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3 Ergebnisse

3.1 Bioinformatische Analyse fiir die Entwicklung eperimenteller Ansatze

3.1.1 Aufbau des LRRK1-Gens

Zu Beginn dieser Arbeit gab es keine Literatur, théormationen Uber die LRRK1
(leucine-rich repeat kinase 1) enthielt. Im Laufe der Arbeit stellten dann Mampiet al.
LRRK1 als eine der 512 humanen Proteinkinasen wdrfiihrten die Bezeichnung LRRK1
ein [110]. Das humane LRRK1-Gen liegt auf Chromosbin(15g926.3) und besteht aus
insgesamt 36 Exons, die sich Uber eine Lange ven 200 kbp erstrecken. Der kodierende
Bereich der LRRK1-mRNA (GenBank DQ013130) ist 60#b lang und wird vermutlich
gewebespezifisch in unterschiedlichen Splei3vagiartranskribiert, wie die Analyse der
Sequenzhomologiesuche mit BLASbagic local alignment search tool) zeigen. Die
gesammelten Sequenzdaten eressed sequence tags (ESTs) und der genomischen DNA
sind in Tabelle 1 im Anhang zusammengefasst. Fdigerariationen der LRRK1-Sequenz
wurden durch den Vergleich der EST-Daten ermitteliie 71 bp Duplikation (Basen 336-
407 der gezeigten LRRK1-DNA im Anhang, Abb. 20) warder cDNA dieser Arbeit,
diversen Datenbank-ESTs und der von Mannehgal. verdffentlichen LRRK1-Sequenz
vorhanden, kommt aber nicht in der aktuellen gesohen humanen DNA (NCBI build35)
vor. Des Weiteren enthélt die von Mannimy al. vorausgesagte DNA-Sequenz zwei
Abschnitte, die nicht in EST-Datenbanken gefundesrden konnten und nicht in den
Sequenzen klonierter cDNA aus Gehirn, Lunge unds@nisengewebe vorkam. Diese
Abschnitte umfassen ein Exon (Exonl3, 83 bp), dasefnen potentiellen, zuséatzlichen
leucine-rich Repeat (LRR) des Proteins kodiert und eine Verlnge des Exon 16
(Verlangerung um 34 bp). Letzteres ist moglicheseeain Artefakt, das bei der Vorhersage
der DNA-Sequenz und der Spleil3stellen durch Manrengl. entstanden ist, da diese
Verlangerung nicht in den Sequenzen anderer RO@&iRe vorkommt und eine alternative,
34 bp upstream gelegene Spleil3stelle nicht beriicksichtigt wuridee EST-Daten deuten
aul3erdem auf je ein Stop-Kodon in Exon 35 und 86Von denen nach Spleilien der mRNA
nur noch ein Exon translatiert werden kann (TabBlleBeide Exons kodieren fir den letzten
der im C-Terminus vorhandenen WD-40-Repeats. Didieéser Arbeit verwendete Sequenz

und die Mehrzahl der gefundenen ESTs enthalten Bgon
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3.1.2 Analyse der Primarstruktur des LRRK1-Proteins

Die in dieser Arbeit verwendete LRRK1-cDNA kodiefiir ein Protein von 2014
Aminosauren mit einer berechneten molekularen Masse225 kDa. Das LRRK1-Protein
besteht aus 6 N-terminalen Ankyrin-Repeats (ANK)Jéducine-rich Repeats (LRR), jeweils
einer Roc- Ras of complex proteins), COR- C-terminal of Roc) und Kinasedoméne, sowie 7
WD-40-Repeats im C-Terminus (Abb. 5A).

Die mehrfach vorhandenen Doménen (Protein-Repsaigilen in Sequenzalignments
dargestellt und durch Vergleich gegen Konsensussegun aus der Literatur klassifiziert
(Abb. 5B-D). So konnten die LRRs der LRRK1, die @ruppe ftypical LRRs* gehoren [27],
auf Grund eines konservierten Serins (Abb. 5C) reldatergruppe von LRR-Proteinen
zugeordnet werden, deren Mitglieder mit Ras-Preteinteragieren [28].

Fur WD-40-Repeats exisitert auf Grund der hohena¥ditat der Aminosauresequenzen
keine eindeutige Konsensussequenz. Generell giticle dass die Konservierung einzelner
Aminosauren zum C-Terminus innerhalb eines Repaatzunimmt [30], so dass sich die
von Neeret al. veroffentlichte Tabelle einer Konsensussequenigliet tGber die letzten drei
von vier B-Faltblattern erstreckt (Abb. 5E, [29]). Wegen dre¥ariabilitdt waren die mit
ClustalW errechneten Sequenzalignments zum Tédik migssagekraftig und mussten manuell
korrigiert werden. Um dabei Fehler zu minimieremyeen zusatzliche Sequenzen verwandter
Proteine mit in die Analyse einbezogen. Folglichraen die C-Termini von insgesamt 19
ROCO-Proteinen, sowie die Aminosauresequenzen r@édimtereinheiten von G-Proteinen,
die aus WD-40-Repeats bestehen, untersucht. Daststandene multiple Sequenzalignment
(Abb. 5D und Abb. 22 im Anhang) zeigt fir jedes Beoteine genau sieben Wiederholungen
von je drei hydrophoben konservierten Blocken, tipische Merkmale der WD-40-
Konsensussequenz enthalten. Eine Sekundarstruktuexéage (PSI-PRED; [94]) sagt fur
diese Bereiche vorwiegen@tFaltblatter voraus, wie sie Ublicherweise in WDHR€peats

vorkommen.
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Fig. 5: Proteindoméanen und Sequenzalignment der LRRK1-iArBtepeatsA Eine schematische Darstellung
der LRRK1-Domanenstruktur zeigt 6 Ankyrin-RepeaddK, orange), l4leucine-rich Repeats (LRR, gelb),
Roc- Ras of complex proteins, rot), COR- C-terminal of Roc, blau) und Kinasedomane (griin), sowie 7 C-
terminale WD-40-Repeats (graB. Multiples Sequenzalignment dénkyrin-Repeats mit Konsensussequenz
[25]. C Die LRRs gehdren zur Gruppe déypjcal LRRs' (Konsensussequenz aus [27]) und kdnnen auf Grund
eines konservierten Serins (markiert durch ein sches Dreieck) einer Untergruppe der Ras-interagaen-
LRRs [28] zugeordnet werdeB® Das multiple Sequenzalignment der WD-40-Repeaitst teei konservierte
Blocke (s. auch Abb. 22)E In einer Tabelle von Neeet al. [29] ist ein Teil der variantenreichen
Konsensussequenz der WD-40-Repdatgiestellt.

