCCTCCAGTATATGG-3" TAAAAGTTTCAGTACAGG-3°

S967A 5 -GAATATCTCAGGAGTATAGCC 5-CAGGTACCGGCAAGGCTATAC
TTGCCGGTACCTG-3* TCCTGAGATATTC-3"

Tabelle 3.8 - ASK1-Mutageneseprimer

3.2.13.2 ASK-1-Mutanten

Die gerichtete Mutagenese von ASK-1 wurde mit Hilfe des Quickchange-Kits (Strata-
gene) nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Als Vorlage wurde pcDNA3-ASK-

1-HA verwendet. Die Mutageneseprimer finden sich in Tabelle 3.8.

3.2.14 RNA-Isolation

RNA aus Zellen wurde nach der Trizol-Methode isoliert. Hierzu wurde das peqGold

triFast-Kit (PeqLab) nach Anleitung des Herstellers verwendet.

3.2.15 Semiquantitative Reverse Transkriptase-PCR

Mit Hilfe von reverser Transkription und anschlieftender PCR wurden die mRNA-
Mengen verschiedener Zielgene bestimmt. Die Reverse Transkriptase schreibt die mR-
NA in ¢cDNA um. Fiir die Reverse Transkriptase-Reaktion wurden 1 pug RNA und 1
!l Oligo-dT-Primer mit RNase-freiem Wasser auf 11 pl aufgefiillt und fiir 5 min bei
70°C inkubiert. Zu diesem Ansatz wurden 4 ul 5 x Reaktionspuffer, 1 ul RiboLock
RNase-Inhibitor und 2 pl dANTP-Mix zugegeben und fiir 5 min bei 37°C inkubiert.
Anschliefend wurde noch 1 pl RevertAid M-MuLV Reverse Transkriptase (Fermentas)
zugegeben und der Ansatz fiir 60 min bei 42°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Erhitzen auf 70°C fiir 10 min gestoppt.
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Die gebildete cDNA wurde anschliefend in einer PCR mit spezifischen Primern ampli-
fiziert (Tabelle 3.9 auf Seite 87). Folgender Ansatz wurde verwendet:

5 ul 5 x PCR-Puffer

1ul dNTP

0.5 ul  Vorwértsprimer (10 pmol/pl)
0.5 ul  Riickwértsprimer (10 pmol/pl)
1 pl cDNA

0.1 ul  Taq (5 U/pl)

16.9 pl  ddH,O

Fiir die PCR wurden folgende Bedingungen verwendet:

2 min 94°C

25 Zyklen
1 min 94°C
30 sek  54°C
1 min 72°C

6 min 72°C

Die Vervielfiltigungsrate war bei 25 Zyklen linear, wie auf einem Ethidiumbromid-
gefarbten Agarosegel gezeigt wurde.

Die PCR-Produkte wurden auf einem 1 % (w/v) Agarosegel aufgetrennt.

3.2.16 Isolierung genomischer DNA

Genomische DNA aus Mausgewebe zur Genotypisierung wurde mit Hilfe des DNA
Blood and Tissue-Kits (Qiagen) nach Anleitung des Herstellers isoliert.

3.2.17 Genotypisierung der Dj-1 knockout-Mause

Die Dj-1 knockout-Méuse wurden mit einer Triplex-PCR mit der genomischen DNA
der Mause als Vorlage genotypisiert. Hierbei wird ein Vorwértsprimer verwendet, der

sowohl im Wildtyp- als auch im Knockout-Allel bindet. Die beiden Riickwértsprimer
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Gen Vorwirtsprimer Riickwirtsprimer
G-ACTIN 5°-CTAAGGCCAACCGTGAA-3" 5°-CCGGAGTCCATCACAAT-3~
COX-2 5°-TCCTCCTGGAACATGGACTC-3" | 5"-CCCCAAAGATAGCATCTGGA-3’
DJ-1 5 -ACGAATTCGAATGGCTTCCAA 5-AGCGGCCGCGTCTTTAAGAAC
AAGAGCTCTGGT-3° AAGTGGAGCC-3”
IL-1p8 5’-CAGGCAGGCAGTATCACTCA-3” | 5"-AGGCCACAGGTATTTTGTCG-3"
IL-6 5 -GTTCTCTGGGAAATCGTGGA-3" | 5"-GGAAATTGGGGTAGGAAGGA-3”
NGF 5’-GCAGTGAGGTGCATAGCGTA-3” | 5"-CACTGAGAACTCCCCCATGT-3"
NOS1 5’-AGCACCTACCAGCTCAAGGA-3" | 5"-ATGGGTACTTCCAGCACCAG-3’
NOS2 5 -GTGGTGACAAGCACATTTGG-3" | 5'-GGCTGGACTTTTCACTCTGC-3”
NOS3 5’-GCAAGACCTCCTGAGGACAG-3” | 5"-AGAAAAGCTCTGGGTGCGTA-3"
TNF-alpha | 5-AGCCCCCAGTCTGTATCCTT-3" 5-AGCAAAAGAGGAGGCAACAA-3”°

Tabelle 3.9 - RT-PCR-Primer

binden entweder das Wildtyp-Allel mit einem PCR-Produkt von 600 bp oder das

Knockout-Allel mit einem PCR-Produkt von 400 bp.

Folgender Ansatz wurde verwendet:

5 ul 5 x PCR-Puffer

1 pl Vorwértsprimer (5 -AGGCAGTGGAGAAGTCCATC-3")

0.5 I Wildtyp-Riickwértsprimer (5°-AACATACAGACCCGGGATGA-3")
0.5 ul  Knockout-Riickwértsprimer (5-CGGTACCAGACTCTCCCATC-3")
0.5 pul  dNTPs

10yl DNA

1.25 uI  DMSO

0.25 ul  Taq

64l ddH,0

Fiir die PCR wurden folgende Bedingungen verwendet:
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2 min 94°C

30 Zyklen
1 min 94°C
30 sek  50°C
1 min 72°C

5 min 72°C

Die PCR-Produkte wurden auf einem 2 % (w/v) Agarosegel aufgetrennt.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Proteinbestimmung mit Bicinchoninsiure

Die Gesamtproteinmenge von Zelllysaten wurde mit dem BCA-Kit (Pierce) gemessen.
10 pl des 1:10-verdiinnten Lysats wurde mit 200 ul des Detektionsreagenz gemischt und
fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Parallel dazu wurde eine Standardkurve aus BSA in Ly-
sepuffer oder ColP-Puffer mit einer Konzentration von 0 - 1.5 mg/ml analog inkubiert.
Am Ende der Inkubationszeit wurde die Extinktion bei 560 nm in einem Mikroti-
terplattenphotometer gemessen und die Proteinkonzentration aus der Standardkurve

errechnet.

3.3.2 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE dient zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht.
Das negativ geladene SDS bindet Proteine, wodurch diese eine negative Gesamtladung
erhalten. Thre Laufgeschwindigkeit ist dadurch vor allem durch ihr Molekulargewicht
bestimmt. Die Gele bestehen aus einem Trenn- und einem Sammelgel, weshalb man
auch von diskontinuierlicher SDS-PAGE spricht. Die Zusammensetzung der Trenngele
ist in Tabelle 3.10 auf Seite 89 aufgefiihrt, die des Sammelgels in Tabelle 3.11 auf Seite
89. 25 ug Proteinlysat wurde im Verhéltnis 5:1 mit 6 x Lammli-Puffer (Laemmli, 1970)
gemischt und fiir 5 min bei 95°C aufgekocht. Je nachdem, ob dem 6 x Lammli-Puffer

(B-Mercaptoethanol zugesetzt wurde, wurde die SDS-PAGE reduzierend oder nichtre-
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Trenngel 6 % 7.5 % 10 % 12.5% 15 %
Trenngelpuffer 2.75ml 2.75ml 2.75ml 2.75ml 2.75ml
40 % Acrylamid 19:1 1.7ml 2.1 ml 2.8 ml 3.4 ml 4.1 ml
ddH->0 6.5ml 6.1 ml 5.4 ml 4.7 ml 4.1 ml
10 % APS 0.110 ml | 0.110 ml | 0.110 ml | 0.110 ml | 0.110 ml
TEMED 0.011 ml | 0.011 ml | 0.011 ml | 0.011 ml | 0.011 ml
Tabelle 3.10 — Zusammensetzung der Trenngele
Sammelgel

Sammelgelpuffer 0.69 ml

40 % Acrylamid 19:1 0.31 ml

ddH,0 1.7 ml

10 % APS 0.028 ml

TEMED 0.003 ml

Tabelle 3.11 - Zusammensetzung des Sammelgels

duzierend durchgefiihrt. Als Molekulargewichtsstandard wurden 10 ul Proteinmarker

geladen. Die Elektrophorese wurde fiir 30 min bei 110 V und danach bei 140 V durch-

gefiihrt.

3.3.3 Western Blot

Nach der Auftrennung der Proteine in der SDS-PAGE wurden die Proteine auf eine

Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran transferiert. Hierzu wurde die Membran in Me-

thanol fiir 1 min aktiviert. Danach wurden die Membran, das Gel, die Blotting-Papiere

und die Blotting-Schwédmme in Transferpuffer &quilibriert. Das Blot-Sandwich besaf

folgenden Aufbau:
e Kathode
e Schwamm

e Blotting-Papier
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o Gel

PVDF-Membran

Blotting-Papier
e Schwamm

Anode

Der Transfer erfolgte im Kiihlraum fiir 2 h bei 100 V oder iiber Nacht bei 25 V. Am
Ende des Transfers wurde die Membran fiir 1 h bei RT in Blocklosung inkubiert. Die
Inkubation mit dem Primé&rantikérper erfolgte iiber Nacht bei 4°C auf dem Schiittler.
Bei peroxidasegekoppelten Primérantikérpern wurde die Membran viermal fiir 15 min
mit TBST gewaschen, bevor die Proteine detektiert wurden. Bei der Verwendung eines
peroxidasegekoppelten Sekundéarantikdrpers wurde die Membran dreimal fiir 15 min
mit TBST und einmal mit Blocklésung gewaschen, bevor die Membran mit dem Se-
kundérantikorper fiir eine Stunde inkubiert wurde. Danach wurde die Membran wieder
viermal fiir 15 min mit TBST gewaschen.

Die Detektion erfolgte mit dem Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate
(Millipore) nach Anleitung des Herstellers. Gleiche Volumina der Detektionslosung A
und B wurden gemischt und die Membran fiir 5 min hiermit inkubiert. Die Signale
wurden auf Hyperfilm ECL high performance chemiluminescence - Filmen (GE Heal-

thcare) nachgewiesen.

3.3.4 Antikorper

Die Verdiinnungen der verwendeten Primér- und Sekundarantikorper sind in der fol-
genden Tabelle aufgelistet. Primérantikérper wurden in Antikérperpuffer, Sekundaran-

tikorper in Blocklosung verdiinnt.

Antigen Klon Spezies Verd. Verd. Verd. Herkunft
WB IF 1P

ASK-1 H-300 | Kaninchen | 5000 - 100 Santa Cruz

phospho-ASK Kaninchen | 1000 - - Cell Signaling

(S83A)
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Antigen Klon Spezies Verd. Verd. Verd. Herkunft
‘WB IF P

phospho-ASK Kaninchen | 1000 - - Cell Signaling

(T838A)

phospho-ASK Kaninchen | 5000 Hidenori Ichijo

(T838A) Univ. Tokyo, Japan

phospho-ASK Kaninchen | 1000 Cell Signaling

(S967A)

Caspase-3 Kaninchen | - 1000 - Cell Signaling

geschnitten

DAXX 25C12 | Kaninchen | 1000 - - Cell Signaling

DJ-1 3ES8 Maus 1000 1000 - Stressgen

DJ-1 Kaninchen | 1000 1000 - Alphagenix

ERK1/2 Kaninchen | 1000 - - Cell Signaling

phospho-ERK Kaninchen | 1000 - - Cell Signaling

(Thr202/Tyr204)

FLAG M2 Maus 5000 - 500 Sigma

GAPDH Maus 5000 - - BioTrend

GFAP Kaninchen | - 1000 - Dako

JNK1/2 Kaninchen | 1000 - - Cell Signaling

phospho-JNK1 /2 Kaninchen | 1000 - - Cell Signaling

(Thr183/Tyr185)

Kaninchen-HRP Ziege 1000 - - Jackson

MAP2 Maus - 2000 -

Maus-HRP Ziege 1000 - - Jackson

Myc 9E10 Maus 10000 5000 - Hybridoma Bank,

University of Iowa

Myc-POD 9E10 Maus 40000 - - Sigma

NOS2 Maus 2000 - - Sigma

Nrf2 Kaninchen | 200 - - Santa Cruz

phospho-p38 3D7 | Kaninchen | 1000 - - Cell Signaling

(Thr180/Tyr182)

p38 Kaninchen | 1000 - - Cell Signaling

p65 (NFxB) F-6 Maus - 100 - Santa Cruz

a-Tubulin Maus 5000 - - Sigma
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3.3.5 ‘Strippen’ von Western Blots

Um eine PVDF-Membran nach dem Blotten mit verschiedenen AK zu analysieren, wur-
de diese in ‘Stripping‘-Puffer bei 56°C 30min lang im Wasserbad geschwenkt. Anschlie-
fsend wurde die Membran zweimal mit TBST gewaschen und fiir 1 h mit Blocklésung
geblockt. Danach konnte sie wieder fiir einen immunchemischen Nachweis verwendet

werden.

3.3.6 Coomassie-Farbung von Polyacrylamid-Gelen

Die Coomassie-Farbung wurde zur Detektion des Gesamtproteins auf Polyacrylamid-
Gelen verwendet. Hierzu wurde das Gel fiir 60 min in Coomassie-Losung und anschlie-
fsend tiber Nacht in Entfarbelosung geschwenkt. Zum Trocknen des Gels wurde dieses
fiir 30 min in Trocknungslosung &dquilibriert und anschlieffend im Trocknungsrahmen

nach Anleitung des Herstellers getrocknet.

3.3.7 Co-Immunprazipitation

HEK 293E wurden in einer Konzentration von 0.5 x 10 Zellen/ml in 10 cm-Platten
ausgesit und 12 h spater transfiziert. Nach 36 h wurden die Zellen fiir 30 min in Inku-
bationsmedium mit oder ohne HyOs inkubiert. Am Ende der Inkubation wurden die
Zellen in eiskaltem PBS aufgenommen, mit PBS gewaschen und in 1 ml ColP-Puffer
lysiert (siehe 3.4.8 auf Seite 100). Gleiche Proteinmengen in einem Gesamtvolumen
von 1 ml wurden fiir eine Immunprézipitation mit 40 ul HA-Agarose iiber Nacht iiber
Kopf rotiert. Die Beads wurden dreimal mit ColP-Puffer gewaschen und anschlieffend
in 50 pl 6 x Lammli fiir 15 min bei 95 °C aufgekocht. Die Proteine wurden iiber
eine 12.5 % SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran geblottet. Die De-
tektion der Proteine erfolgte sequenziell mit anti-MYC (DJ-1), anti-Trx und anti-ASK.
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3.3.8 Immunkomplexkinaseassay

Die Aktivitdt der Kinase ASK-1 wurde durch einen Immunkomplexkinaseassay be-
stimmt. Stabil retransfizierte Dj-1 ~/~-MEF wurden in einer Konzentration von 200000
Zellen /mlin 14.5 cm-Platten in DMEM /10 % FCS ausgesét. 72 Stunden spéter wurden
die Zellen fiir 30 min in Inkubationsmedium mit oder ohne HoO9 inkubiert. Anschlie-
fend wurden die Zellen in 1 ml CoIP-Puffer lysiert (siche 3.4.8 auf Seite 100) und
die Proteinkonzentration bestimmt. Gleiche Proteinmengen wurden mit 10 ul ASK-
Antikorper in 1 ml Gesamtvolumen iiber Nacht iber Kopf rotiert. Am Morgen wurden
40 pl Protein A-Agarose zugegeben und die Proben fiir zwei Stunden rotiert. Anschlie-
Kend wurden die Agarosebeads dreimal mit ColP-Puffer und einmal mit Kinasepuffer
gewaschen. Fiir die Kinasereaktion wurden die Beads in 50 pl Kinasepuffer mit 0.2
ug/pl Myelin basischem Protein (MBP), 0.2 mM ATP und 5 puCi -32P-ATP resus-
pendiert und fiir 20 min bei 30°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 25
ul 6 x Lammli gestoppt und die Proben fiir 5 min bei 95°C aufgekocht. Die Proteine
wurden iiber eine 15 % SDS-PAGE aufgetrennt. Nach der Anfarbung mit Coomassie
wurde das Gel getrocknet. Die Radioaktivitdt wurde auf Hyperfilm ECL high perfor-

mance chemiluminescence - Filmen (GE Healthcare) bei -80°C nachgewiesen.

3.3.9 Pulse-Chase

HEK 293E und MEF-Zellen wurden in einer Konzentration von 0.5 x 108 Zellen/ml in
6cm-Platten ausgesit. Nach 12 Stunden wurden sie mit verschiedenen DJ-1-Konstrukten
transfiziert. 24 Stunden spater wurde das Medium entfernt, die Zellen mit warmem PBS
gewaschen und fiir eine Stunde mit 5 ml Pulse-Medium vorinkubiert. Danach wurde
das Medium zu 3 ml Pulse-Medium mit 14.4 uCi/ml [3*S]Methionin/[>*S]Cystein ge-
wechselt und die Zellen fiir 3 h inkubiert. Danach wurden die Zellen mit 2 ml Chase-
Medium gewaschen und fiir 0, 0.5, 2, 6, 10, 18 und 24 h mit Chase-Medium inkubiert.
Am Ende der Inkubation wurden die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen und mit
Lysepuffer lysiert (siehe 3.4.8 auf Seite 100). Gleiche Proteinmengen wurden fiir eine
Immunprézipitation mit MYC-Agarose eingesetzt. Die Lysate wurden {iber Nacht mit
20 pl MYC-Agarose inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Beads mit Lysepuffer

wurden diese in 30 ul 6 x Lammli fiir 5 min bei 95°C aufgekocht und die Proteine
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iiber eine 15 % SDS-PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde mit Coomassie gefarbt und
vor dem Trocknen zur Verstirkung des Signals fiir 30 min in Amplify inkubiert. Die
Radioaktivitdt wurde auf Hyperfilm ECL high performance chemiluminescence - Fil-
men (GE Healthcare) bei -80°C nachgewiesen. Die Intensitidt der Banden wurde mit
dem ImageQuant-Programm (Amersham) quantifiziert. Die Intensitdten wurden als
als prozentualer Anteil der Intensitét zum Zeitpunkt O berechnet. Die Halbwertszeit
—kt)

metabolisch markierter Proteine wurde durch nicht-lineare Regression (y=e mit

dem Programm ORIGIN errechnet.

3.3.10 Zytotoxizitatsmessung

Die zytotoxische Wirkung von HsOs- und LPS-Behandlungen wurde {iber die Aktivi-
tat der Laktatdehydrogenase (LDH) im Medium bestimmt. 10000 Zellen/well wurden
in einer 96 well-Platte ausgesét. 24 h spater wurden die Zellen mit HoOo oder LPS
behandelt. Am Ende der Inkubationszeit wurde die Hélfte der wells in 0.9 % Triton
X-100 lysiert. Die Messung der LDH-Aktivitdt erfolgte mit dem Cytotox96-Kit (Pro-
mega) nach Anleitung des Herstellers. Die Zytotoxizitdt wurde aus dem Quotienten

der LDH-Aktivitat im Medium und der Gesamt-LDH-Aktivitat berechnet.

3.3.11 Stickstoffmonoxid-Quantifizierung

Stickstoffmonoxid (NO) im Zellkulturiiberstand wurde durch den Nachweis seines sta-
bilen Abbauprodukts Nitrit (NO5 ) bestimmt. Primére Astrozytenkulturen wurden mit
und ohne LPS in OptiMEM-Inkubationsmedium inkubiert. Der Uberstand wurde ab-
genommen und zu gleichen Teilen mit Griess-Reagenz (Sigma) gemischt. Die Quantifi-
zierung erfolgte {iber eine Standardkurve, fiir die Natriumnitrit in einer Konzentration
von 0 - 50 pM frisch in OptiMEM gel6st wurde. Nach 15 min wurde die Absorption bei
540 nm gemessen und anhand der Standardkurve die Nitritkonzentration berechnet.

Die erhaltenen Werte wurden auf die Proteinmenge pro well normalisiert.
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3.3.12 Interleukin-6-ELISA

Sekretiertes Interleukin-6 (IL-6) wurde im Zellkulturiiberstand nachgewiesen. Primére
Astrozytenkulturen wurden mit und ohne LPS in OptiMEM-Inkubationsmedium in-
kubiert. Der Uberstand wurde abgenommen und 1:25 verdiinnt. IL-6 wurde mit dem
BD OptEIA Maus IL-6 ELISA-Kit (BD Biosciences) nach Anleitung des Herstellers
bestimmt und mit Hilfe einer Standardkurve aus rekombinantem IL-6 quantifiziert. Die

erhaltenen Werte wurden auf die Proteinmenge pro well normalisiert.

3.3.13 Untersuchung von C. elegans

Der C. elegans Wildtyp-Stamm N2, die Deletionsmutante der DJ-1-Homologe djr-
1.1(tm918);djr-1.2(tm1346) und die NSY- und SEK-knockout-Mutanten wurden freund-
licherweise von Wolfdieter Springer zur Verfiigung gestellt. Um Wiirmer gleichen Alters
zu erhalten, wurden adulte Wiirmer fiir 3 h bei 25°C zum Eierlegen inkubiert und an-
schlieffend entfernt. Drei Tage spéter wurden die adulten Wiirmer, die sich aus den
Eiern entwickelt hatten, fiir Experimente verwendet. Zur Untersuchung der p38MAPK.
Aktivitat wurden 50 N2- und djrl/2-ko-Wiirmer fiir 24 h entweder mit dem E. coli
Stamm OP50 oder dem P. aeruginosa Stamm Boston 41501 auf NGM-Agar gefiittert.
Die Wiirmer wurden in M9-Puffer auf Eis gesammelt, bei 1400 rpm und 4°C fiir 5 min
abzentrifugiert und in 50 ul 6 x Ladmmli fiir 5 min bei 95 °C aufgekocht. Die Proteine
wurden auf einer 7.5 % SDS-PAGE getrennt, auf eine PVDF-Membran geblottet und
sequenziell mit Antikérpern gegen phospho-p38 und a-Tubulin inkubiert.

Zur Untersuchung der Uberlebensrate wurden jeweils 5 x 20 adulte Wiirmer pro Stamm
auf OP50 oder P. aeruginosa inkubiert und alle 12 - 24 h die Zahl der iiberlebenden
Wiirmer bestimmt. Um die Vermischung mit jiingeren Wiirmern zu verhindern, wur-

den die adulten Wiirmer alle 48 h auf neue Platten umgesetzt.

