Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Domanenarchitektur von ROCO-Proteinen

ROCO-Proteine sind per Definition grof3e Multi-DoreérProteine, die eine Ras-
ahnliche GTPase enthalten [1]. Die Einteilung diederoteingruppe beruht auf
bioinformatischen Analysen und wird in Zukunft ettezil auch durch Gemeinsamkeiten in
der bislang noch nicht erforschten biologischen kion der ROCO-Proteine bestatigt.
LRRK1 (Leucine-rich repeat kinase),1die im Mittelpunkt dieser Arbeit steht, ist esneon
insgesamt vier humanen ROCO-Proteinen.

Im Gegensatz zu kleinen, monomeren GTPasen lidgOG0-Proteinen die so genannte
Roc-DoméneRas d complex proteinsstets N-terminal zu der COR-Domar&términal d
Roc), einer 300 - 400 Aminosauren enthaltenden Prdteméne mit unbekannter Funktion.
Beide Domanen kommen ausschlief3lich in dieser Koatlmn vor und sind typischerweise
von repetitiven Elementen, wleucine-richRepeats (LRRs) oder Ankyrin-Repeats (ANKS)
und einer Kinasedomane umgeben [1]. Die untersbbiedOrganisation der Domanen flhrt
zu einer Einteilung der ROCO-Proteine in drei Typderen Bezeichnung sich aus den
Namen der humanen Mitglieder ableitet. Der MASLIJTgnthalt neben Roc- und COR-
Doméne N-terminal gelegene LRRs, der LRRK-Typ tet dleichen Aufbau, enthélt jedoch
eine C-terminale Kinasedomane und der DAPK1-Typstvadine grundlegend andere
Architektur auf mit einer N-terminal gelegenen Kedomane und Ankyrin-Repeats (Abb.
1).