B-D Farbkodierung der Aminoséuren in den SequenzakgusnAlle konservierten Aminosauren sind farblich
unterlegt nach dem ClustalX-Schema von Jalview :[18ydrophob (hellblau), Tyrosin und Histidin
(dunkelblau), negativ geladen (pink), Serin, Thiroand Asparagin (grin). Alle Glycin (braun) undofm
(gelb) sind farblich unterlegt.
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3.1.3 Verwandtschaftsgrad zwischen ROCO-Proteinenevanschaulicht mit multiplen

Sequenzalignments

Das Fehlen jeglicher funktioneller Hinweise tUberRIRL zu Beginn dieser Arbeit warf
die Frage auf, welche experimentellen Ansétze sithrand effektiv zur Charakterisierung
des Proteins beitragen kdnnten. Mittels Sequenzhagiesuche mit BLAST und multiplen
Sequenzalignments wurden folglich zunadchst ortheldgroteine anderer Organismen
identifiziert, die bereits in der Literatur zu bkseben waren. Die auf diese Weise
gesammelten Informationen stellten eine wichtigar@rage fir den experimentellen Aufbau
dieser Arbeit dar, der jeweils in den betreffendéschnitten begrindet wird.

Das multiple Sequenzalignment der orthologen PRmetdst im Anhang (Abb. 21)
dargestellt und wurde im elektronischen Laborbueh $Sichering AG abgespeichert (ELN,
Juni 2003; TitelBioinformatic investigation of the island domain and WD-40 repeats in the
C-terminus). Kurze Zeit spater postulierte Bosgraafl. [1], dass die Roc-Doman&ds of
complex proteins) eine Untergruppe der Ras-Proteine darstellt ¢(€haAbb. 1-3 in der
Einleitung). Da die multiplen Sequenzalignments Bwsgraafet al. [1] mit denen in dieser
Arbeit (Abb. 2 und 21) dbereinstimmen, wurde dienvBosgraafet al. publizierte
Nomenklatur tbernommen.

Die stark ausgepragte Sequenzhomologie der ROC@ireomanifestiert sich in einer
einheitlichen Proteindomanenarchitektur (Abb. lig dich tUber LRRs, Roc- und COR-
Domaéne erstreckt. Dartiber hinaus enthalten LRRK-R@ELO-Proteine typischerweise eine
Proteinkinasedomane und oft WD-40-Reped@tsr konservierte Bereich zwischen LRRK1
und der orthologen Proteine umfasst somit bis zhseinterschiedliche Proteindomanen.
Besonders deutlich ist die Verwandtschaft in einigebschnitten der Priméarstruktur zu
erkennen. So kommen die in den LRRs der LRRK1 koresten Serine (Abschnitt 3.1.2,
Abb. 5C) und das in der Einleitung erwdhnte HistililRRK1-H757; Abschnitt 1.1.1. und
Abb. 2) typischerweise in ROCO-Proteinen vor. Zudenthalten alle bekannten ROCO-
Proteinkinasen des LRRK-Typs aus mehrzelligen Osgaen einen seltenen Phenylalanin-
Tyrosin Austausch inactivation loop der Kinasedoméane (DYG- anstelle eines DFG-Matifs,
s. auch Abschnitt 1.1.3. und Abb. 13).
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3.1.4 Vorhersage potentieller LRRK1-Phosphorylierugsstellen

In Abschnitt 3.5 dieser Arbeit wird die Autophospyierungsakivitat der LRRK1
beschrieben. Da die Phosphorylierungsstelle(n) karir@ sind, wurde eine NetPhos-Analyse
(NetPhos-2.0-Server, [93]) der LRRK1-Aminosauresequ durchgefihrt. Die NetPhos-
Analyse beruht auf dem Vergleich von Aminosauresagan gegen 25 Aminosauren lange
Phosphorylierungs-Konsensussequenzen jeweils smtwiffir Serine, Threonine oder
Tyrosine. Die Konsensussequenzen selbst basiefetreauAminoséuresequenzen bekannter
Kinasesubstrate. Die Ergebnisse der LRRK1-NetPhusy&e sind in Abb. 6 in Kombination
mit einer schematischen Darstellung der Proteins@mstruktur gezeigt. Dabei entsprechen
die Werte der X-Achse der Nummerierung der LRRK1#Aesauresequenz. Ein Serin
innerhalb desctivation loops der Kinasedomane, sowie eine Serin-reiche Reginarhalb
der WD-40-Repeats im C-Terminus (s. auch Abb. 8@ besonders gekennzeichnet, da sie

im Diskussionsteil der Arbeit erwahnt werden.
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Abb. 6: Vorhersage potentieller LRRK1-Phosphorylierundtste Die Ergebnisse der NetPhos-2.0-Analyse
[93] fur die LRRK1-Aminosduresequenz sind in dreia@dammen dargestellt (oben: Serine in rot; mitte:
Threonine in blau; unten: Tyrosine in schwarz). Bi&chsen zeigen jeweils die kalkulierte Wahrschiehkeit

der poteniellen Phosphorylierungsstellen auf efBkala von 0 bis 1, wobei 1 die grofite Wahrschéialic
darstellt. Die Werte der X-Achse, die fur alle dbéagramme gilt, entsprechen der Nummerierung diRIK1-
Aminosauresequenz. Ein Serin innerhalb deSvation loops der Kinasedoméne, sowie eine Serin-reiche
Region innerhalb der WD-40-Repeats im C-Terminag siesonders mit Pfeilen gekennzeichnet, die awgrnde
Position in der schematisch dargestellten Protengdenarchitektur der LRRK1 (oben) weisen.
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3.2 Klonierung der LRRK1-cDNA und Herstellung von Expressionskonstrukten

Die komplette Wildtyp-cDNA (dargestellt im AnhangbB. 20; GenBank DQ013130)
sowie einige Fragmente wurden in ExpressionsveRtddeniert. AufRerdem wurden fur
einige Experimente gezielt Punktmutationen eingeftim diesem Abschnitt befindet sich
eine vollstandige Auflistung aller verwendeten Eegmionskonstrukte, deren Zweck genauer

in den zugehdrigen Kapiteln erlautert wird.

Vektor Bezeichnung des Inserts Aufbau des Proteinproakts
pCMV-2xmyc LRRK1-wt O = | | |
LRRK1-K1269W 1 |
LRRK1-K650A - % - [ |
LRRK1-AWD-40 [ — |
LRRK1-AKinaseAWD-40 GO -
Roc-Doméne G
LRRK1-K745C GO 3 - [ |
LRRK1-K745G B [ |
LRRK1-F1021C GO =] [ |
LRRK1-11411T 0 |
DEGFP-N3 LRRK1-wt = 5 N O 11
(EGFP#ag) LRRK1-K1269W (. [ v
pDEST27 Kinase-wt S
(GST+ag) Kinase-K1269W =]
PCDNA3.2V5-  Kinase-WD-40 35 I —
DEST (V5tag)

Abb. 7: Zusammenfassung aller verwendeten LRRK1-Expredsimstrukte. Die Farbkodierung der
Proteinprodukte entspricht der aus Abb. 5A. Pretags sind schwarz-weild dargestellt: doppelter Mag-
(gepunktet), EGFRag (langs gestreift), GSTag (quer gestreift) und HAag (kariert). Der Ort der eingefiihrten
Punktmutationen ist durch ein Sternsymbol geke rohzeit.