3.3.14 Immunfluoreszenz

Zellen wurden in einer Konzentration von 20000/ml auf Deckglischen ausgesit. Das
Medium wurde abgesaugt und die Zellen einmal mit kaltem PBS gewaschen. Zur Fi-

xierung wurden die Zellen fiir 30 min mit 4 % (w/v) Paraformaldehyd/PBS inku-
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biert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 1 % (v/v) Triton
X-100/PBS fiir 30 min permeabilisiert. Nach abermaligem Waschen wurden unspezi-
fische Bindungsstellen mit 10 % Ziegenserum fiir 60 min abgeblockt. Hiernach wurden
die Zellen mit dem Primérantikérper - gelost in 1 % (w/v) BSA - fiir 60 min inku-
biert. Zwischen Primér- und Sekundérantikérper wurden die Zellen wieder dreimal mit
PBS gewaschen. Der Sekundérantikorper ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt.
Er wurde in 1 % (w/v) BSA gelost und fiir 60 min zu den Zellen gegeben. Nach
zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen fiir 10 min mit dem Kernfarbstoff
Hoechst33342 (Invitrogen) inkubiert. Hiernach wurden die Zellen noch zweimal mit
PBS gewaschen, bevor die Deckgldschen mit Eindeckmedium auf Objekttréger einge-

deckt wurden.

3.3.15 Fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (FACS)

Primére Astrozytenkulturen wurden mit und ohne LPS in OptiMEM-Inkubationsmedium
inkubiert. Die Zellen wurden mit eiskaltem PBS gewaschen und abtrypsiniert. Die ab-
trypsinierten Zellen wurden in DMEM / 10 % FCS aufgenommen und noch einmal
mit PBS gewaschen. Danach wurden 1 x 10° Zellen in PBS mit 4pg/ml anti-CD54
Antikorper, gekoppelt mit Phycoerythrin (BioLegend), oder anti-CD11b Antikérper,
gekoppelt mit PacificBlue (Caltag), resuspendiert und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Die
Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und danach bis zur Messung im Dunkeln
auf Eis gelagert. Fiir jede Probe wurden ca 50000 Zellen im CyAn flow Cytometer
(Dako) gemessen. Fiir CD54 wurden die Zellen mit dem 488 nm Argon Laser ange-
regt und die Emission durch den Phycoerythrinfilter (575 nm) gemessen, wihrend die
Anregung bei CD11b mit dem 405 nm-Laser erfolgte und die Emission mit dem 450
nm-Filter detektiert wurde. Der prozentuale Anteil von Zellen oberhalb oder unterhalb

des Schwellenwerts wurde mit der Summit v4.2-Software berechnet.
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Zelllinie

Organismus

Medium

Herkunft

HEK 293 E

Embryonale Nierenzellen

Mensch

DMEM + 10 % FCS

ATCC

MEF Maus DMEM + 10 % FCS Karin Goérner
Embryonale Fibroblasten
MEF Maus DMEM + 10 % FCS selbst angelegt
stabil retransfiziert 400 pg/ml Zeocin
APC Maus DMEM + 10 % FCS selbst angelegt
primére Astrozyten + 10 units/ml PenicillinG + 10

ug/ml Streptomycinsulfat
NPC Maus Neurobasal-Medium + 10 % | selbst angelegt

primére kortikale Neurone

FCS + B-27 + 2 mM Glutamin
+ 10 units/ml PenicillinG + 10

pug/ml Streptomycinsulfat

Tabelle 3.13 — Verwendete Zelllinien

3.4 Zellkultur

3.4.1 Kaultivierung von Zellen

Humane embryonale Nierenzellen (HEK 293 E), embryonale Maus-Fibroblasten (MEF),

primére Astrozytenkulturen und primére Neuronenkulturen wurden bei 5 % COg und

37°C in einem Zellkulturinkubator kultiviert. Die entsprechenden Medien und Bedin-

gungen sind in Tabelle 3.13 auf Seite 97 aufgefiihrt. Alle Zellen wurden routineméfig

mit Venor GeM (Minerva Biolabs) auf Mycoplasmenkontaminationen untersucht.

HEK und MEF wurden in 175 cm2-Flaschen kultiviert. Die HEK-Zellen wurden durch

Abklopfen vom Flaschenboden gelést, durch Trituieren vereinzelt, entsprechend ver-

diinnt und fiir Experimente und zur weiteren Kultivierung ausgesit. Die MEF-Zellen

wurden mit 5 ml Trypsin/EDTA abtrypsiniert, in 25 ml Medium aufgenommen und

durch Trituieren vereinzelt. Danach wurden sie entsprechend verdiinnt und fiir Expe-

rimente und zur weiteren Kultivierung ausgesat.
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3.4.2 Primare Astrozytenkulturen

Astrozytenreiche Primérkulturen aus wt- und Dj-1—/~-M&usen wurden nach dem Pro-
tokoll von Hamprecht und Loffler (1985) angelegt. Jedes Gehirn wurde hierbei separat
behandelt und fiir eine einzelne Kultur verwendet. Alle Schritte wurden hierbei unter
der Sterilbank auf Eis durchgefiihrt. Neugeborenen Mausen wurde das Gehirn entnom-
men und in kaltem Praparationspuffer gewaschen. Zusétzlich wurden Gewebeproben
der Méuse zur Genotypisierung eingefroren. Die Zellen wurden dissoziiert, indem sie
mechanisch durch zwei Netze mit der Maschenweite 210 pm und 135 pm gepresst
wurden. Die dissoziierten Zellen wurden bei 1400 rpm fiir 5 min abzentrifugiert und
anschliefend in warmem DMEM mit 10 % FCS (PAA Laboratories) und 10 units/ml
PenicillinG / 10 pg/ml Streptomycinsulfat (Biochrom) aufgenommen und in einer Kon-
zentration von 300000 lebenden Zellen/well in 24 well-Platten ausgesiat. Das Medium
wurde an jedem siebten Tag gewechselt. Fiir die Experimente wurden 14 - 23 Tage alte

Kulturen verwendet.

3.4.3 Kortikale Neuronenkulturen

Kortikale Neuronenkulturen aus wt- und Dj-1~/~-Miusen wurden anhand eines mo-
difizierten Protokolls von Lin und Kollegen (Lin et al., 2000) angelegt. Jedes Gehirn
wurde hierbei separat behandelt und fiir eine einzelne Kultur verwendet. Neugeborene
Maéuse (jinger als 24 h) wurden durch Dekapitation getotet. Die Gehirne wurden her-
ausprapariert und die Kortizes isoliert. Zusétzlich wurden Gewebeproben der Mé&use
zur Genotypisierung eingefroren. Alle folgenden Schritte wurden, wenn nicht anders
angegeben, unter der Sterilbank auf Eis ausgefiihrt. Die Kortizes wurden zweimal mit
HBSS-Medium gewaschen und fiir 10 min in 0.0625 % Trypsin/0.0025 % EDTA in
HBSS bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurde das Gewebe zehnmal mit einer 10 ml-
Pipette trituiert und dann fiir 5 min auf Eis gelagert, damit sich undissoziierte Ge-
webestiicke absetzen kénnen. Der Uberstand wurde abgenommen und in 1 ml kaltes
Neuronenmedium gegeben. Das Pellet wurde wieder in 0.5 ml HBSS aufgenommen
und mit einer 10 ml-Pipette trituiert. Nach fiinfminiitiger Inkubation auf Eis wurde
der Uberstand abgenommen und zum vorherigen Uberstand zugegeben. Dieser Vorgang

wurde noch viermal wiederholt, wobei das Gewebe diesmal mit einer P1000-Pipette tri-

98



3.4 Zellkultur

tuiert wurde. Die gesammelten Uberstdnde wurden durch ein 40 pm-Zellsieb gefiltert
und anschliefsend in einer Dichte von 50000 vitalen Zellen/ml in Neuronenmedium auf
einer Lage konfluenter Astrozyten ausgesét. Nach einer Stunde wurde das Medium ge-
gen 1 ml frisches Neuronenmedium ausgetauscht. Das Medium wurde alle drei Tage

gewechselt.

3.4.4 Transiente Transfektion

HEK 293 E- und MEF-Zellen wurden mit Fugene 6 (Roche) nach Anleitung des Her-
stellers transfiziert. Fiir ein well einer 6 well-Platte wurde 1 pug Plasmid-DNA verwen-
det, fiir eine 6 cm-Platte 2 pg und fiir eine 10 cm-Platte 6 ug DNA. Es wurde ein
Fugene/DNA-Verhéltnis von 4.5:1 eingesetzt. Die Zellen wurden 36 - 48 h nach der

Transfektion fiir Experimente verwendet.

3.4.5 Stabil retransfizierte Dj-1-/--MEF

500000 Dj-1=/~-MEF wurden in einer 10 cm-Platte ausgesit. 12 Stunden spiter wur-
den sie mit [wt|DJ-1, verschiedenen DJ-1-Mutanten oder dem Leervektor pcDNA3.1-
Zeo (Invitrogen) transfiziert. 48 h spater wurde das Medium gegen Selektionsmedium
ausgetauscht. Nach einer Woche wurden die {ibriggebliebenen Zellen abtrypsiniert und
in einer Dichte von 0.5 Zellen/well in 96 well-Platten ausgesit. Die Einzelklone wur-
den expandiert und expressionsgleiche Klone anhand von Western Blot und RT-PCR

ausgewdhlt.

3.4.6 Lentivirale Transduktion

Zur Transduktion von priméren Astrozytenkulturen wurden lentivirale Vektoren ver-
wendet. Folgende lentivirale Konstrukte wurden freundlicherweise von Veerle Backe-

landt (KU Leuven, Belgien) zu Verfiigung gestellt:

pCHMWS-[wt|DJ-1
pCHMWS-GFP
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Primére Astrozyten wurden in einer Konzentration von 20000 Zellen /well in einer
96 well-Platte ausgesat. 24 Stunden spéter wurde das Medium entfernt und die Zellen
mit einer Virenverdiinnung (1:6 in DMEM / 10% FCS + P/S) fiir 24 Stunden inku-
biert. Danach wurden die Viren weggewaschen und die Zellen fiir weitere 24 Stunden
in DMEM / 10 % FCS + Penicillin/Streptomycin inkubiert, bevor sie fiir Experimente

verwendet wurden.

3.4.7 Poly D-Lysin- und Kollagen-beschichtete Deckgldschen

Fiir Immunfluoreszenzfarbungen wurden Zellen auf Deckgldschen ausgeséat. Diese wur-
den vorher mit Poly D-Lysin und Kollagen beschichtet, damit die Zellen besser haften
konnen. Die Deckglaschen wurden zuerst jeweils 60 min mit 1 M HCI, 1 M NaOH und
zweimal ddHoO gewaschen. Nach dem Trocknen wurden sie fiir 5 min mit einer 100
pg/ml Poly D-Lysin-Losung (Sigma) inkubiert. Nach dreimaligem waschen mit ddH,O
wurden sie unter UV-Licht sterilisiert. Im zweiten Schritt wurden die Deckglaschen mit
Kollagen beschichtet. Hierzu wurden sie fiir 30 min mit 25 pg/ml Kollagen/PBS in-
kubiert. Nach dreimaligem waschen mit PBS wurden die Deckgldschen bei 4°C gelagert.

3.4.8 Zelllyse zur Proteinisolation

Das Medium wurde abgesaugt und kaltes PBS zu den Zellen gegeben. Die Zellen wur-
den auf Eis mit einem Zellschaber abgeschabt und in ein Plastikréhrchen {iberfiihrt.
Nach dem Abzentrifugieren bei 1400 rpm und 4°C fiir 5 min wurden die Zellen mit
1 ml PBS gewaschen. Das Pellet wurde in 100 - 200 pl Lysepuffer aufgenommen und
durch Vortexen resuspendiert. Die Lyse erfolgte fiir 30 min auf Eis. Danach wurde das
Lysat fiir 15 min bei 18000 rpm und 4°C abzentrifugiert und der Uberstand in ein neu-
es Reaktionsgeféfs iiberfiithrt. Anschlieffend wurde die Konzentration der Proteinlésung

bestimmt (siehe 3.3.1 auf Seite 88).
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3.5 Statistische Auswertung

Jedes gezeigte Experiment wurde mindestens zweimal unabhéngig voneinander durch-
gefiithrt. Bei Experimenten mit Primérkulturen wurden voneinander unabhéngige Kul-
turen fiir Replikaexperimente verwendet. Western Blots zeigen jeweils reprisentative
Experimente. Resultate in Abbildungen sind - falls nicht anders angegeben - Mittel-
werte + Standardabweichungen von Dreifachbestimmungen. Zur statistischen Auswer-
tung wurde eine ANOVA mit anschliefendem Bonferroni-Post-hoc-Test mit Hilfe des
Programms InStat 3.05 (GraphPad Software) durchgefiithrt (* p < 0.05; ** p<0.01;
kP <0.001).
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4 Ergebnisse

4.1 Strukturelle und funktionelle Untersuchung der

oxidierbaren Aminosaurereste von DJ-1

4.1.1 Strukturelle Untersuchung der oxidierten Reste

DJ-1 wird durch die Anwesenheit von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) aktiviert (Gor-
ner et al., 2007). Es ist deshalb anzunehmen, dass die Oxidation von einer oder mehre-
rer Aminoséuren als ‘molekularer Schalter* wirkt (Claiborne et al., 1999). DJ-1 enthélt
acht oxidierbare Reste, drei Cystein- und fiinf Methioninreste, die alle hochkonserviert
sind (Abbildung 4.1). Es ist bereits bekannt, dass Cystein-106 leicht oxidierbar (Ki-
numi et al., 2004) und fiir die Aktivitdt von DJ-1 notwendig ist (Canet-Aviles et al.,
2004; Meulener et al., 2006). Cystein-106 liegt im vermuteten aktiven Zentrum in ei-
ner gespannten Konformation. Obwohl es im Zentrum der DJ-1-Kristallstruktur liegt,
ist es sehr leicht oxidierbar (Honbou et al., 2003; Tao und Tong, 2003; Wilson et al.,
2003; Witt et al., 2008). Um den Einfluss von C-106 auf die Aktivitat von DJ-1 zu
untersuchen, wurde das Cystein gegen ein nichtoxidierbares Alanin ausgetauscht. Es
wird angenommen, dass die Aktivitdt von DJ-1 von der Oxidationsstufe von C-106
abhéngt (Canet-Aviles et al., 2004; Kinumi et al., 2004; Choi et al., 2006). Die Oxi-
dation des Cystein-106 fithrt zur Einfilhrung zusétzlicher Sauerstoffe und negativer
Ladungen (Abbildung 4.2). Um diese Vermutung zu tiberpriifen, wurden an der Positi-
on 106 zusatzliche negative Ladungen und Sauerstoffatome eingefiihrt, um ein Modell
fiir die verschiedenen Oxidationsstufen von C-106 zu erhalten (Abb. 4.2). Dies erfolg-
te durch die Mutagenese von C-106 zu 1 bis 3 Aspartat- bzw Glutamat-Resten. Die
beiden anderen Cysteinreste (Cystein-46 und Cystein-53) sind in der Peripherie des
DJ-1-Dimers lokalisiert (Abb. 4.1). Auch diese beiden Reste wurden zu Alanin mutage-
nisiert. Zusétzlich wurden die Doppelmutante C53A /C106A und die Dreifachmutante
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Abbildung 4.1 — Positionen der Cysteine und Methionine in DJ-1

Die DJ-1-Aminoséuresequenz einiger Vertrebraten wurde verglichen: Mensch (Ho-
mo sapiens, H.s), Affe (Cercopithecus aethiops, C.a), Ratte (Rattus norvegicus,
R.n), Maus (Mus musculus, M.m), Huhn (Gallus gallus, G.g), Frosch (Xenopus
laevis, X.1), Fisch (Danio rerio, D.r). Zum Vergleich wurden die Sequenzen der
Invertebratenhomologe DJ-1b der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster, D.m)
und DJ-1.1 des Wurms (Caenorhabditis elegans, C.e) als auch das bakterielle
Homolog YajL (Escherichia coli, E.c) hinzugenommen. Die fiinf Methionine und
drei Cysteine sind orange bzw gelb markiert. In der gleichen Farbe sind auch die
Aminosduren in der Kristallstruktur des DJ-1-Dimers markiert.
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Abbildung 4.2 — Oxidationsmutanten

obere Reihe: Oxidationsstufen von Cystein. Das Thiol ist die reduzierte Form,
die Sulfonsdure die am starksten oxidierte Form.
untere Reihe: Aspartatvarianten der Oxidationsmutanten.

Neben den vorher beschriebenen Cysteinen besitzt DJ-1 auch noch vier Methionine,
die potentiell ebenfalls regulatorisch oxidiert werden kénnten (Hoshi und Heinemann,
2001). Methionin-17 ist in allen Eukaryonten konserviert. Es liegt an der Kontaktober-
fliche der Dimere (Honbou et al., 2003). Methionin-26 ist Teil einer a-Helix im Inneren
des Proteins (Lakshminarasimhan et al., 2008). Die homozygote Mutation M261 wur-
de mit der Parkinsonkrankheit assoziiert (Abou-Sleiman et al., 2003). Die Methionine
an Position 133 und 134 sind nur in héheren Vertebraten konserviert, aber spezifisch
in den Gehirnen von Parkinsonpatienten oxidiert (Choi et al., 2006). Alle Methionine
wurden zu nichtoxidierbaren Isoleucinen mutagenisiert.

Die Mutagenese aller oxidierbaren Reste zu nichtoxidierbaren Alanin bzw Isoleucin soll
die Frage beantworten, welcher oxidierbare Rest fiir die Aktivierung von DJ-1 notwen-
dig ist.

Wenn die genannten Cysteinmutanten im HEK293-Zellkultursystem transient expri-
miert werden, zeigt sich, dass die Cysteinreste 53 und 106 nicht notwendig fiir die
Stabilitét des Proteins sind (Abbildung 4.3 A+B). Die Bandenstérke von [C53A]|DJ-
1 und [C106A]|DJ-1 unterscheidet sich nicht von [wt|DJ-1. Die Proteinexpression von
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Abbildung 4.3 — Expression der oxidationsdefizienten Mutanten

(A) HEK 293 T wurden transient mit C-terminal V5-getaggten DJ-1-Mutanten
transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert, die Proteine mit
SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran geblottet. Die Detektion
der DJ-1-Mutanten erfolgte mit einem V5-Antikoérper, die Ladungskontrolle mit
einem [-Actin-Antikorper.

(B) HEK 293 E wurden transient mit N-terminal MYC-getaggten DJ-1-Mutanten
transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert, die Proteine mit
SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran geblottet. Die Detektion
der DJ-1-Mutanten erfolgte mit einem MY C-Antikérper, die Ladungskontrolle mit
einem a-Tubulin-Antikérper.

(C) HEK 293 E wurden transient mit N-terminal MYC-getaggten DJ-1-Mutanten
transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert, die Proteine mit
SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran geblottet. Die Detektion
der DJ-1-Mutanten erfolgte mit einem MY C-Antikorper, transfiziertes und endo-
genes DJ-1 wurde mit dem 3E8-Antikérper nachgewiesen und die Ladungskon-
trolle mit einem a-Tubulin-Antik6rper.

(D) Dj-17/=-MEF wurden transient mit N-terminal MYC-getaggten DJ-1-
Mutanten im pCMV-myc-Vektor (Spur 1 - 6), C-terminal V5-getaggten DJ-1-
Mutanten im pcDNA3.1-Vektor (Spur 7 - 9) und ungetaggten DJ-1-Mutanten
im pIRES-Vektor (Spur 10 - 12) transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden
die Zellen lysiert, die Proteine mit SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-
Membran geblottet. Die Detektion der DJ-1-Mutanten erfolgte mit einem MYC-
Antikérper und dem 3ES8-Antikérper. Die Ladungskontrolle erfolgte mit einem
a-Tubulin-Antikorper.
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4.1 Untersuchung oxidierbarer Reste

[C46A]DJ-1 und der Dreifachmutante sind dagegen - unabhéngig von der Art und der
Position des Epitopmarkers - deutlich reduziert. Der Einfluss von Cystein-46 auf die
Stabilitat von DJ-1 wurde weiter untersucht. Die geringere Proteinmenge lasst sich
nicht durch eine geringere mRNA-Menge erkldren, wie durch semiquantitative RT-
PCR gezeigt wurde (Abbildung 4.4) Fiir keines der untersuchten Konstrukte unter-
scheidet sie sich signifikant von der mRNA-Menge von [wt|DJ-1. Mit Hilfe von quan-
titativen Pulse Chase-Experimenten konnte gezeigt werden, dass das Protein sowohl
in HEK293E als auch in Dj~/~-MEF sehr instabil ist. Die Halbwertszeit von MYC-
[C46A]DJ-1 ist mit 2 h wesentlich geringer als die Halbwertszeit von MY C-[wt|DJ-1
mit 15 h (Abbildung 4.5).

Diese Experimente zeigen, dass C46 im Gegensatz zu C53 und C106 wichtig fiir die
Stabilitat von DJ-1 ist.

Die verschiedenen Methioninmutanten haben eine unterschiedliche Stabilitét bei transi-
enter Expression in HEK293E und Dj-1—/~-MEF (Abbildung 4.3C+D). Sowohl MYC-
[M171]DJ-1 als auch MYC-[M133I|DJ-1 und MYC-[M134I|DJ-1 werden genauso stark
exprimert wie MYC-[wt|DJ-1. Besonders die Expression von [M17I|DJ-1 {iberrascht,
da M17 im Bereich der Dimerkontaktflache liegt. MYC-[M26I|DJ-1 zeigt dagegen eine
deutlich geringere Bandenstérke als [wt|DJ-1. Tendenziell scheint dieser Effekt von der
Anwesenheit und Position des Epitopmarkers abzuhéngen. Unmarkiertes [M26I|DJ-
1 (4.3D, Spur 11) exprimiert im Vergleich zu [wt]DJ-1 stérker als N-terminal MYC-
(4.3D, Spur 3) oder C-terminal V5-getaggtes [M26I|DJ-1 (4.3D, Spur 8). Zusétzlich
zeigt sich, dass die Expression von der verwendeten Zelllinie abhédngt. In HEK293E
(4.3C, Spur 3), die endogenes DJ-1 haben, ist das Signal fiir [M26I|DJ-1 starker als
in Dj-1=/~-MEF (4.3D, Spur 3), wo keine stabilisierenden Heterodimere ausgebildet
werden konnen. Dies wird auch durch die Pulse Chase-Experimente bestéitigt (Abbil-
dung 4.5). In HEK293E hat MY C-|[M26I|DJ-1 eine Halbwertszeit von 2.6+£0.6 h und in
Dj-17/=-MEF von 1.940.1 h im Vergleich zu [wt]DJ-1 mit 15 h. Die mRNA-Mengen
unterscheiden sich auch hier nicht signifikant (Abbildung 4.4) von [wt]DJ-1.

Das PK-mutierte M26 ist somit der einzige Methioninrest von DJ-1, der fiir die Stabi-

litdt des Proteins wichtig ist.
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Abbildung 4.4 - RT-PCR der instabilen DJ-1-Mutanten

Dj-1—/~ MEF wurden transient mit verschiedenen DJ-1-Konstrukten transfiziert.
Nach 48 h wurde die RNA isoliert und die Expressionslevel von DJ-1 und (-Actin
mit RT-PCR bestimmt (A). Die Expression von DJ-1 wurde quantifiziert und
auf die mRNA-Menge von (-Actin normalisiert (B).

