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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Aceton (Fluka)

Agarose (Sigma)

Ampicillin (Sigma)

"Bovine Serum Albumine" (BSA, BioRad)
beta-Mercaptoethanol (Sigma)
Dapi-Reagenz (Hoechst 33342)
Kalziumchlorid (Merck)

Chloramphenicol (Sigma)

Complete Mini Protease Inhibitor (Roche)
Coomassie Brilliant Blue R250 (BioRad)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

Salmon Testes DNA (Clontech)

EDTA (Merck)

EGTA (Merck)

Ethanol (Merck)

Ethidiumbromid (Gibco BRL)

Glycerol 87 % (v/v; Riedel de Haen)
Glycin (Merck)

2.1.2 Enzyme und Kits

Assay on demand for real-time PCR (Applied Biosyske

BCA™ Protein Assay (Pierce)

HEPES (Gibco BRL)

Isopropanol (Merck)
Kanamycinsulfat (Merck)
Magnesiumchlorid (Merck)
Methanol (Merck)

MES-Puffer (NUPAGE, Invitrogen)
NP-40 (Calbiochem)
Natriumdodecylsulfat (SDS, Sigma)
Natriumchlorid (Merck)
OPTI-MEM (Gibco BRL)

PBS (PAA Lab.)
Ponceau-S-Lésung (Fluka)
Propidiumiodid (Gibco BRL)
RotiBlock™ (Roth GmbH)
TA-Puffer (NUPAGE, Invitrogen)
Triton X-100 (Riedel de Haen)
Trypsin (Gibco BRL)

Tween 20 (Sigma)

BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready ReactiivK1 (Applied Biosystems)

BrdU-Proliferationstest (Roche)
Cell line Nucleofectdt Kit R (Amaxa)

ECL™ Western Blot Detection (Amersham Biosciences)

Marathon-Ready' cDNA Amplification Kit
PCR Purification Kit (Qiagen)

Pfu Turbo Polymerase (Invitrogen)
Plasmid Mini/Maxi Kit (endofree, Qiagen)

Prime-It Il Random Primer Labeling Kit (Stratagene)

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)

Quick Chang®@ Mutagenese-Kit (Stratagene)

Restriktionsendonukleasen inkl. Puffer (Roche ddiEBiolabs)

Ribonuclease A (Sigma)
RNeasy total RNA Kit (Qiagen)

SuperSrcipt” First-strand-synthesis system for RT-PCR (Invienog

Tag-Polymerase (Invitrogen)

TagMar™ universal master mix (Applied Biosystems)

T4-DNA-Ligase (Invitrogen)
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2.1.3 Antikorper und Verdiinnungen

Antikdrper gegen

Western Blot

Immunpréazipitation

Im munfluorezens

[B-Aktin (Sigma, AC-74) 1:5000 - 1:5000
GFP (abcam, ab1218) 1:500 1:100 -
GST-FITC-konjugiert (abcam, ab344p) - - 1:1000
Maus-F(aby-Biotin (Dianova) - - 1:50
Myc (Sigma, 9E10) 1:1000 1:500 1:1000
Myc-Cy3-konjugiert (Dianova) - - 1:50
Mono-pospho-RLC (Cell Signalling) - - 1:100
Di-pospho-RLC (Cell Signalling) - - 1:100
a-Tubulin (Sigma, DM1A) - - 1:2000
y-Tubulin (Sigma, GTU-88) - - 1:500
Anti-Maus HRP (Amersham) 1:4000 - -
Anti-Kaninchen HRP (Amersham) 1:4000 - -
LRRK1 (Proteintech Group Inc)* 1:100 - -

*Die in E.coli exprimierte LRRK1-Kinasedoméne wurde Uber eine &g am Protein

Antigen zur Immunisierung in Kanninchen eingesetzt.

2.1.4 Puffer, Lésungen, Kulturmedien

Ampicillin-Stocklésung
100 mg/ml Ampicillin
in H,0, sterilfiltriert

10x Blotpuffer:
120 mM Tris/HCI

960 mM Glycin

Coomassie-Farbeldsung:

0,25 g/l Coomassie Brilliant Blue R250
10 % (v/v) Essigsaure

50 % (v/v) Ethanol in kD

Coomassie-Entfarbeldsung:
10 % (v/v) Essigsaure
50 % (v/v) Ethanol in KD

DMEM fir HEK293FT-Zellen:
DMEM (PAA Lab., high glucose mit
Natriumpyruvat and L-Glutamin)

10 % (v/v) FCSfital calf serum, GibcoBRL)

2 mM L-Glutamin (GibcoBRL)

DNA-GréRenstandard
10 % (v/v) 1kb, DNA Ladder (Roche)
10 % (v/v) 10x DNA-Probenpuffer in @

DNA-Probenpuffer, 10x
20 % (w/v) Ficoll
100 mM EDTA

0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanol in D

DTT-L6sung

500 mM Dithiothreitol in HO

EDTA-L6sung
200 mM EDTA in HO

pH 8 mit HCI einstellen

Ethanol-L&sung, 70%
70 % (v/v) Ethanol abs.
in Hgo

GTP-Bindungspuffer:

100 mM Tris/HCI, pH 7,5

50 mM KCl

1 mM EDTA
0,1 mM DTT
5 mM MgCh

Complete Mini Protease Inhibitor (Roche, n.

Angaben d. Herstellers)

HEPES-Puffer, 1 mM
1 mM HEPES, pH 7,4
in Hgo

aufgereinigt und als
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Kanamycin-Stocklésung LB-Kanamycin-Medium

50 mg/ml Kanamycin LB-Medium, autoklaviert

in H,O, sterilfiltriert 50 pg/ml Kanamycin
Kinase-Lysepuffer: MEM fir HeLa-Zellen:

25 mM HEPES/NaOH, pH 7,3 MEM (PAA Lab., mit Natriumkarbonat, ohne
1 % NP-40 Phenolrot und L-Glutamin)

2 mM EGTA; 10 % FCSfetal calf serum, GibcoBRL)
2 mM EDTA 2 mM L-Glutamin (GibcoBRL)
2mMDTT

200 mM NacCl Northern Blot Waschpuffer1:
Complete Mini Protease Inhibitor (Roche, n. 2x SSC-Puffer, 1 % SDS

Angaben d. Herstellers)
Northern Blot Waschpuffer2:

Kinase-Reaktionspuffer: 0,2x SSC-Puffer, 0,5 % SDS

25 mM HEPES/NaOH, pH 7,3

10 mM MgCh Propidiumiodid-Féarbelésung:

10 mM MnCb 82ul PBS

2mMDTT 3 ul Ribonuclease A (5 % L6sung in PBS; Sigma)
200 mM NacCl 115ul Propidiumiodid (10Qug/ml Lésung in PBS)

1:100 Phosphatase Inhibitor 1 and 2 (Sigma)
20x SSC Buffer (Standard Saline Citrate):

Luria-Bertani (LB)-Medium 3 M NacCl
10 g/l Pepton 300 mM NaCitrate2H,O
5 g/l Hefeextrakt in1 HO0, pH7,0
10 g/l NaCl
auf pH 7,0 mit NaOH einstellen TAE, 1x
in H,O, Autoklavieren 40 mM Tris/HCI