3.3 Transient exprimierte LRRK1 ist im Cytosol lokdisiert

Transient und endogen exprimierte LRRK1 weisen &@né3e von zirka 200 kDa auf,
wie durch Western Blot-Analyse mit Anti-Myc- und #hRRK1-Antikbrpern gezeigt
werden konnte (Abb. 8A). Die Spezifitdt des aus iKelmenserum gewonnen Anti-LRRK1-
Antikorpers, die sich gegen die Kinasedomane rchkennte durch RNA-Interferenz

vermitteltenknock-down der endogenen LRRK1-Expression gezeigt werden.
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Abb. 8: Transiente Expression der LRRKA. In einer Western Blot-Analyse konnte transient éwfarte
LRRK1 mit Anti-Myc- (N-terminaler 2xMydag, Bahn 2 oben links) und Anti-GFP-Antikorper (Crtenaler
EGFPtag, Bahn 3 oben links) detektiert werden. Als Kor&oWwurde Cytosol nicht transfizierter Zellen
eingesetztrfock; Bahn 1). Der Anti-LRRK1-Antikdrper erkennt sowdhdnsient (Bahn 1, oben rechts) als auch
endogen exprimierte LRRK1 in HelLa-Zellen (Bahn Bgw rechts; Transfektion mit Kontroll si-RNA ohne
phanotypischen Effekt). RNA-Interferenz fihrte zmesnknock-down der endogenen LRRK1-Produktion (Bahn
3 oben rechts; *: 20x langere Exposition des FilBshktin dient als Ladungskontrolle der Western Blots
(unten).B Transient exprimierte 2xMyc-LRRK1 (rot, mitte) uhBRRK1-EGFP (griin, unten) sind ausschlief3lich
im Cytosol vorhanden und die HelLa-Zellen zeigereainrmale Morphologie, wie die EGFP-Kontrolle (grin
oben) bestatigt. Gelber Balken: i®; AK: Antikdrper

Die unterschiedlichertags hatten keinen Einfluss auf die ausschlief3lich sgfische
Lokalisation der transient exprimierten LRRK1 (Al@®). Dies deutet darauf hin, dass durch
Hinzufiigen der verwendeteiags keine Signalpeptide in der LRRK1 Aminosauresequenz
maskiert wurden. Die verwendeten Zelllinien (HeLaduHEK293FT) zeigten bei der
Expression der Wildtyp- (Abb. 8B) und mutierten LRRK1269W (ohne Abbildung) eine
normale Morphologie und die Transfektionsratenrddlenstrukte betrugen 20-40%.

Zusammengefasst stellen HeLa- und HEK293-Zelleralal Bedingungen zur Analyse
transient exprimierter LRRK1 dar, da in beiden &mtemen groRe Mengen Protein
hergestellt werden kdnnen, ohne die Vitalitat delteh zu beeinflussen.
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3.4 GTP-Bindungsaktivitat der LRRK1

3.4.1 LRRK1 bindet spezifisch GTP und GDP

Fur ROCO-Proteine wurde postuliert, dass ihre RomBne in Analogie zu kleinen
GTPasen in der Lage sein kénnte, Guanosinnukleatideinden [1]. In Proteinen der Ras-
Gruppe wird jedoch ein wichtiger Beitrag der Afféti zu Nukleotiden durch das
hochkonservierte NKxD-Motiv vermittelt [2, 8], das Roc-Domanen einen Lysin-Histidin
Austausch enthélt (Abschnitt 1.1.1. und Abb. 2).sD&eiteren wird die Spezifitat fur
Guanosin unter anderem durch das Alanin des SAKwgotermittelt [2, 8], das in Roc-
Doméanen weniger deutlich konserviert ist (SCK inRKL; s. auch Abb. 2). Auf Grund
dieser Unterschiede wurde dberprift, ob die LRRKBRoméne spezifisch
Guanosinnukleotide binden kann.

Um die Roc-Domane der LRRK1 auf Bindungsaktivitatentesten, wurde Cytosol von
HEK293FT-Zellen, die 2xMyc-LRRK1-wt produzieren, tmGTP-Sepharose inkubiert.
LRRK1, die durch Bindung an GTP-Sepharose vom ichsth Cytosol isoliert werden
konnte, wurde anschlie3end in einer Western Blatlyse mit einem Anti-Myc-Antikdrper
detektiert (Abb. 9A). Dass die gefundene Wechsé&lwig der LRRK1 zwischen GTP und
nicht der Sepharose stattfand, konnte durch Zugat®s Uberschusses an GTP wéahrend des
Experiments gezeigt werden. Dabei wurde die besthelnteraktion zwischen GTP-
Sepharose und LRRK1 kompetitiv durch freies GTR=er aufgehoben.

Die Spezifitat der Bindung wurde durch den Einsaézrterer Nukleotide untersucht. Da
GDP ebenfalls eine kompetitive Wirkung zeigt, mus&RK1 auch GDP-Bindungsaktivitat
haben, die von der GTP-Bindungstasche vermittett.wDie Zugabe von ATP oder CTP
zeigten hingegen keinen Effekt. Dadurch wurde @iezgische Affinitat der LRRK1 zu den
Guanosinnukleotiden GTP und GDP, wie sie auf Grdesl Vergleichs zu kleinen GTPasen

postuliert wurde, bestéatigt.

3.4.2 GTP bhindet an die Roc-Doméne

In Analogie zu Proteinen der Ras-Gruppe sollte diehGTP-Bindungstasche der ROCO-
Proteine in der Roc-Domane befinden. Demnach kéeine Mutation in der Bindungstasche
zum Verlust der GTP-Bindungsaktivitat fihren. Urasdzu testen, wurde ein Lysin zu Alanin
Austausch (LRRK1-K650A) imP-loop (phosphate-binding loop) der putativen GTP-
Bindungstasche eingefuihrt. DeP-loop kleiner GTPasen ist verantwortlich fur die
Komplexierung dep- undy-Phosphate der GTP-Molekule [2, 8, 111].
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Abb. 9: Die LRRK1-Roc-Doméne bindet spezifisch GuanosinnuktentiEs wurden jeweilsiquivalente
Mengen des Cytosols transfizierter HEK293FT-Zelteit GTP-Sepharose versetzt. LRRK1 bzw. Fragmente,
die an die GTP-Sepharose gebunden waren, wurdedmtitMyc-Antikdrper im Western Blot detektierf
LRRK1-wt war an GTP-Sepharose gebunden (Bahn 1)dissk Bindung konnte kompetitiv durch Zugabe von
2 mM GTP oder GDP (Bahn 2 bzw. 5) unterbunden werdenM ATP oder CTP erzeugten keine kompetitive
Verdrangung (Bahn 3 und 4. LRRK1-K650A war nicht in der Lage GTP-Sepharosebinden im Vergleich

zu LRRK1-wt (Bahn 2 und 1, oben) oder der Deletioutante LRRKIAWD-40 (Bahn 3, oben). Unten sind die
Expressionkontrollen der Konstrukte gezeigtDie Bindung zwischen Roc-Domane (ca. 27 kDa; Bahant
GTP-Sepharose konnte kompetitiv durch 2 mM GTP (Bihunterbunden werden.