4.1.2 Funktionelle Untersuchung der oxidierten Reste
4.1.2.1 Cysteinmutanten

DJ-1 wird durch die Oxidation einer oder mehrerer Aminoséuren aktiviert. Eine Funk-
tion von DJ-1, die von der Anwesenheit von ROS und damit wahrscheinlich von seiner
Oxidation abhéngt, ist die Bindung an ASK1 (Junn et al., 2005; Gorner et al., 2007).
Dies wurde zunéchst verwendet, um den funktionellen Einfluss der oxidierbaren Amino-
sdurereste zu untersuchen. Hierzu wurden die verschiedenen DJ-1-Mutanten mit ASK1
kotransfiziert und die Co-Immunprazipitation untersucht.

Wie bereits frither gezeigt wurde (Canet-Aviles et al., 2004), kann [C106A|DJ-1 nicht
mehr aktiviert werden. Es bindet deshalb weder in An- noch in Abwesenheit von HoO9
an ASK1 (Abbildung 4.6 A,D). Um den Einfluss von Cystein-106 auf die Bindung von
DJ-1 an ASK1 weiter zu untersuchen, wurde dieses Experiment mit den Modellverbin-
dungen fiir oxidiertes C-106 (siehe Abb. 4.2) durchgefithrt (Abbildung 4.6 B). Weder
[C106D]DJ-1 noch [C106E|DJ-1 binden in Ab- oder Anwesenheit von HoO9 an ASK1.
Die Substitution mit einem Aspartat bzw Glutamat ist somit kein Modell fiir oxi-
diertes DJ-1. Im Gegensatz dazu binden sowohl [C106DD|DJ-1 und [C106EE|DJ-1 als
auch [C106DDD]|DJ-1 und [C106EEE|DJ-1 konstitutiv an ASK1. Die Einfiihrung von
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Abbildung 4.5 — Untersuchung der Stabilitit der DJ-1-Mutanten

HEK 293E (A,C) und Dj-1-/~-MEF (B,D) wurden mit pCMV-[wt|DJ-1, pCMV-
[M26I]DJ-1 oder pCMV-[C46A]DJ-1 transfiziert und radioaktiv markiert. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurde die Menge an radioaktiv markiertem DJ-1 be-
stimmt.

Aus den in Abbildung C und D présentierten Kurven wurde die Halbwertszeit der
DJ-1-Mutanten nach der Formel y=e~** berechnet (E).
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Abbildung 4.6 — Funktionelle Untersuchung der Cysteinmutanten

HEK 293 E wurden transient mit pcDNA3-ASK1-HA und [wt]DJ-1, den
angegebenen Cysteinmutanten oder dem Leervektor pCMV-myc (A,B,D) bzw
den MYC- und HA-getaggten [wt]-DJ-1, [C106DD|DJ-1, [C106EE]|DJ-1 und
dem Leervektor pCMV-HA (C) transfiziert. Nach 36 h wurden die Zellen
fiir 30 min mit oder ohne 1 mM HOs inkubiert (A,B,D) oder unbehandelt
gelassen (C). Die Zellen wurden lysiert und eine anti-HA-Immunprizipitation
(A,B,D) bzw anti-MYC-Immunprézipitation (C) durchgefiithrt. Die Expression
der DJ-1-Mutanten wurde anhand der Zelllysate getestet. Die Immunprézipi-
tate wurden reduzierend (A,B,C) bzw nichtreduzierend (D) aufgekocht, mit
SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit anti-DJ-1-, anti-MYC-, anti-HA- und
anti-ASK1-Antikérpern untersucht.

E) Stabil retransfizierte Dj-1=/~-MEF wurden fiir 60 min mit oder ohne 500
uM H304 inkubiert. Die Zellen wurden lysiert und gleiche Proteinmengen mit
SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran geblottet und mit Antikérpern
gegen Nrf2 und Tubulin untersucht.



4.1 Untersuchung oxidierbarer Reste

zwel Aspartatresten fiihrt also zu einer Mutante, die so stark exprimiert wie [wt|DJ-1
ist und konstitutiv an ASK1 bindet. Es stellt sich jedoch die Frage, ob die Bindung
von [C106DD|DJ-1 und [C106EE]| funktionell relevant ist. Wenn ASK1 aktiviert wird,
bildet es ein Signalosom mit einem Molekulargewicht von iiber 3000 kDa. Es ist zu
vermuten, dass DJ-1 entweder die Ausbildung dieses Signalosoms verhindert oder in
dieses eingebaut wird, um die Bindung von Effektorproteinen zu verhindern. Dies wur-
de mit einer nichtreduzierenden Co-Immunprézipitation untersucht (Abbildung 4.6 D).
In Abwesenheit von HpOg ist kein Signal fiir [wt|DJ-1 in der ColP detektierbar. Mit
H504 dagegen migriert es mit monomerem ASK1 und hochmolekularen Komplexen,
die ebenfalls ASK1-positiv sind. [C106A|DJ-1 als Negativkontrolle kann weder ohne
noch mit HoO9 in der ColP detektiert werden. Alle vier konstitutiv bindenden Mu-
tanten, [C46A|DJ-1, [C53A]DJ-1, [C106DD|DJ-1 und [C106EE|DJ-1 sind in der ColP
detektierbar und migrieren mit ASK1. Hieraus lasst sich vermuten, dass DJ-1 {iber ei-
ne Disulfidbindung in das ASK1-Signalosom eingebaut wird. Die Oxidationsmutanten
[C106DD|DJ-1 und [C106EE|DJ-1 haben ein schwécheres Signal als [wt]DJ-1 in der
ColP. Dies liegt wahrscheinlich daran, dass sie sehr fest nicht-kovalent an ASK1 bin-
den, aber keine Disulfidbindung iiber C106 eingehen koénnen. Die Simulation hoherer
Oxidationsstufen in [C106DD]|DJ-1 scheint somit dem aktivierten Zustand von DJ-1
zu dhneln und zu konstitutiv aktiven Mutanten zu fiihren.

Die konstitutive Aktivitdt von [C106DD]|DJ-1 und [C106EE|DJ-1 wurde noch in ei-
nem zweiten funktionellen Assay getestet. Clements et al. (2006) haben berichtet, dass
DJ-1 bei oxidativem Stress den antioxidativen Transkriptionsfaktor Nrf2 stabilisiert.
Eine konstitutiv aktive Mutante sollte den Transkriptionsfaktor auch ohne oxidativen
Stress stabilisieren. In stabil mit [wt]DJ-1 retransfizierten Dj-1—/~-MEF konnte ohne
H509 kaum Nrf2-Signal detektiert werden, wahrend nach der Inkubation mit HoO9
Nrf2 stabilisiert wird (Abbildung 4.6E). In den Zellen, die mit [C106DD|DJ-1 bzw
[C106EE|DJ-1 retransfiziert wurden, findet sich auch ohne HoO9 Nrf2. Das Signal kann
auch durch die Zugabe von HoOs nicht weiter verstarkt werden. Diese Experimente zei-
gen, dass die beiden Mutanten tatséchlich konstitutiv aktiv sind. [C106DD|DJ-1 ist so
stabil wie [wt|DJ-1, wihrend [C106EE|DJ-1 wesentlich instabiler ist. Ein moglicher
Grund fiir die unterschiedliche Stabilitdt der beiden Mutanten ist das unterschiedliche

Dimerisierungsverhalten, da die Ausbildung von stabilen Dimeren als Voraussetzung
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fiir die Stabilitdt von DJ-1 angesehen wird (Ito et al., 2006). [C106DD|DJ-1 bildet
wie [wt|DJ-1 stabile Homodimere sowie Heterodimere mit [wt|DJ-1 (Abbildung 4.6C).
[C106EE]|DJ-1 dagegen bildet weder stabile Homo- noch Heterodimere. Dies kénnte die
Ursache fiir die geringere Stabilitét von [C106EE|DJ-1 sein.

Diese Experimente zeigen, dass [C106DD]|DJ-1 und [C106EE|DJ-1 funktionelle und

konstitutiv aktive Mutanten und somit ein Modell fiir oxidiertes DJ-1 sind.

[wi]DJ-1 [M261]DJ-1 [C46A]DJ-1 [C53A]DJ-1

nmom-—-' - ——— | .
DJ-1 co-IP memr e
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Abbildung 4.7 — Ablésungskinetik verschiedener DJ-1-Mutanten von
ASK1

HEK 293 E wurden transient mit pcDNA3-ASK1-HA und pCMV-myec-[wt]|DJ-
1, [M26I|DJ-1, [C46A]DJ-1 oder [C53A]DJ-1 transfiziert. Nach 36 h wurden die
Zellen fiir 3 min mit 1 mM HOs inkubiert. AnschlieRend wurde das Medium
entfernt und die Zellen fiir die angegebene Zeit in Medium ohne H2 O inkubiert.
Die Zellen wurden lysiert und eine anti-HA-Immunprézipitation durchgefiihrt.
Die Immunprizipitate wurden auf einer SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und
mit anti-DJ-1- und anti-ASK1-Antikérpern untersucht.

Uberraschenderweise binden die peripheren Cysteinmutanten [C46A]DJ-1 und [C53A]DJ-
1 beide sowohl in An- als auch in Abwesenheit von HoO2 an ASK1 (Abbildung 4.6A).
Hierbei ist besonders bemerkenswert, dass [C46A]DJ-1 trotz seiner deutlich geringe-
ren Proteinmenge in gleichem Umfang an ASK1 bindet wie [wt|DJ-1 und [C53A|DJ-1.
Diese Entdeckung konnte auch unter nichtreduzierenden Bedingungen bestétigt wer-
den (Abbildung 4.6D). Sowohl [C46A|DJ-1 als auch [C53A|DJ-1 werden in An- und
Abwesenheit von HyO5 in hohermolekulare ASK-Komplexe eingebaut. Die beiden Mu-
tanten binden jedoch nicht konstitutiv an ASK1, da ein basaler Stress in Form eines
Mediumwechsels notwendig ist (Abbildung 4.8). Wenn die Zellen ohne vorherigen Me-
diumwechsel geerntet werden, bindet [C53A|DJ-1 nicht an ASK1. Um zu untersuchen,
ob die beiden Mutanten leichter an ASK1 binden oder langsamer abdissoziieren, wur-

den kotransfizierte HEK293E fiir 3 min mit HoO9 gestresst, das HoO9 entfernt und
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die Zellen fiir verschiedene Zeiten weiter inkubiert. Hierbei zeigt sich, dass [wt|DJ-1
innerhalb der ersten 5 Minuten vollstdndig aus dem Komplex abdissoziiert. [C46A|DJ-
1 und [C53A]DJ-1 bleiben iiber den gesamten beobachteten Zeitraum gebunden und
dissoziieren wesentlich langsamer von ASK1 ab (Abbildung 4.7).

[C46A]DJ-1 und [C53A|DJ-1 sind somit Mutanten, die leichter aktivierbar sind als

[wt]DJ-1 und langsamer aus dem ASK1-Signalosom diffundieren.

wt M26l C53A input

ColP DJ-1

L
ColP Trx

IP ASK1

Abbildung 4.8 - [C53A]DJ-1, aber nicht [M26I|DJ-1, bend&tigt basalen
Stress zur Bindung an ASK1

HEK 293E wurden transient mit pcDNA3-ASK1-HA und pCMV-MYC-[wt|DJ-1,
pCMV-MYC-[M26I|DJ-1 oder pPCMV-MYC-[C53A]DJ-1 transfiziert. 36 h spéter
wurden die Zellen lysiert und ASK1 mit anti-HA-Agarose immunpréazipitiert.
Die Immunpréazipitate wurden auf einer SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine
PVDF-Membran transferiert und mit Antikérpern gegen DJ-1, Thioredoxin und
ASK1 untersucht.

4.1.2.2 Methioninmutanten

Die oxidationsdefizienten Mutanten von Methionin-17, Methionin-133 und Methionin-
134 binden wie [wt|DJ-1 oxidationsabhéngig an ASK1 (Abbildung 4.9 A). Die Oxidati-
on dieser Reste ist somit nicht verantwortlich fiir die Aktivierung von DJ-1. [M261]|DJ-1
bindet ebenfalls an ASK1, aber interessanterweise sowohl in An- als auch in Abwesen-
heit von HyO4. Diese Bindung findet auch in vollstdndiger Abwesenheit von oxidativem
Stress statt (Abbildung 4.8). Wie [C46A|DJ-1 und [C53A]DJ-1 und im Gegensatz zu
[wt]DJ-1 dissoziiert [M26I|DJ-1 auch nur sehr langsam von ASK1 ab (Abbildung 4.7).
Im Gegensatz zu den anderen untersuchten Mutanten kann [M26I|DJ-1 mit Trx 1
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Abbildung 4.9 — Einfluss der Methioninreste von DJ-1 auf die Bindung
von ASK1

A) HEK 293 E wurden transient mit pcDNA3-ASK1-HA und [wt|DJ-1, den
Cysteinmutanten M171, M261, M133I, M134I oder dem Leervektor pCMV-myc
transfiziert. Nach 36 h wurden die Zellen fir 30 min mit oder ohne 1 mM H5O4
inkubiert. Die Zellen wurden lysiert und eine anti-HA-Immunprézipitation durch-
gefithrt. Die Expression der DJ-1-Mutanten wurde anhand der Zelllysate getestet.
Die Immunprizipitate wurden auf einer SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und
mit anti-DJ-1- und anti-ASK1-Antikérpern untersucht.

B) HEK 293 E wurden transient mit pCMV-myc-[wt]DJ-1 oder [M26I|DJ-1 und
Volllangen-ASK [f]]ASK, A1-648-ASK [AN]ASK oder dem Leervektor pcDNA3
transfiziert. Nach 36 h wurden die Zellen fiir 30 min mit oder ohne 1 mM H5O5 in-
kubiert. Die Zellen wurden lysiert und eine anti-HA-Immunprézipitation durchge-
fihrt. Die Immunprézipitate wurden auf einer SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet
und mit anti-DJ-1- und anti-ASK1-Antikérpern untersucht.
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gleichzeitig ASK1 binden, obwohl vermutet wird, dass Trx 1 und DJ-1 die gleiche Bin-
dungsstelle an ASK1 besetzen (Gorner et al., 2007). Um zu untersuchen, ob [M26I]|DJ-1
eine andere Bindungsstelle besetzt als [wt|DJ-1, wird die Bindung an eine N-terminale
Deletionsmutante von ASK1 (J[AN]JASK, Saitoh et al. (1998)) getestet (Abbildung 4.9
B). Bei dieser wurden die Aminoséuren 1-648 deletiert, die die Bindungsstelle von Thio-
redoxin beinhalten (Saitoh et al., 1998; Fujino et al., 2007). [wt|DJ-1 und [M26I]|DJ-1
binden beide [fIJASK1. [wt]DJ-1 kann die Deletionsmutante [AN]ASK nicht mehr bin-
den, [M26I]DJ-1 dagegen schon. Die PK-assoziierte Mutante [M26I|DJ-1 besetzt also
nicht-oxidationsabhéngig eine andere, falsche DJ-1-Bindungsstelle an ASK1. Diese liegt
in der C-terminalen Hélfte von ASKI.

4.1.2.3 Oxidierbare Reste beeinflussen die Cytoprotektivitiat von DJ-1
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Abbildung 4.10 — Zytoprotektivitit der DJ-1-Mutanten

10000 transient transfizierte (A) oder stabil retransfizierte (B) Dj-1~/~-MEF wur-
den in einer 96 well-Platte ausgesét. 24 h spater wurden die Zellen fiir 16 h mit 10
uM (A) oder 20 uM (B) H3O4 inkubiert. Die Zytotoxizitéit wurde iiber die LDH-
Freisetzung gemessen. Die Abbildung zeigt Mittelwerte + Standardabweichung
von Triplikatbestimmungen, jeweils reprasentativ fiir zwei unabhéingige Experi-
mente.

Die Bindung von DJ-1 an ASK1 ist notwendig, um die Aktivitdt von ASK1 und da-
mit den proapoptotischen ASK-Signalweg zu unterdriicken (Junn et al., 2005; Gorner
et al., 2007). Eine Bindung von DJ-1 an ASK1 sollte folglich mit einer cytoprotek-
tiven Wirkung korrelierbar sein. Transient retransfizierte Dj-1=/~-MEF wurden mit

H505 gestresst und der Zelltod durch die Freisetzung von Lactatdehydrogenase (LDH)
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gemessen (Abbildung 4.10A). Im Vergleich zu untransfizierten Zellen zeigen die mit
MYC-[wt|DJ-1 transfizierten Zellen einen um ein Drittel reduzierten Zelltod, wéhrend
die Transfektion mit dem Leervektor keinen Effekt zeigt. In Korrelation mit der Bin-
dung an ASK1 (Abbildung 4.6) kann [C106A|DJ-1 den Zelltod nicht signifikant verrin-
gern. Die gleiche Korrelation lasst sich auch fiir die Dreifachmutante TripelC finden.
Die Mutation der peripheren Cysteine verandert die cytoprotektiven Eigenschaften von
DJ-1 nicht. Beide Mutanten kénnen den Zelltod signifikant auf einen dhnlichen Wert
wie [wt|DJ-1 reduzieren. PK-assoziiertes [M26I|DJ-1 wirkt, obwohl es an ASK1 bindet,
nicht cytoprotektiv.

Die transient retransfizierten Dj-1—/~-MEF hatten eine Transfektionseffizienz von 26
+2% (Daten nicht gezeigt). Um diese geringe Transfektionseffizienz zu umgehen, wur-
de die Cytotoxizititsstudie mit stabil retransfizierten Dj-1=/~-MEF wiederholt (Ab-
bildung 4.10B). [wt]|DJ-1 zeigt auch hier einen starken cytoprotektiven Effekt. Die
Cytoprotektion von [C46A]|DJ-1 kann in diesen Zellen ebenfalls bestétigt werden. Die
konstitutiv bindenden Mutanten [C106DD|DJ-1 und [C106EE|DJ-1 reduzieren beide
den Zelltod signifikant, wobei die stabilere Mutante [C106DD|DJ-1 einen stérker pro-
tektiven Effekt hat. Die Tatsache, dass diese beiden Mutanten keinen so starken zyto-
protektiven Effekt wie [wt|DJ-1 haben, lasst sich durch die in Abschnitt 4.1.2.1 gemach-
ten Beobachtungen erkliren. Beide Mutanten werden zwar in das ASK1-Signalosom
eingebaut, binden aber nicht kovalent und deshalb nicht so fest wie [wt|DJ-1. Dies
konnte ihren zytoprotektiven Effekt verringern. [M261]DJ-1 hat nur eine sehr geringe
protektive Wirkung. Dies bestétigt das Ergebnis aus den transient transfizierten Zel-
len.

[wt|DJ-1 wie auch die Cysteinmutanten [C46A|DJ-1, [C53A|DJ-1, [C106DD|DJ-1 und
[C106EE|DJ-1 schiitzen die Zellen vor oxidativem Stress. Die nichtaktivierbare Mutan-
te [C106A|DJ-1 und die PK-assoziierte Mutante [M26I]DJ-1 konnen die Zellen nicht

schiitzen.

4.1.2.4 Funktionelle Charakterisierung von [M26l1]DJ-1

[M26I]DJ-1 bindet konstitutiv an ASK1 (Abbildung 4.9), jedoch an eine andere Bin-
dungsstelle als [wt|DJ-1 (Abbildung 4.9B). Da die Mutante auferdem nicht cytopro-
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Abbildung 4.11 - Immunkomplexkinaseassay von ASK1

Dj-17/~-MEF, stabil retransfiziert mit [wt|DJ-1, [M26I|DJ-1 und dem Leervektor
pcDNA3.1, wurden in antibiotikafreiem Medium ausgesét. 48 h spater wurden die
Zellen fiir 30 min mit oder ohne 500 M H3Os inkubiert und die Aktivitdt von
ASK1 durch einen Immunkomplexkinaseassay bestimmt.

tektiv wirkt (Abbildung 4.10), stellt sich die Frage, ob sie trotz der Bindung die Akti-
vitédt von ASK1 unterdriicken kann. Hierzu wurde ein Immunkomplexkinaseassay von
ASK1 in Anwesenheit von [wt|DJ-1, [M26I|DJ-1 und dem Leervektor durchgefiihrt
(Abbildung 4.11). Wie bereits frither gezeigt wurde (Junn et al., 2005; Gorner et al.,
2007), unterdriickt [wt|DJ-1 die Aktivitat von ASK1 vollstédndig, wiahrend sich mit dem
Leervektor keinerlei Suppression der ASK-Aktivitét zeigt. [M26I]-DJ-1 kann wie der
Leervektor die Aktivitdt von ASKI nicht unterdriicken. Ein nachgeschalteter Effekt
der ASK-Aktivierung ist die Translokation von DAXX aus dem Zellkern ins Cytosol
(Ko et al., 2001; Song und Lee, 2003). Um zu untersuchen, ob sich die eingeschrankte
Funktionalitdt von [M26I|DJ-1 auch auf die Translokation von DAXX auswirkt, wurde
der Einfluss von DJ-1 auf die Translokation von DAXX bei oxidativem Stress analy-
siert (Abbildung 4.12). Es wurde berichtet, dass DJ-1 die Translokation von DAXX aus
dem Zellkern verhindert (Junn et al., 2005). [wt|DJ-1 verhindert die verstiarkte Trans-
lokation von iiberexprimiertem FLAG-DAXX in Dj-1=/~-MEF in Anwesenheit von
Hy09. Weder [M261]DJ-1 noch der Leervektor konnen die Translokation verhindern.
[M261]DJ-1 ist somit in allen getesteten Assays nicht funktionell.
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Abbildung 4.12 — [M26I]DJ-1 unterdriickt die DAXX-Translokation
nicht

Dj-1=/= MEF stabil retransfiziert mit [wt|DJ-1, [M26I|DJ-1 und dem Leervektor
pcDNA3.1-zeo wurden auf Deckgléschen ausgeséit. 24 h spéter wurden die Zellen
mit pRKb5-Flag-Daxx transfiziert. Weitere 24 h spéter wurden die Zellen fiir 30
min mit oder ohne 500 M H30O5 behandelt. Danach wurden die Zellen fixiert und
mit einem Flag-Antikorper angefdrbt. Unter dem Fluoreszenzmikroskop wurde
untersucht, ob eine Translokation von DAXX ins Cytosol stattgefunden hat. Fiir
jeden Datenpunkt wurden 50 transfizierte Zellen ausgewertet. Dargestellt ist der
Mittelwert + Standardfehler aus drei unabhéngigen Experimenten, die jeweils in
Triplikaten durchgefiihrt wurden.
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4.2 ASK-Regulation
4.2 Mechanismus der ASK-Regulation durch DJ-1

4.2.1 Kinetik der DJ-1-Bindung

DJ-1 bindet oxidationsabhéngig an ASK1 und unterdriickt dessen Aktivitdt (Gorner
et al., 2007). Der regulatorische Mechanismus ist bisher noch unklar. Trx1 wird als
Hauptregulator von ASK1 angesehen (Saitoh et al., 1998; Fujino et al., 2007). Da dieses
oxidationsabhéingig von ASK1 abdissoziiert, ist ein Zusammenhang mit der Bindung
von DJ-1 denkbar. Um dies zu untersuchen, wurden HEK293E, die mit ASK1 und
DJ-1 cotransfiziert waren, fiir unterschiedliche Zeiten mit HoOo inkubiert und die Co-
Immunprézipitation von DJ-1 und Trx1 mit ASK1 tiberprift (Abbildung 4.13). Im
ungestressten Zustand bindet Trx1 an ASK1, wiahrend DJ-1 nicht gebunden wird. Nach
Zugabe von HsOs dissoziiert Trx1 sofort ab, sodass es nach 5 min Inkubationszeit nicht
mehr nachweisbar ist. DJ-1 bindet ab einer HyOs-Inkubationszeit von 5 min und ist

ca 30 min lang maximal an ASK1 gebunden.
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(min)
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Abbildung 4.13 — Co-Immunprézipitation von DJ-1 und Trx1 mit ASK1

HEK 293 E wurden transient mit pcDNA3-ASK1-HA und pCMV-myc-[wt|DJ-
1 transfiziert. Nach 36 h wurden die Zellen fiir die angegebenen Zeiten mit
oder ohne 1 mM H5Os inkubiert. Die Zellen wurden lysiert und eine anti-HA-
Immunprézipitation durchgefiihrt. Die Immunprézipitate wurden auf einer SDS-
PAGE aufgetrennt, geblottet und mit anti-DJ-1-, anti-Trx1- und anti-ASKI1-
Antikérpern untersucht.