1 mM EDTA
LB-Ampicillin-Agaroseplatten mit Essigsaure auf pH 8,4 einstellen
15 g/l Agar
1 | LB-Medium, autoklaviert TBS-T
100 pg/ml Ampicillin 50 mM Tris/HCI, pH 7,4
Autoklavieren 150 mM NacCl

0.1 % (v/v) Tween 20
LB-Ampicillin-Medium in H,O
LB-Medium, autoklaviert
100 pg/ml Ampicillin Tris-HCI

1 M Tris-HCl in HO
LB-Kanamycin-Agaroseplatten pH 7,5 mit HCI einstellen
15 g/l Agar
1 | LB-Medium, autoklaviert TritonX-100-Lésung, 10%
25 pg/ml Kanamycin 10% (v/v) TritonX-100
Autoklavieren in H,O

2.1.5 cDNA-Bibliotheken und -Klone

lung, mammary gland Marathon-Ready cDNA (Clontech)
brain LRRK1 cDNA Klone B12 und H5 (ResGen)
fallopian tube cDNA Klon pINCY A3 LRRK1 (Incyte)

2.1.6 Expressionsvektoren

pCMV-2xMyc (Stratagene, enthalt einen zuséatzlictgefigten Mydag)
pEGFP-N3 (Clontech)

pDEST27 (Invitrogen)

pcDNA3.2/V5-DEST (Invitrogen)
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2.1.7 Primer

Die Annealing-Temperatur eines Primers wurde nach folgender Ebalmgeschatzt:
T =[4 x n(C+G) + 2 x n(A+T) - 5] °C, wobei n dien&ahl der jeweiligen Basen in der

Primersequenz darstellt. In der Tabelle sind digu8ezen aller zum kodierenden Strang

komplementaren Primer aufgefluhrt, deren Schmelzteatpren #nnealing-Temperatur)

zwischen 50 °C und 60 °C liegen.

prinmer Sequenz

EcoRV-#1 5 -CAGGACTTCGATATCATGGAGACGCTTAACGGTGCBGG-

#2 5'-CAGCGTATTTTGGACACACGGCAG-3’

#3 5-GTTCCCTGTCATCGTGCGCTTGCCCC-3’

#4 5"-CCAGCAACAAGTTGTCCCACCTCCC-3’

#5 5'-GGATCTCTCCAGAAACCAACTTGGC-3

#6 5-CCCTCCCCGTCTGTAAGATCTCCAGG-

#7 5-CGTCGGCAGCACCATCGGCTGCCAG-3

#8 5-CCTCCTGCCCCATCTCCTTCCATC-3’

#9 5'-GAAATCAGAGGATGTGCAGTACTTC-3’

#10 5"-CACCGTGCTGTCCGAGAACGCCAG-3’

#11 5 -CCTTCATGTATGAACTGTGCTGTG-3’

#12 5"-CCATGGTTACGTCAGTCGTGTGC-3’

#13 5"-CCGACAGGTCTGAGCATGACCTG-3’

Xhol#14 5 -GCTTGCACTCGCAAGAGAAGGTAACTCGAGAAGCTTADES
K1269W 5"-GTACCAGGGCCAGCCTGTGGCCGTCTGGCGCTTCCARNFGATC-3"
K650A 5"-CCCGCGCCAGGGCGCGTCCACCCTCCTGG-3’

K745G 5"-GGCTGCTCAACATCGAGGCCGGGGCCCCAAACGCCGTGG-3
K745C 5"-GGCTGCTCAACATCGAGGCCTGTGCCCCAAACGCCGTGG-3’
F1021C 5'CCATTCAGAGGGTATTTAAGATGAGCTGCGTTCCCGTTRGEGG-3”
114117 5 GCACATCAACATCAAGCTATCTGACTACGGGACTTCGAGEBCATTCCATGAGG-3’
2.1.8 Gerate

ABI PRISM™ 310 (Applied Biosystems)
ABI PRISM™ 7700 (Applied. Biosystems)
Agarosegelkammern (Pharmacia Biotech)
BioPhotometer (Eppendorf)
Fotoentwickler Curix 60 (Agfa)

SLab Gel Dryer (LKB)
Hybridisierungsofen HB-1000 (UVP)
Lichtmikroskop Axiovert 200M (Zeiss)
Nucleofector | (Amaxa Biosystems)
PCR-Thermocycler (Applied Biosystems)
Phosphoimager Sl (Molecular Dynamics)

2.1.9 Computersoftware

AxioVision v4.3 Software

ClustalW (EMBL-EBI, [92])

DeCypher Tera-BLAST (TimeLogic)

ImageMaster TotalLab v2.01 (Amers.Biosciences)
Jalview Editor v1.7 [10]

MetaMorph (Molecular Devices)

Proteingelkammer (NUPAGE, Invitrogen)
Speed-Vac alpha RVC (Christ)
Stereomikroskop Labovert (Leitz)
Ultrazentrifuge TL-100 (Beckman)

HT-Imager (Molecular Divices).
UV-Spektrometer SLT (Labinstruments Spectra)
Vakuumpumpe alpha 1-4 (Christ)

Western-Blot Kammer (NUPAGE Invitrogen)
Zentrifugen (Eppendorf)

FACS-Geréat (FACSCalibur, Becton/Dickinson)

Molecular Dynamics Phosphoimager Softw. v5.1
NetPhos v2.0 [93]

Photoshop 7.0 (Adobe)

PSI-PRED [94]

Sequencing Analysis v3.7 (App. Biosystems)
Vector NTI Suite v9.0 (Invitrogen)
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2.1.10Accession numbers der Aminosauresequenzen

Ag LRRK (EAA06914, GenBank)

Am LRRK (XP_392166; RefSeq

Bt beta subunit (SwissProt)

Ce LRRK (AAK73898, GenBank)

Chl. tep. TLS (AE012908, GenBank)

Dd GbpC (XP_635392, RefSeq)

Dd patsl (AAO12857, GenBank)

Dd Roco4 (AY232266, GenBank)

Dd Roco6 (AY232268, GenBank)

Dd Roco7 (AY232269, GenBank)

Dd QkgA (Roco2, AAO83648, GenBank)
Dm LRRK (CG5483, NP_650903, RefSeq)
Gg LRRK2 (XP_415940, RefSeq)

Hs Arll (P40616, SwissProt)

Hs beta3 (NP_002066, RefSeq)

Hs DAPK1 (P53355, SwissProt)

Hs H-Ras (AAM12630, GenBank)

Hs LRRK1 (DQ013130, GenBank)

Hs LRRK2 (AAV63975, GenBank)

Hs MASL1 (BAA74737, GenBank)

2.1.11 Sonstiges

Deckglaschen (Roth GmbH)

ECL-Hyperfilm (Amersham Biosciences)
Falcon Microtest” 96-Well Assay Plate (BD)
Hybridisierungsréhrchen (Schott)

MTN™ Blots (Clontech)
Mikrozentrifugenfilter (Millipore)

2.2 Methoden

2.2.1 Bioinformatik

Hs Rab6 (P20340, SwissProt)

Hs RhoB (CAA29968, GenBank)
Magn. sp (ZP_00044166, GenBank)
Meth. bark. (ZP_00077191, GenBank)
Meth. bark (ZP_00295295, GenBank)
Meth. sarc. C2A (NP_617214, RefSeq)
Mm LRRK1 (NP_666303, RefSeq)
Mm LRRK2 (NP_080006, RefSeq)
Nos. punc (ZP_00110347, GenBank)
Nos. punc. (ZP_00110172, GenBank)
Nos. punc. (ZP_00106558, GenBank)
Nos. sp. (NP_484168, RefSeq)