Im oben erwahnten Bindungs- und Kompetitionsexpenikonnte LRRK1-K650A nicht
durch Bindung an GTP-Sepharose isoliert werden (Ai). Dieses Ergebnis deutet darauf
hin, dass die Roc-Domane die GTP-Bindungstascheiknt

Eine Bestatigung dieser Annahme sollte durch Bigddar transient exprimierten, 27
kDa grol3en Roc-Doméne an GTP-Sepharose erreicdeweAllerdings konnten nur geringe
Mengen der Roc-Doméne produziert werden, so dasdiegkter Nachweis der Expression
durch Western Blot-Analyse nicht realisierbar wennoch konnte nach Anreicherung durch
GTP-Sepharose eine Bande mit der theoretisch exteartGroRe von ca. 27 kDa der Roc-
Domane detektiert werden (Abb. 9C). In diesem \M@rskonnte die Interaktion ebenfalls

durch Zugabe eines GTP-Uberschusses kompetitivhurtden werden.

48



Ergebnisse

Die Deletionsmutante LRRKAWD-40, die in Abschnitt 3.5.6 behandelt wird, wurde
ebenfalls auf ihre GTP-Bindungsaktivitat geprifRRK1-AWD-40, dem die C-terminalen
5'/, WD-40-Repeats fehlen, war in der Lage an GTP-Ag@mu binden, wie der Vergleich
gegen die LRRK1-K650A-Negativkontrolle zeigt. (Abfk5 B). Dieses Ergebnis ist in
Ubereinstimmung mit dem GTP-Bindungsverhalten keiGTPasen, die ebenfalls keine

zusétzlichen Faktoren fur die Bindung benétigen.

3.5 GTP-abhangigecis-Autophosphorylierung der LRRK1

3.5.1 Autophosphorylierungsaktivitat der LRRK1

Die Primarstruktur der LRRK1-Kinasedomane enthdik &ir die ATP-Bindung und
ATP-Hydrolyse notwendigen Motive [34-37]. Eine Bederheit ist jedoch der in LRRK1
vorhandene Austausch von Phenylalanin zu TyrosirDiaG-Motiv (DYG in LRRK1) im
activation loop der Kinasedoméne (s. Abschnitt 1.1.3). Obwohl &&enylalanin eine
wichtige Rolle im Aufbau der ATP-Bindungstascheeipj112], kénnen Kinasen mit einem
DYG-Motiv aktiv sein, wie im Fall der Proteinkina€eiota [113].

Fir die Kinase-Experimente wurde transient exprnitaie2xMyc-LRRK1-wt mittels
Immunprézipitation mit Anti-Myc-Antikérper aufgerégt und in Gegenwart vorrP-ATP
inkubiert. AnschlieRend wurden die Proteine des kRaasansatzes per SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt und das Gel getrockie radioaktive Bande der LRRK1-wt
deutet auf eine Autophosphorylierungsaktivitat tgbb. 10A). Durch Einfihren einer
Punktmutation in die ATP-Bindungstasche der LRRHRRK1-K1269W) wurde eine
Mutante generiert, die nicht mehr in der Lage seifte ATP koordinativ zu binden [37]. Im
Experiment bestatigte sich diese Annahme, da diepghosphorylierung sichtbar verringert
war. Somit war gezeigt, dass LRRK1 eine aktive Ke#st, die sich selbst phosphoryliert.
Handelstbliche Kinasesubstrate, wie MBRydlin basic protein), Casein oder Histon H1
wurden in Gegenwart der LRRK1-wt nicht phosphoryl{ehne Abbildung).
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Abb. 10: LRRK1-Autophosphorylierung wird durch GTP stimutiekinase-Experimente wurden mit transient
exprimierter, immunprazipitierter 2xMyc-LRRK1 au€K293FT-Zellen durchgefihrA Ein Autoradiogramm
(links) mit dem zugehorigen SDS-Gel (rechts) zefgttophosphorylierungsaktivitat der LRRK1. Bahn 1:
Transfektions-Negativkontrolle mit Leervektomdck); Bahn 2: autophosphorylierte LRRK1-wt; Bahn 3:
verminderte Autophosphorylierung der LRRK1-K1269W¢dtivkontrolle.B Die Autophosphorylierung der
2xMyc-LRRK1-wt und -Mutanten wurde in AbwesenheitduGegenwart von 1M GTPyS gemessen. Das
Autoradiogramm (oben) zeigt die Aktivierung der URRwt, nicht aber von LRRK1-K1269W, LRRK1-
AKinaseAWD-40 und LRRK1-K650A. Unten ist das zugehtrige SBS abgebildetC Die Quantifizierung
von drei unabhangigen Experimenten zeigt die A&tlvarkeit der LRRK1-wt durch G¥B, die bei LRRK1-
K1269W und LRRK1-K650A ausbleibt. Die Y-Achse zedie relative Aktivierung der Autophosphorylierung
im Bezug auf den Wert der LRRK1-wt ohne Zusatz @&3rPyS.
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3.5.2 LRRK1-Kinaseaktivitat wird durch GTP stimuliert

Kleine GTPasen werden durch GTP-Bindung aktiviert stimulieren in dieser Form
downstream effector Proteine. In diesem Teil der Arbeit wurde versueime &hnliche
Beziehung zwischen der in Abschnitt 3.4 beschriebheGTP-Bindung und der oben
gezeigten Autophosphorylierung nachzuweisen. Fabiglwurde die Kinaseaktivitat der
LRRK1-wt und -K1269W in Ab- und Anwesenheit von 1M1 GTPyS, einem nicht
hydrolisierbaren Derivat des GTPs mit gleicher Wirg, Uberprift. Zusatzlich wurde die
Deletionsmutante LRRKMKinaseAWD-40, die keine Kinasedomane enthalt, benutzt um
die Starke des unspezifischen Hintergrundsignalsestimmen.

LRRK1-wt wies eine deutliche Steigerung der Autaggtorylierung durch GTfS auf,
wohingegen die Mutanten keinen Effekt zeigten (AWDB-C). Dies bestétigt die
Kinaseaktivitat der LRRK1-wt und deutet auf ein@ltionelle Verbindung zwischen Roc-
und Kinasedomane hin. Die mutierte Kinasedoméne LdRRK1-K1269W konnte nicht
stimuliert werden und produzierte Signale, die onen der Deletionsmutante LRRK1-
AKinaseAWD-40 vergleichbar waren. Da diese Deletionsmutarjegloch keine
Kinasedomane enthielt, entsprach die Intensitatradioaktiven Banden der Mutanten dem

Hintergrundsignal des Experiments.

3.5.3 LRRK1-K650A zeigt keine Autophosphorylierungaktivitat

Sollte die GTP-Bindung tatséachlich zur Stimulieruwhey Kinaseaktivitat fihren, musste
sich die fehlende GTP-Bindungsaktivitdt der LRRK&SKA in den Kinase-Experimenten
widerspiegeln.