4.2.2 DJ-1 bindet an aktiviertes ASK1

Trx1 und Peroxiredoxin-1 wurden in der Literatur als Interaktoren von ASK1, die beide
die Aktivierung unterdriicken, beschrieben (Saitoh et al., 1998; Kim et al., 2008). Beide
sorgen fiir eine verminderte ASK-Phosphorylierung an Thr838. Da DJ-1 wahrschein-
lich nach dem Abldsen von Trx1 dessen Bindungsstelle einnimmt (Abbildung 4.9B und
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Abbildung 4.14 — Einfluss von DJ-1 auf die ASK-Phosphorylierung

A HEK 293 E wurden transient mit pcDNA3-ASK1-HA und pCMV-myec-[wt]|DJ-
1 transfiziert. Nach 36 h wurden die Zellen fiir die angegebenen Zeiten mit oder
ohne 1 mM H5Os inkubiert. Die Zellen wurden lysiert und auf einer SDS-PAGE
aufgetrennt, geblottet und mit anti-phospho-ASK (Thr838)-, anti-ASK1-, anti-
phospho-SEK1, anti-SEK1, anti-phospho-JNK und anti-JNK-Antikérpern unter-
sucht.

B HEK 293 E wurden transient mit pcDNA3-ASK1-HA und den angegebenen
DJ-1-Mutanten bzw dem Leervektor pCMV-myc transfiziert. Nach 36 h wurden
die Zellen fiir 30 min mit oder ohne 1 mM H5Os inkubiert. Die Zellen wurden ly-
siert und auf einer SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit anti-phospho-ASK
(Thr838)- und anti-ASK1-Antikérpern untersucht.

C HEK 293 E wurden transient mit pCMV-myc-[wt|DJ-1 und [wt]ASK1, ver-
schiedenen phosphorylierungsdefizienten Mutanten, [AN]ASK als Negativkontrol-
le oder dem Leervektor pcDNAS3 transfiziert. Nach 36 h wurden die Zellen fiir 30
min mit oder ohne 1 mM H5O5 inkubiert. Die Zellen wurden lysiert und eine anti-
HA-Immunpréazipitation durchgefiihrt. Die Immunprézipitate wurden auf einer
SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit anti-DJ-1- und anti-ASK1-Antikérpern
untersucht.
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4.13), ist ein dhnlicher Regulationsmechanismus vorstellbar. Aus diesem Grund wurde
die DJ-1-Abhéngigkeit der ASK-Phosphorylierung untersucht (Abbildung 4.14). In Ab-
wesenheit von oxidativem Stress ist ASK1 nicht phosphoryliert. Die Untersuchung der
Zeitabhangigkeit (Abb. 4.14 A) zeigt, dass in ASK- und DJ-1-tiberexprimierenden Zel-
len innerhalb von 5 min HoOs eine Phosphorylierung von ASK1 detektierbar ist. Diese
bleibt wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums bestehen. Interessanterweise ist
SEK1/MKK4, ein Substrat von ASK1, auch in Anwesenheit von oxidativem Stress nur
minimal phosphoryliert. Die nachgeschaltete Kinase JNK zeigt dagegen ein normales
ROS-abhéngiges Phosphorylierungsprofil. Die Phosphorylierung von ASK1 unterschei-
det sich auch nicht in Abhéngigkeit von der tiberexprimierten DJ-1-Mutante (4.14B).
Die ASK-bindenden und zytoprotektiven DJ-1-Konstrukte [wt|DJ-1, [C46A|DJ-1 und
[C53A|DJ-1 zeigen keinen Unterschied in der ASK-Phosphorylierung zum Leervek-
tor pCMV und den inaktiven Mutanten [C106A|DJ-1, [C53A,C106A|DJ-1 und der
Dreifachmutante TripelC. DJ-1 unterdriickt somit anscheinend die Kinaseaktivitdt von
ASK1, nicht aber die Phosphorylierung von ASK1 in Anwesenheit von HyOs.

Da DJ-1 die aktivierende Phosphorylierung von ASK an Thr838 nicht beeinflusst,
stellt sich die Frage, ob die regulierende Phosphorylierung von ASK1 {iberhaupt einen
Einfluss auf die Bindung von DJ-1 hat. ASK1 hat vier regulatorische Phosphorylie-
rungsstellen. Ser83 wird durch AKT2 phosphoryliert und inhibiert die Aktivitdt von
ASK1 (Yuan et al., 2003), Thr838 ist die aktivierende Autophosphorylierungsstelle
(Tobiume et al., 2002) und Ser967 ist im inaktiven Zustand phosphoryliert (Zhang
et al., 1999). Im aktivierten Zustand wird zusétzlich zu Thr838 noch Thr842 phospho-
ryliert (Tobiume et al., 2002). Alle vier Phosphorylierungsstellen wurden zu Alanin
mutiert und auf die Bindung von DJ-1 hin untersucht (Abbildung 4.14C). Wie bereits
vorher gezeigt wurde, bindet DJ-1 oxidationsabhéngig an [wt]ASK1, wihrend es die
Deletionsmutante [AN]ASK nicht bindet. Sowohl [S83A|ASK1 wie auch [S967A|ASK1
werden wie [wt]ASK1 von DJ-1 oxidationsabhéngig gebunden. Interessanterweise kann
DJ-1 [T838A|ASK1 nicht mehr binden und auch die Bindung an [T842A|ASK1 ist
deutlich schwicher. Intakte Phosphorylierungsstellen im aktiven Zentrum von ASK1
sind somit eine Voraussetzung fiir die Bindung von DJ-1.

In den Kapiteln 4.1 und 4.2 dieser Studie wurde die Zytoprotektivitdat von DJ-1 be-

statigt. Die Oxidation von Cystein-106 wurde als essentiell fiir die Aktivitdt von DJ-1
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identifiziert. Die Aktivitdt wird zusétzlich durch die peripheren Cysteine C46 und C53
moduliert. Die Zytoprotektivitat von DJ-1 wird unter anderem iiber die Unterdriickung
der ASK1-Aktivitdt vermittelt. DJ-1 unterdriickt hierbei nicht die Phosphorylierung
von ASK1, sondern wird in das ASK1-Signalosom eingebaut und verhindert wahr-

scheinlich die Bindung von Effektorproteinen wie DAXX und TRAF.

4.3 Untersuchung der Regulation der Entziindungsantwort

von Astrozyten durch DJ-1

4.3.1 Etablierung von primdren Astrozyten- und Neuronenkulturen

Das PK-assoziierte Protein DJ-1 kéonnte nicht nur zellautonom in Neuronen protektiv
wirken, sondern auch indirekt durch Wirkungen in Astrozyten. Dies wird unterlegt
durch neuropathologische Befunde. DJ-1 wird in ruhenden Astrozyten nur schwach
exprimiert. In reaktiven Astrozyten ist DJ-1 dagegen sehr stark hochreguliert (Ban-
dopadhyay et al., 2004; Neumann et al., 2004). Seine Funktion in diesen Zellen ist
jedoch unbekannt. Um sie zu untersuchen, wurden astrozytenreiche Primarkulturen
(APC) aus Dj-1~/~-Méusen und wt-Wurfgeschwistern angelegt (Abbildung 4.15A-D).
Die Méause wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. W. Wurst am Helmholtz-Zentrum
Miinchen durch die Gene trap-Methode generiert. Hierbei wurde der N-terminale Teil
des Dj-1-Gens durch LacZ ersetzt. Das entstandene Fusionsprotein ist instabil und
wird schnell abgebaut. Die Méause haben, wie auch alle anderen bisher publizierten
DJ-1-/~-Méuse, keinen Phénotyp (siehe Kap. 1.2.4).

Die Kulturen bestehen zu iiber 95 % aus Astrozyten, wie durch Immunfluoreszenz-
farbung gegen GFAP gezeigt wurde (Abbildung 4.15A). Da Mikroglia auf die gleichen
Stimulanzien reagieren wie Astrozyten, sollte der Mikrogliaanteil in den Kulturen mog-
lichst gering sein. APC wurden mit einem Antikérper gegen den mikrogliaspezifischen
Marker CD11b angefiarbt (Ford et al., 1995) und im FACS untersucht (Abbildung
4.15B). Hierbei zeigte sich, dass die Kulturen einen Mikroglia-Anteil von 0.6 £+ 0.2 %
(n=3) enthalten.

Die Astrozyten aus wt-Tieren sind immunpositiv fiir DJ-1 (Abbildung 4.15C). In den
Astrozyten aus Dj-1~/~-Mszusen kann kein DJ-1 detektiert werden (Abbildung 4.15D).
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Abbildung 4.15 — Charakterisierung der Primérkulturen

A Priméire Astrozytenkulturen wurden auf Deckglidschen ausgesit. Nach 14
Tagen in Kultur wurden sie mit einem Antikérper gegen GFAP und einem
Alexa-568 gekoppelten Sekundérantikorper angefarbt.

B 18 Tage alte primére Astrozytenkulturen wurden abtrypsiniert, mit dem
Mikroglia-Marker CD11b angeférbt und im FACS untersucht.

Primére Astrozytenkulturen aus wt- (C) und Dj-1—/~-Miusen (D) auf Deckglis-
chen wurden mit einem Antikérper gegen DJ-1 und einem Alexa488-gekoppelten
Sekundéarantikérper angefirbt.

E Primére Neuronenkulturen wurden auf Deckglédschen ausgesidt. Nach 3 Tagen
in Kultur wurden die Zellen mit einem Antikorper gegen MAP2 und einem
Alexad88 gekoppelten Sekundéarantikorper angefarbt.

F Neuron-Astrozyten-Kokulturen wurden nach 3 Tagen mit anti-GFAP und
anti-Kaninchen Alexa-568 und anti-MAP2 mit anti-Maus Alexa-488 geféirbt.

Die Zellkerne wurden mit Hoechst33342 gefiarbt (A,C-F).
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Sowohl in ko- als auch in wt-Astrozyten findet sich eine unspezifische Kernfiarbung, die
unabhéngig vom verwendeten DJ-1-Antikorper ist.

Zur Untersuchung des Einflusses von reaktiven Astrozyten auf Neuronen wurden pri-
mére kortikale Neuronenkulturen aus Dj-1—/~-M&usen und wt-Geschwistertieren eta-
bliert. Diese wurden durch eine Farbung gegen den neuronenspezifischen Marker MAP2
charakterisiert (Abbildung 4.15E). Nach drei Tagen in Kultur zeigen die Zellen bereits

die charakteristische Morphologie von Neuronen mit klar ausgebildeten Neuriten.

4.3.2 Regulation proinflammatorischer Marker

Reaktive Astrozyten sind ein wichtiger Marker fiir Entziindungen im Gehirn, aber auch
ein neuropathologisches Kardinalsymptom bei neurodegenerativen Erkrankungen (Pe-
kny und Nilsson, 2005; McGeer und McGeer, 2008). Eine Vermutung ist deshalb, dass
DJ-1 an der Regulation dieser Entziindungsreaktionen beteiligt ist. Als Modell fiir
neuroinflammatorische Reaktionen wird die Inkubation der Astrozyten mit Lipopoly-
sacchariden (LPS) aus E. coli, einem Agonisten des TLR4, verwendet (Akira et al.,
2001). Die Aktivierung von TLR4 fiihrt zur Produktion von NO und zur Expression

pro- und antiinflammatorischer Gene (Akira et al., 2001).

4.3.2.1 DJ-1 reguliert nicht die Expression von ICAM-1

Ein proinflammatorisches Gen, welches durch LPS induziert wird, ist der Oberfla-
chenmarker Intercellular cell adhesion molecule 1 (ICAM-1/CD54, Lee et al. (2000)).
ICAM-1 wird auch stark von reaktiven Astrozyten in den Gehirnen von PD-Patienten
exprimiert (Miklossy et al., 2006). Um den Einfluss von DJ-1 auf die Expression von
ICAM-1 zu untersuchen, wurden primére Astrozytenkulturen aus Dj-1—/~-MAusen
und wt-Geschwistertieren fiir 48 h mit unterschiedlichen Konzentrationen LPS inku-
biert (Abbildung 4.16). Die Inkubation mit LPS fiihrt zu einem signifikanten Anstieg
der ICAM-1-positiven Astrozyten im Vergleich zu den Kontrollzellen, die nur mit
Optimem-Inkubationsmedium inkubiert wurden. Der Prozentsatz ICAM-1-positiver
Zellen verdoppelt sich von ca 30 % in Abwesenheit von LPS auf 70 % in Anwesen-

heit von LPS. Dieser Anstieg ist jedoch im untersuchten Konzentrationsbereich nicht

124



4.3 Entziindungsregulation von DJ-1

wt
B ko

0 0,001 0,01 0,1
LPS (pg/mi)

ICAM-1 positive Zellen (%)
o8 8883838

Abbildung 4.16 — FACS-Analyse der ICAM-1-positiven Astrozyten

Priméire Astrozytenkulturen aus Dj-1~/~- und wt-Méusen wurden fiir 48 h
mit LPS in den angegebenen Konzentrationen inkubiert. Anschlieffend wurden
die Zellen mit einem Antikorper gegen ICAM-1 (CD54) gefarbt und im FACS
untersucht. Angegeben sind die Durchschnittwerte 4+ Standardfehler aus drei
unabhéngigen Experimenten.

konzentrationsabhéngig. DJ-1 hat keinen Einfluss auf die Induktion von ICAM-1 in
Astrozyten. Auch wenn eventuell ein leichter Trend zu erkennen ist, dass ko-Astrozyten
mehr ICAM-1 exprimieren, kann kein signifikanter Unterschied zwischen wt- und Dj-
17/=-APC festgestellt werden.

Die Expression von ICAM-1 wird durch LPS induziert, aber nicht durch DJ-1 reguliert.

4.3.2.2 DJ-1 reguliert die Produktion von NO

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein Signalmolekiil, welches sowohl autokrin als auch para-
krin wirken kann. Seine Hauptwirkung liegt in der Aktivierung der Guanylatzyklase
(Guix et al., 2005). Reaktive Astrozyten produzieren NO bei Stimulation mit LPS.
Hier dient es vor allem der Immunantwort gegen bakterielle Infektionen. Massive Pro-
duktion von NO fithrt zum Tod umliegender Zellen (Guix et al., 2005). APC wurden
mit LPS behandelt und das Abbauprodukt von NO, Nitrit (NO3 ), im Uberstand quan-
tifiziert. Sowohl in wt- als auch ko-APC induziert die Inkubation mit LPS fiir 48 h die

Produktion von NO (Abbildung 4.17A); diese nimmt konzentrationsabhéngig zu. Die
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Abbildung 4.17 — DJ-1 reguliert die Produktion von NO

Primére Astrozytenkulturen wurden fiir 48 h mit LPS in den angegebenen
Konzentrationen (A), fiir die angegebenen Zeiten mit 0.1 pg/ml LPS (B) und
fiir 48 h mit den angegebenen Konzentrationen an a-Synuclein (C) oder polyl:C
(D) inkubiert. Anschliefend wurde das Medium abgenommen und die Nitritkon-
zentration bestimmt. Die erhaltenen Werte wurden auf die Proteinmenge pro
well normalisiert. Angegeben sind die Durchschnittwerte + Standardabweichung
aus Triplikatbestimmungen représentativer Experimente.
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4.3 Entziindungsregulation von DJ-1

Akkumulation von NO ist sehr stark vom Genotyp abhéngig. Die ko-APC produzieren
im Vergleich zu wt-APC eine um den Faktor 10 gréfsere Menge NO. Dieses Verhéltnis
trifft fiir alle eingesetzten LPS-Konzentrationen zu. Uber die Zeit betrachtet beginnt
die Produktion von NO nach ca 12 h (Abbildung 4.17B). Bereits nach 24 h ist ein
signifikanter Unterschied zwischen wt- und ko-Astrozyten zu sehen. Dieser Unterschied
nimmt im Laufe der Inkubationszeit weiter zu, ohne bei der maximalen Inkubationszeit
von 72 h ein Plateau erreicht zu haben.

Zusétzlich wurden die Zellen mit a-Synuclein behandelt. Es wurde bereits mehrfach be-
richtet, dass a-Synuclein Astrogliose induzieren kann und die Expression von ICAM-1
und IL-6 stimuliert (Croisier und Graeber, 2006; Klegeris et al., 2006). Die Inkubation
von wt- und ko-APC mit zunehmenden Mengen a-Synuclein fithrt zu einer konzentra-
tionsabhéngigen Akkumulation von Nitrit (Abbildung 4.17C). Diese ist vom Genotyp
abhéngig. Auch mit a-Synuclein als Stressor produzieren die ko-APC die zehnfache
Menge NO im Vergleich zu den wt-APC. a-Synuclein ist jedoch ein weniger potentes
proinflammatorisches Agens, da im Vergleich zu LPS die absoluten Mengen an produ-
ziertem NO deutlich geringer sind.

Astrozyten exprimieren vor allem TLR3 und haben nur wenige TLR4-Rezeptoren
auf ihrer Oberfliche (Farina et al., 2005). TLR3-Rezeptoren erkennen doppelstréin-
gige RNA, wie sie bestimmte Viren besitzen (Lee et al., 2007). Um zu untersuchen,
ob DJ-1 die TLR3-vermittelte Signaltransduktion beeinflusst, wurden APC mit dem
kiinstlichen TLR3-Agonisten polyl:C inkubiert und die NO-Produktion bestimmt (Ab-
bildung 4.17D). Die Inkubation mit polyl:C fiihrt zu einer geringen Produktion von
NO im Vergleich zu LPS oder a-Synuclein. Zwischen wt- und ko-APC findet sich kein
Unterschied in der NO-Produktion. Es scheint somit, dass DJ-1 die TLR3-vermittelte
Signaltransduktion nicht beeinflusst.

Diese Resultate zeigen, dass DJ-1 inflammatorische Prozesse in Astrozyten reguliert

und die iiberméfige Produktion von NO verhindert.

4.3.2.3 DJ-1 reguliert selektiv Zytokine

Von der Vielzahl pro- und antiinflammatorischer Zytokine werden vor allem IL13, I1-6

und TNFa von Astrozyten produziert (Eddleston und Mucke, 1993; Lee et al., 1995).
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Zusétzlich produzieren sie Wachstumsfaktoren wie NGF (Ridet et al., 1997). Um zu
untersuchen, ob die Expression dieser Gene von DJ-1 reguliert wird, wurden Dj-1~/~-
und wt-APC fiir 48 h mit LPS inkubiert, die RNA isoliert und die Expression der Ge-
ne mit semiquantitativer RT-PCR untersucht (Abbildung 4.18A). Alle untersuchten
inflammatorischen Marker wurden nach Zugabe von LPS in den Astrozyten induziert.
Interessanterweise zeigt sich eine unterschiedliche Konzentrationsabhangigkeit fiir die
untersuchten Marker und Genotypen.

Die Expression von IL-6 steigt fiir die mittleren untersuchten Konzentrationen (0.001
- 0.01 pg/ml) sowohl in wt- als auch in ko-APC. Fiir diese beiden Konzentrationen ist
kein signifikanter Unterschied in der mRNA-Menge zwischen wt- und ko-APC sicht-
bar (Abb. 4.18 C). Fiir die hochste untersuchte Konzentration (0.1 pug/ml) steigt die
mRNA-Menge in den ko-APC weiter an, wihrend sie sich in den wt-APC nicht von
der Menge bei 0.01 ug/ml unterscheidet. Die ko-APC haben bei 0.1 pug/ml eine si-
gnifikant grofsere 1L-6-Expression als die wt-APC. Die Expression von IL-6 ist somit
konzentrations- und genotypabhingig. Nur fiir die hochste LPS-Konzentration expri-
mieren die ko-APC mehr IL-6. Der gefundene Zusammenhang zwischen dem Genotyp
und der Expression von IL-6 auf mRNA-Ebene sollte auch durch unterschiedliche Pro-
teinmengen zu bestétigen sein. Um dies zu iiberpriifen, wurde die IL-6-Konzentration
im Uberstand nach Inkubation mit LPS durch einen spezifischen ELISA nachgewiesen
(Abbildung 4.18D). Die Produktion von IL-6 wurde durch LPS stimuliert. Auch auf
Proteinebene zeigt sich fiir die grofite eingesetzte LPS-Konzentration ein signifikanter
Unterschied zwischen wt- und ko-APC. Ko-APC produzierten im Inkubationszeitraum
von 48 h doppelt so viel IL-6 wie wt-APC. Fiir die niedrigeren LPS-Konzentrationen
zeigt sich wie auf mRNA-Ebene kein Unterschied.

Die Expression von IL-13 héngt ebenfalls stark von der eingesetzten LPS-Konzentration
ab (Abb. 4.18 A,B). In den ko-APC wird die IL-18-Expression durch LPS stark indu-
ziert, wobei aber kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Konzentrationen
vorliegt. In den wt-APC wird IL-15 fir die mittleren LPS-Konzentrationen (0.001 -
0.01 pg/ml) nur schwach exprimiert. Die mRNA-Menge ist fiir diese beiden Konzen-
trationen signifikant geringer als in ko-APC. Fiir die héchste LPS-Konzentration steigt
die Expression auf die Menge der ko-APC an. Der knockout von Dj-1 zeigt somit nur

fiir die mittleren Konzentrationen einen Effekt auf die IL-13-Expression.
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4.3 Entziindungsregulation von DJ-1

TNF«a wird sowohl in wt- als auch in ko-APC induziert. In den wt-APC ist jedoch nur
eine Expression bei der hochsten eingesetzten LPS-Konzentration (0.1 pg/ml) detek-
tierbar, wéhrend sie in den ko-APC konzentrationsabhéngig ansteigt. Bei 0.1 ug/ml
LPS ist die mRNA-Menge bei beiden Genotypen ungefdhr gleich. Es liegt also eine
dhnliche Abhéngigkeit von der Konzentration und vom Genotyp vor wie bei I1L-13.
NGF wird durch alle eingesetzten LPS-Konzentrationen induziert (Abb. 4.18 A). Die
mRNA-Menge héngt hierbei nicht von der eingesetzten LPS-Konzentration ab. Es ist
auch kein Unterschied zwischen den Genotypen feststellbar.