Rn LRRK1 (XP_218760, RefSeq)

Rn LRRK2 (XP_235582, RefSeq)

Tn LRRK1 (CAF95957, GenBank)

Tn LRRK2 (CAG05593, GenBank)
Tri. rey. (ZP_0007257, RefSeq)

XI LRRK1 (AW637884, GenBank)

XI LRRK2 (BU911845, GenBank)

NAP-5 Saulen (Amersham Biosciences)
Objekttrager (Roth GmbH)

Pipetten (Eppendorf, Rainin)
Proteingele (Invitrogen)

Rontgenfilme BioMax MR (Kodak)
Spritzen und Nadeln (Braun)

Sequenzhomologiesuche mit BLASHasgic local alignment search tool, [95]):

Die Sequenzen der LRRK1-orthologen Proteine wurden Protein- und Gen-
Datenbanken mit Hilfe der DeCypher Tera-BLAST Saeitev(TimeLogic) identifiziert. Dabel

wurden nur Eintrage beachtet, die fur ProteinelRiRs, Roc- und COR-Domanen stehen. Es

wurden folgende Datenbanken benutzt: Incyte: LGamygp, LGtemplates, foundation full-
length transcripts, foundation full-length clonedCBI: EST-human, GenEMBL, PDB,
RefSeq; EBI: TrEMBL; Expacy: SWISS-PROT.

Multiple Sequenzalignments:

Aminosauresequenzvergleiche verschiedener Probziwe Repeats eines oder mehrerer
Proteine wurden mit ClustalW (EMBL-EBI, [14]) eriteteils manuell berichtigt und Jalview

v1.7 [10] dargestellt.
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Sekundarstrukturberechnung:

Die Sekundarstruktur einzelner Aminosauresequenzemde mit PSI-PRED [94]
berechnet. Fir die einzelnen vorausgesagtedelices und p-Faltblatter wurde ein
kalkulierter Neigungswertpfopensity value; Skala von 0-9) angegeben. Nur Neigungswerte
groer oder gleich 5 wurden zur Analyse verwendeturch die weniger wahrscheinlichen

SekundarstrukturVorhersagen ausgespart wurden.

Vorhersage der Phosphorylierungsstellen:

Potentielle Phosphorylierungsstellen der komplettd?RK1-Aminosauresequenz wurden
durch die Analysesoftware des NetPhos-Servers &€chnet [93] und graphisch in einem
Diagramm dargestellt, in dem die von der Analysesmfe angegebenen
Wabhrscheinlichkeitswerte aufgetragen sind (Skala®bis 1).

2.2.2 Zellkultur

2.2.2.1E coli

Transformation:

Aliquots von 50 pl kompetenten Zellen (XL1- und XbRie, Stratagene) wurden auf Eis
aufgetaut und ca. 0,1 pg Plasmid DNA hinzugefugg. Zellen wurden fur 30 Min. auf Eis
und anschlieBend fur 45 Sek. bei 42 °C inkubiedgcliNZugabe von 1 ml LB Medium ohne
Antibiotikum wurde der Ansatz fur 1 Std. bei 37 Yeschittelt. Die Zellen wurden auf
selektiven Agarplatten ausplattiert und Uber Naeht37 °C inkubiert.

Isolierung und Analyse von Plasmid-DNA:

Nach der Transformation wurden Kolonien in je 2 rod®0 ml LB-Medium mit
entsprechendem Antibiotikum in Flussigkultur gebtaand Gber Nacht bei 37 °C unter
Schutteln bei 225 rpm inkubiert. Aus der Flussighulvurden Stammlésungen zur Lagerung
hergestellt, indem 800 pl der jeweiligen Kultur r2@0 pul Glycerin gut vermischt und direkt
bei —70 °C eingefroren wurden. Aus der verbleibanfééssigkultur wurde dann die Plasmid-
DNA durch Praparation nach Angaben des Herstefigrslem Plasmid Mini bzw. Maxi Kit
(endofree, Qiagen) isoliert und in 50 piaufgenommen. Je zirka 200 ng Plasmid-DNA
wurden zur Kontrolle mit spezifischen Restriktiondenukleasen verdaut und in einem

Agarosegel analysiert.
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2.2.2.2 HEK293FT- und HelLa-Zellen

HEK293FT-Zellen (humane embryonale Nierenzellliniayitrogen, R700-07): Die
Zellen wurden bei 37 °C und 95 % Luftfeuchtigkeait €inem mit 5 % C@ begasten
Brutschrank gehalten. Als Medium diente DMEM (PAAW; + 10 % FCS, GibcoBRL). Die
Zellen wurden bei 60 bis 80 % Konfluenz gesplitizds Kulturmedium wurde abgesaugt und
fur ca. 30 Sek. lang 2 ml Trypsinlésung (GibcoBRaf die Zellen gegeben, welche
anschlieend fir 5 Min. im Brutschrank inkubiertrden. Die trypsinierten Zellen wurden
dann in frischem DMEM-Medium auf die bendtigtenIKelturschalen verteilt.

HelLa-Zellen: (humane Zervix-Adenokarzinom-ZelllinidTCC, CCL-2, "Herietta
Lacks"): Diese Zellen wurden wie oben beschrieberabéélt, bis auf das hier verwendete
MEM-Medium (PAA Lab.; + 10 % FCS, GibcoBRL)

Transfektion von HeLa- und HEK293FT-Zellen:

Die Zellen wurden entweder auf 12-mm @ Deckglaser85 mm @ Kulturschalen fur
Immunfluoreszensexperimente oder auf 100 mm & Ksghalen fur die Zelllyse kultiviert.
Bei mehr als 60 %iger Konfluenz erfolgte die Traksbn mit FuGene 6 Reagenz (Roche).
Zur Pre-Komplexierung wurde die Plasmid-DNA in OMMEM (GibcoBRL) verdinnt, dann
mit FuGene Reagenz versetzt und fur 15 Min. beiriRTbiert. Nach Waschen der Zellen mit
PBS und Zugabe von frischem serumfreien Mediunolgié die Transfektion durch Zugabe
des DNA-FuGene-Komplexes. Die Volumina der einzelkemponenten sind der folgenden

Tabelle zu entnehmen:

Kulturschale | Plasmid-DNA OPTI-MEM FuGene 6 Gesamtvol. Vol.: Medium
[ng] (1] (1] (1] [mi]
35mmd 1 100 3 103 2
100 mm @ 55 100 16,8 116,8 10
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Zelllyse:

Es wurden je 300 ul Lysepuffer (in GTP-Bindungs-eidKinase-Lysepuffer, inkl.
Proteaseinhibitor (Roche) n. Angaben des Hersteller auch 2.2.5.6-7) auf 100 mm @
Zellkulturschalen gegeben und 10 Min. auf Eis inkub Das Lysat wurde mit einem
Zellschaber abgekratzt, in ein Reaktionsgefal3 Uberfund 5 Min. bei 4 °C gerittelt.
AnschlieRend wurde das Lysat zentrifugiert (10 Mit000 rpm, 4 °C) und der Uberstand in
ein neues Reaktionsgefald Gberfihrt.