Obwohl die Kinasedoméane selbst keine Mutation efithzeigte LRRK1-K650A, die
kein GTP binden kann, eine deutlich reduzierte pbtsphorylierungsrate. Die Signale
waren vergleichbar mit denen der Kinase-inaktiveRRK1-K1269W (Abb. 10B-C).
AulRerdem erzeugte die Zugabe von i GTPyS keine Stimulation der LRRK1-K650A
Kinaseaktivitat. Somit konnte die funktionelle Vemtbung zwischen GTP-Bindung und
Kinaseaktivitat durch die Experimente mit LRRK1-K@5bestatigt werden.
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3.5.4 LRRK1-Kinaseaktivitat wird selektiv durch GTP stimuliert

Analog zum Aktivierungsmechanismus kleiner GTPas@nnten GTP und GDP einen
unterschiedlichen Effekt auf LRRK1 ausuben. Folgliwurden GTRS und GDP in
unterschiedlichen Konzentrationen (0,1 - 1 Endkonzentration) zu den Kinase-
Experimenten gegeben. Gy fuhrte dabei zu einer dosisabhéangigen Steigerdeg
Autophosphorylierung mit einem Sattigungspunkt irarédch von 1uM (Abb. 11). GDP

hingegen fuhrten zu keiner Stimulation.

A B

LRRK1-wt 8 25 g oms
GTPYS [uM] - 01 1 10 - - - 2 207 meop /H
GDP [uM] - - - - 01 1 10 < 15 § 1
— N PTG S
S 05
i i i BB " 00 ‘

0 0,1 1 10¢/uM

Abb. 11: LRRK1-Autophosphorylierung wird selektiv durch GEBmuliert. Kinase-Experimente wurden mit
transient exprimierter, immunoprazipitierter 2xMyBRK1-wt aus HEK293FT-Zellen durchgefiihrh Die
Autophosphorylierung derRRK1-wt wurde in Gegenwart verschiedener @¥Poder GDP-Konzentrationen
(0,1 - 10uM) gemessen. Das Autoradiogramm (oben) zeigt eirsisdbhangige Aktivierung durch Gy%, die
nicht durch GDP erreicht wurde. Unten ist das ziggk SDS-Gel gezeigB Die Quantifizierung von vier
unabhéngigen Experimenten zeigt die @3@)-Stimulation im Vergleich zu dem ausbleibendenekiffvon
GDP @). Die Y-Achse zeigt die relative Aktivierung deutdphosphorylierung im Bezug auf den wt-LRRK1-
Wert ohne Zusatz von G¥B. Die X-Achse bilden die unterschiedlichen G3Pbzw. GDP-Konzentrationen
ab.

3.5.5 Die LRRK1-Autophosphorylierung findet intramolekular statt

Eine Autophosphorylierung kann prinzipiell intrades intermolekular (incis oder in
trans) stattfinden. Um den Modus der LRRK1-Autophosplieryng zu untersuchen wurde
die Kinase-inaktive LRRK1-K1269W als Substrat fUurRRK1-wt eingesetzt. Die
Auftrennung beider Proteine im SDS-Gel wurde dwgicten an LRRK1-K1269W angefligten
EGFPtag (zusatzliche 27 kDa) ermdglicht (Abb. 7). Nach leoisfektion der
Expressionskonstrukte wurde die Immunprazipitatdiar Ansatze simultan mit Anti-Myc-
und Anti-GFP-Antikérpern durchgefihrt.

LRRK1-wt war in der Lage sich selbst, nicht aber RR-K1269W-EGFP zu
phosphorylieren (Abb. 12A). Dieses Ergebnis dewtat einen intramolekularenci§)
Autophosphorylierungsmechanismus hin.

52



Ergebnisse

3.5.6 Deletion der WD-40-Repeats fihrt zum Verlustler
Autophosphorylierungsaktivitat

Die WD-40-Repeats in LRRK1 enthalten einen Beremtvielen Serinen (Aminosauren
1839 — 1890; s. Abb. 20), der eine Autophosphamytigsstelle beinhalten kdénnte (s. auch
Abschnitt 3.1.4). Um erste Hinweise lber die Fumktdes C-Terminus zu erhalten, wurde
die Deletionsmutante LRRKAWD-40 in Kinase-Experimenten eingesetzt.

Es stellte sich heraus, dass durch die Deletionekdutophosphorylierung mehr madglich
war (Abb. 12B). Trotz intakter GTP-Bindung (s. Abatt 3.4.2 und Abb. 9C) wurde dartber

hinaus keine Stimulation durch Zugabe von 2 mM ¢S Brreicht.
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Abb. 12: cisAutophosphorylierung und Inaktivitdit der Deletiongante LRRK1AWD-40. Kinase-
Experimente wurden mit transient exprimierter, inmoprazipitierter LRRK1 aus HEK293FT-Zellen
durchgefiihrt. Oben sind jeweils die Autoradiogramme unten die zugehérigen SDS-Gele dargestellin
Tris-Acetat-Gel lauft die EGFP-getaggte LRRK1-K126®berhalb der 2xMyc-LRRK1-wt. 2xMyc-LRRK1-wt
phosphoryliert sich selbst, aber nicht kotransfteikinase-inaktive LRRK1-K1269W-EGFP (Bahnl). B&hn
und 3 zeigen Kontrollexperimente mit aktiver 2xMyRRK1-wt und inaktiver LRRK1-K1269W-EGFP. Die
Immunpréazipitationen wurden jeweils gemeinsam mitiMyc- und Anti-GFP-Antikérpern durchgefuhi
Die Deletionsmutante LRRKAWD-40 wird im Gegensatz zu LRRK1-wt nicht autophumyliert. Trotz
intakter GTP-Bindungsaktivitat (s. Abschnitt 3.4k9nn keine Stimulation durch Zugabe von 2 mM 3P
erreicht werden. Im verwendeten 4-12% BisTris SD&bv@rd der Grol3enunterschied zwischen LRRK1-wt und
der Deletionsmutante LRRKAWD-40 nur geringfligig sichtbar.
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3.6 Effekte von Parkinson-verursachenden LRRK2 Mutéonen in LRRK1

3.6.1 Die Bereiche der LRRK2-Mutationen sind konseisiert in LRRK1

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, wurdénf fMutationen in dem Gen der
leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2) gefunden, die mit einer autosomal verartferm des
late-onset Parkinson kosegregieren [50-65]. Die beschrieb&heatationen konzentrieren sich
nicht auf einen Bereich des Proteins, sondern serteilt Uber LRRs, Roc-, COR- und
Kinasedomane. Auf Grund der Uberaus deutlichen Seiiomologie zu LRRK2 stellt
transient exprimierte LRRK1 ein Modellsystem dam umdgliche Effekte der LRRK2-
Mutationen zu untersuchen. Folglich wurden ausgé@diRRK2-analoge Mutationen in
LRRK1 eingefiihrt und experimentell auf Kinaseaké&viund GTP-Bindung untersucht. Ein
Uberblick der generierten LRRK1-Mutanten inklusigmer kurzen Beschreibung wird in
Abbildung 13 gezeigt. Nicht untersucht wurde eifRRIK2-Mutation (11122V, [64]), die sich
innerhalb der LRRs befindet, da keine eindeutigerdoung in LRRK1 moglich war.
AuBerdem konnten weitere LRRK2-Mutationen (R144114] 115] und G2019S [51, 55, 60,

67]) nicht berticksichtigt werden, da sie erst gefgede dieser Arbeit publiziert worden sind.