Aus den unterschiedlichen Effekten des Dj-1-knockouts auf die Expression der Zytoki-
ne und Wachstumsfaktoren lésst sich schliefsen, dass die Gene durch unterschiedliche
Signalwege reguliert werden bzw ein Gen abhéngig von der LPS-Konzentration von
unterschiedlichen Signalwegen reguliert wird und DJ-1 nur einen Teil dieser Signalwe-

ge beeinflusst.

4.3.2.4 DJ-1 reguliert die Expression von COX-2

Prostaglandine sind neben NO wichtige Signalmolekiile, die bei Entziindungen und neu-
rodegenerativen Prozessen ausgeschiittet werden (Hunot und Hirsch, 2003; Minghetti,
2004). Das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Prostaglandinsynthese ist COX-2
(Smith et al., 1996). Um herauszufinden, ob DJ-1 auch die Synthese der Prostaglan-
dine beeinflusst, wurde die Expression von COX-2 in wt- und ko-APC nach Induktion
mit LPS durch RT-PCR untersucht (Abbildung 4.18A). Die Expression von COX-2
wird sowohl in wt- wie auch in ko-APC durch LPS induziert. Fiir beide Genotypen
zeigt sich flir die untersuchten Konzentrationen keine Konzentrationsabhangigkeit in
der Expression. Fiir alle eingesetzten Konzentrationen ist die Expression in den ko-
APC stéarker als in den wt-APC. Dies zeigt, dass DJ-1 die Prostaglandinsynthese in

reaktiven Astrozyten iiber die Regulation von COX-2 beeinflussen kénnte.

4.3.3 DJ-1 reguliert die NO-Produktion durch die Expression von iNOS

Wie in Kapitel 4.3.2.2 festgestellt wurde, beeinflusst DJ-1 die Produktion von NO

in reaktiven Astrozyten. Es ist zu vermuten, dass dies wie bei den Prostaglandinen
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Abbildung 4.18 — Expression inflammatorischer Marker

Primére Astrozyten aus Dj-1—/~-Mausen und wt-Geschwistertieren wurden fiir
48 h mit den angegebenen Konzentrationen LPS inkubiert und anschliefend die
RNA isoliert (A,B,C). Die Expression der inflammatorischen Marker wurde
mit spezifischen Primern untersucht (A). Die Expression von Interleukin-18 (B)
und Interleukin-6 (C) wurde densitometrisch bestimmt und auf die [-Actin-
Menge normalisiert. Angegeben ist der Mittelwert + Standardfehler aus drei
unabhéngigen Experimenten. D) Die Menge an sekretiertem IL-6 wurde im
Uberstand mit einem spezifischen ELISA bestimmt und auf die Proteinmenge
im well normalisiert. Angegeben ist der Mittelwert + Standardabweichung eines
reprasentativen Experiments.
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4.3 Entziindungsregulation von DJ-1

iiber die Regulation eines Syntheseenzyms erfolgt. NO wird durch drei NO-Synthasen
(NOS1, NOS2, NOS3) produziert (Guix et al., 2005; Murphy und Gibson, 2007). NOS2,
auch induzierbare NOS (iNOS) genannt, ist die wichtigste NO-Synthase fiir die LPS-
induzierte Produktion von NO (Lee et al., 1995; Murphy und Gibson, 2007). Es wurde
deshalb untersucht, ob DJ-1 die Induktion von iNOS und damit die Menge des Enzyms
beeinflusst. Die RT-PCR-Untersuchung von LPS-inkubierten wt- und ko-APC zeigt,
dass iNOS durch LPS konzentrationsabhéngig induziert wird und in ko-APC drei- bis
zehnmal mehr iINOS-mRNA nachgewiesen werden kann (Abb. 4.19 A B). Dieser Be-
fund lésst sich per Western Blot auch auf Proteinebene bestétigen (Abb. 4.19 C,D).
Sowohl in wt- als auch in ko-APC ist iNOS ab 12 h Inkubationszeit nachweisbar. In
den wt-Zellen ist die maximale Expression nach 24 h zu beobachten, wihrend nach 48
h kein Protein mehr nachweisbar ist. In ko-APC ist die iNOS-Menge sowohl nach 12
wie auch nach 24 h signifikant grofer als in wt-APC. Zusétzlich nimmt die Expression
nach 48 h nicht ab, sondern bleibt auf gleichem Niveau. Diese Ergebnisse sind konsi-
stent mit der Produktion von NO in den wt- und ko-APC (Abb. 4.17).

Es stellt sich des Weiteren die Frage, ob nur iNOS an der DJ-1-regulierten NO-
Produktion beteiligt ist. Um dies zu klaren, wurden die Zellen mit steigenden Kon-
zentrationen des spezifischen iNOS-Inhibitors 1400W (Garvey et al., 1997) inkubiert
(Abb. 4.19D). Dieser kann die LPS-induzierte NO-Produktion sowohl in wt- als auch in
ko-Zellen konzentrationsabhingig unterdriicken. Unter Séattigungsbedingungen (10 M
1400W) ist die NO-Produktion vollstandig unterdriickt. Zusatzlich wurde die Expres-
sion von NOS1 (Daten nicht gezeigt) und NOS3 in wt- und ko-APC nach Inkubation
mit und ohne LPS untersucht (Abbildung 4.19B). Weder NOS1 noch NOS3 werden in
den APC durch LPS induziert. Es findet sich auch kein Unterschied in der Expression
zwischen wt- und ko-Zellen. Es ist also anzunehmen, dass NOS1 und NOS3 keinen oder
nur einen minimalen Einfluss haben.

Diese Experimente zeigen, dass DJ-1 die Produktion von NO iiber die Expression von

NOS2 reguliert.
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Abbildung 4.19 — DJ-1 reguliert die Expression von iNOS

A,B) Primire Astrozytenkulturen aus wt- und Dj-1=/~-M#usen wurden 48 h
lang mit LPS in den angegebenen Konzentrationen inkubiert und anschliefiend die
Gesamt-RNA isoliert. Die Expression von Nos2 wurde mit spezifischen Primern
untersucht (A) und die Expression anhand von drei unabhéngigen Experimenten
densitometrisch bestimmt (B). Angegeben sind die Durchschnittswerte =+
Standardfehler.

C,D) APC wurden fiir die angegebenen Zeiten mit 0.1 pg/ml LPS inkubiert,
lysiert und gleiche Proteinmengen auf einer SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem
Blotten auf eine PVDF-Membran wurde diese mit Antikdrpern gegen iNOS,
DJ-1 und GAPDH untersucht (C). Drei unabhéngige Experimente wurden
densitometrisch ausgewertet und die Expression von iNOS bestimmt (D).
Angegeben sind die Durchschnittswerte + Standardfehler.

E) Primére Astrozytenkulturen aus wt- und Dj-1~/~-M&usen wurden 48 h lang
mit LPS in den angegebenen Konzentrationen inkubiert und anschliefend die
Gesamt-RNA isoliert. Die Expression von Nos3 wurde mit spezifischen Primern
untersucht.

F) APC wurden fiir 30 min mit den angegebenen Konzentrationen 1400W
vorinkubiert und anschliefend fiir 48 h mit 0.1 pug/ml LPS und den jeweiligen
1400W-Konzentrationen inkubiert. Anschliefend wurde die Nitritkonzentration
im Medium bestimmt. Die erhaltenen Werte wurden auf die Proteinmenge pro
well normalisiert. Angegeben sind die Durchschnittwerte + Standardabweichung
aus Triplikatbestimmungen eines repriasentativen Experiments.



4.3 Entziindungsregulation von DJ-1

4.3.4 Retransfektion mit lenti-DJ-1 normalisiert die NO-Produktion in
Dj-1-/~-Astrozyten

Das Problem von knockout-Modellen ist manchmal, dass durch die Manipulation eines
Gens sekundére Effekte auftreten, die nicht auf den Verlust des Genprodukts zuriickzu-
flihren sind. Um auszuschliefsen, dass die iiberméfige NO-Produktion solch ein Artefakt
ist, wurden Dj-1~/~-Astrozyten lentiviral mit [wt]DJ-1 oder einem GFP-Kontrollvektor
transduziert und anschliefend mit LPS inkubiert (Abbildung 4.20). GFP-transduzierte
ko-APC produzieren etwa viermal so viel NO wie die gleiche Anzahl wt-APC. Ko-APC,
die mit [wt|DJ-1 transduziert wurden, produzieren fast die gleiche Menge NO wie die
wt-APC. Daraus ist zu schlieffen, dass der Phéanotyp tatséchlich durch den Verlust von
DJ-1 ausgel6st wird.

1°EIM

o ko+ LV-DU-1
16 | mko+LV-GFP

Nitrit (M)

LPS (pg/ml)

Abbildung 4.20 - NO-Produktion von APC nach lentiviraler Transduk-
tion

Dj-1=/= Astrozyten wurden lentiviral mit [wt|DJ-1 oder GFP transduziert. 48 h

spater wurden die Zellen fiir 48 h mit oder ohne 0.1 ug/ml LPS inkubiert und
die NO-Produktion gemessen.

4.3.5 Regulatorischer Mechanismus von DJ-1
4.3.5.1 DJ-1 reguliert p38MAPK  aber nicht NFxB

Da NOS2 hauptséchlich auf transkriptioneller Ebene reguliert wird, ist anzunehmen,
dass DJ-1 einen der iibergeordneten Signalwege beeinflusst (Silva et al., 1997; Murphy,
2000). Die beiden Hauptsignalwege, die durch LPS aktiviert werden, sind der MAP-
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Abbildung 4.21 — Aktivierung von Signalkaskaden durch LPS

Astrozyten von Dj-1=/~-M&usen und Wildtyp-Geschwistertieren wurden fiir die
angegebenen Zeiten mit 0.1 pug/ml LPS (A) bzw mit den angegebenen Konzen-
trationen LPS fiir 30 min (B) inkubiert und die Zellen anschliefend lysiert. Die
Lysate wurden auf einer SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran ge-

blottet und mit den angegebenen Antikérpern untersucht.

Astrozyten von Dj-1-/~-Méausen und Wildtyp-Geschwistertieren wurden fiir 30
min mit oder ohne 1 mM N-Acetyl-Cystein (NAC) inkubiert und anschliefend
mit oder ohne 0.1 pug/ml LPS in fortwidhrender Anwesenheit von NAC fiir 48 h
inkubiert. Anschliekend wurde die Nitritkonzentration im Uberstand bestimmt
(C), die Zellen lysiert und die Lysate auf einer SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine
PVDF-Membran geblottet und mit den angegebenen Antikérpern untersucht(D).
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4.3 Entziindungsregulation von DJ-1

Kinase-Signalweg und der NFxB-Signalweg (Akira et al., 2001; Kumar et al., 2003,;
Matsuzawa et al., 2005). Es ist bereits bekannt, dass DJ-1 den JNK/p38-Signalweg re-
guliert (Junn et al., 2005; Mo et al., 2008). Die Aktivitdt der MAP-Kinase-Signalwege
wurde in An- und Abwesenheit von DJ-1 untersucht (Abbildung 4.21). Der MAP-
Kinase-Signalweg verzweigt sich in drei Signalkaskaden, den ERK-Signalweg, den JNK-
Signalweg und den p38-Signalweg (Zhang und Dong, 2007). Die Aktivitdt der drei
Schliisselenzyme ERK, JNK und p38 wurde anhand ihrer Phosphorylierung im We-
stern Blot mit phosphospezifischen Antikérpern gemessen. Alle drei Enzyme werden
durch LPS aktiviert, was sich in einer verstarkten Phosphorylierung nach Zugabe von
LPS &duflert. ERK wird nur schwach aktiviert, wihrend JNK und p38 wesentlich stér-
ker phosphoryliert werden. Die JNK1/2-Phosphorylierung hat ihren Hohepunkt nach
2 h und geht nach 24 h wieder auf ihr Basalniveau zuriick. Zwischen wt- und ko-APC
zeigt sich, wenn iiberhaupt, nur ein minimaler Unterschied. Interessanterweise zeigt
sich fiir p38 ein starker Unterschied zwischen wt- und Dj-1~/~-Astrozyten. Bei beiden
Genotypen ist das erste phospho-p38-Signal nach 30 min zu detektieren und hat seinen
Hoéhepunkt bei 6 h. In den ko-APC ist das Signal jedoch ca. dreimal so stark. Ausser-
dem bleibt der Signalweg wesentlich ldnger aktiv. Wahrend in den wt-APC nach 24 h
kein phospho-p38 mehr nachgewiesen werden kann, ist in den ko-APC auch nach 48 h
noch ein deutliches Signal zu detektieren.

Da einige der beobachteten Unterschiede zwischen wt- und ko-APC von der LPS-
Konzentration abhéngen, wiahrend andere davon unabhingig sind, wurde auch der
Einfluss der LPS-Konzentration auf die Phosphorylierung von p38MAPK untersucht
(Abbildung 4.21 B). Fiir alle untersuchten LPS-Konzentrationen ist das Signal fiir
die ko-APC stérker als fiir die wt-APC. Interessanterweise haben sowohl wt- als auch
ko-APC ihre maximale p38-Phosphorylierung bei einer LPS-Konzentration von 0.01
pug/ml. Fir die hochste Konzentration ist das Phosphorylierungssignal in den ko-APC
ungefihr gleich stark, wihrend es in den wt-APC sogar etwas abnimmt. Dies iiber-

rascht, da p38MAPK

-abhéngige Effekte wie die Produktion von NO iiber den gesamten
untersuchten Konzentrationsbereich ansteigen. Eine Erklarung koénnte sein, dass die
maximale Phosphorylierung von p38MAPK yeitlich frither erreicht wird, je hoher die
LPS-Konzentration ist.

Der zweite wichtige Signalweg, der durch LPS aktiviert wird, ist der NFxB-Signalweg.
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Seine Aktivitat kann durch die Translokation der p65-Untereinheit vom Cytosol in den
Zellkern bestimmt werden (Baeuerle und Baltimore, 1988). Der Signalweg wird durch
LPS aktiviert, was durch die verstiarkte Translokation von p65 nach Zugabe von LPS
sichtbar wird (Abbildung 4.22). Fiir keine der eingesetzten LPS-Konzentrationen kann
jedoch ein signifikanter Unterschied zwischen wt- und ko-APC gefunden werden.

Es ist bekannt, dass die Aktivierung der MAP-Kinase-Signalwege nach LPS-Stimulation
ROS-abhéngig ist (Matsuzawa et al., 2005) und DJ-1 in Makrophagen nach LPS-
Stimulation oxidiert wird (Mitsumoto und Nakagawa, 2001). Um den Einfluss von ROS
in den LPS-behandelten Astrozytenkulturen zu untersuchen, wurden diese mit 1 mM
N-Acetyl-Cystein (NAC) vorbehandelt und anschliefend mit LPS und NAC inkubiert
(Abb. 4.21 C+D). Inkubation mit NAC verringert die NO-Produktion in den ko-APC
signifikant, wihrend die wt-APC keine Anderung in der NO-Produktion zeigen. Die
verminderte NO-Produktion wird durch eine verringerte Induktion von NOS2 in den
NAC-behandelten ko-APC verursacht (Abb. 4.21 D).

Aus den Aktivitdtsmessungen der verschiedenen Signalwege ist zu schliefsen, dass nur
der p38-vermittelte MAP-Kinase-Signalweg in Astrozyten von DJ-1 beeinflusst wird
und dieser Effekt ROS-abhéngig ist.

4.3.5.2 Inhibition der p38APK yerhindert iibermiRige iNOS-Stimulation in

Dj-1-/~-Astrozyten

Falls die iiberschieRende Aktivitét des p38MAPK _Signalwegs in den Dj-1-/~-Astrozyten
fiir die verstarkte Expression von iNOS und die iiberméfigen Produktion von NO
verantwortlich ist, sollte dieser Phanotyp durch einen p38-spezifischen Inhibitor riick-
gangig gemacht werden kénnen. APC aus wt- und ko-M&usen wurden mit dem p38-
Inhibitor SB203580 (Cuenda et al., 1995) bzw. dem Losungsmittel DMSO als Kontrolle
und LPS behandelt (Abbildung 4.23). Bei der Inkubation mit DMSO und LPS bestéti-
gen sich die bereits gemachten Beobachtungen (Abbildung 4.17), dass die ko-Astrozyten
ein Vielfaches an NO im Vergleich zu den wt-Astrozyten produzieren (Abb. 4.23A).
In Anwesenheit von SB203580 und LPS wird die produzierte NO-Menge sowohl in ko-
als auch in wt-APC signifikant verringert. Die ko-APC produzieren nur noch ca. 10%
NO im Vergleich zur Kontrolle, die wt-APC ca. 20%, sodass beide Genotypen eine un-
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Abbildung 4.22 — Aktivierung des NFxB-Signalwegs durch LPS

APC auf Deckglidschen wurden fiir 3 h mit den angegebenen LPS-Konzentrationen
behandelt. Danach wurden die Zellen fixiert und mit einem Antikérper gegen die
p65-Untereinheit von NFxB angefdrbt. Unter dem Fluoreszenzmikroskop wurde
untersucht, ob eine Translokation von NFxB in den Zellkern stattgefunden hat.
Fiir jeden Datenpunkt wurden 50 Zellen ausgewertet. Dargestellt ist der Mit-
telwert + Standardfehler aus zwei unabhingigen Experimenten, die jeweils in
Triplikaten durchgefiihrt wurden.

137



4 Ergebnisse

geféhr gleich grofe basale Menge NO produzieren, die nicht p38-kontrolliert ist. Diese
Beobachtungen lassen sich auch mit der Induktion von iNOS korrelieren (Abb. 4.23B).
In Anwesenheit von DMSO und LPS wird iNOS in wt-Zellen schwach und in ko-Zellen
stark induziert. Mit SB203580 wird diese Induktion in wt- und ko-Zellen unter die
Nachweisgrenze verringert.

Die Expression von NOS2 und die damit verbundene Produktion von NO ist somit
p38MAPK kontrolliert. Da die basale NO-Menge in wt- und ko-APC gleich grof ist,

MAPK 4usiibt.

lasst sich daraus schliefsen, dass DJ-1 seinen Effekt iiber p3
Auf die mRNA-Mengen inflammatorischer Marker hat SB203580 unterschiedliche Wir-
kungen (Abbildung 4.23C). Wie auch schon auf Proteinebene und beim Reaktionspro-
dukt NO gesehen, wird die Expression von iNOS sowohl in wt- als auch in ko-APC
vollstédndig durch den p38-Inhibitor unterdriickt. Auch die Expression von IL-6 wird
bei der eingesetzten LPS-Konzentration von 0.1 pug/ml durch SB203580 verringert.
Weder in wt- noch in ko-APC verschwindet die mRNA jedoch vollstdndig, sondern es
bleibt ein Restsignal, welches in den ko-APC stérker ist als in den wt-Zellen. Vorlaufige
Resultate zeigen, dass SB203580 fiir niedrigere Konzentrationen keinen Effekt auf die
IL-6-mRNA-Menge hat (Daten nicht gezeigt). Fiir NGF zeigt sich ein uneinheitliches
Bild. In den ko-Zellen unterdriickt SB203580 die Induktion von NGF, wihrend in den
wt-Zellen keine Induktion und auch kein Effekt von SB203580 detektierbar ist. Die
Expression von 1L-18 wird durch LPS stark induziert, wobei auch hier, wie bereits in
Abbildung 4.18 zu sehen war, fiir die eingesetzte LPS-Konzentration von 0.1 pg/ml kein
Unterschied zwischen den Genotypen feststellbar ist. Der p38-Inhibitor hat weder in
wt- noch in ko-Zellen einen Einfluss auf die mRNA-Menge. Vorldufige Resultate zeigen
jedoch, dass der p38-Inhibitor fiir niedrigere LPS-Konzentrationen die mRNA-Menge
verringert (Daten nicht gezeigt). Auch fiir TNFa induziert LPS sowohl in den wt- als
auch in den ko-Zellen die Expression, es findet sich jedoch kein Unterschied zwischen
den Genotypen und auch kein Effekt von SB203580.

Da die gleichen inflammatorischen Marker durch DJ-1 und den p38-Inhibitor SB203580
beeinflusst werden, bestétigt sich mit diesen Resultaten, dass DJ-1 vor allem den

p38MAPK _Sionalweg reguliert.
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Abbildung 4.23 — Inhibition der p38-Aktivitdt mit SB203580

Astrozyten von Dj-1~/~-Méusen und Wildtyp-Geschwistertieren wurden fiir
30 min mit 50 pM SB203580 oder DMSO vorinkubiert. Anschliefsend wurden
die Zellen zusétzlich mit oder ohne 0.1 pg/ml LPS fiir weitere 48 h inkubiert.
A) Die vollstindige RNA wurde isoliert und die Expression der angegebenen
Gene mit spezifischen Primern untersucht. B4C) Das produzierte NO wurde im
Uberstand nachgewiesen (B) und die Zellen lysiert. Das Lysat wurde auf einer
SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran geblottet. Die Membran
wurde mit Antikérpern gegen iNOS und GAPDH untersucht (C).
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4.3.5.3 Die Regulation von p38M4PK st in C. elegans konserviert

Der Nematode Caenorhabditis elegans ist ein Modellorganismus, in dem der MAP-
Kinase-Signalweg konserviert ist (Aballay et al., 2003). C. elegans besitzt zwei Homo-
loge zu DJ-1, in denen wichtige Strukturmerkmale des humanen DJ-1 konserviert sind
(Abbildung 4.1 und Bandyopadhyay und Cookson (2004)). Auch in C. elegans kann
der p38-Signalweg durch gram-negative Bakterien induziert werden (Aballay et al.,
2003). Hierzu sind spezielle, humanpathogene Stdmme wie Pseudomonas aeruginosa
oder Enterococcus faecalis notig, die an die Wiirmer verfiittert werden. Um zu unter-
suchen, ob das C. elegans-Homolog von DJ-1 die Aktivitat des p38-Homologs PMK-1
unterdriicken kann, wurden wt N2-Wiirmer und djr-1/2-knockout-Wiirmer mit E. coli
OP50 oder Pseudomonas aeruginosa flir 24 h gefiittert und anschliefend die Phospho-
rylierung von PMK-1 gemessen (Abbildung 4.24 A). Djrl/2-defiziente Wiirmer zeigten
eine wesentlich starkere Phosphorylierung von p38 als N2-Wiirmer, nachdem sie mit P.
aeruginosa gefiittert worden sind. Dies belegt, dass die Regulation des p38-Signalwegs
durch DJ-1 evolutionér konserviert ist.