1.1.1 Die Roc-Doméne im Vergleich zu anderen GTPase

Alle bekannten Strukturen von Guaninnukleotid-bimdken Proteinen (GNBPs) bilden
einen konservierten strukturellen Kern, der so gaten G-Doméne [2]. Die G-Doméne
besteht aus mehreren konservierten Elementen undZwséatzliche Insertionen enthalten, an
denen sich die Subklassifizierung der GNBPs in cleeslene Untergruppen, wie z.B. der
Ras-ahnlichen Proteiney-Untereinheiten der G-Proteine oder ProteinsynthEaktoren,
orientiert [3-6]. Die Roc-Domane der ROCO-Proteamghalt in ihrer Primarstruktur alle fr
die GTP-Bindung und -Hydrolyse relevanten Motive dunfallt innerhalb der
Subklassifizierung der GNBPs in die Gruppe der &agichen Proteine [1].
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Abb. 1: Subklassifizierung und Doménenstruktur der ROCOtdtne (Quelle: [1]; *Zusatzlich identifizierte
WD-40-Repeatsverden im Ergebnisteil dieser Arbeit beschriebe@gzeigt sind die drei ROCO-Protein-
Untergruppen mit einigen schematisch dargestefmsteinen, die taxonomisch unterteilt und links ohém
Namen versehen sind. ANK: Ankyrin-Repeats; cNB: lizghe Nukleotide bindende Doméne; COR: COR-
Doméne; Death: cytosolische FAS/TNF Interaktionsdoey DEP: Doméne unbekannter Funktion, die unter
anderem in Pleckstrin Proteinen vorkommt; GRAM: QGRADomane, die in Glykosyltransferasen,
Myotubularin und membranassoziierten Proteinen amankit; K: KelchRepeat; kinase: Proteinkinasedoméne;
LRR: leucine-rich Repeat; MAPKKK: mitogen activated protein kinase kinase kinaddyotub:
Myotubularindoméne; N-GEF: N-terminales Motiv vomR4GEF; PH: Pleckstrin homologe Doméne; RasGEF
und RhoGEF: Ras- und Rho-Guaninnukleotidaustauktdrn; RGS:regulator of G-Protein signalling
domain Roc: Roc-Domane; WD/WD40: WD-40-Repeat
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Im Sequenzvergleich der G-Doménen einiger Ras-@mi Proteine mit ROCO-
Proteinen (Abb. 2) werden fiinf so genanntéo@as erkennbar: der Glcop (auch Ploop;
Konsensus: GxxxxGKS/T; x steht fur jede beliebigaiAosaure [7]), der flr die Interaktion
mit denf- undy-Phosphatresten des GTP verantwortlich ist, derl@{ der ein fir GTPase
unerlassliches Threonin enthalt, der G8p (DxxG-Motiv) und der G-3oop (SAK-Motiv),
die beide die Spezifitat fir Guaninbasen vermitigha der G-4oop (N/TKxD-Motiv), der
mit dem gebundenen Nukleotid interagiert. Die GR#l G-3loopsstellen dabei so genannte
switchRegionen dar, die wahrend der GTP-Hydrolyse ihreaf&onation andern und auf
diese Weise zur GTP-abhéngigen Signaltransdukedralgen [2, 8, 9].
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Abb. 2: Sequenzvergleich der Roc-Doméne mit Ras-dhnlicli#hPasen. Gezeigt ist ein multiples
Sequenzalignment von einigen Roc-Doméanen aus @ineBsganismen und verschiedenen humanen Vertretern
der Ras-ahnlichen GTPasen. Uber dem Alignmentdim@ereiche der G-1 bis Gisopsinklusive alternativen
Bezeichnungen oder Konsensussequenzen gekennzeichingks sind Name und Aminoséureposition
angegeben. Farbkodierung nach ClustalX des Jalsézmence editdil0]: Konservierte Aminosauren sind rot
(basisch), pink (sauer) hellblau (hydrophob), dlinileel (Tyrosin, Tryptophan, Histidin), griin (Serifhireonin,
Glutamin) und Glycin braun, Prolin gelb gefarbt.: Hs sapiensCe:C. elegansDm: D. melanogasterDd: D.
discoideum
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Innerhalb der Ras-ahnlichen Proteine bildet die -Romane auf Grund einiger
Besonderheiten eine eigenstandige Untergruppe (A)b.Zum einen stellt sie kein
eigenstandiges Molekil dar, sondern ist Teil eiNesti-Domé&nen-Proteins und stets mit
einer C-terminal gelegenen COR-Doméne von 300 — A@nosauren mit unbekannter
Funktion verbunden (Abb. 1). Des Weiteren enthdt Hoc-Doméne typischerweise ein
Histidin (LRRK1 H757) anstelle eines Lysins im N/AB-Motiv (Abb. 2) und weist keine
Prenylierungsstellen auf, wie sie am C-terminaledeéeRas-ahnlicher Proteinen vorkommen
[11, 12].

'|:fi-:lya.s.‘.a.-,r,‘,%‘r
Dd 10

Rah/Ran|

Abb. 3: Dendogramm der GTPase Familie mit 21 Roc-Doméaneh3dnanderen Ras-&hnlichen Doméanen der
Untergruppen Ras, Rab/Ran, Arf und Rho/Rac. (Quflle konstruiert mit dem Fitch Programm des PHPLI
Pakets [13] aus mit ClustalW kalkulierten Sequeigmahents [14]). HsH. sapiens Ce: C. elegansDm: D.
melanogasterAg: A. gambiae Dd: D. discoideumAt: A. thaliang Np: Nostoc punctiformeCt: Chlorobium
tepidum Te: Trichodesmium erythraeums Nostoc sgPCC7120); MaMethanosarcina acetovirans

Generell stellen GNBPs molekulare Schalter dar,kdimplexe zellulare Vorgdnge mit
einer einfachen biochemischen Strategie regulier&me wechseln zwischen zwei
Konformationen, der aktiven, GTP-gebundenen undinggtiven, GDP-gebundenen Form.
Einmal durch GTP stimuliert, binden sie @ownstreangelegene Zielproteine, generieren so
deren Aktivierung und werden erst durch Hydrolysen VGTP durch eine intrinsische
GTPase-Aktivitat wieder deaktiviert. [2, 4]. DerKdys Ras-ahnlicher GTPasen wird prézise
von Guaninnukleotidaustauschfaktoren (GEFs) [15]d uBDP-Dissoziationsinhibitoren
(GDIs) reguliert, die die Austauschrate von GDPEIP beeinflussen [5, 16, 17]. Ebenso
katalysiert ein Argininrest der GTPase-aktivierand®&oteine (GAPS) bei Bindung an Ras-
ahnliche GTPasen die GTP-Hydrolysereaktion [18, 19]
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1.1.2 Struktur und Funktion der Ankyrin-, leucine-rich- und WD-40-Repeats