Roc-Domane COR-Doenéan
LRRK1 H. sap [ 740 LNIEARAPNAVVL
LRRK2 H. sap |1436 FNIKARASSSPVILVE
LRRK D. el |1064 BNIQARAPNSPVIIVE
LRRK C. el e 1143 VNIHARAPNSTVIM
pat s1 D. dic |1679 QSITTRAKDAPIII
GbpC D.dic
DAPK H.sap
MASL1 H.sap

activation loop der Kinasedoméane

LRRK2 R1441C und R1441G Y1699C 12020T
LRRK1 K745C und K745G F1021C 411T
Doméne Roc-Doméane COR-Doméne Kinasedoméane
Mutation positiv geladene AS grosse hydrophobe AS Isoleucin

zu Cystein bzw. Glycin zu Cystein zu Threonin

Abb. 13: Konservierung deParkinson-assoziierten LRRK2-Mutationen in ROCOt@iren. Drei Ausschnitte
eines Sequenzalignments diverser ROCO-Proteineerzejgweils einen Teil der Roc-, der COR- und
Kinasedomane. Im letzten Ausschnitt sind die Serprerder DAPK1, die im Gegensatz zu anderen ROCO-
Proteinen eine N-Terminale Kinasedoméane enthatt,des MASL1-Proteins, das keine Kinasedoméne dnthal
ausgelassen. Links sind Protein, Organismus unchdsdiurenummerierung angezeigt. In der unten gezreigt
Tabelle sind jeweils die LRRK2-Mutationen und dimamgen LRRKI1-Mutationen mit einer kurzen
Beschreibung der Mutation aufgefuhrt. Die Pfeileeiiiolen Tabelleneintrdgen weisen auf den betreffende
Bereich des multiplen Sequenzalignments. AS: AndnosH. sap.: H. sapiens, C. ele.: C. elegans; D. mel.: D.
melanogaster; D. disc.: D. discoideum; DAPKZ1: death-associated protein kinase 1; MASL1: malignant fibrous
histiocytoma-amplified sequences with leucine-rich tandem repeat 1
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3.6.2 LRRK2-analoge Mutationen in LRRK1 beeinflusse die GTP-Bindung nicht

Die im vorherigen Abschnitt beschriebenen LRRK1-dien wurden auf ihre GTP-
Bindungsaktivitat (s. auch Abschnitt 3.4) untergudfeine der Mutanten wies jedoch eine
veranderte Bindung an die GTP-Sepharose auf (AbbA).1Dies ist insbesondere
erwahnenswert fir LRRK1-K745C und -K745G, die jda/@ine Punktmutation in der Roc-
Domaéne enthalten.

Da G-Domanen-Proteine eine definierte Strukturadteh (s. auch Abschnitt 1.1.1) und
eine hohe Sequenzhomologie zwischen H-Ras und RBKIL-Roc-Domane besteht (66,7%
Konsensuspositionen, berechnet mit AlignX/Vectori\NT sollten die einzelnen
Sequenzmotive beider Proteine eine ahnliche Pasitioihrer dreidimensionalen Struktur
einnehmen. Mit dieser Annahme wird erkennbar, diésdviutationen in LRRK1-K745C/G
raumlich getrennt von der GTP-Bindungstasche liagah moglicherweise deshalb die GTP-
Bindungsaktivitat nicht beeinflussen (Abb. 14B).

3.6.3 LRRK2-analoge Mutationen in LRRK1 verringern die Autophosphorylierungsrate

Die LRRK1-Mutanten wurden in Kinase-Experimentenaigch Abschnitt 3.5) eingesetzt
und die Ergebnisse nach zwei Aspekten beurteilbbeDavurden zunadchst der Grad der
Autophosphorylierung und anschlieend die Stimbéekeit durch Zugabe von 1M
GTPyS untersucht.

LRRK1-K745C, die eine Punktmutation in der Roc-Doméenthalt, zeigte eine mit
LRRK1-wt vergleichbare Aktivitat. LRRK1-K745G hingen, die eine andere Punktmutation
an derselben Stelle enthalt, wurde in geringerenf® aosphoryliert. Die Aktivitat beider
Mutanten konnte durch G¥B stimuliert werden (Abb. 14C).

Ein anderes Ergebnis lieferte LRRK1-F1021C, deren chwsches
Autophosphorylierungssignal mit der Kinase-inaktiveRRK1-K1269W vergleichbar war (s.
auch Abb. 10B-C). Auch durch Zugabe von g GTPyS konnte keine Steigerung der
Aktivitdt gemessen werden (Abb. 14C). Dieses Ergelst insbesondere interessant, weil
sich die Mutation in der COR-Domaéne befindet, Ubrr bis heute keine experimentellen
Daten existieren.

LRRK1-11411T mit einer Mutation inactivation loop der Kinasedoméne zeigte eine
deutlich geringere Aktivitat im Vergleich mit LRRIKt, die durch Zugabe von 10M
GTPyS leicht stimuliert werden konnte (Abb. 14C).
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Abb. 14: GTP-Bindungs- und Kinaseaktivitdt der LRRK2-analngeRRK1-Mutationen.A Alle LRRK2-
analogen Mutanten und LRRK1-wt binden GTP-Sepharese der Nachweis mit Anti-Myc-Antikérper im
Western Blot zeigt (Bahn 1 und 3-6, oben). LRRK15KA dient als Negativkontrolle (Bahn 2). Unten dgt
Expressionskontrolle der verschiedenen LRRK1-Pmetegezeigt (Durchflhrung s. auch Experimente in
Abschnitt 3.5).B In der Kristallstruktur des H-Ras-Proteins [116}1 die GTP-Bindungstasche, sowie der
Bereich, an der LRRK2-Mutationen in der Roc-Domdwmeschrieben wurden, gelb hervorgehoben. Der
Sequenzvergleich von H-Ras und der LRRK2 Roc-Donigtriea Abb. 2 dargestellC Kinase-Experimente mit
den LRRK2-analogen LRRK1-Mutanten wurden in Abwéseh und Gegenwart von 1@M GTPyS
durchgefiihrt (s. auch Abschnitt 3.5.2). Oben iss daitoradiogramm und in der Mitte das zugehérige
Coomassie-gefarbte SDS-Gel dargestellt. In dem mam ist die Quantifizierung vier unabhangiger
Experimente zusammengefasst. Die Y-Achse zeigtalaive Aktivierung der LRRK1 bzw. der Mutanten in
Bezug auf LRRK1-wt ohne Zusatz. Die Reihenfolge Mertanten auf der X-Achse entspricht der im oben

dargestellten Autoradiogramm.
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3.7 Transient exprimierte LRRK1-Fragmente interagieen miteinander

Die Signaltransduktion kleiner GTPasen, die durdiP@indung aktiviert wurden, wird
Uber eine direkte Interaktion mdownstream effector Proteinen vermittelt [117-120]. In
Analogie dazu konnte die Stimulation der LRRK1-Atiosphorylierung ebenfalls Resultat
einer Interaktion der Roc-Doméane mit einem and@&eihdes LRRK1-Proteins sein.