Der ASK-p38-Signalweg wirkt in C. elegans, anders als fiir Vertebraten typisch, an-
tiapoptotisch. Deshalb sollte eine verstiarkte Aktivitdt dieses Signalwegs zu einer ver-
starkten Resistenz gegeniiber humanpathogenen Bakterien fithren. In der Literatur
wurde bereits beschrieben, dass die Inhibition des Signalwegs die Wiirmer schneller
sterben lasst (Kim et al., 2002). Um die Hypothese des protektiven Effekts des DJ-1-
knockouts zu testen, wurden Wildtyp N2-Wiirmer, djr-1/2-knockout und als Kontrolle
NSY-knockout (ASK-Homolog)- bzw SEK-knockout (MKK3-Homolog) auf Pseudomo-
nas aeruginosa inkubiert (Tan et al., 1999) und die Zahl der lebenden und toten Wiir-
mer nach bestimmten Zeitintervallen bestimmt (Abbildung 4.24 B). Wie bereits in der
Literatur beschrieben (Aballay et al., 2003), sterben die SEK- und NSY-ko-Wiirmer
innerhalb der ersten drei Tage, wihrend von den N2-Wiirmern innerhalb des gleichen
Zeitraums nur 10 % sterben und am Ende des Beobachtungszeitraums von sieben Tagen
noch ca 40 % der Wiirmer leben. Fiir die djr-1/2-ko-Wiirmer zeigt sich kein signifikan-
ter Unterschied zu den N2-Wiirmern wéahrend des gesamten Beobachtungszeitraums.
Der Verlust von DJ-1 hat somit keinen zusétzlichen protektiven Effekt fiir die Wiirmer.
Diese Experimente zeigen, dass DJ-1 ein negativer Regulator des p38-Signalwegs in C.

elegans ist, aber nicht zu einer langeren Lebensdauer der Wiirmer beitréagt.
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Abbildung 4.24 — Einfluss von DJ-1 auf die Immunantwort von C. ele-
gans

A Der C. elegans Wildtyp-Stamm (N2) und die Deletionsmutante der DJ-1-
Homologe djr-1.1(tm918);djr-1.2(tm1346) wurden auf E.coli OP50 oder P. ae-
ruginosa inkubiert. Nach 24 h wurden die Wiirmer lysiert, auf einer SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran geblottet. Diese wurde mit phospho-
p38 und a-Tubulin als Ladungskontrolle untersucht. Da der Antikérper gegen
humanes p38 im Gegensatz zum phosphospezifischen Antikérper das C. elegans-
Homolog nicht erkennt, wurde a-Tubulin als Ladekontrolle verwendet.

B Die C. elegans-Stamme N2, djrl.1/2, SEK und NSY wurden auf P. aeruginosa
inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde die Anzahl der lebenden und
toten Wiirmer bestimmt.

4.3.6 Astrozyten-Neuronen-Kokulturen

NO wirkt cytotoxisch auf Neurone. Die Uberproduktion von NO durch Mikroglia oder
Astrozyten schédigt die umliegenden Neuronen (Brown, 2007). Astrozyten-Neuronen-
Kokulturen (Abbildung 4.15F) dienen als Modell fiir diese neurodegenerativen Prozes-

se. Primére kortikale Neuronen aus Dj-1=/~- und wt-M&usen wurden auf konfluente
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Lagen von wt- und ko-APC ausgesét und die Kokulturen mit oder ohne LPS inkubiert.
Anschliefsend wurden die Neuronen auf geschnittene Caspase-3, einem Apoptosemarker
(Nicholson et al., 1995), untersucht (Abbildung 4.25). Neuronen auf wt-APC zeigten
sowohl ohne als auch mit LPS eine normale Morphologie ohne degenerierte Neurite
(Abb. 4.25 A+B). Der Prozentsatz apoptotischer Zellen unterscheidet sich nicht zwi-
schen LPS- und nicht LPS-behandelten Kulturen (Abb. 4.25 E). LPS selbst ist also
nicht cytotoxisch fiir Neurone. Da auch kein Unterschied zwischen wt- und ko-Neuronen
festzustellen ist, reagieren diese auch nicht unterschiedlich empfindlich auf LPS. Neu-
ronen auf ko-APC dagegen haben einen signifikant héheren Prozentsatz geschnittene
Caspase3-positiver Zellen (Abb. 4.25 E). Bei wt-Neuronen verdoppelt sich der Prozent-
satz bei LPS-Behandlung gegeniiber unbehandelten Zellen. Ko-Neurone haben sogar
sechsmal mehr apoptotische Zellen als die unbehandelten Kontrollzellen. Sie reagieren
also noch empfindlicher auf NO als wt-Neurone. Auch morphologisch ist zu erkennen,
dass die reaktiven ko-Astrozyten die Neurone schiadigen (Abb. 4.25 C+D). Sowohl wt-
als auch ko-Neurone haben einen signifikanten Anteil an Zellen mit fragmentierten oder
ganz fehlenden Neuriten.

Da der Verlust von DJ-1 einen besonders starken Effekt auf die Produktion von NO
hat, ist zu vermuten, dass die Uberproduktion von NO fiir die Neurone zytotoxisch
wirkt. Um dies zu untersuchen, wurden die Astrozyten-Neuronen-Kokulturen mit dem
iNOS-Inhibitor 1400W und LPS inkubiert (Abb. 4.25 F). Die Inkubation mit 1400W
reduziert sowohl die Zahl apoptotischer wt- als auch ko-Neurone signifikant, wenn die-
se auf ko-APC kultiviert werden. Dies bestétigt, dass vor allem NO das zytotoxische
Agens ist.

Die verstiarkte Produktion von NO und Zytokinen in ko-APC hat somit einen zyto-
toxischen Effekt auf kokultivierte Neurone, der durch den Verlust von DJ-1 in den

Neuronen noch verstarkt wird.
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Abbildung 4.25 — Aktivierte ko-Astrozyten wirken zytotoxisch auf ko-
kultivierte Neurone

Primére kortikale Neuronen aus Dj-1-/~-Miusen oder wt-Geschwistertieren
wurden auf einer konfluenten Schicht wt- oder ko-Astrozyten ausgesit. Nach drei
Tagen in Kultur wurden die Kokulturen fiir 24 h mit (B,D) oder ohne (A,C)
0.1 pg/ml LPS inkubiert. Die Kulturen wurden mit einem Antikérper gegen
geschnittene Caspase3 und anti-Kaninchen-Alexa568 zur Identifikation apopto-
tischer Zellen und zusétzlich mit dem Neuronenmarker MAP2 und anti-Maus
Alexad88 angefirbt. Zur Quantifizierung wurden 50-100 MAP2-positive Zellen
auf geschnittene Caspase-3 untersucht (E). Dargestellt ist der Mittelwert + Stan-
dardfehler aus 3-6 unabhéngigen Experimenten, die in Triplikaten durchgefiihrt
wurden.

F) Im selben experimentellen Aufbau wurden die Kokulturen fiir 30 min mit oder
ohne 10 M 1400W vorinkubiert, bevor sie fiir 24 h mit oder ohne 0.1 pug/ml LPS
in fortwihrender Anwesenheit von 1400W inkubiert wurden. Die Analyse und
Quantifizierung erfolgte wie oben beschrieben. Dargestellt ist der Mittelwert +
Standardfehler aus 3 unabhéngigen Experimenten, die in Triplikaten durchgefiihrt
wurden.




5 Diskussion

5.1 Die oxidierbaren Reste beeinflussen die Stabilitat und

Funktionalitat von DJ-1

Mutationen im PARK7-Gen tragen nur zu einem geringen Teil zu den familidren
Parkinson-Erkrankungen bei (Abou-Sleiman et al., 2004). DJ-1 ist jedoch auch fiir
die Parkinson-Erkrankung im Allgemeinen wichtig, da es an vielen zelluldren Prozes-
sen beteiligt ist, von denen man annimmt, dass sie der Pathologie der PD zugrunde
liegen (Abeliovich und Beal, 2006). Eine der wichtigsten Funktionen ist der Schutz der
Zelle vor oxidativem Stress (Yang et al., 2005; Lavara-Culebras und Paricio, 2007; Lev
et al., 2008a,b). Um den Mechanismus der oxidativen Aktivierung von DJ-1 zu erfor-
schen und die beteiligten oxidierbaren Reste zu identifizieren, wurden alle oxidierbaren
Reste von DJ-1 mutagenisiert. Es wurde gezeigt, dass Cystein-106 absolut notwendig
fiir die Bindung an ASK-1 und die cytoprotektive Wirkung bei oxidativem Stress ist.
Die peripheren Cysteine 46 und 53 dagegen modulieren die Aktivitdt von DJ-1. Des
weiteren wurde fiir die parkinsonassoziierte Mutante [M26I]DJ-1 eine verringerte Sta-
bilitét, eine nichtfunktionelle Bindung an ASK-1 und eine fehlende Cytoprotektivitét

nachgewiesen.

5.1.1 Cysteinreste

Die vorliegende Studie hat gezeigt, dass C106 essentiell fiir die Bindung von DJ-1 an
ASK-1 ist und die Zytoprotektivitit vermittelt. Dies stimmt mit den meisten vorher
publizierten Berichten iiberein, die C106 als funktionell wichtigsten Rest identifiziert
haben (Canet-Aviles et al., 2004; Takahashi-Niki et al., 2004; Meulener et al., 2006;
Hulleman et al., 2007; Blackinton et al., 2009). Nur in einer Publikation wurde C53
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als Schliisselrest fiir die redoxabhéngige Chaperonaktivitdt und Zytoprotektivitdt von
DJ-1 identifiziert (Shendelman et al., 2004), wiahrend Mo et al. (2008) C46 als den
wichtigsten Cysteinrest fiir die DJ-1-vermittelte Suppression von MEKK1 sehen. In
Anwesenheit von oxidativem Stress wird DJ-1 am Cystein-106 oxidiert (Mitsumoto
und Nakagawa, 2001; Mitsumoto et al., 2001; Canet-Aviles et al., 2004; Kinumi et al.,
2004; Zhou et al., 2006; Tsuboi et al., 2008). Die meisten Studien identifizierten die Sul-
finséure von C-106 als Hauptoxidationsprodukt (Canet-Aviles et al., 2004; Zhou et al.,
2006; Tsuboi et al., 2008; Blackinton et al., 2009). Tsuboi et al. (2008) identifizierten
neben der Sulfinsdure auch gleiche Anteile der weniger stark oxidierten Sulfensdure.
Nur in einem Bericht wurde C-106 in Form der vollstdndig oxidierten Sulfonsdure ge-
funden (Kinumi et al., 2004). In der vorliegenden Studie wurde versucht, die oxidierte
Form von DJ-1 durch das Einfiithren zusétzlicher Sauerstoffe an Position 106 zu model-
lieren. Die Substitution von Cystein-106 durch Aspartat oder Glutamat fiihrt zu einer
nichtoxidierbaren, inaktiven Mutante, die die gleichen Eigenschaften wie [C106A|DJ-1
hat. Interessanterweise ergibt die Substitution mit zwei Aspartat eine stabile, konsti-
tutiv an ASK-1 bindende Mutante, die die zytoprotektiven Eigenschaften von DJ-1
behalt. Die Ladungsverteilung und Polaritdt in [C106DD|DJ-1 scheint somit den Ver-
héltnissen in [C106SO2H]|DJ-1 zu dhneln.

Es ist anzunehmen, dass die Oxidation von C106 zur Sulfensdure alleine nicht ausreicht,
um eine Aktivierung von DJ-1 und eine Bindung an ASK1 zu erreichen. Vermutlich
muss es zusétzlich noch zu einer Konformationsdnderung kommen, die das inmitten der
globuldren DJ-1-Dimerstruktur verborgene Cystein-106 exponiert und die Interaktion
mit Bindungspartnern erlaubt. Diese Konformationsdnderung muss in den konstitu-
tiv aktiven Mutanten gegeben sein. Die Aufklarung der Kristallstruktur von DJ-1 hat
ergeben, dass die Seitenkette von Cystein-106 im Verbindungsstiick zwischen dem (-
Faltblatt 7 und der a-Helix E lokalisiert ist. Im Kristall liegt C106 in einer gespannten
Konformation vor (Tao und Tong, 2003). Die Oxidation von C106 hat keinen Effekt auf
die Konformation von DJ-1, da einige der publizierten Kristallstrukturen mit oxidier-
tem C106, andere jedoch mit reduziertem C106 erstellt worden sind und kein Unter-
schied festgestellt wurde (Wilson et al., 2003). Einen Hinweis auf die nétige Konformati-
onsanderung geben eventuell die strukturellen Veranderungen, die die Substitution des

Cystein durch zwei bis drei Aspartat bzw. Glutamat hervorrufen kénnten. Der Einbau
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der zusétzlichen Aminoséduren fiihrt zu einer Verldngerung des Verbindungsstiicks. Da
dieses bereits in einer gespannten Konformation vorliegt, wird diese Aufweitung Kon-
sequenzen auf die Sekundarstruktur haben. Da C106 in einer schmalen Tasche liegt
und Wechselwirkungen mit dem gegeniiberliegenden E18 eingeht (Blackinton et al.,
2009), wird sich die Aufweitung des Verbindungsstiicks zusatzlich auf die Tertiarstruk-
tur auswirken. Wie diese Verdnderungen aussehen, ist jedoch schwierig vorherzusagen.
Wichtiger als die Verdnderungen in der Kristallstruktur sind wahrscheinlich die struk-
turdynamischen Verédnderungen. Die zuséatzlichen negativen Ladungen des oxidierten
Cysteins bzw der beiden Aspartat- oder Glutamatreste erlauben die Ausbildung neu-
er ionischer Wechselwirkungen, férdern aber auch Abstoffungsreaktionen mit anderen
negativ geladenen Seitenketten. Hierdurch wird die Beweglichkeit der Konformation
eingeschriankt oder erweitert. Auflerdem erlauben oder schrinken die neativen Ladun-
gen unter Umsténden Rotationsbewegungen ein. Falls die Hypothese des Abbaus von
oxidiertem DJ-1 stimmt (siehe Kap. 1.2.3.4), dann fiihrt die Oxidation von Cystein-
106 zu einer Beeinflussung des gesamten Molekiils, die den stabilisierenden Effekt des
Helix-Knick-Helix-Motivs aufhebt. Untersuchen liefsen sich solche Effekte mit Hilfe von
CD-Spektroskopie oder NMR, die die Dynamik des Molekiils in Losung beschreiben.

Auch die Mutanten [C106EE|DJ-1, [C106DDD]|DJ-1 und [C106EEE]DJ-1 binden kon-
stitutiv an ASK-1, sind jedoch wesentlich instabiler als [C106DD|DJ-1. Die Einfiihrung
von zusétzlichen und grofseren Aminoséduren in die ohnehin schon gespannte Konfor-
mation des aktiven Zentrums (Honbou et al., 2003; Tao und Tong, 2003; Wilson et al.,
2003) sorgt fiir eine empfindliche Stérung der Stabilitdt. Dies zeigt sich auch darin,
dass [C106DD]|DJ-1 weiterhin sowohl Homo- als auch Heterodimere ausbilden kann,
wahrend [C106EE|DJ-1 als Monomer vorliegt. Die Dimerisierung von DJ-1 wird als
Voraussetzung fiir die Stabilitdt des Proteins angesehen (Ito et al., 2006). Die konsti-
tutive Aktivitdt und Funktionalitdt dieser Cysteinmutanten wird durch ihre Stabilisie-
rung des Transkriptionsfaktors Nrf2 (Clements et al., 2006) deutlich. Wahrend [wt|DJ-1
diesen nur in Anwesenheit von ROS stabilisiert, konnen sowohl [C106DD|DJ-1 als auch
[C106EE]|DJ-1 ihn in An- als auch in Abwesenheit von oxidativem Stress stabilisieren.
Hoéhere Oxidationsstufen von Cystein-106 aktivieren die zytoprotektive Funktion von
DJ-1 und sie werden am besten durch die kiinstliche Mutante [C106DD|DJ-1 imitiert.

Cystein-106 ist nicht fiir die Stabilitdt von DJ-1 notwendig. Dagegen ist die Mutante
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[C46A]DJ-1 deutlich instabiler als [wt|DJ-1. Dies wurde bereits in einer fritheren Pu-
blikation berichtet (Canet-Aviles et al., 2004). Ito et al. (2006) zeigen, dass [C46A|DJ-1
nicht mehr dimerisieren kann, was in dieser Publikation allerdings keinen Einfluss auf
die Proteinmenge zu haben scheint. [C53A|DJ-1 ist, wie bereits frither beschrieben, so
stabil wie [wt|DJ-1 (Canet-Aviles et al., 2004; Ito et al., 2006). Sowohl C46 als auch
C53 beeinflussen die Bindung von DJ-1 an ASK-1. Die Mutanten |[C46A|DJ-1 und
[C53A]DJ-1 binden beide in An- und Abwesenheit von HyOy an ASK-1. Diese Bindung
ist abhéngig von einem intakten C106, da die Doppelmutante [C53A,C106A]DJ-1 und
die Dreifachmutante [C46S,C53S,C106A]DJ-1 nicht an ASK-1 bindet. Die konstituti-
ve Bindung von [C46A|DJ-1 und [C53A]DJ-1 kann, zumindest teilweise, durch eine
verlangsamte Abdissoziation der Mutanten von ASK-1 erklart werden. Zwei Hypothe-
sen konnten eine Erkldrung fiir dieses Verhalten liefern (Abbildung 5.1). Zum einen
konnen die peripheren Cysteine als zusétzliche Redoxcenter angesehen werden (Abb.
5.1A). Diese fangen ROS auf dem Weg zu C106, welches im Inneren der Kristallstruk-
tur liegt (Honbou et al., 2003; Tao und Tong, 2003; Wilson et al., 2003; Witt et al.,
2008), ab, wodurch dieses langsamer oxidiert wird. Fiir diese Hypothese spricht, dass
die Mutanten einen basalen ROS-Stress durch einen Mediumwechsel fiir eine konstitu-
tive Bindung bendtigen. Dagegen spricht allerdings die Beobachtung, dass in [wt|DJ-1
C106 vor den peripheren Cysteinen oxidiert wird (Kinumi et al., 2004). Ein anderer
Erklarungsansatz ist, dass die peripheren Cysteine wie das ‘auflosende Cystein® bei
Trx1 wirken (Holmgren, 1995; Powis und Montfort, 2001). Dieses Cystein ist ein wich-
tiger Bestandteil des katalytischen Mechanismus von Trx1. Hierbei greift Cystein-32
(Nummerierung fiir humanes Trx1) die zu reduzierende Disulfidbindung nukleophil
unter Ausbildung eines gemischten Disulfids an. Das Disulfid wird dann durch einen
weiteren nukleophilen Angriff von Cystein-35 aufgelost unter Ausbildung einer intra-
molekularen Disulfidbindung. Dieser Mechanismus wurde auch fiir die Regulation von
ASK-1 durch Trx1 vorgeschlagen (Nadeau et al., 2007). Cystein-46 oder Cystein-53
kénnten intramolekular als auflsendes Cystein wirken (5.1B). Hierzu wére aber eine
starke Konformationséinderung notwendig, da die C-Helix zwischen C106 und den peri-
pheren Cysteinen liegt (Witt et al., 2008). Es ist jedoch vorstellbar, dass DJ-1 entweder
als Dimer an ASK-1 bindet und es zu einer intermolekularen Reduktion kommt oder

mehrere DJ-1-Molekiile im ASK-1-Oligomer gebunden sind, die wiederum intermoleku-
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lar reduzieren (Abb. 5.1B). Weitere Forschung ist notwendig, um zu kléren, inwieweit
diese Hypothesen die konstitutive Bindung von [C46A|DJ-1 und [C53A]DJ-1 erkléren
konnen. Eine Moglichkeit ware, zu untersuchen, ob diese Mutanten den Transkripti-
onsfaktor Nrf2 in Abwesenheit von ROS stabilisieren. Falls sie leichter oxidiert werden,
sollten sie ihn stabilisieren konnen. Falls sie jedoch nicht leicher oxidiert werden, sonder
nur schlechter von ASK1 ablésen, sollte dies ihre Stabilisierungsféhigkeit fiir Nrf2 nicht

beeinflussen.

5.1.2 M26l

Der pathologische Effekt der verschiedenen PK-assoziierten DJ-1-Mutanten ist in ei-
nigen Féllen, wie bei [M26I]|DJ-1, nicht klar. Bei einigen Mutanten kommt es zu einer
Destabilisierung des Proteins. Dies zeigt sich am deutlichsten bei [L166P|DJ-1 (Macedo
et al., 2003; Miller et al., 2003; Moore et al., 2003; Gorner et al., 2004; Olzmann et al.,
2004). Weniger eindeutig sind die Berichte bei [M26I|DJ-1 (Abou-Sleiman et al., 2003).
In der vorliegenden Studie wurde gezeigt, dass [M26I|DJ-1 im Vergleich zu [wt|DJ-1
instabil ist. Diese Instabilitiat héngt sowohl vom verwendeten Epitopmarker als auch
davon ab, ob endogenes |[wt|DJ-1 zur Ausbildung von Heterodimeren vorhanden ist.
In Abwesenheit von heterodimerisierendem [wt|DJ-1 verringert sich die Stabilitét si-
gnifikant. Dieses Modell spiegelt sehr gut den Zustand in einem homozygoten Mutati-
onstréger wider, wie er von Abou-Sleiman et al. (2003) beschrieben wurde. Bisherige
Berichte in der Literatur zeigen ein uneinheitliches Bild der [M26I]-Stabilitdt. Eine
proteasomale Destabilisierung wurde bei stabil mit FLAG-[M261|DJ-1 transfizierten
Maus NIH3T3-Zellen (Takahashi-Niki et al., 2004), transient mit [M261]DJ-1-V5-HIS
transfizierten M17 Neuroblastomazellen und mit unmarkiertem [M26I|DJ-1 in Ratten-
PC12-Zellen (Blackinton et al., 2005) gefunden. Im Gegensatz dazu wurde in transient
mit [M26I|DJ-1-FLAG transfizierten CHO- und HEK293-Zellen (Baulac et al., 2004;
Herrera et al., 2007) sowie in transient mit [M26I]|DJ-1-MYC-HIS transfizierten SH-
SY5Y-Zellen (Moore et al., 2003) kein Einfluss der Mutation auf die Stabilitét des
Proteins gefunden. Keine der bisher publizierten Studien hat jedoch den Effekt der
Heterodimerisierung auf die Stabilitdt von [M26I|DJ-1 untersucht. Die meisten Studi-

en stimmen darin iiberein, dass [M26I|DJ-1 weiterhin Dimere ausbilden kann (Moore
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Abbildung 5.1 — Modelle fiir Redoxaktivitit von C46 und C53

A Modell der zusétzlichen Redoxcenter. Eingezeichnet ist das zentrale Cystein-
106 (C), seine aktivierte oxidierte Form (C*) bzw die Mutanten C106A (A) und
C106DD (DD) und die peripheren Cysteine 46 und 53 (P).