Einige Proteindomanen bilden eine definierte Strtihheit, die durch ihre typischen
Wiederholungen eine Ubergeordnete dreidimensioDattnung annimmt. Die konservierten
Aminosauren dieser so genannten Protein-Repeats in wichtige strukturgebende
Wechselwirkungen involviert, wohingegen variable iAosaurepositionen eher auf der
Oberflache des Proteins liegen und das Bindungaiternmit anderen Proteinen beeinflussen
[20, 21]. Diese universelle Eigenschaft und die deepeats zugrunde liegende grol3e
evolutionare Variabilitat sind Ursache fur die weeiterbreitung der Repe&froteine [22, 23].
Ankyrin-, leucine-rich- und WD-40-Repeats vermitteln Protein-Protein-lakéonen und
sind in zahlreichen Zellkompartimenten zu findeire Bonnen als eigensténdiges Protein
auftreten oder sind Teil von Proteinen, die untaestlichste Funktionen austiben kdnnen.

Die 33 Aminosauren langen Ankyrin-Repeats kommaetteinRegel in vier bis sechs, aber
auch mehr als 30 Wiederholungen vor und sind irk&ymten, Pilzen, Pflanzen und Tieren
als cytosolische, Membran gebundene oder in sekieti Proteinen zu finden [24, 25]. Die
strukturelle Einheit eines Repeats aus zpaBialtblattern und zweib-Helices bildet eine
Schleife, deren Wiederholung zu einer tbergeoranietgenférmigen Solenoidstruktur fuhrt
[21, 26]. Es existiert bis dato keine Subgruppigrdar Ankyrin-Repeats.

Leucine-richRepeats (LRRs) sind 20 - 29 Aminosauren lang, kommebenfalls
ubiquitar vor und werden den Konsensussequenzem inasieben Untergruppen unterteilt,
die jeweils pro- oder eukaryotischen Ursprungs simad eine bestimmte zellulare
Lokalisation aufweisen. Die LRRs der ROCO-Protegeddren der Untergruppe deypical
LRRs" an und bestehen aus je eindfielix und einenp-Faltblatt, deren Schleifenanordnung
ebenfalls eine Ubergeordnete bogenférmige Solemoldar ausbilden [21, 27, 28].

WD-40-Repeats sind 30 — 40 Aminosauren lang, idevierschiedene biologische
Prozesse involviert und ausschlief3lich in Eukanyate finden [29, 30]. Im Gegensatz zu den
oben beschriebenen Repeats existiert keine eigdgefionsensussequenz fur WD-40-
Repeats, so dass sie oft nicht direkt in der Psimdktur erkennbar sind, jedoch spéter
wahrend der Strukturaufklarung eines Proteins ehktdererden [31]. WD-40-Repeats sind
aus vierp-Faltblattern aufgebaut, treten meist in siebendafieolungen auf und nehmen eine
B-Propeller Struktur ein. Dabei bilden die letztereidund das erst@-Faltblatt des darauf
folgenden Repeats ein ,Kuchenstick” des siebegggilPropellers [32, 33].
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1.1.3 Merkmale der Kinasedomanen von ROCO-Proteinen

Aktive Kinasen enthalten charakteristische Motiveilirer Primarstruktur, die in die
Substratbindung und Katalyse involviert sind [34-3die ROCO-Proteinkinasen entsprechen
dem Aufbau der Serin/Threonin Kinasen und stelleteqtiell aktive Proteine dar. Bosgraaf
et al haben postuliert, dass es sich bei LRRK-Typ-RO&&teinkinasen um MAPKKKs
(mitogen activated protein kinase kinase kindsandeln konnte [1]. Allerdings basiert diese
Annahme lediglich auf Sequenzvergleichen und igieerentell nicht bestétigt, da noch
keine Aktivitdt der LRRK-Typ Proteinkinasen nachgesen wurde. Die Sequenzvergleiche
verdeutlichen jedoch die Verwandtschaft der LRRK>TBroteinkinasen untereinander, die
sich vor allem in einem seltenen Phenylalanin zto3in Austausch im konservierten DFG-
Kodon eukaryotischer ROCO-Proteinkinasen manifegge auch Abb. 13).