2.2.3 Molekularbiologische Arbeiten

2.2.3.1 Konzentrationsbestimmung von DNA/RNA

Die Konzentration von DNA bzw. RNA in wassriger udg wurde im BioPhotometer
(Eppendorf) Uber die Absorption bestimmt. Als Ma die Reinheit der Lésung wurde der
Quotient Absorptioff*™Absorptiorf®®™™ bestimmt. Dabei entspricht ein OD bei 260nm
ungefahr 50 pg/ml doppelstrangiger DNA bzw. 40 dggmzelstrangiger RNA.

2.2.3.2 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse der DNA-Praparationen, Restriktionseesl (analytisch) und zur Isolierung
von DNA-Fragmenten (praparativ) wurde die DNA in ahgsegelen ihrer Grol3e nach
aufgetrennt. Dazu wurde Agarose in 1x TAE-PuffeteunErhitzen gelost, wobei die
Konzentration des Agarosegels von der Gro3e danalysierenden DNA-Fragmente abhing
und zwischen 0,8 und 1,5 % betrug. Als Laufpufferde 1x TAE Puffer verwendet. Nach
der Elektrophorese wurde das Gel fur 10 Min. inidittmbromidlésung (Endkonzentration: 1
pug/ml; GibcoBRL) gebadet und die DNA-Fragmente utd¥rLicht untersucht. Analytische
Gele wurden mit defGel-Cam (Polaroid) fotografiert, bei praparativen Gelenreen die
gewiunschten DNA-Banden mit einem Skalpell auf demTtansilluminator (Appligene)
ausgeschnitten. und mit dem QIAquick Gel Extractioh (Qiagen) den Herstellerangaben
entsprechend aus dem Agarosegel geldst. Die DNAewunr 50 pl HO eluiert.
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2.2.3.3 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen des Typs Il schneidepelspéngige DNA an spezifischen 4
bis 8 bp langen Erkennungsstellen und erzeugen dabgeder Uberhangende, kohésive 5'-
oder 3'- Enden oder stumpfe, nicht-koh&sive Enéisnwurden 2 Units Restriktionsenzym fiir
1 Schnitt pro 1 pg DNA eingesetzt. Die Restriktiarslaus wurden nach Angeben des
Herstellers (Roche) in einem Volumen von 20 bispuBGngesetzt. Der Restriktionsverdau
wurde unter den vom Hersteller angegeben Reaktlispungen (Puffer- und
Temperaturwahl) durchgefiihrt. Musste ein Restmigi@rdau mit zwei Enzymen
durchgefuhrt werden, fir die kein geeigneter gesairer Reaktionspuffer existierte, wurde
die Plasmid DNA in zwei Arbeitsschritten verdauterDerste Reaktionspuffer wurde durch
Aufreinigung der Plasmid-DNA mit dem Qiagen PCRiffeation” Kit entfernt.

2.2.3.4 Ligation

50 - 200 ng Vektor DNA wurden mit der dreifachenlanen Mengelnsert-DNA in
Ligationspuffer mit 1 Unit T4-DNA-Ligase (Invitrogé nach Herstellerangaben in einem
Gesamtvolumen von 20 ul ligiert. Sowohl Ligationerit kohasiven als auch mit nicht-
kohésiven Enden wurden Uber Nacht bei 16 °C dufthge Die Anséatze wurden
anschlieBend komplett fur die Transformation eieggsum den ligierten Vektor zu

vervielfaltigen.

2.2.3.5 Amplifikation der cDNA-Bibliotheken

Die kommerziell erhaltlichen cDNA-Bibliothekerufig, mammary gland Marathon-
Ready cDNA; Clontech), sowie cDNA Klondérgin cDNA B12 und H5; ResGen und
fallopian tube cDNA pINCY-A3) wurden mit dem Marathon-ReddycDNA Amplification
Kit in einer PCR nach den Angabe des Herstellergieialtigt. Anstelle der Primer des Kits
wurden LRRK1-spezifische Primer (Abschnitt 2.1.7/9rwendet. Das gewlnschte PCR-
Produkt wurde in einem praparativen Agarosegel exeigigt und mit der TOPO-TA-
Klonierung in den pCB4-TOPO kloniert.
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2.2.3.6 TOPO TA-Klonierung

Der Vektor pCR4-TOPO (Invitrogen) liegt linearisiert vor und hisi einen 3'-
Desoxythymidin (T)-Uberhang sowie eine kovalent uretene Topoisomerase. Da Tag-
DNA-Polymerase eine Matrizen-unabhangige termindleansferase-Aktivitdt besitzt,
generiert sie einen 3’-Desoxyadenin (A)-Uberhang BER-Produktes und erlaubt somit die
effiziente Insertion des PCR-Produktes in den Vie[a6].

Gereinigte PCR-Produkte, die mit Pfu Turbo Polyreer@dnvitrogen) amplifiziert worden
sind, wurden mit 1 Unit Tag-DNA-Polymerase (Invgem) fur 15 Min. bei 72°C inkubiert,
um einen 3’-Desoxyadenosin (A)-Uberhang zu erzeuBém anschlieRende Ligation wurde
Uber Nacht angesetzt und ansonsten, wie die Trnanafmn in TOP10-Zellen, nach Angaben
des Herstellers durchgefuhrt (TOPO-TA-Cloning HKityitrogen). Die korrekte Orientierung
des DNA1nserts wurde mittels restriktionsenzymatischer Spaltuaghgewiesen und durch
DNA-Sequenzierung beider Strange bestatigt.

2.2.3.7 Mutagenese

Bei der gerichteten DNA-Mutagenese werden gezieljunzveranderungen in eine
DNA-Sequenz eingeflgt [97]. Dies geschieht durchbs8tutionen, Insertionen oder
Deletionen der einzelnen Nukleotide oder DNA-Fragtee variabler Lange durch
entsprechende synthetische Oligonukleotide. Beimick@hange XL Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene) wird Pfu Turbo-DNAyRoérase benutzt, um das komplette
doppelstrangige zirkulare Plasmid mit zwei komplatae zum gegenulberliegenden Strang
liegenden Primern zu amplifizieren, die an eineigbéje Zielsequenz binden und die
gewinschte Mutation tragen. Nach der Amplifikataind das Plasmid miDpnl enzymatisch
gespaltenDpnl ist eine Endonuklease, die spezifisch methyliertd hemimethylierte DNA
und somit nur das Ausgangsplasmid spaltet. Dasen@itPlasmid wird dann in XL10-Gold
ultrakompetente Zellen (Stratagene) transformiglie Schritte wurden nach Angaben des
Herstellers durchgefihrt und Mutageneseprimer gerBBchnitt 3.1.7 verwendet. Die

erfolgreiche Mutagenese wurde mittels Sequenziebander Strange bestéatigt.
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2.2.3.8 Kolonie-PCR

Nach TOPO-TA-Klonierungen, Ligationen und Mutagemeaktionen wurden die
erhaltenenE.coli-Kolonien mittels PCR-Analyse einer Vorauswahl unvgen. Als DNA-
Template dient in diesem Fall eine kleine undefieidenge der Bakterienkolonie, die in 20
ul High Fidelity PCR Mix (PCR-Programm nach Angabdas Herstellers, Invitrogen)
gegeben wurde. Um die Zellen zu zerstéren und tHsnid-DNA freizusetzen, wurde das
PCR-Programm mit einer 10 mindtigen Inkubation ®&i °C begonnen. Die eingesetzten
Primer waren komplementar zur Insert-DNA und lagerinem Abstand von zirka 500 bp,
so das ein Amplifikat entsprechender Grol3e in dgarBsegel-Analyse detektiert werden
konnte. Nur aus Kolonien, die in diesem Schnellpestitiv abgeschnitten haben, wurde die
Plasmid DNA fir weitere Verwendungen isoliert.