Um eine intramolekulare Bindung zwischen einzelb®&RK1-Doméanen zu entdecken,
wurden zwei Fragmente der LRRK1 auf eine eventugkgenseitige Wechselwirkung
untersucht. Durch Koexpression der Vektoren pCMWAZz-LRRK1-AKinaseAWD-40
(Expression der N-terminalen Halfte mit Miag) und pcDNA3.2/V5-DEST-Kinase-WD-40
(Expression der C-terminalen Halfte mit W&g) wurde quasi eine mittig geschnittene
LRRK1 in HEK293 Zellen produziert. Die Isolierungesd N-Terminus fuhrte dabei zur
Koprazipitation des C-Terminus und umgekehrt (Abb). Die detektierte Wechselwirkung
war allerdings unempfindlich gegentber GTP (und GBithe Abbildung), obwohl die N-

terminale Halfte eine intakte GTP-Bindung aufweist.
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Abb. 15: Koprazipitation der LRRK1 N- und C-terminalen HélftDie N-Terminale Halfte entspricht den
2xMyc-LRRK1-AkinaseAWD-40 und die C-terminale Halfte V5-Kinase-WD-40ofinprodukten aus Abb. 7
A Die transient exprimierten Fragmente wurden mitiAfb- (Bahn 1-4, links) oder Anti-Myc-Antikdrpern
(Bahn 5-8, links) immunpréazipitiert. In der anseRlenden Western Blot-Analyse wurden Banden mit-Anti
Myc-Antikorper (Bild oben links) und Anti-V5-Antikier (Bild unten links) detektiert. Als Kontrolleunden
die Fragmente jeweils einzeln (Bahn 1-2 und 54@kd) untersucht und die Préazipitation der koexpeitain
Fragmente fand in Abwesenheit (Bahn 3 und 7, linds)vie Gegenwart von 2 mM G¥® (Bahn 4 und 8, links)
statt. Die Expressionkontrollen mit beiden Antikénp der einzelnen und kotransfizierten Fragmemig échts
zu sehenB Die N-terminale Halfte der LRRK1 bindet GTP. Esrden jeweilsdquivalente Mengen des
Cytosols transfizierter HEK293FT-Zellen mit GTP-8amse versetzt. Protein, das an die GTP-Sepharose
gebunden war, wurde mit Anti-Myc-Antikérper im West Blot detektiert. Die Bindung der N-terminalen
LRRKZ1-Halfte (Bahn 1) konnte durch Zugabe von 2 8WIP (Bahn 2) unterbunden werden.
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3.8 Das Expressionsprofil der LRRK1 zeigt eine ubigjtare Gewebeverteilung

Die gewebespezifische Expression humaner LRRK1 evumittels Northern Blot-
Analyse untersucht, in denen ein 599 bp FragmentL&RK1-DNA-Sequenz als Sonde
benutzt wurde, um die cirka 9 kb groRe mRNA zu kieteen. In den meisten der
untersuchten Gewebe wurde eine LRRK1-Expressiorbasbnders hohem Level in Testis,
Plazenta, Prostata, Muskelgewebe und Milz deteékidab. 16A).

Die Ergebnisse der Northern Blot-Analyse konnteneiner real-time PCR-Analyse
bestatigt werden. RNA-Praparationen aus verschaddaeweben und Zelllinien wurde
mittels Reverser Transkriptase in cDNA umgeschniebed die enthaltene LRRK1-mRNA
mit real-time PCR quantifiziert. Ubereinstimmung zu den Ergeserisder Northern Blots
ergibt sich vor allem bei der besonders deutlidBepression in Testis, Plazenta, Prostata und
Milz, sowie der geringeren in Gehirn und PankreAbb( 16B). Eine ebenfalls hohe
Expression wurde in Magen, Lymphknoten, Speichsklriind Hypophyse gemessen, die
mittels Northern Blot-Analyse nicht untersucht wemd

Die semi-quantitative Analyse einiger Zellliniengab, das LRRK1 unter anderem in
HelLa- und HEK293FT-Zellen exprimiert wird. Die LRRKEXpression in HelLa-Zellen war
eine gute Vorraussetzung fur RNA-Interferenz vetette knock-down-Experimente, wie sie
im néachsten Abschnitt beschrieben werden (Abb. 16C)

Abb. 16 (s. ndchste Seite)tRRK1-Expression in verschiedenen Geweben undi@ieli. A Die LRRK1-
Gewebeverteilung wurde mittels Northern Blot-Analyermittelt. Eine Sonde (Basen 2966-3564 der LRRK1-
cDNA-Sequenz im Anhang) wurde zur Detektion des9cgrof3en kb LRRK1-Transkripts benutzt (oben). Die
Detektion der Cyclophilin H-mRNA dient als Kontellder RNA-Menge (untenB Die relative LRRK1-
Expressionstarke verschiedener Gewebe wurde mittitgiver real-time PCR gemessen und in Bezug auf den
Wert aus Niere dargestellt. Die Fehlerbalken zeijerStandardabweichung der Dreifachbestimmungakus

der mRNA diverser Zelllinien wurde mit Reverser fiskriptase cDNA hergestellt, die als Template-DNA f
eine PCR benutzt wurde. Exprimiert eine ZellliniRRK1, ergaben LRRK1-spezifisch@imer ein 520 bp
groBes Fragment im Gegensatz zur Negativkontroll@ler keine Reverse Transkriptase benutzt wurde. A
cDNA-Positivkontrolle wurden GAPDH-spezifische (Gé&rinaldehyd-3-Dehydrogenag@jmer eingesetzt, die
zu einem 420 bp PCR-Produkt fuhrten.
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Ergebnisse

3.9 Experimente zur Aufklarung der LRRK1-Funktion

3.9.1 LRRK1-knock-down durch RNA-Interferenz

RNA-Interferenz stellt eine wirksame Methode zuralyse der Funktion unbekannter
Proteine dar [105-107]. Zum Beispiel kdnnen ph&pisthe Untersuchungen an Zelllinien, in
denen ein siRNA vermitteltemock-down durchgefihrt wurde, Hinweise auf die Funktion
eines Proteins ergeben. Grundvoraussetzung furtidera@nalysen ist ein effizientemnock-
down der Expression des betreffenden Proteins.

Fur denknock-down der LRRK1 wurden zwei unterschiedliche siRNA Semqam mit
vergleichbarer Effizienz benutzt. Der LRRK1-mRNA{G# von Hela-Zellen verringerte
sich schon 24 Std. nach Nukleofektion dieser siRNAs 100% auf 15-20% (Abb. 17A).
Auch 72 Std. nach erfolgtekmock-down, konnte keine Expression der LRRK1 nachgewiesen
werden (ohne Abbildung). LRRK1-Protein konnte imdehandelten Zellen mittels Western
Blot-Analyse mit Anti-LRRK1-Antikérper nicht mehrachgewiesen werden (Abb. 17B).
Zum Vergleich wurden Transfektionen mit KontrolR§A, die keinen phanotypischen
Effekt in den Zellen auslost, durchgefiihrt. Derokgieiche knock-down der LRRK1 war

Grundlage fir die im nachsten Abschnitt beschriebéversuche.
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Abb. 17: LRRK1-siRNA-knock-down in HeLa-Zellen A Der LRRK1-mRNA-Gehalt der HeLa-Zellen wurde 24
und 48 Stunden nachnock-down durch zwei unterschiedliche siRNA-Sequenzen mittebl-time PCR
bestimmt. Das Diagramm zeigt die prozentuale LRREKpression in Bezug auf den Wert der Kontroll-siRNA
nach 24 h, der 100 % entspricht. An der X-Achsd diie benutzen siRNAs und die Dauer der Expresglase
angegeben. Die Fehlerbalken zeigen die Standardethwmg der Dreifachbestimmung aB.In einerWestern
Blot-Analyse konnte die LRRK1-spezifische Bande {Bd und 2) bei ca. 200 kDa nach dem siRRhack-
down mit Anti-LRRK1-Antikérper nicht mehr detektiert waen (Bahn 3-6).
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3.9.2 Analyse von siRNA-behandelten HeLa-Zellen