1.2 Mitglieder der ROCO-Proteingruppe

Bislang sind mindestens 27 ROCO-Proteine aus vexdehen Organismen in den
offentlichen Proteindatenbanken zu finden, die mirsggnifikanten Verwandtschaftsgrad
innerhalb der einzelnen Proteindomanen aufweiséin.(A). Wenige dieser Proteine wurden

bereits experimentell beschrieben, wie die Zusanf@ssang der Daten im Folgenden zeigt.

1.2.1 MASL1 ausHomo sapiens

Der MASL1-Genlokusrfalignant fibrous histiocytomaraplified £quences witheucine-
rich tandem repeat ,18p23.1), dessen Produkt zum MASL1-Typ (Abb. 1) &OCO-
Proteine gehort, ist in malignen Fibrohistiozytomerarvielféltigt und unterliegt einer
Translokation im NK/T-Zell Lymphom sowie im Plategithelkarzinom im
Kopf/Halsbereich. [38, 39]. In einer onkogenen k&l aus immunoblastischen B-Zell-
Lymphom konnte schlie3lich gezeigt werden, das$ Aaanslokation des 8p23.1 Lokus ein
chiméres MASL1-Protein mit einem 19 Aminosaurengiien C-Terminus entstand. NIH-
Zellen, die MASL1 oder das chimare Protein exprmgme sind in Nacktmausexperimenten

tumorerzeugend [38].
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1.2.2 GbpC, Patsl und QkgA au®ictyostelium discoideum

In Dictyostelium discoideurwurden insgesamt 11 LRRK-Typ-ROCO-Proteine entgeck
die untereinander eine grofe Sequenzhomologie @&adwein ihren dulRersten N- und C-
Termini jedoch unterschiedliche Proteindomanen ateh (Abb. 1). Drei dieser Proteine
wurden bislang experimentell analysiert.

GbpC (cOMP bindendes Potein Q besitzt im Vergleich zu den tbrigen ROCO-Proteine
des LRRK-Typs einen andersartigen C-Terminus auwg@nen Proteindoméanen: N-GEF (N-
terminales Motiv von RasGEF), DEP (Doméne unbelanitinktion, die unter anderem in
Pleckstrin-Proteinen vorkommt), RasGEF (Ras-Guarkl@otidaustauschfaktor) GRAM
(GRAM Domaéne, die in Glykosyltransferasen, Myotw@ul und Membran-assoziierten
Proteinen vorkommt) und cNB (zyklische-Nukleotidadende Doméane) [40]. Es ist in der
Lage zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) archi-Domanen zu binden und auf
diese Weise die Myosin Il Phosphorylierung zu resgeh.D. discoideunStamme mit einem
deletierten GbpC Genlokus zeigen demzufolge eidezierte Phosphorylierung der leichten,
regulatorischen Kette des Myosin (RLC), nach Statiah eine verminderte Anlagerung von
Myosin an das Cytoskelett und einen daraus resetiiten Chemotaxisdefekt [40-42].

Patsl besitzt als einziges ROCO-Protein eine N#ee Myotubularindoméne, die zur
Familie der Tyrosinphosphatasen gehdrt, aber exgertell bislang nicht untersucht wurde.
Die Patsl-Kinasedoméne, sowie der C-Terminus eteelig Uberexpressionstudien groRRe
multinukleare Zellen. Dieser Cytokinesedefekt wuethenfalls beobachtet iD. discoideum
Zellen, die einen deletierten Pats1-Lokus entmegia].