2.2.3.9 Sequenzierung

Die Sequenzierung der DNA erfolgte nach der Sakgttenabbruch-Methode [98]. Das
Verfahren beruht auf der enzymatischen Syntheser diomplementaren Kopie des zu
sequenzierenden DNA-Stranges, wobei es durch damk&ivon 2',3'-Didesoxynukleosid-5'-
Triphosphaten (ddNTP) aufgrund der fehlenden 3'+Byggruppe zu einem
basenspezifischen Abbruch der DNA-Synthese komnd. MNA wird so in Fragmenten
verschiedener GroRe amplifiziert, die durch Kapglektrophorese nach ihrer Lange
aufgetrennt werden. Hierbei lassen sich Fragmefi¢esich nur um ein einziges Nukleotid
unterscheiden, voneinander trennen. Die Detektemethzelnen Fragmente erfolgt Gber die
Erkennung eines an die ddNTPs gekoppelten, flumesmen Molekils mit einem Laser-
Scanning System.

Alle Sequenz-PCRs wurden mit dem BigDye TerminaBcle Sequencing Ready
Reaction Kit v 1.1 nach Herstellerangaben durchgefiind im ABI PRISM™ 310 mit der
Sequencing Analysis Software v3.7 (alle Komponentam Applied Biosystems) sequenziert.
Die erhaltenen Rohdaten wurden mit der Vector NuiteéSv9.0 Software (contig express,

Invitrogen) verarbeitet und Gberlappende Fragmeasammengefigt.
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2.2.3.10 SOE-PCR

Die SOE-PCR gpliced-overlap-extension) dient zur Fusion zweier DNA-Fragmente, die
um mindestens 30 bp Uberlappen [99]. Normalerweiselen dabei zuné&chst in einer ersten
PCR die zwei Uberlappenden Fragmente aus Vektomgplifeziert und isoliert. In einer
zweiten PCR werden die Fragmente dann fusioniexbeDstellt der Gberlappende Bereich
jeweils einen Primer-ahnlichen Polymerasestartpdiakt Von auf3en zu dem Uberlappenden
Bereich hin startet die PCR an den hinzugeflgtegelagerten Primer. So entsteht ab dem
zweiten PCR-Zyklus ein Fusionsprodukt, das nun ldudie aul3en liegenden Primer
amplifiziert wird.

In dieser Arbeit wurden die beiden einzelnen PCRs&ze in einer Reaktion
zusammengefasst. Dafur wurden dem Reaktionsangatzeitoren mit der Template-DNA,
ein gering konzentriertes ,inneres* Primerpaar, adem Uberlappenden Bereich liegt und
ein normal konzentriertes ,aul3eres” Primerpaar gegen. Auf diese Weise wurden in den
ersten Zyklen die beiden einzelnen Fragmente piedude mehr dieser Fragmente entstand,
umso weniger war vom ,inneren* Primerpaar vorhandeo dass schliel3lich eher die
Uberlappung von 500-1000 bp der Fragmente den Rwlgationskeim fir die Fusions-PCR
darstellte. Das entstandene Fusionsprodukt wurbkeBtich mittels der ,&ufl3eren* Primer
amplifiziert. Die Reaktion wurde mit Platinum Pfx NB Polymerase (Invitrogen)

durchgefuhrt.

Standard-Ansatz SOE-PCR;:

Reagenz Menge/Endkonzentration Zyken Programr
Ausgangsplasmid 1 50 ng 1 Smin__ 99C
Ausgangsplasmid 2 50 ng 23 15sec  9C

10x buffer 1x 15sec 5T
MgSQ, (50 mM) 1,5 mM -
dNTPs (10 mM) 0,3 mM L lr?:?]{rlfbp 2?3
AuRen-Primer 1 (1QM) 0,2uM 1 o aC
AulRen-Primer 2 (1aM) 0,2uM
Innen-Primer 1 (1@M) 0,04uM
Innen-Primer 2 (1@M) 0,04uM
H.O ad 50ul
Pfx-Polymerase 1 Unit
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2.2.3.11 Klonierungsstrategie

Wegen der GrofRe des LRRK1 Transskrpits von 604%dpes nicht moglich in einem
Schritt ein komplettes Amplifikat aus der BrustamiscDNA-Bibliotheken (Abschnit2.1.5)
herzustellen. Stattdessen wurden zuné&chst vieldjipemde Fragmente mit einer Grol3e von
1500 - 2500 bp synthetisiert, die dann in weiteBanritten mittels SOE-PCR fusioniert
wurden (s. Abb. 4). Die Uberlappung der einzelnemgfente betrug 500 bzw. 1000 bp im
letzten Fusionsschritt. Fir die anschlieBende Iklamg der Gesamt-cDNA in
Expressionsvektoren wurden am 5°-Ende eBE@mRV- und am 3-Ende eineXhol-
Schnittstelle Uber die Primersequenzen eingefugin \dem pCMV-2xMyc-LRRK1-wt
Konstrukt ausgehend wurden alle weiteren Konstraktgestellt (s. auch Abb. 7). Wahrend
der Klonierung wurden ungewollt drei stille Mutaten produziert: 2484 G->C (Val), 2505
G->A (GIn), and 2820 G->A (Arg).

>

1530
(— B
s ——
1034 3564
2484 C 4580
[ ——] D
s —
4029 i 6054
C-D

E|°°RV Gesamt cDNA (A-D) Xh°| |
Primer Nr..:

Abb. 4: Klonierungsstrategie der LRRK1-cDNA. Oben sind giamaren cDNA-Amplifikate (A-D) als graue
Balken dargestellt. In kursiv ist die Nummerierudey DNA-Sequenz gezeigt. Nach den ersten SOE-P@RS s
zwei Fragmente, A-B und C-D von je 3500 bp Langestanden, die im letzten Fusionsschritt zur Gesamt
cDNA-Sequenz (A-D) mit den generierten Restrikteniittstellen EcoRV und Xhol, fihrten. Unten ist die
ungefahre Position der verwendeten Primer mit Zi@@ bp Abstand zueinander in Relation zur GesdA
dargestellt.
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2.2.4 RNA-Analysen

2.2.4.1 RNA-Praparation und reverse Transkription

HeLa-Zellen, die bis 60 — 80 % Konfluenz in 35 mnKdlturschalen gewachsen waren,
wurden mit dem RNeasy Kits (Qiagen) nach AngabenHerstellers isoliert und die RNA-
Konzentration bestimmt.

Die reverse Transkription wurde mit der SuperSE¥ifirst-strand-synthesis system for
RT-PCR (Invitrogen) durchgefiihrt. Es wurden 4 pg&met-RNA mit 1 pl Oligo-dT-Primern
nach Angaben des Herstellers transkribiert uncedistandene cDNA bis zur Verwendung in
der PCR bei —20 °C gelagert.