B Modell der auflosenden Cysteine. ASK-1 liegt in einer aktivierbaren (griin)
und einer aktivierten, aber von DJ-1 inhibierten Form (rot) vor. DJ-1 (blau) ist
mit seinen Cysteinresten dargestellt.
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et al., 2003; Baulac et al., 2004; Takahashi-Niki et al., 2004; Blackinton et al., 2005;
Herrera et al., 2007). Fiir rekombinantes [M26I]|DJ-1-HIS wurde dagegen eine Verrin-
gerung der Stabilitdt und eine Storung der Dimerisierung berichtet (Hulleman et al.,
2007). M26 ist Teil einer a-Helix, die Teil des hydrophoben Kerns von DJ-1 ist. Bei
der Mutation von Methionin zu Isoleucin handelt es sich um eine sehr konservati-
ve Substitution. Bei einigen Invertebraten und Bakterien liegt an dieser Position das
strukturell sehr &hnliche Leucin (Abbildung 4.1). Durch Réntgenstrukturanalyse und
NMR konnte jedoch gezeigt werden, dass die Mutation zu lokalen Strukturstérungen
und Packungsdefekten im hydrophoben Kern fithrt (Lakshminarasimhan et al., 2008;
Malgieri und Eliezer, 2008), welche die Instabilitit des Proteins zur Folge haben.

Die Mutante [M26I]|DJ-1 bindet konstitutiv an ASK-1, jedoch an eine nichtfunktio-
nelle Bindungsstelle am C-Terminus von ASK-1. Der Effekt der M26I-Mutation auf
die Funktionalitdt von DJ-1 wurde bisher noch von keiner Studie untersucht, obwohl
es schon mehrere Untersuchungen zur Zytoprotektivitiat von [M26I|DJ-1 gab. In die-
ser Arbeit wurde eine deutlich reduzierte Zytoprotektivitat fiir [M26I|DJ-1 gegeniiber
oxidativem Stress in transient und stabil transfizierten Dj-1—/~-MEF gezeigt. Zwei
Studien haben den Einfluss der Mutation auf den zytoprotektiven Effekt von DJ-1 un-
tersucht. In stabil mit [M26I]DJ-1-MY C-HIS transfizierten SH-SY5Y-Zellen wurde eine
geringere Zytoprotektivitit bei einer verringerten Stabilitit des Proteins gefunden (Xu
et al., 2005), wihrend in priméren dopaminergen Neuronen, die mit lenti-[M261|DJ-1
transduziert wurden, eine geringere Zytoprotektivitdt bei ungefdhr gleichen Protein-
mengen vorlag (Liu et al., 2008a).

In dieser Studie konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die pathologische Wir-
kung von [M26I|DJ-1 nicht nur durch seine geringere Stabilitdt und damit die geringere
Proteinmenge verursacht wird, sondern dass [M26I|DJ-1 durch seine Bindung an eine
nichtregulatorische Stelle von ASK1 die Aktivitét dieser proapoptotischen Kinase nicht
unterdriicken kann. Zusatzlich wird der Zelle durch die starke konstitutive Bindung von
[M261]DJ-1 weiteres Protein entzogen, welches fiir andere regulatorische Mechanismen
nicht mehr zur Verfiigung steht. Diese verschiedenen Punkte tragen gemeinsam zur

Pathologie der M26I-Mutation bei.

Zusammenfassend wurde in dieser Studie gezeigt, dass Cystein-106 der wichtigste oxi-
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dierbare Rest und notwendig fiir die Bindung an ASK1 und die cytoprotektive Funktion
von DJ-1 ist. Die peripheren Cysteine 46 und 53 sowie die PD-assoziierte Mutante M261
tragen zur Asubildung stabiler Homodimere bei und modulieren die oxidationsabhéin-
gige Aktivierung von DJ-1. Die gestorte oxidationsabhéngige Aktivierung konnte zur
Pathogenese der M261-Mutantentrager beitragen und einen generellen Einfluss auf die

Parkinsonerkrankung haben.

5.2 Mechanismus der ASK-Regulation durch DJ-1

Die vorliegende Studie hat gezeigt, dass DJ-1 die Aktivitdt von ASK1 reprimiert. Dies
ist eine Bestétigung zweier fritherer Studien (Junn et al., 2005; Gorner et al., 2007). Der
molekulare Mechanismus ist jedoch bisher nicht bekannt. Der Mechanismus des wich-
tigsten negativen Regulators von ASK1, Trx1, ist dagegen bekannt (Saitoh et al., 1998;
Fujino et al., 2007; Nadeau et al., 2007). Aus der Beobachtung, dass DJ-1 und Trx1
nicht gleichzeitig an ASK1 binden kénnen und der Entdeckung, dass DJ-1 wie Thiore-
doxin an den N-Terminus von ASK1 bindet, ergibt sich die Vermutung, dass DJ-1 die
gleiche Bindungsstelle einnimmt wie Thioredoxin. Da aufserdem beide Proteine redox-
aktiv sind, konnte ihnen ein dhnlicher Regulationsmechanismus zugrunde liegen. Fujino
et al. (2007) haben gezeigt, dass die Uberexpression von Trx1 zu einer verminderten
Phosphorylierung von ASK1 fiihrt. Fiir DJ-1 konnte in der vorliegenden Studie kein
Einfluss auf die ASK1-Phosphorylierung gefunden werden. Stattdessen ist die Phos-
phorylierung von ASK1 sogar eine Voraussetzung fiir die Bindung von DJ-1. Nadeau
et al. (2007) berichteten, dass Trx1 ASK1 durch die Ausbildung von Disulfidbriicken
reprimiert. Auch DJ-1 bildet Disulfidbriicken mit ASK1 aus. Die disulfidvermittel-
te Oligomerisierung von ASKI1 scheint somit eine notwendige Voraussetzung fiir die
Aktivitdt von ASK zu sein und die Ausbildung von Heterodisulfiden ein genereller Me-
chanismus zur Reprimierung der ASK-Aktivitat.

Song und Lee (2003) haben ein Modell fiir die DAXX-vermittelte Aktivierung von
ASK1 vorgeschlagen. Anhand dieses Modells soll hier eine Hypothese fiir den Mecha-
nismus der DJ-1-vermittelten Regulation von ASK1 vorgeschlagen werden (Abbildung
5.2), welche auf eigenen Daten und Angaben aus der Literatur beruht:

ASK1 bindet im Grundzustand Trx1 (Saitoh et al., 1998). Durch oxidativen Stress

152



5.2 Mechanismus der ASK-Regulation durch DJ-1

A%Kf DAXX/TRAF

DJ-1/ASK~P) MK1K4-®
JITK ®
HIPK ®)

Abbildung 5.2 — Modell zur Regulation von ASK1 durch DJ-1

wird die Bindung zwischen ASK1 und Thioredoxin unter Ausbildung eines intramo-
lekularen Thioredoxindisulfids gelost, und dieses dissoziiert ab (Saitoh et al., 1998;
Fujino et al., 2007; Nadeau et al., 2007). Darauthin wird ASK1 an Thr838 autophos-
phoryliert (Tobiume et al., 2002). DJ-1 tritt dann an die Stelle von Thioredoxin und
bildet gemischte Disulfide mit ASK1. Die weitere Aktivierung von ASK1 ist damit un-
terdriickt. In Abwesenheit von funktionellem DJ-1 kann ASK1 die MAP-Kinasekinase
MKK4 phosphorylieren. Wie in dieser Studie und von Mo et al. (2008) gezeigt wur-
de, wird MKK4 in Anwesenheit von DJ-1 kaum phosphoryliert. Aktives MKK4 kann
wiederum die MAP-Kinase JNK phosphorylieren und aktivieren. In der vorliegenden
Arbeit konnte keine DJ-1-vermittelte Suppression der JNK-Phosphorylierung gezeigt
werden. In anderen Studien (Mo et al., 2008) wurde dagegen eine verringerte JNK-
Phosphorylierung gefunden. Dies kénnte daran liegen, dass HoOs ein sehr starker und
unspezifischer Stressor ist, wodurch alternative, ASK1-unabhéngige Signalwege akti-
viert werden, die ebenfalls zu einer Phosphorylierung von JNK fiihren. Der néchste
Schritt im Aktivierungsmechanismus von ASK1 ist die Translokation von HIPK1 aus
dem Zellkern ins Zytosol, wo es von JNK phosphoryliert wird. Aktive HIPK1 geht zu-
riick in den Kern, wo sie DAXX phosphoryliert (Ecsedy et al., 2003). Die Phosphorylie-
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rung von DAXX an Serin668 ist eine notwendige Voraussetzung fiir die Translokation
ins Cytosol, wo DAXX mit ASK1 interagiert und ein Signalosom bildet (Chang et al.,
1998; Ko et al., 2001). In dieser Studie wie auch in einer vorherigen Studie (Junn et al.,
2005) wurde gezeigt, dass DJ-1 die Translokation von DAXX ins Cytosol verhindert.
Aufgrund des vorgeschlagenen Mechanismus verhindert DJ-1 nicht die initiale Aktivie-
rung durch Phosphorylierung von Thr838, sondern die Ausbildung des Signalosoms,
also die Rekrutierung von Kofaktoren wie DAXX, TRAF2 und TRAF6.

Auch wenn die aufgefiihrten Beobachtungen sehr stark fiir die vorgeschlagene Hypothe-
se sprechen, konnen alternative Mechanismen nicht ausgeschlossen werden. Junn et al.
(2005) haben einen alternativen Mechanismus vorgeschlagen. Da DJ-1 auch direkt mit
DAXX interagiert, gehen sie davon aus, dass DJ-1 direkt die Translokation von DAXX
ins Cytosol verhindert und somit die Ausbildung des Signalosoms verhindert. Dieses
Modell kann jedoch nicht die Interaktion von DJ-1 mit ASK1 erkldren. Aufserdem ha-
ben meine eigenen Beobachtungen gezeigt, dass auch Mutanten, die erwiesenermafien
die ASK1-Aktivitat nicht unterdriicken, wie [M26I]DJ-1 und [C106A|DJ-1, an DAXX
binden (Daten nicht gezeigt). Es stellt sich deshalb die Frage, ob diese Interaktion eine
Bedeutung fiir die Regulation von ASK1 hat. Weitere Experimente sind notwendig, um
die Frage des korrekten Mechanismus zu klaren. Eine Moglichkeit ware der Einsatz von
konstitutiv aktivem MKK4. Wenn die Regulation oberhalb von MKK4 geschieht, sollte
der Effekt durch konstitutiv aktives MKK4 aufgehoben werden. Ist die Regulation aber
unterhalb von MKK4, sollte DJ-1 auch weiterhin einen reprimierenden Effekt haben.
Eine weitere Moglichkeit ist der Einsatz eines milden Stressors wie ROS, die durch
UV-Bestrahlung oder Glucoseentzug entstehen. Diese erlauben eventuell eine genauere

Untersuchung der beteiligten Kinasen.

5.3 Regulation der Neuroinflammation durch DJ-1

In der vorliegenden Studie wurde gezeigt, dass DJ-1 eine Schliisselrolle in der Regu-
lation der astrozytaren Entziindungsantwort spielt. Der Parkinson-assoziierte Verlust
von DJ-1 fithrt demnach nicht nur zu einer Beeintrachtigung des antioxidativen und
antiapoptotischen Schutzes von Neuronen, sondern entzieht den Astrozyten auch einen

ihrer Hauptregulatoren der potentiell neurotoxischen Inflammationsreaktion. Es wurde
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entdeckt, dass der Verlust von DJ-1 in Astrozyten zu einer iiberméfigen Produktion
von Stickstoffmonoxid (NO) durch die verstiarkte Induktion von NOS2 fiihrt. Zusétzlich
werden COX-2 und IL-6 in Dj-1~/~-Astrozyten stirker durch LPS induziert als in wt-
Astrozyten. Diese Effekte entstehen durch eine Hyperstimulation des p38-Signalwegs.
Die iberméfige Produktion von NO und Prostaglandinen durch NOS2 bzw COX-2 und
IL-6 werden als wichtige inflammatorische Faktoren angesehen, die den Fortschritt der
Parkinsonkrankheit verstirken (Hunot und Hirsch, 2003).

DJ-1 ist ubiquitdr exprimiert. Im Gehirn findet es sich vor allem in Neuronen und
Astrozyten (Bandopadhyay et al., 2004; Bader et al., 2005). Fiir primére Astrozyten-
kulturen gibt es abweichende Berichte iiber die Expression von DJ-1 (Bandopadhyay
et al., 2004; Yanagida et al., 2006; Nagashima et al., 2008). Eine starke Immunreaktivi-
tét fiir DJ-1 wurde in reaktiven Astrozyten von Patienten mit chronischen und akuten
neurodegenerativen Erkrankungen und in einem transgenen a-Synuclein-Mausmodell
(Bandopadhyay et al., 2004; Neumann et al., 2004; Rizzu et al., 2004; Mullett und
Hinkle, 2008) sowie in gemischten Hippocampus-Kulturen gefunden (Nagashima et al.,
2008). In der hier beschriebenen Studie wurde eine starke Expression von DJ-1 in
priméren Astrozyten aus ganzen Méusegehirnen detektiert. Diese wurde durch die In-
kubation mit LPS nicht weiter verstérkt. DJ-1 war somit immer in den Kontrollastro-
zyten aus wt-Méusen vorhanden und der Verlust von DJ-1 fiihrte zu einer Deregulation
der inflammatorischen Antwort. Die priméren Astrozytenkulturen enthielten weniger
als 1 % Mikrogliakontaminationen und es gibt so gut wie keine Hinweise darauf, dass
DJ-1 in Mikroglia exprimiert wird (Bader et al., 2005; Yanagida et al., 2006). Auch
wenn zusétzliche Effekte von DJ-1 in Mikroglia nicht mit vollstdndiger Sicherheit aus-
geschlossen werden konnen, so zeigt diese Studie doch die wichtige Rolle von DJ-1 in

reaktiven Astrozyten.

5.3.1 DJ-1 unterdriickt die Produktion von Stickstoffmonoxid

Der Verlust von DJ-1 fithrt zu einer LPS-induzierten iiberméftigen Produktion von
NO in priméren Astrozyten. Der allgemeine Tenor der Literatur ist, dass die Stimu-
lation von wt-Astrozyten mit LPS alleine zu keiner oder nur zu einer sehr geringen

Produktion von NO fiihrt (Kitamura et al., 1998; Pawate et al., 2004). Dies ist kon-
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sistent mit der vorliegenden Studie, in der die Kontrollastrozyten aus wt-Tieren im
Vergleich zu Dj-17/~-Astrozyten nur sehr geringe Mengen NO produzieren. Dies un-
terstreicht, wie wichtig DJ-1 fiir die Regulation der NO-Produktion in Astrozyten ist.
Wie in dieser Studie gezeigt und auch bereits frither in der Literatur berichtet wur-
de, ist die Typ II NO-Synthase (induzierbare NO-Synthase, iNOS) vor allem fiir die
LPS-induzierte Produktion von NO verantwortlich (Silva et al., 1997; Guix et al., 2005;
Brown, 2007). NOS2 wird vor allem auf transkriptioneller Ebene reguliert (Guix et al.,
2005), wobei das Protein nur eine kurze Halbwertszeit hat (Kolodziejski et al., 2004).
Generell ist es so, dass die produzierte Menge NO direkt von der iNOS mRNA-Menge
abhéngt. Dj-1~/~-Astrozyten exprimieren iNOS wesentlich stiirker als wt-Astrozyten,
wie sowohl auf mRNA wie auch auf Proteinebene gezeigt wurde. Mit qRT-PCR wurde
gezeigt, dass die ko-APC eine 8-fach stéirkere Induktion von iNOS haben als wt-APC
(Waak et al., 2009). Dies korreliert gut mit der um den Faktor 10 stirkeren Produk-
tion von NO. Es ist somit anzunehmen, dass DJ-1 NOS2 auf transkriptioneller Ebene
reguliert. Da es aber auch einzelne Berichte iiber eine posttranskriptionale Regulation
von NOS2 gibt (Prabhakar, 1998; Ratovitski et al., 1999), konnen weitere Regula-
tionsmechanismen von DJ-1 auf translationaler oder posttranslationaler Ebene nicht
ausgeschlossen werden. In Astrozyten werden auch die konstitutiv exprimierten For-
men der NO-Synthase, eNOS und nNOS, exprimiert. eNOS kann ebenfalls in geringem
Mafe durch LPS induziert werden (Guix et al., 2005). Es wurde gezeigt, dass NOS1
und NOS3 in den Astrozyten durch LPS nicht induziert wird. Da NOS1 und NOS3
aber vor allem durch Regulation der enzymatischen Aktivitdt und nur sekundér auf
transkriptioneller Ebene reguliert werden (Guix et al., 2005), kann dies ihren Einfluss
nicht vollstdndig ausschliessen. Durch die Anwendung des iNOS-spezifischen Inhibitors
1400W (Garvey et al., 1997) konnte jedoch gezeigt werden, dass nur iNOS fiir die LPS-
induzierte Produktion von NO in den APC verantwortlich ist.

Neben LPS stimuliert auch a-Synuclein die Produktion von NO in priméren Astro-
zytenkulturen. a-Synuclein wurde bereits friither als proinflammatorischer Stressor be-
schrieben (Klegeris et al., 2006; Gao et al., 2008; McGeer und McGeer, 2008; Su et al.,
2008). Die produzierte Menge NO ist jedoch im Vergleich zur LPS-induzierten Sti-
mulation deutlich geringer. Dies steht im Einklang mit Klegeris et al. (2006), die

die Auswirkung von a-Synuclein auf die Expression von IL-6 und ICAM-1 unter-
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sucht und eine geringere Expression dieser proinflammatorischen Marker im Vergleich
zu LPS-stimulierten Astrozyten gefunden haben. Auch mit a-Synuclein als Stressor
produzieren APC aus Dj-1~/~-Méusen etwa zehnmal mehr NO als die APC aus wt-
Geschwistertieren. Die beteiligten Rezeptoren und aktivierten Signalwege bei der o-
Synuclein-induzieren Immunreaktion sind bisher unbekannt. Aus der auffalligen Korre-
lation zwischen LPS- und a-Synuclein-behandelten APC in der DJ-1-Regulation ergibt
sich die Vermutung, dass a-Synuclein wie LPS an TLR4 bindet und die Signalkaska-
de iiber die Aktivierung von p38 verlduft. Gleichzeitig kann TLR3 als Rezeptor fiir
a-Synuclein ausgeschlossen werden, da die nachgeschalteten Signalwege dieses Rezep-
tors DJ-1-insensitiv sind. Der fehlende Einfluss von DJ-1 auf die TLR3-vermittelte
Signaltransduktion ist aus der Tatsache erkléarbar, dass dieser Signalweg vor allem
tiber NFxB-Translokation verlduft (Park et al., 2006; Kim et al., 2008). Wie in dieser
Studie gezeigt wurde, beeinflusst DJ-1 den NFxB-Signalweg nicht. In der Literatur
wurde jedoch auch die p38-abhéngige Expression von NOS2 durch TLR3-Agonisten
in Schwann-Zellen (Lee et al., 2000) und Makrophagen (Steer et al., 2006; Pindado
et al., 2007) beschrieben. Meine Ergebnisse sind konsistent mit Untersuchungen von
Ask~/~-Makrophagen. In diesem Modellsystem konnten Matsuzawa et al. (2005) zei-
gen, dass ASK-1 nicht durch die Inkubation der Zellen mit polyl:C aktiviert wird. Der
ASK-p38-Signalweg scheint fiir TLR3-Agonisten auch in Astrozyten nur eine unterge-

ordnete Rolle zu spielen.

5.3.2 Differentielle Regulation proinflammatorischer Marker

Astrozyten produzieren verschiedene proinflammatorische Zytokine und Wachstums-
faktoren, wenn sie mit LPS inkubiert werden. Die wichtigsten proinflammatorischen
Marker sind IL-6, IL-13, TNFa und NGF (Ridet et al., 1997). Alle untersuchten pro-
inflammatorischen Marker werden in den priméren Astrozytenkulturen nach Zugabe
von LPS induziert. Dies steht im Einklang mit bereits publizierten Studien, die die
LPS-induzierte Expression der Zytokine IL-13, IL-6 und TNFa (Pawate et al., 2004;
Carpentier et al., 2005; Krasowska-Zoladek et al., 2007) bzw des Wachstumsfaktors
NGF (Galve-Roperh et al., 1997; Xiong et al., 1999; Pehar et al., 2004) beschreiben.

DJ-1 reguliert die proinflammatorischen Marker unterschiedlich. Die Expression von
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TNFa unterscheidet sich, wenn {iberhaupt, nur minimal in den Dj-1 wt- und ko-Zellen.
Die Regulation dieses Gens lauft in Astrozyten groftenteils iiber einen p384rx-un-
abhingigen Signalweg, wie in dieser Studie gezeigt wurde, da keine Beeinflussung der
Induktion durch den p38-Inhibitor SB203580 gefunden werden konnte. Dies bestétigt
eine frithere Studie (Lee et al., 2000), die zwar einen Einfluss von SB203580 auf die
TNFa-Expression in Mikroglia, nicht aber in Astrozyten gefunden hat. Die Signalwege,
die in Astrozyten zur Induktion von TNF« fiihren, sind weitgehend unerforscht. Die
fehlende Regulation von TNF« zeigt jedoch, dass der knockout von DJ-1 nicht zu einer
generellen Dysregulation der Zytokinexpression fiihrt, sondern spezifisch den ASKI1-
p38-Signalweg beeinflusst. DJ-1 hat keinen Einfluss auf die Expression von NGF'. In den
Dj-1-/=-APC wird so viel NGF exprimiert wie in den wt-Kontrollzellen. Galve-Roperh
et al. (1997) haben die Expression von NGF in Astrozyten untersucht. Sie vermuteten
eine Beteiligung von MAP-Kinase-Signalwegen, da sich die Expression mit Apigenin
unterdriicken liefs. Mittlerweile ist jedoch bekannt, dass Apigenin ein NFxB-Inhibitor
ist (Nicholas et al., 2007). Da die Aktivierung des NFxB-Signalwegs nicht von DJ-1
oder der LPS-Konzentration abhéngt, erklart dies den fehlenden Einfluss von DJ-1
auf die NGF-Expression und die fehlende Konzentrationsabhéngigkeit. Hierdurch wird
die Hypothese von Mullett und Hinkle (2008), dass eine verringerte Expression von
neurotrophen Faktoren fiir die verringerte Neuroprotektivitit von Dj-1-/~-Astrozyten
verantwortlich ist, zumindest fiir NGF und IL-6 nicht bestétigt.