In einer &ahnliche Studie wurde der QkgA-Genlokusetikst und ein Defekt in der
Cytokinese der Zellen beobachtet, der sich in gyesteigerten Wachstumsrate und abnormal

gro3en Zellen resultierte [44].

1.2.3 CG5483 au®rosophila melanogaster

In Drosophila melanogastaewurde das komplette Genom analysiert, um Kinadanin
die Regulation der Zellteilung involviert sind, ientifizieren. Es wurde festgestellt, dass der
knock-down von CG5483, einem LRRK-Typ-ROCO-Protein, zu Dedekt im
Zentrosomenaufbau und zu einem leicht reduzierterhatnis sich teilender Zellen zur

Gesamtzellzahl resultiert [45].
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1.2.4 Lrk-1 ausCaenorabditis elegans

In einerC. elegans knock-dowstudie wurden Gene identifiziert, die die erstemdbn
embryonalen Zellteilungen negativ beeinflussen. viisde kein Effekt des LRRK-Typ-
ROCO-Proteins Lrk-1 beobachtet [46]. In einer aadénock-dowrStudie mit adulterC.
elegans manifestierte sich ebenfalls kein Cytokinesedefekber es wurde eine
Mislokalisation des SNB1-Proteins in Neuronen ecktiegf47]. SNB1 ist homolog zu
humanem Synaptobrevin, einem Vesikel-assoziiertetel, das eine Rolle bei der Fusion

exzitatorischer Vesikel mit der Plasmamembran spié].

1.2.5 LRRK1 und LRRK2 ausHomo sapiens

LRRK1, das Gegenstand dieser Arbeit ist, und LRR3f@&d die einzigen humanen
LRRK-Typ-ROCO-Proteine und sie vereint eine Uberdastliche Sequenzhomologie, die
sich Uber 2000 Aminosauren und alle Proteindomésteeckt. Sie enthalten Ankyrin-,
leucine-richRepeats, Roc-, COR- und Kinasedomane, sowie sidi2m0-Repeats, wie im
Ergebnisteil der Arbeit gezeigt wird.

Zu Beginn dieser Arbeit existierten keine experiteben Daten zu LRRK1. Erst kirzlich
wurde von Harada et al [49] berichtet, dass die KRRIberexpression in HEK293 Zellen zu
einer gesteigerten Proliferationsrate fuihrt. Obwaibkes Ergebnis gut in den Kontext anderer
ROCO-Proteine passt, sind die prasentierten Datdmwierig zu interpretieren, da die
Experimente lediglich mit einem Fragment der LRRi#Kkrchgefuhrt wurden. Das Fragment
wird in der Arbeit als komplette LRRK1 deklariebesteht jedoch nur aus der C-terminalen
Halfte der Kinasedoméne und den WD-40-Repeats, didgeUberprifung des zu Grunde
liegenden cDNA-Klons ergab. Der LRRKhock-dowrdurch RNA-Interferenz-Experimente
hingegen fuhrte zu keinem messbaren Effekt in deliferationsrate [49].

Seit kurzem erscheinen regelmafiig neue Publikatiane LRRK2, das auch Dardarin
genannt wird (Das baskische Waldrdara bedeutet Tremor). Mutationen im LRRK2-Gen,
das im PARKS8 Lokus bei 12911.2-q13.1 liegt, kosggmen mit einer autosomal-dominanten
Form der Parkinson-Krankheit [50-65]. Bemerkenswstt dass Betroffene mit LRRK2-
Mutationen alle klinischen Symptome der Parkinsoarkheit aufweisen (s. auch Abschnitt
1.3), aber im Gehirn der Mutationstrager auch Vaeanngen gefunden wurden, die bislang
verschiedenen Unterformen des Parkinson-Syndrorgeozdnet waren. Das bedeutet, dass
die Mutation dieses Gens offenbar verschiedeneodegenerative Prozesse auslésen kann.
Es wird spekuliert, dass die entdeckten Mutatioeeren Effekt auf die Kinaseaktivitat der

LRRK2 haben und auf diese Weise Neuronen anfélliigopethogene Faktoren machen [66-
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70]. Die krankheitserregenden Mutationen liegendem LRRs, der Roc-, COR- und der
Kinasedomane des LRRK2-Proteins, von dem bislangth nacht bekannt ist, ob es ein

aktives Enzym ist und wie es reguliert wird [64, 68].