2.2.4.2real-time PCR

Der LRRK1-mRNA Gehalt verschiedener Gewebe (RNApRrationen zur Verfligung
gestellt von Dr. Mennerich, Boehringer Ingelheindlepvon HelLa-Zellen (hormal und nach
siRNA-Behandlung) wurde mit quantitativezal-time PCR (TagMaf") bestimmt [100]. Bei
dieser Methode ist es mdglich das FortschreiterPd@#R-Reaktion mittels einer Farbreaktion
zu verfolgen. Dem Reaktionsgemisch zugesetzte Sormestehen aus kurzen DNA-
Sequenzen, die an die Template-DNA binden und méneReporterfarbstoff sowie einem
Quenchermolekil versehen sind. Wird der Reporteeiner spezifischen Wellenlange (488
nm) angeregt, so emittiert er ein fluoresziererfsigeal, das auf Grund der raumlichen Nahe
zum Quencher durch einen Fluoreszenzresonanz-Etamgfer (FRET) unterdriickt wird.
Durch die 5'-3'-Exonuklease Aktivitat der Polymesawird die Sonde jedoch wéhrend der
PCR abgebaut und das Signal des Reporterfarbdteffesetzt, das nun gemessen werden
kann.

Fur LRRK1-spezifische Reaktionen wurde der Assaylemand und der TagM&ah
Universal Master Mix (beides Applied Biosystems) fiie PCR im ABI PRISM™ 7700
Sequence Detector System (Applied Biosystems) kenldie Reaktionen wurden im
DNA/RNA UV-Cleaner (UVP/T-ATR) nach Angaben des Bleflers angesetzt.

Als interne Kontrolle wurde auch der mRNA-Gehals @leAktins (Assay-on-demand,
Applied Biosystems) bestimmt der dann zur Auswegtumt der Delta-Delta-Ct-Methode
[101] herangezogen wurde. Aulerdem wurde stetskanéolle ohne cDNA mitgefihrt, um

die Reinheit der eingesetzten Reagenzien zu Ulderpru
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2.2.4.3 Northern Blot

Herstellung der radioaktiven Sonde:

Zunachst wurde ein ca. 600 bp grof3es Fragment B&KIL-cDNA mit den Primern 8
und 9 amplifiziert und als Template verwendet, une @adioaktiv markierte DNA-Probe zu
synthetisieren. Das PCR-Produkt wurde in einenfdigem praparativen Agarosegel isoliert
und als Template-DNA in einer weiteren Polymeraaidien eingesetzt. In dieser Reaktion
wurde unter Verwendung vomandom-Primern und radioaktivem/*P-ATP nach den
Angaben des Herstellers (Prime-It 1I Random Prinh@beling Kit, Stratagene) eine
radioaktive Sonde generiert, die anschlieRend til#d?-5 Saulen (Amersham Biosciences)
aufgereinigt (Entfernung des nicht eingebautemoadiven ATP) und mit 0,5 M NaOH fur
30 Min. bei Raumtemperatur denaturiert wurde. Onezdfische Aktivitat der radioaktiven
Sonde wurde im Liquid Scintillation Counter 1410 gNéc) ermittelt. AnschlieRend wurde
die Sondenlésung mit Salmon-Testes-DNA (9,7 mg8igma) versetzt und mit ExpressHyb
Hybridization Solution (Clontech) verdiinnt, so dasse spezifische Aktivitat von 1x10
cpm/ml und eine Endkonzentration 0,1 mg/ml Salmestés-DNA entstand. Fur die RNA-
Ladungskontrolle wurde auf die gleiche Weise ei@@ Bp Cyclophilin-H-spezifische Sonde
generiert, die der kompletten mRNA-Sequenz ent$praCyclophiline sind konstituiv
exprimierte Peptityl-Prolytis-trans-Isomerasen, die die Faltung von Proteinen katigsi
[102].

Hybridisierung von Sonde und Blotmembran:

Die Blotmembranen (MTRY Blots #7760-1 und #7766-1, Clontech) wurden imil@er
fertigen Sondenlésung in Hybridisierungsrohrcheoh(@) tberfihrt, tber Nacht bei 68 °C
im Hybridisierungsofen HB-1000 (UVP) hybridisieAm nachsten Tag wurden die Blots 2x
10 Sek. bei RT und 2x fir 20 Min. bei 68 °C im Wassad mit Waschpufferl und 1x mit
Waschpuffer2 fir 20 Min. bei 68 °C gewaschen. Ahie@end wurden die Blots in Folie
eingeschweil3t und fur 4 Tage auf einen Kodak MRa)-Film in einer Filmkassette mit

Verstéarkerfolien bei —80 °C aufgelegt und ansclerel3entwickelt.
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2.2.5 Proteinchemische Arbeiten

2.2.5.1 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradial

Proteinbestimmungen wurden nach Bradford-Methodehdefihrt [103] bei der das
Reduktionspotential von Proteinen mittels einer bFaedoxreaktion gemessen wird.
Zunachst wurde eine Eichgerade mit Hilfe eines BS#ndards erstellt. Dazu wurden
aufsteigende BSA-Konzentrationen von 25ug/ml biepgfiml in PBS aus einer 2 mg/ml-
Stammldsung (Albumin Standard, Pierce) hergestalid davon jeweils 3x 50 pl
(Dreifachbestimmung) mit je 250 pl eines 1:40 Getmisdes BCA" Protein Assay Reagenz
A und B (Pierce) versetzt und kurz durchmischt. slee wurden je 3x 50 pl der zu
analysierenden Proben behandelt. Nach ca. 30 Min3h °C wurde die Absorption bei 595
nm mit einem UV-Spektrometer (SLT Labinstrumente@m@) bestimmt und an Hand der

generierten Eichgerade die Konzentration der Rrptebe bestimmt.

2.2.5.2 SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinengemischen wurde daPage-XCell SureLock! Mini-
Cell-System von Invitrogen benutzt. Dabei wanderenalurierte Proteine, die durch
Anlagerung von SDS-Molekillen negativ geladene karbilden, in einem Spannungsfeld
groRenabhangig durch das molekulare Netz von BisTozw. TrisAcetat-Gelen (beide
Invitrogen). Die Proteingemische wurden in ProbdfgouInvitrogen) und 50 mM DTT fur
10 Min. bei 65 °C inkubiert und anschlieRend aidf @&l aufgetragen. Die Trennung erfolgte
bei 200 V fir 45 - 60 Min. in 1x MES oder TA-Puff@reide Invitrogen).

2.2.5.3 Coomassie-Farbung

Der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue R250 (BioR&&kbt unspezifisch Proteine blau
an. Gele mit Proben der Kinase-Experimente wur@er88 Min. in Coomassie-Féarbeldsung
gefarbt und anschlieRend in Entfarbeldsung bei Rexmperatur solange inkubiert, bis der
Hintergrund entfarbt und die Proteinbanden gutrkermen waren. Das Gel wurde dann 1,5
Std. bei 80 °C unter Vakuum (Geltrockner, Hoefexfrgcknet.
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2.2.5.4 Western Blot

Die Western Blot Methode dient dem Transfer deBDS-PAGE aufgetrennten Proteine
auf eine Nitrocellulosemembran (Invitrogen), um Bi@teine anschlie3end mit Antikdrpern
zu detektieren. Hier wurde das NuPage XCéll' IBlot Modul (Invitrogen) verwendet, in
dem das Gel in einer mit Blot-Puffer gefullten Kaemauf die PVDF-Membran (Invitrogen)
gedrickt wird. Nach 1 Std. bei 30 V Spannung béC4wurde die PVDF Membran fir 5
Min. mit Ponceau-S-Losung (Fluka) gefarbt. Ansdbdied wurde die Farbelésung mit(H

bidest. abgesplilt und die Proteine erschienerbtistr gefarbte Banden.