Das Entfernen bzw. Zerstoren der LRRK1-orthologemé&fur GbpC, patsl und QkgA in
D. discoideum fuhrt zu einem Cytokinesedefekt, der in groR3entimukledren Zellen und
veranderten Proliferationsraten resultiert [40, 44, Zudem weisen Gbpkhock-out-Zellen
einen Chemotaxisdefekt auf [42]. Diatock-down desD. melanogaster LRRK1-Orthologen,
CG5483, fuhrt zu einem geringfugig vermehrten Aetéin abnormaler Zentrosomen in der
Mitose und einem leicht reduzierten Verhaltnis smlkender Zellen zur GesamtzellzaRINI
ratio) [45]. Insgesamt deuten die verfigbaren Datereand Funktion der jeweiligen Proteine
in der Regulation der Cytokinese und der Chemotaxis Demzufolge wurden ahnliche
Experimente zur Analyse des LRRIKfieck-down durchgefuhrt.

HelLa-Zellen, deren LRRKZ1-Expression temporar duiRNA-Interferenz gehemmt
wurde, zeigten unter dem Mikroskop eine unveramedé&itildtyp-Zellmorphologie (ohne
Abbildung). Weder die Proliferation der Zellen warerandert, wie BrdU-und
Propidiumiodid-Farbungen gezeigt haben, noch aefdch ein Cytokinesedefekt im Aufbau
der Zentrosomen oder des Spindelapparates, &ieund y-Tubulin-Farbungen in
Immunfluoreszenz-Farbungen gezeigt haben. Wundigstestdihrten zu keiner messbaren
Veranderung in der Wandergeschwindigkeit siRNA-peleter Hela-Zellen. Alle
Ergebnisse sind in Abbildung 18 zusammengefasst.

3.9.3 Analyse des Phosphorylierungsgrades des RLEtransfizierten HeLa-Zellen

Der Einfluss des GbpC-Proteins auf die Chemotaes & discoideum-Zellen wird
wahrscheinlich tGber den Phosphorylierungsgrad @gulatorischen leichten Kette des
Myosins (RLC) vermittelt [40].

Die transiente Expression der LRRK1-wt bzw. deranakedoméane (wt und inaktive
K1269W Mutation) fuhrte zu keiner Veranderung désHPhosphorylierungsgrades, wie der
Nachweis mit phospho-spezifischen Antikérpern gelgef zeigte (Abb. 18C). Die Analyse
des RLC-Phosphorylierungsgrades nach siRNA-Behagdlwiesen ebenfalls keine
Veranderung im Vergleich zum Wildtyp auf (ohne Adbing)
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Abb. 18: Phanotypische Untersuchungen an siRNA-behandeltemw. btransfizierten Hela-Zellen

(Abbildungstext: s. nachste Seite)
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Abb. 18 (vorherige Seite):Phanotypische Untersuchungen an siRNA-behandelten transfizierten Hela-
Zellen. In den Experimenten wurden jeweils Ansédtiezwei unterschiedlichen LRRK1-spezifischen siR$\A
ohne siRNA und mit Kontroll-siRNA durchgefihrt. Dkeine zeitabhangigen Effekte beobachtet werden
konnten, wurden die verschiedenen Zeitpunkte vord84ind 72 Std. nach siRNA Nukleofektion gemitteit

die Standardabweichung berechnet.

A In drei unabhangigen siRNA-Experimenten wurden Brdid Hoechst-Farbungen jeweils 24 und 48 Stunden
nach siRNA-Nukleofektion durchgefihrt und die Zelieutomatisiert am UIC Imager gezahlt. Die Datderal
Experimente wurden in einem Diagramm zusammendefasss den Anteil proliferierender Zellen zur
Gesamtzellzahl in Prozent zeigt.

B In vier unabhangigen siRNA-Experimenten wurden DNBpindelapparat und Zentrosomen mitotischer
Zellen gefarbt und unter dem Mikroskop analysierb Versuch und Ansatz wurden in Blindproben mitetes
150 mitotische Zellen gezéahlt und in ,normal® undefekt* eingeteilt (Beispiele links: Bild 1: norneal
mitotische Zelle; Bild 2: abnormale Zentrosomen;ldBB: Zentrosomenduplikation). Die Daten aller
Experimente wurden in einem Diagramm zusammendefdass den Anteil defekter mitotischer zu normalen
mitotischen Zellen in Prozent zeigt.

C Der Phosphorylierungsgrad der regulatorischenhieit Kette des Myosins (RLC) in HelLa-Zellen, die
transient EGFP, LRRK1-EGFP oder die GST-LRRK1-Kedsmane (Wildtyp und inaktive K1269W Mutation)
exprimieren, wurde in Immunfluoreszensexperimentetersucht. Die Signale phospho-spezifischer Anti&d
gegen Mono-Phospho-RLC und Di-Phospho-RLC (ohneildbbg) sind rot und das transient exprimierte
Protein griin dargestellt. Vorherige Inkubation detlen mit ROCK-Kinase-Inhibitor Y-27632 fiihrte ainer
Verminderung des phospho-RLC-Signals, wodurch dezfiitat der Antikbrper gezeigt werden konnte.

D In drei unabhéangigen siRNA-Experimenten wurden Rliamiodid-Farbungen durchgefiihrt um den Anteil
sich teilender Zellen mittels FACS-Analyse zu brstien. Beispielhaft ist ein Diagramm einer Messuotge()
abgebildet, in dem der Signalbereich der G2/M- @hase markiert ist (M1). Die aus dem Diagramm
extrahierten Daten (Gesamtzellzahl und Anzahl ddled vom M1-Bereich) sind rechts dargestellt. Wnsend

die Daten aller Experimente in einem Diagramm zumangefasst, dass den Anteil der Zellanzahl ausM#&m
Bereich zur Gesamtzellzahl in Prozent zeigt.

E In Wundheilungsexperimenten mit siRNdweck-down wurde jeweils ein zirka 100m (schwarzer Balken)
breiter Kanal in einen Zellrasen gekratzt (Statmeikt t entspricht 0 Min.) und die Chemotaxis dellen beim
Bewandern des Kanals mittdise-cell-imaging beobachtet. In der oberen Reihe ist eine siRNAtide, die

zu keinemknock-down fiihrt, gezeigt. Reihe 2 und 3 zeigen Zellen mitai LRRK1-spezifischeknock-down.
Unten rechts ist jeweils der Zeitpunkt der AufnahineMinuten angegeben. Wegen der Bewegung des
Mikroskoptischs zwischen den einzelnen Aufnahmem leg zu Verschiebungen in der Z-Achse, wodurch die
Unscharfe der Bilder in Reihe 1 und 3 zu erklaied.s
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