1.2.6 DAPK1 ausHomo sapiens

Zelltod-assoziierte Proteinkinase De@ath-associated protein kinase DAPK1) und ihre
Orthologen, stellen die isolierte ROCO-SubfamiliesdDAPK1-Typs dar (Abb. 1). Sie
bestehen aus einer N-terminalen Proteinkinasedgnui@enicht mit denen des LRRK-Typs
verwandt ist, aus Ankyrin-Repeats, der Roc- und diRane sowie einer C-terminalen
deathDoméne. Die humane DAPK1 ist eine “@&almodulin regulierte Serin/Threonin
Proteinkinase, die durch verschiederm®ath“-Signale induziert werden kann und so den
programmierten Zelltod einleitet [71, 72]. Diesegpoptotische Funktion der DAPKL1 ist von
ihrer Kinaseaktivitat abhangig und wirkt tber digddin Il Phosphorylierung, die schliel3lich
zu Zelltod-assoziierten morphologischen Verdndesangvie Membranausstilpungen und
Aufrunden der Zellen fihren [72, 73]. Bislang isich unbekannt, ob die Roc- und COR-

Domanen eine Rolle in der Funktion der DAPK1 smiele

1.3 Neurodegenerative Erkrankungen

Die in der Diskussion dieser Arbeit erwahnten ndagenerativen Krankheiten werden
im Folgenden kurz beschrieben.

1.3.1 Parkinson-Krankheit

Parkinson ist mit 0,5-1% Betroffenen bei den 65J@8rigen und 1-3% bei den tber 69
Jahrigen die zweithdufigste neurodegenerative Kramnl{74, 75]. Die Krankheit ist nach
ihrem Entdecker James Parkinson benannt und 1&ifmads beschrieben worden [76]. Die
Betroffenen erkranken meist in fortgeschrittenenteAlleiden unter zunehmender Stérung
der Motorik und werden haufig zu Pflegeféllen. Rtee Ursache der Symptome ist ein
Mangel an Dopamin im Gehirn, der durch Medikameaite Zeit lang ausgeglichen werden
kann. Der Dopaminmangel in Parkinson wird durclelgele und progressive Degenerierung
von Dopamin erzeugenden Neuronen in [dars compactaler Substantia nigrazerursacht,
die cytoplasmatische Einschlisse fibrillarer, feffiddteter Proteine, den Lewy-Koérperchen,
entwickeln [76-78]. Die exakte Zusammensetzung ediesblagerungen ist nicht bekannt,
obwohl sie ubiquitiniertes a-Synuklein  (-Synukleinopathie), Parkin, Synphilin,
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Neurofilamente und synaptische Vesikel-Proteind@aten [77, 79]. Obwohl nach aktuellem
Stand mehr als 90 % der Erkrankungen sporadisclaurNsind, gibt es auch erbliche
Formen, in denen mindestens 11 Genloki (PARK-Gehleke Rolle spielen [80]. Bekannt
sind Mutationen ina-Synuklein (PARK1), Parkin (PARK2), UCHL-1 (PARK5RINK1
(PARK®6), DJ-1 (PARK7) und LRRK2 (PARKS8), das mit % den grofdten Anteil des
vererblichen Parkinson ausmacht [75, 81]. Eine der gegen das Fortschreiten der
Erkrankung und der damit einhergehenden Behindeigirgs jetzt jedoch nicht méglich, da
die zugrunde liegenden biochemischen Vorgange eletigd unbekannt sind [76]. Daruber
hinaus existieren diverse Unterformen der Parkids@nkheit die weitere ao-

Synukleinopathien als auch Tauopathien (s. nacAstschnitt) umfassen.