2.2.5.5 Antikdrper-Inkubation und -Detektion

Die Blotmembran wurde nach dem Transfer der Pretéim 1 Std. bei RT oder uber
Nacht bei 4° C in 1x RotiBlodR (Roth) geblockt. AnschlieRend wurde der primére
Antikorper in 1x RotiBlock verdinnt (Abschnitt 23).fir 1 Std. bei RT auf die Membran
gegeben. Danach wurde die Membran dreimal fur 10. khit TBS-T gewaschen und fur 1
Std. bei RT mit dem sekundaren, an Meerrettichpdase gekoppelten Antikdrper (HRP,
Amersham Biosciences, 1:4000 Verdinnung) in 1xBotk inkubiert. Durch die Kopplung
des sekundaren Antikdrpers an Meerrettichperoxitasete mit ECL-Reagenz (Amersham
Biosciences) eine Chemolumineszenz hervorgeruferdeme die eine Schwarzung auf
lichtempfindlichem Film wahrend der Exposition ininer Autoradiographiekassette
hervorrief. Dafir wurde die gewaschene Blotmembféan 1 Min. in 5 ml einer 1:20
Mischung der ECI™ Western Blot Detektion (Amersham Biosciences) biétt und die
Blotmembran sofort nach dem Abtropfen einem ECL-ffipn (Amersham Biosciences)

exponiert. Die Entwicklung erfolgte mit dem Curi@ Bilmentwickler (Agfa).

2.2.5.6 GTP-Bindungsexperimente

Die GTP-Bindungsexperimente wurden von Pirowaral. [104] tbernommen und leicht
abgeandert. Die Lysate (in GTP-Bindungspuffer)gfiarerter HEK293FT-Zellen wurden bei
15000 g fur 10 Min. zentrifugiert und aliquotiedp dass jeder Ansatz 1Q@5-Protein
enthielt. Zu jedem Ansatz wurde 30 GTP-Sepharose (Volumen der Sepharose, Sigma)
gegeben, die zuvor in mit 1Q@/ml BSA (Perbio Science) in 1x RotiBlock (Roth)bgmckt
und anschlieBend in GTP-Bindungspuffer gewaschedeviNach einer Inkubationszeit von
1 Std. bei 4 °C wurde optional fur eine weitereng12 mM GTP, GDP, ATP oder CTP zur
kompetitiven Hemmung der Bindung an die GTP-Sem®lonzugegeben. Dann wurden die
Reaktionsansatze auf 0,65 Mikrozentrifugenfiltern (Millipore) geladen, 2xitrje 500 pl
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GTP-Bindungspuffer gewaschen und jeweils kurz b@igdabzentrifugiert. Nach Zugabe von
25 ul eines 6:3:1 Gemischs von,®, SDS-Probenpuffer (NuPage, Invitrogen) und 500 mM
DTT-L6sung auf die Saulen, wurde fur 10 Min. bei ‘2 inkubiert, abzentrifugiert und die
Proben in einer Western Blot-Analyse untersucht.

2.2.5.7 Kinase-Experimente

Die Lysate (in Kinase-Lysepuffer) transfizierter KEO3FT-Zellen wurden bei 100.000 g
fur 30 Min. zentrifugiert und derart aliquotiertass jeder Ansatz 2 mg Protein enthielt.
AnschlieRend wurde die transient exprimierte LRRikch Immunprazipitation pelletiert.
Dafur wurde Anti-Myc- (1:500, 9E10, Sigma) alleirdes zusammen mit Anti-GFP-
Antikorper(1:100, abcam) hinzugegeben und fiir 1 B&l 4 °C inkubiert. Nach Zugabe von
10 ul mit Kinase-Lysepuffer gewaschener Protein-G-Sepdea (Volumen der Sepharose,
Sigma) und erneuter Inkubation fur 1 Std. bei 4WGrden die Reaktionsansatze auf Q65
Mikrozentrifugenfilter (Millipore) geladen. Zunaddahaurden diese 2x mit eiskaltem Kinase-
Lysepuffer und 2x mit eiskaltem Kinase-Reaktionggufiewaschen und jeweils kurz bei 0,8
g abzentrifugiert. Beim dritten Waschschritt wudlam Kinase-Reaktionspuffer G¥® oder
GDP in der angegebenen Konzentration hinzugefligt, 15 Min. inkubiert und kurz
abzentrifugiert. Fur die Kinasereaktion wurdeB@gul Kinase-Reaktionspuffer (inkl. G
oder GDP) mit 3uM ATP (Sigma) und BCi y-**P-ATP (3000 Ci/mmol, Amersham
Biosciences) versetzt und auf die Sdulen gegebach Miner Inkubation von 1,5 Std. bei 30
°C wurden 10ul eines 4:1 Gemischs aus SDS-Probenpuffer (NuRaggrogen) und 500
mM DTT-Losung auf die Saulen gegeben, fur 10 Mirei &2 °C inkubiert und
abzentrifugiert. Die Proben wurden mittels SDS-PA&Hgetrennt, das Gel mit Coomassie
gefarbt und getrocknet. Die Intensitat der CooneaBsinden wurde mit ImageMaster
TotalLab v2.01 (Amersham Biosciences) und die Isitéh der radioaktiven Signale in mit
einem Phosphorimager Sl (Molecular Dynamics) bestim Das radioaktive
Hintergrundsignal des Gels wurde durch MessungseBereichs ohne radioaktive Bande
ermittelt und von den Werten fur die Banden sulérahDer Quotient aus Hintergrund-
bereinigtem, radioaktivem Signal zu Bandenstarkmlerdas spezifische radioaktive Signal

der entsprechenden Bande.
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2.2.6 RNAiknock-down und phéanotypische Untersuchungen

2.2.6.1 RNAiknock-down

Die RNA-Interferenz oder kurz RNAI ist ein zelleirglg Mechanismus, der Zellen gegen
virale Infektionen schitzt und die Expression voanén beeinflussen kann. Dabei wird
virale, in die Zelle eingefiihrte dsRNA oder zelemg mRNA nach Anlagerung an 21-23 bp
langen, komplementare RNA-Molekllen mi¢ro-RNAs) von einem zelleigenen
Proteinkomplex abgebaut, wodurch schlie3lich dietdétnexpression gezielt gehemmt wird
[105-107]. Man kann die Wirkung der zelleigenen Mf&Rauch durch synthetische, 21-23 bp
langen siRNAs ghort interfering RNA) erzielen, in dem man die Zellen mit diesen
transfiziert. Auf diese Weise wird ein gezielt dieanslation der mRNA eines Zielgens
gehemmt und es kdnnen phénptypische Untersuchudgechgefiihrt werden, die zur
Aufklarung der Funktion des betroffenen Gens fuhren

Die siRNA-Nukleofektion der HelLa-Zellen wurde mi60 1,8uM LRRK1-spezifischer
SiRNA pro Ansatz mit dem Cell line NucleofectoKit R (Amaxa, Programm B-28) nach
Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Nach 24,mB7A2 Std. wurde der mRNAre@l-time
PCR, Abschnitt 2.2.4.2), sowie der Proteingehale$®rn Blot mit Anti-LRRK1-Antikdrper)
der LRRK1 Uberprift.