Besonders aufféllig ist die gegensétzliche Regulation von IL-6 und IL-15. Wahrend
die Expression von IL-6 bei geringen LPS-Konzentrationen nicht von DJ-1 abhéingt,
produzieren Dj-1=/~-APC bei hohen LPS-Konzentrationen signifikant mehr IL-6. Die
Expression von IL-13 dagegen héngt bei niedrigen LPS-Konzentrationen von der Anwe-
senheit von DJ-1 ab, wiahrend fiir hohe Konzentrationen kein Unterschied in der Expres-
sion zwischen wt- und ko-APC feststellbar ist. Die Regulation von I1-6 lésst sich teil-
weise liber die beteiligten Signalwege erklaren. Die LPS-induzierte Expression von 1L.-6
wird sowohl iiber den MAP-Kinase-Signalweg als auch iiber den NFxB-Signalweg ver-
mittelt (Hirotani et al., 2005; Jang et al., 2008). Wie in dieser Studie gezeigt wurde, ist
die Aktivitdt des DJ-1-regulierten p38-Signalwegs proportional zur eingesetzten LPS-
Konzentration. Der NFxB-Signalweg hat fiir alle eingesetzten LPS-Mengen die gleiche

maximale Aktivitdt. Hieraus leitet sich die Hypothese ab, dass bei niedrigen LPS-
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Konzentrationen die IL-6-Expression vor allem durch den DJ-1-insensitiven NFxB-
Signalweg reguliert wird, bei hoheren LPS-Konzentrationen aber der DJ-1-regulierte
p38-Signalweg dominiert. Durch dieses Modell liefte sich die Konzentrationsabhingig-
keit der DJ-1-Regulation erklidren. Das Modell steht im Einklang mit vorherigen Studi-
en. Untersuchungen an Makrophagen aus Askl~/~-Mézusen und wt-Geschwistertieren
haben fiir geringe LPS-Konzentrationen keinen Unterschied in der IL-6-Expression zwi-
schen den Genotypen gezeigt, wihrend fiir héhere LPS-Konzentrationen eine signifi-
kant erniedrigte IL-6-Expression in den ASK1-ko-Zellen festgestellt wurde (Matsuzawa
et al., 2005).

5.3.3 Mechanismus der DJ-1-Regulation

Durch die Inkubation von priméren Astrozytenkulturen mit LPS werden hauptséchlich
zwei Signalwege angeschaltet: der NFxB-Signalweg und der MAP-Kinase-Signalweg
(Kumar et al., 2003; Tsatsanis et al., 2006). Diese beiden Signalwege wurden auf ei-
ne Beeinflussung durch DJ-1 hin untersucht. Der NFxB-Signalweg wird in den APC
aktiviert, es findet sich aber kein signifikanter Unterschied zwischen Dj-1=/~- und wt-
APC. Bei der Analyse der MAP-Kinasen zeigt sich eine starke Beeinflussung der p38-
Aktivitdt durch DJ-1. Der Signalweg ist sowohl ldnger als auch stérker aktiviert. Die
negative Regulation der MAP-Kinase-Signalwege durch DJ-1 wird in dieser Arbeit wie
auch mehrfach in der Literatur beschrieben. Junn et al. (2005) , Gorner et al. (2007)
wie auch die vorliegende Arbeit beschreiben die Apoptosis Signal-Regulating Kinase 1
(ASK1) als molekulares Ziel der ROS-abhéngigen DJ-1-Regulation, wihrend Mo et al.
(2008) MEKK]1 als Regulationspunkt von DJ-1 in UV-bestrahlten Zellen identifiziert
haben. Zusétzlich gibt es Untersuchungen zum Einflufs verschiedener Komponenten des
MAP-Kinase-Signalwegs auf die Immunantwort immunkompetenter Zellen. Matsuzawa
et al. (2005) untersuchten die angeborene Immunitit in ASK1~/~-Mausen. In dieser
Studie wurde eine selektive Beeinflussung der p384rx-Aktivitdt, aber kein Einfluss auf
JNK oder NFxB gefunden. Matsuzawa et al. (2005) zeigen, dass die Aktivierung der
MAP-Kinasen nach LPS-Stimulation in MAkrophagen ROS-abhéngig ist. Dies korre-
liert gut mit der vorliegenden Arbeit, in der diese ROS-Abhéngigkeit bestatigt wurde.
Der Phénotyp der DJ-17/~-APC wird durch NAC vollsténdig unterdriickt. Dies ist eine
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weitere Bestétigung, dass der MAP-Kinase-Signalweg das regulatorische Ziel von DJ-1
ist. Auch die Analyse proinflammatorischer Marker zeigt starke Korrelationen. Sowohl
die NOS2-Expression als auch die IL-6- und IL-13-Produktion ist in den Aski=/~-
Zellen reduziert. Diese Phénokopie ldsst die Vermutung zu, dass die DJ-1-vermittelte
Regulation der angeborenen Immunitét iiber eine Regulation von ASK1 verlduft. In
einer weiteren Studie wurde der Einfluss von MKK3 auf die LPS-induzierte Aktivie-
rung von p38 untersucht (Inoue et al., 2006). In dieser Studie wurde gezeigt, dass der
knockout von MKK3 keinen Einfluss auf die LPS-induzierte p38-Phosphorylierung und
IL-6 bzw IL-183-Expression hat. Aus der vorliegenden Arbeit und den Vorarbeiten aus
der Literatur ergibt sich folgendes Modell fiir die DJ-1-regulierte LPS-Stimulation von
Astrozyten (Abbildung 5.3):

DJ-1 supprimiert die Aktivitdt von ASK1. Das Fehlen von DJ-1 fiihrt zu einer Hype-
raktivitdt von ASK1. Dieses Signal wird dann iiber die Aktivierung von MKK6 und
eventuell MKK3 an p38v4rx weitergegeben, was die Hyperphosphorylierung von p38
verursacht. Weder die Aktivitdt von ASK1 noch die Phosphorylierung von MKK3 und
MKKG6 konnte wegen fehlender spezifischer Antikérper experimentell bestimmt werden.

Weitere Experimente sind also notig, um dieses Modell zu validieren.

5.3.4 Zytotoxische Wirkung

Diese Studie hat gezeigt, dass der Verlust von DJ-1 in Astrozyten zu einer iiberméfigen
Produktion von NO und Cytokinen fiihrt. Dies hat wiederum das Absterben kortika-
ler Neuronen, die mit den Astrozyten kokultiviert werden, zur Folge. Diese Apoptose
wird vermutlich durch die iiberméfige Produktion von NO, Prostaglandinen und pro-
inflammtorischen Zytokinen ausgelost. Besonders die proapoptotische Wirkung von
NO wurde ausfiihrlich untersucht (Heales et al., 2004; Guix et al., 2005; Brown, 2007;
Calabrese et al., 2007; Gao et al., 2008). Die Studien gehen davon aus, dass NO mit Su-
peroxidradikalen, die von der neuronalen NADPH-Oxidase bzw Cytochrom c-Oxidase
gebildet werden, reagiert und das resultierende Peroxinitrit das eigentliche zytotoxi-
sche Agens ist, welches zelluldre Proteine nitrosyliert und damit inaktiviert (Heales
et al., 2004; Brown, 2007; Calabrese et al., 2007). Dj—]_/_—Neuronen reagieren beson-
ders empfindlich auf Astrogliose. Dies ist {iber den zytotoxischen Mechanismus von NO

erklarbar. Die verstirkte Produktion von NO fiihrt zu einem Anstieg des oxidativen
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Abbildung 5.3 — Modell fiir den DJ-1-Regulationsmechanismus

Stress in Form von reaktiven Stickstoffspezies (RNS) und ROS in Neuronen. Da der
Verlust von DJ-1 Zellen wesentlich empfindlicher gegeniiber oxidativem Stress macht
(Martinat et al., 2004; Taira et al., 2004; Yang et al., 2005; Gorner et al., 2007; Lavara-
Culebras und Paricio, 2007; Mo et al., 2008), kommt es zu einem verstiarkten Zelltod
im Vergleich zu wt-Neuronen. Weil in Patienten mit DJ-1-Mutationen sowohl Astro-
zyten als auch Neuronen betroffen sind, wird auch in diesen die astrozytenvermittelte
Neurodegeneration noch weiter verstérkt. In einer aktuellen Studie wurde die Frage un-
tersucht, inwieweit DJ-1 in Astrozyten kokultivierte Neurone gegen oxidativen Stress
schiitzt (Mullett und Hinkle, 2008). Die Autoren zeigen, dass der knockdown von DJ-1
in Astrozyten kokultivierte Neurone empfindlicher gegen das ROS-produzierende Toxin
Rotenon macht. Sie postulieren, dass der Schutz {iber 16sliche Faktoren erfolgt, ohne
diese ndher zu charakterisieren. Es ist somit anzunehmen, dass nicht nur die verstéirkte
Produktion inflammatorischer Mediatoren, sondern auch die verringerte Produktion
neuroprotektiver Substanzen zum Absterben der kokultiverten Neurone beitrdgt. Die
vorliegende Studie zeigt, dass die iberméfige Produktion von NO hauptséchlich fiir das

Absterben der Neurone verantwortlich ist. Es ist jedoch zu vermuten, dass auch Zyto-
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kine und Prostaglandine einen gewissen Einfluss haben. Die Untersuchungen mit dem
iNOS-Inhibitor 1400W wurden mit einer Inkubationszeit von 24 h durchgefiihrt. Zu
diesem Zeitpunkt wird NOS2 maximal exprimiert, wahrend die Zytokine und COX-2
ihre maximale Expression erst nach 48 h erreichen (Daten nicht gezeigt). Es ist deshalb
anzunehmen, dass bei lingeren Inkubationszeiten der Einfluss von Prostaglandinen und

Zytokinen starker wird.

5.3.5 Einfluss von DJ-1 auf die Immunantwort von C.elegans

Um den Einfluss von DJ-1 auf die Immunantwort in einem einfachen Tiermodell zu un-
tersuchen, wurden djrl.1/djrl.2-Doppelknockoutmutanten in C. elegans generiert. Der
Nematode C. elegans zeigt eine Immunantwort, wenn er mit humanpathogenen Bakte-
rien gefiittert wird. Diese Immunantwort wird iiber TLR-Rezeptoren und eine Signal-
kaskade unter Beteiligung der ASK- und p38-Homologe vermittelt (Kim et al., 2002;
Aballay et al., 2003). Die DJ-1-ko-Wiirmer zeigen eine stérkere p38-Phosphorylierung
als die wt-Kontrollen. Der angeschaltete ASK-p38-Signalweg hat in C. elegans eine an-
tiapoptotische Wirkung. Eine Hyperaktivierung dieses Signalwegs sollte also zu einer
verstiarkten Resistenz gegen humanpathogene Bakterien fiihren. Knockout-Mutanten,
die den Signalweg unterbrechen, wie SEK- und NSY-Mutanten, sorgen fiir ein ver-
starktes Sterben der Wiirmer in Anwesenheit dieser Bakterien (Kim et al., 2002). In
der vorliegenden Studie konnte keine verstiarkte Resistenz gegen P. aeruginosa gefun-
den werden, wihrend die SEK- und NSY-Mutanten wesentlich schneller starben. Es
ist anzunehmen, dass die maximale Lebensdauer der Wiirmer in diesem Experiment
nicht durch die Bakterien, sondern durch andere Faktoren bestimmt wird, die durch
die Hyperstimulation des ASK-p38-Signalwegs nicht beeinflusst wird. Zusammenfas-
send ergibt dieses Experiment, dass DJ-1 ein evolutionér konservierter Regulator des

p38-Signalwegs und der angeborenen Immunitét ist.

Diese Studie hat DJ-1 als evolutionér konservierten Regulator der angeborenen Immu-
nitét identifiziert. Durch die Hyperstimulation des p38-Signalwegs kommt es zu einer
verstiarkten Expression von iNOS, COX-2 und proinflammatorischen Cytokinen. Dies

fithrt zu neurodegenerativen Prozessen, die wahrscheinlich durch die {iberméfige Pro-
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Abbildung 5.4 - DJ-1 reguliert neuroinflammatorische Prozesse in
Astrozyten

duktion von NO, Prostaglandinen und Cytokinen ausgelost werden (Abbildung 5.4).
Diese neuroinflammatorischen Prozesse tragen zur allgemeinen Pathologie der Parkin-

sonerkrankung bei.
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6 Ausblick

In der vorliegenden Studie wurden die strukturellen und funktionellen Eigenschaften
des PK-assoziierten Proteins DJ-1 untersucht. Auch wenn in dieser Arbeit bereits viele
Fragen beantwortet werden konnten, so gibt es dennoch Aspekte, die im Rahmen dieser
Studie nicht vollstdndig aufgeklart werden konnten.

Es wurde die Rolle der oxidierbaren Reste fiir die Stabilitdt und Funktion von DJ-1
untersucht. Cystein-106 wurde als notwendige Aminosdure fiir die Aktivierung und
Funktion von DJ-1 identifiziert. Zusatzlich wurde festgestellt, dass die peripheren Cy-
steine an Position 46 und 53 die Aktivitdt von DJ-1 modulieren. Wie diese Modula-
tion funktioniert, ist noch nicht vollstdndig verstanden. In dieser Arbeit wurden zwei
Modelle vorgeschlagen, nach welchem Mechanismus die Modulation ablaufen kénnte
(Abbildung 5.1). Um entscheiden zu konnen, welches Modell am ehesten der Wirk-
lichkeit entspricht, sind weitere Informationen nétig. So ist es wichtig zu erfahren, in
welcher Oxidationsstufe die drei Cysteine in Anwesenheit von sehr geringen Mengen
von ROS vorliegen. Wenn die peripheren Cysteine tatséchlich Cystein-106 gegen ROS
abschirmen, dann sollten sie oxidiert sein, wihrend Cystein-106 als Thiol vorliegt. Diese
Untersuchung liefse sich mit Hilfe von Massenspektrometrie durchfiithren. Um das zwei-
te Modell zu iiberpriifen, wére es wichtig, die Struktur des ASK1-DJ-1-Komplexes zu
kennen. Dieses Modell geht von starken strukturellen Verdanderungen im DJ-1-Molekiil
bei der Bindung an ASK1 aus. Falls diese in der Kristallstruktur sichtbar sind, wére
dies ein Hinweis darauf, dass dieses Modell stimmen kann.

Nicht nur die Interaktion von ASK1 und DJ-1 in Bezug auf die peripheren Cysteine,
sondern auch der generelle Mechanismus der ASK1-Reprimierung durch DJ-1 wirft
noch einige Fragen auf. Die in dieser Arbeit vorgeschlagene Hypothese ist zwar nach
den bisher bekannten Informationen plausibel, benétigt aber noch weitere Uberprii-

fung, um als Modell bestétigt zu werden. Die nichtreduzierende SDS-PAGE hat zwar
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einen starken Hinweis darauf geliefert, dass DJ-1 in das ASK1-Signalosom eingebaut
wird. Um dies wirklich zu {iberpriifen, miissen die ASK1-Komplexe durch Gelfiltrati-
on aufgereinigt werden und auf die Anwesenheit von DJ-1 untersucht werden. Auch
die Konsequenzen, die der Einbau von DJ-1 in den ASKI1-Komplex hat, sind noch
nicht bestéatigt. In der vorliegenden Studie wurde gezeigt, dass DJ-1 die Phosphorylie-
rung von ASK1 nicht beeinflusst. Es ist deshalb anzunehmen, dass es die Komposition
des ASK1-Signalosoms veréndert. Die Untersuchung der Komplexe ist schwierig, da
es fiir die wichtigen Effektorproteine wie DAXX und TRAF6 keine Antikorper gibt,
die das endogene Protein erkennen. Eventuell wiirden auch hier massenspektrome-
trische Untersuchungen helfen. Eine weitere wichtige Frage im Zusammenhang mit
ASKI1-Regulation durch DJ-1 ist der Einfluss der DAXX-DJ-1-Interaktion, die von
Junn et al. (2005) als regulatorischer Angriffpunkt beschrieben wurde. Wenn das von
mir vorgeschlagene Modell stimmt, dann sollte der DJ-1-Effekt durch die Expression
von konstitutiv aktiven nachgeschalteten Kinasen wie MKK4 oder JNK aufgehoben
werden konnen. Falls der regulatorische Punkt jedoch DAXX ist, dann sollte diese
Uberexpression keinen Effekt auf die DJ-1-vermittelte Repression von ASK1 haben.
Unabhéngig von der ASK1-Regulation konnte die DAXX-DJ-1-Interaktion aber auch
andere regulatorische Effekte haben. Vorlaufige Experimente zeigen, dass DJ-1 die Su-
moylierung von DAXX beeinflusst. Das Ziel zukiinftiger Experimente ist es, diesen
Einfluss ndher zu untersuchen und die funktionellen Konsequenzen fiir die Zelle zu
bestimmen. Ein wichtiger Aspekt hierbei ist die Identifizierung der SUMO-Ligase, die
DAXX sumoyliert. Auch wenn bereits viele Aspekte {iber den zytoprotektiven Mecha-
nismus von DJ-1 bekannt sind, sind doch noch viele Experimente notwendig, um ein
vollstédndiges Bild zu erhalten.

In dieser Studie wurde DJ-1 als evolutiondr konservierter Regulator der angebore-
nen Immunitét identifiziert. Dies geschieht durch die Repression des TLR4-ASK1-p38-
Signalwegs. LPS wird in der Literatur als TLR4-Agonist beschrieben. Es gibt jedoch
einzelne Berichte, dass auch TLR2 daran beteiligt sein konnte. Fiir a-Synuclein fehlt
die Bestatigung, dass die Aktivierung der Astrozyten iiber TLR4 erfolgt. Die Spezifi-
tat von LPS und a-Synuclein fiir TLR4 kann durch den Einsatz des TLR4-spezifischen
Inhibitors Polymyxin B bzw die Inkubation von Tlr4~/~-Astrozyten mit diesen Stres-

soren getestet werden. Der genaue Angriffspunkt der DJ-1-Regulation konnte jedoch
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nicht identifiziert werden. Aus den bisherigen Untersuchungen der MAPK-Regulation
durch DJ-1 in dieser Arbeit ist zu schlieffen, dass die Regulation iiber ASK1 lduft. Die
Bestatigung ist experimentell sehr schwierig, da fiir Immunkomplexkinaseassays grofie
Mengen Protein bendtigt werden, die aus Primérkulturen nur schwierig zu gewinnen
sind. Diese Limitation kann eventuell durch die Immortalisierung von priméren Astro-
zyten umgangen werden, sofern diese Zellen die gleichen Eigenschaften wie die priméren
Zellen haben. Hierdurch wiirden die entsprechenden Mengen an Zellen zur Verfiigung
stehen, um die Aktivitdt von ASK1 nach Stimulation mit LPS zu untersuchen. Eine
weitere Frage, die diese Studie aufgeworfen hat, ist die nach dem Mechanismus, der zum
Absterben kokultivierter Neurone fiithrt. Der Verlust von DJ-1 sorgt fiir die verstirkte
Produktion mehrerer neurotoxischer Substanzen: NO, Zytokine und Prostaglandine.
Um zu untersuchen, welchen Einfluss die verschiedenen Substanzen haben, sind meh-
rere experimentelle Aufbauten denkbar. Durch den Einsatz des iNOS-Inhibitors 1400W
wurde bereits gezeigt, dass NO ein wichtiger, wenn nicht gar der wichtigste Mediator
der LPS-vermittelten Neurotoxizitat ist. Um den Anteil der Zytokine an der Zytotoxizi-
tét herauszufinden, konnen Neurone mit konditioniertem Astrozytenmedium inkubiert
werden. Hierzu werden Astrozyten mit LPS stimuliert, worauf diese NO, Zytokine und
Prostaglandine produzieren. Da von diesen Stoffen nur Zytokine langer stabil sind, soll-
ten nur Zytokine einen Effekt auf Neurone haben, wenn diese mit dem konditionierten
Medium inkubiert werden. Durch dieses Experiment lasst sich der Anteil der zweiten

Komponente untersuchen.
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7 Zusammenfassung

In der vorliegenden Doktorarbeit wurden die strukturellen und funktionellen Eigen-
schaften des Parkinson-assoziierten Proteins DJ-1 anhand seiner Reprimierung des
ASKI1-JNK/p38MAPK-Signalwegs untersucht. Es wurde von uns bereits frither ge-
zeigt, dass DJ-1 ASK1 bindet und seine Aktivitdt reprimiert.

Im ersten Teil der Arbeit wurde untersucht, welche oxidierbaren Aminosiurereste von
DJ-1 fiir seine Aktivierung und die Bindung an ASK1 notwendig sind. Es wurde gezeigt,
dass Cystein-106 der wichtigste oxidierbare Rest und notwendig fiir die Bindung an
ASK1 und die cytoprotektive Funktion von DJ-1 ist. Die Oxidation von Cys-106 kann
durch die konstitutiv aktiven Mutanten [C106DD|DJ-1 und [C106EE|DJ-1 simuliert
werden. Die peripheren Cysteine 46 und 53 sowie die PD-assoziierte Mutante M26I tra-
gen zur Ausbildung stabiler Homodimere bei. Cys-46 und Cys-53 modulieren die oxida-
tionsabhéngige Aktivierung von DJ-1. Die PK-assoziierte Mutante [M261|DJ-1 hat eine
verringerte Proteinstabilitit, eine gestorte oxidationsabhéngige Aktivierung und bin-
det nicht-funktionell an ASK1. Dies konnte zur Pathogenese der M261-Mutantentréiger
beitragen und einen generellen Einfluss auf die Parkinsonerkrankung haben.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Mechanismus der ASKI1-Reprimierung durch
DJ-1 erforscht. DJ-1 unterdriickt oxidationsabhéngig die Aktivitdt von ASKI1. Die ge-
schieht durch einen disulfidbriickenabhingigen Einbau in das ASK1-Signalosom. Hier-
bei wird nicht die Phosphorylierung von ASK1 beeinflusst, sondern die Rekrutierung
von Effektorproteinen. Dieser Vorgang verhindert dann die vollstdndige Aktivierung
des ASK1-Signalosoms.

Im dritten Teil der Arbeit wurde DJ-1 als evolutionér konservierter Regulator der an-
geborenen Immunitét identifiziert. Der Verlust von DJ-1 in Astrozyten fiihrt zu einer
Hyperstimulation des p38MAPK_Sjgnalwegs. Die anderen MAP-Kinase-Signalwege wer-

den kaum und der NFxB-Signalweg wird {iberhaupt nicht beeinflusst. Die Hyperaktivi-
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tat des p38MAPK _Sjgnalwegs resultiert in einer ca zehnfach stérkeren Produktion von
Stickstoffmonoxid durch eine verstarkte Expression der induzierbaren NO-Synthase.
Weitere Effekte des DJ-1-Verlusts sind die verstarkte Induktion von COX-2 und den
proinflammatorischen Zytokinen IL-15 und IL-6. Die Deregulation der astrozytéren
Entziindungsantwort fiihrt zu einem verstirkten Absterben kokultivierter kortikaler
Neurone. Die Neuroinflammation ist somit ein wichtiger Faktor in den neurodegenera-
tiven Prozessen, die durch den Verlust von DJ-1 ausgelést werden. Die Reprimierung
des ASK1-p38-Signalwegs wurde somit als wichtige Komponente des zytoprotektiven

Mechanismus von DJ-1 bei neuroinflammatorischen Prozessen identifiziert.
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