1.3.2 Alzheimer-Krankheit

Alzheimer ist mit ca. 1 % Betroffenen bei den 65&®rigen und bis zu 30 % bei den
tber 90 Jahrigen die haufigste neurodegenerativeaiiiung weltweit [75, 82]. Die
Krankheit ist nach ihrem Entdecker Alois Alzheiniemannt und 1907 erstmals beschrieben
worden [78]. Die Betroffenen erkranken meist intgeschrittenem Alter und leiden unter
abnehmenden geistigen Funktionen des GedachtnidsesSprache und der rdumlichen
Orientierung. Die Ursache fur die Symptome istfdetschreitende Verlust von Neuronen des
Hippokampus und des cerebralen Kortex [83]. Im @elBetroffener manifestieren sich
charakteristische L&sionen: extrazellulare AmylBldgues [84] und intrazellulare
neurofibrillare Ablagerungen aus hyperphosphorigier Tau Protein (Tauopathie) [85] oder
a-Synuklein (-Synukleinopathie) [77, 78, 86]. Amyloid-Plaquedhaiten kleine, toxische
Spaltprodukte (£40 und A342) des Amyloidvorlauferproteins (APP), Proteogly&aApoE4
(Apolipoprotein E4) und Antichymotrypsin. ApoE4 kamoglicherweise die pathogenen
Ablagerungen beeinflussen und ist somit selbstRegikofaktor [77, 78, 87]. Obwohl der
Grossteil der Erkrankungen sporadischer Naturgstt es auch eine autosomal-dominant
vererbte Form der Alzheimer-Krankheit, die bereigschen dem 30. und 50. Lebensalter
auftritt. Mutationen in APP, Presenilin 1 (PS1) Uaeesenilin 2 (PS2) stehen in Verbindung
mit dieser Form [75]. Preseniline sind membransgmdspartylproteasen, die zur Spaltung
des APP in die toxischen Amyloide beitragt [77,. ®Flang existiert keine Therapie, um das
Fortschreiten von Alzheimer aufzuhalten [88]. E®tgviele Varianten der Alzheimer-
Krankheit, wie z.B. frontotemporale Demenz, Demeamm Lewy-Kdrperchen-Typ und

progressive supranukleéare Blickparese [89].
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1.4 Ziel dieser Arbeit

Die Entschlisselung des Genoms ist zentrale Voetaigsg flr ein systemweites,
funktionelles Verstandnis der Vorgange innerhalbztdle [90, 91]. Funktionstrager in einem
Organismus sind jedoch nicht die Gene, sonderGésamtheit der tatséchlich produzierten
Proteine, das ,Proteom®. Die Entschlisselung deseBms ist im Gegensatz zum Genom mit
weitaus groferem Aufwand verbunden, da jedes Rreiezeln mit diversen, spezifischen
Experimenten analysiert werden muss. Aul3erdem kowiede Proteine ihre Funktion erst im
Verbund mit anderen Proteinen entfalten, woduraeh Alnalyse meist erschwert wird. Aus
pharmakologischer Sicht ist vor allem die Charagierung signaltransduzierender Proteine
im Mittelpunkt des Interesses, da Uber deren Réguleoft wichtige zellulare Prozesse
gesteuert werden.

In dieser Arbeit soll eine Vertreterin der ROCO4enogruppe, die humane LRRK1
(leucine-rich repeat kinase ),1 biochemisch charakterisiert werden. LRRK1 istnvo
besonderem Interesse, da sie neben einer Kinasedaamé&h eine GTPase-&hnliche Doméne
enthalt - zwei Doméanen, die meist essentielle Bek&le von Signaltransduktionskaskaden
darstellen.

Da zu Beginn dieser Arbeit keine funktionellen Daigber LRRK1 verfligbar waren,
sollte zunachst die cDNA humaner LRRK1 kloniert ngbrimiert werden, um anschliel3end
die verschiedenen Doménen funktionell zu charaderen. Hierbei sollten die potentielle
GTP-Bindung und ihre Auswirkung auf die Kinaseaikdiv im Vordergrund stehen. Zur
Vervollstandigung der Charakterisierung solliervivo-Uberexpressionsstudien und RNA-
Interferenz-Experimente durchgefiihrt werden. Digebnisse sollten in Bezug auf die
Funktion und Regulation der LRRK1 als Mitglied dBOCO-Proteingruppe diskutiert

werden.
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