SiRNA#1 sense: 5-GAAUCACUCACUGACUACIt-3
antisense: 5'-GUAGUCAGUGAGUGAUUCCtg-3' (AmbipGat# 16704)

SiRNA#2 sense: 5-CAGAGAUUCUUCCUUUAUAUU-3'
antisense: 5'-PUAUAAAGGAAGAAUCUCUGUU-3* (Dharaton, Cat# D005320-05, LRRK1).

siRNA-Negativkontrolle: Ambion (#1630).

2.2.6.2 Chemotaxismessung durch Wundheilungstests

Wundheilungstestsvurden nach der von Nobest al. [108] beschriebenen Methode
durchgefiihrt. Dabei wurden siRNA-behandelte HeLkefieauf Falcon MicrotesY 96-Well
Assay Plates (Black/Clear Bottom, TC Surface, Fidliie Science) kultiviert und zu einem
dichten Zellrasen wachsen gelassen. Anschlie3emdennit einer kleinen Pipettenspitze ein
zirka 100 um breiter Kanal in den Zellrasen gekratzt und dali@lturplatte auf den
Mikroskoptisch gestellt, der von einem Inkubator (&, 95 % Luftfeuchtigkeit, 5 % G
umgeben war. Zur Analyse wurden Bereiche des vettetem Zellrasens mit dem Mikroskop
(Zeiss Axiovert 200M, AxioVision Software v4.3) fogsiert und Uber ein Zeitspanne von 1

Std. alle 2 Min. eine Kontrastphasenaufnahme getnach
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2.2.6.3 BrdU-Proliferationstest

Bei 5-Brom-2"-desoxy-Uridin (BrdU) handelt es sicim modifiziertes Uridin, das
wahrend der DNA-Synthese inkorporiert wird und d&hs8end durch Immunfluoreszenz
mittels eines monoklonalen Antikdrpers nachgewieserden kann [109]. Auf diese Weise
kann der Anteil sich teilender Zellen einer Kulesmittelt werden.

HelLa-Zellen wurden auf Falcon Microt&4t96-Well Assay Plate (Black/Clear Bottom,
TC Surface, Fisher Life Science) kultiviert, biseiZellkonfluenz von 50 % ohne grofere
Zellagglomerationen erreicht ist. Anschliel3end veudie Farbung der Zellen mit dem BrdU
Labeling and Detection Kit | (Roche) und die Zeltké&&arbung mit 1Qug/ml Hoechst 33342
(Molecular Probes) nach Angaben des Herstellershd@fihrt. Mit einem 10x Objektiv
wurden 9 Ausschnitte (mit je 500 — 1000 Zellen) Well der Mikrotiterplatte mit dem HT-
Imager (Molecular Devices) aufgenommen. Mit Hilfeerd Bildbearbeitungssoftware
MetaMorph (Molecular Devices) wird die Gesamtzdilzéso genannte Hoechst-Féarbung)
und die Zahl der sich teilenden Zellen (BrdU-Fahupigp Ausschnitt eines Wells ermittelt.
Der gemittelte Quotient der BrdU- zur Hoechst-Fapergibt die Teilungsrate.

2.2.6.4 Propidiumiodid-Farbung und FACS-Analyse

Zur Analyse des Zellzyklus einer Zelllinie misshdeNA Gehalt der Zellen. In der G1-
Phase betragt der DNA Gehalt 1N, in der G2/M PR&san der S-Phase liegt der Gehalt der
DNA dazwischen. Der DNA-Gehalt wird Uber die Intalidtion von Propidiumiodid in die
DNA und die daraus resultierende Fluoreszenzstdmie FACS-Gerat bestimmt. Zur
Zellzyklusmessung wurden 1Xdellen bei 1500 rpm abzentrifugiert und einmal iml
PBS gewaschen. Anschliel3end wurden die Zellennm diskaltem (-20 °C) 1:1 Gemisch aus
Methanol und Aceton resuspendiert und zum Fixierbar Nacht bei -20 °C aufbewabhrt.
Danach wurden die Zellen bei 1500 rpm abzentrifigizwveimal mit 2 ml kaltem PBS
gewaschen, abdekantiert und in 5 ml PBS aufgenommath Zugabe von 20Qul
Propidoimiodid-Farbeldsung wurden die Proben mitetes 30 Min. 4 °C aufbewahrt. Die
Messung der Propidiumiodid-Fluoreszenz erfolgte &€ S-Analyse f{uorescence activated
cell sorting; FACSCalibur, Becton/Dickinson). Es wurden jew&(90 Ereignisse pro Ansatz
gemessen und die Anzahl der erfassten Zellen gdgemntensitat der Farbung in einem
Diagramm aufgetragen, so dass Peaks fur Zellenlnit und 2 N DNA entstanden. Der
Bereich der Zellen in G2/M- und S-Phase wurde imagtamm markiert und die zugehorige
Zellzahl bestimmt. Der Quotient aus G2/M- und Sdehdellen zur Gesamtzellzahl ergibt
den Anteil proliferierender Zellen.
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2.2.6.5 Immunfluoreszens-Farbung transfizierter Zden

HelLa- oder HEK293FT-Zellen wurden auf 12 mm Deckghien (Roth) in 35 mm @&
Kulturplatten ausgeséat und je nach Versuch mitriRilk®NA transfiziert oder mit siRNA
behandelt. Nach 24 —72 Std. wurden die Deckglasehémmmen und die Zellen wie folgt
bei RT fixiert und gefarbt: kurz waschen in PBS; Nlh. 3,7 % Formaldehyd in PBS zur
Fixierung; 4 Min. in 0,5 % TX-100 in PBS zur Perrbsigierung (alternativ fury-Tubulin-
Farbungen: 6 Min. in vorgekuhlten Methanol bei 2£0); 10 Min. Waschen in PBS; 30 Min.
Blockpuffer; 1 Std. primérer Antikérper in 1x Rot&®@k™; 10 Min. Waschen in PBS; 1 Std.
sekundérer Antikérper in 1x RotiBloB% inklusive Zellkern-Farbung (Hoechst-Farbung mit 1
ug/ml Hoechst Reagenz); 10 Min. Waschen in PBS; 5. Miaschen in kO und Fixieren der
Deckglaschen mit 3ul MOWIOL 4-88-Ldosung (Calbiochem) auf Objekttrageienn
Antikorper gegem- undy-Tubulin (beides Maus-Antikorper) in einem Experitheerwendet
wurden, dann wurde zunachst die erfolgf€ubulin-Farbung mit einem Uberschuss Biotin-
konjugiertem Anti-Maus-Antikorper-Fragment (Diandwgeblockt. Erst im nachsten Schritt
wurden die Zellen mita-Tubulin-Antikdrper und in Gegenwart von Cy3-Sti@ptlin
(Dianova; 1:50 Verdinnung), das an Biotin bindakubiert. Der letzte Schritt entsprach
wieder der oben beschriebenen Inkubation des sékendi\ntikdrpers mit Cy2-konjugiertem
Anti-Maus-Antikorper. Die Zellen wurden unter demikkbskop analysiert und fotografiert
(Zeiss AxioVert 200M Fluoreszenz Mikroskop; Axiolba v4.3 Software).
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