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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Parkinson-Krankheit

Bei der Parkinson-Krankheit (PD - Parkinson's disease) handelt es sich um eine neurodegenera-
tive Erkrankung, die durch den Verlust von dopaminergen Neuronen in der Substantia nigra
pars compacta (SNpc) gekennzeichnet ist. Auch ist die intraneuronale Ablagerung der sogenann-
ten Lewy-Korperchen typisch fiir diese Erkrankung. In der PD kommt es zu einer Beeintrachti-

gung der Bewegungsablaufe mit einem typischen Phanotyp.

1.1.1 Historie, Priavalenz und Klassifizierung

Die PD wurde nach dem englischen Arzt James Parkinson benannt. Im Jahre 1817 dokumentierte

er als Erster diese Erkrankung im Aufsatz ,,An essay on the shaking palsy“ (Parkinson, 1817).

Die PD ist nach der Alzheimer-Krankheit die zweithaufigste neurodegenerative Erkrankung. Die
Pravalenz der Parkinson-Krankheit nimmt mit steigendem Alter zu und manifestiert sich meist
im Alter von 60 Jahren. Wahrend die generelle Pravalenz bei 0,3 % liegt, steigt sie ab dem Alter
von 60 Jahren auf 1 % an und kann ab dem 80. Lebensjahr sogar 4 % betragen (Lau und Brete-
ler, 2006). Aufgrund der demografischen Entwicklung ist in Zukunft mit einer erhdhten Pra-

valenz zu rechnen.

Die Klassifizierung der PD erfolgt in vier Formen. Am haufigsten tritt die sporadische Form, de-
ren Ursache nicht bekannt ist, mit ca. 75 %, auf. Von der familidren Form sind ca. 5-10 % der
Patienten betroffen, hier geht die Erkrankung mit genetischen Mutationen einher (siehe Ab-
schnitt 1.1.4.3.4) (Thomas und Beal, 2007). Weiterhin gibt es das symptomatische Parkinson-
Syndrom, das beispielsweise durch Medikamente, Traumata oder Toxine induziert wird. Das
atypische Parkinson-Syndrom beschreibt das Vorliegen anderer neurodegenerativer Erkran-

kungen mit dhnlicher Symptomatik wie in der PD.

1.1.2 Symptomatik und Krankheitsverlauf

Symptome der PD treten erst auf, wenn der Verlust der nigralen, dopaminergen Neurone bei

ca.50% und des striatalen Dopamins bei ca.80 % liegt (Fearnley und Lees, 1991).

1
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Die Symptomatik der PD wird in Haupt- und Begleitsymptome unterteilt. Die PD zeichnet sich
durch einen charakteristischen Bewegungstyp aus. Hierbei geht der Patient in kleinen Schritten
vorne iibergebeugt mit fehlender Mitbewegung der Arme und fehlender Mimik. Der Bewegungs-
beginn ist erschwert, wobei das Abbremsen der Bewegung in Aktion dem Patienten ebenfalls
schwerfallt.

Zu den Hauptsymptomen zahlen Bradykinesie bzw. Akinesie, Rigor, Ruhetremor und die postu-
rale Instabilitdt. Die Bradikinesie beschreibt die Armut an Bewegung bzw. an Mimik, wahrend
die Akinesie die Bewegungslosigkeit charakterisiert. Der Rigor stellt eine Versteifung der Mus-
kulatur dar. Dieser tritt anfianglich liberwiegend im Schulter- und Nackenbereich auf, was zu
einer gebeugten Haltung fiihrt, spater schreitet er weiter voran und kann die gesamte Muskula-
tur betreffen. Das Zittern, das hdufig dann auftritt wenn keine Bewegung ausgefiihrt wird, wird
als Tremor bzw. Ruhetremor bezeichnet. Bei der posturalen Instabilitit handelt es sich um
Gang- und Gleichgewichtsstorungen, bei der sich der Patient gebeugt und kleinschrittig bewegt.
Die Begleitsymptome dufdern sich in vermehrtem Tranen- und Speichelfluss mit gesteigerter
Talgproduktion (Salbengesicht). Die Patienten haben vermehrten Harndrang und niedrigen
Blutdruck. Psychische Symptome dufdern sich in voranschreitender Demenz, haufig vorliegen-
den Depressionen und Schlafstérungen. Zu erwahnen ist, dass sich die Symptomatik langsam

wahrend des Krankheitsverlaufs entwickelt und sehr unterschiedlich ausgepragt sein kann.

Histologisch lasst sich der Krankheitsverlauf durch die Braak Stadien fiir Parkinson (I-VI) be-
schreiben. Diese unterteilen die Entwicklung der PD anhand von abgelagerten Lewy-Kérperchen
in den betroffenen Regionen des Gehirns, beginnend im Hirnstamm mit Ausbreitung zum Cortex
(Braak et al,, 2003). Die Stadien [ und Il beschreiben die Prodromalphase, die zeitlich sehr varia-
bel ist und zwischen 2 und 50 Jahren andauern kann (Hawkes, 2008; Pont-Sunyer et al., 2015).
Hier erfolgen die Ablagerungen der Lewy-Korperchen in Regionen, die fiir die anfanglichen
atypischen Symptome der Krankheit verantwortlich sind. Dazu zahlen verminderter Geruchs-
sinn, Obstipation und Schlafstérungen. Auch Muskelverspannungen und Depressionen sind
kennzeichnend in dieser Phase (Remy et al., 2005). Ab Stadium III sind in SNpc und Amygdala
Lewy-Korperchen eingelagert. Hier setzt die typische Symptomatik der PD ein, weswegen eine
klinische Diagnose dieser Erkrankung erst ab diesem Stadium moglich ist. Die Ablagerung der
Lewy-Korperchen weitet sich in den Stadien IV, V und VI zerebral weiter aus.

Die Mortalitdt in erkrankten Patienten ist um ca. 50 % erhoht, wobei sie stark von der Sympto-
matik und dem Zeitpunkt der Diagnose abhadngt (Chen et al., 2006). Todesursachen sind haufig

sekundare Ereignisse, wie Pneumonien und kardiovaskulare Erkrankungen (Poewe, 2006).
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1.1.3 Diagnose und Therapie

Liegt nach einer neurologischen Untersuchung des Patienten ein Verdacht auf PD vor, wird ein
sL-Dopa-Test” durchgefiihrt. Hierbei deutet eine Besserung der Symptome nach der Einnahme
des Wirkstoffs Levodopa auf die PD-Erkrankung hin. Bildgebende Verfahren wie Computerto-
mographie oder Magnetresonanztomographie werden herangezogen um andere Erkrankungen
mit &dhnlicher Symptomatik auszuschlieffen. Nuklearmedizinische Methoden wie Single-
Photonen-Emissions-Computertomographie oder Positronen-Emissions-Tomographie werden
verwendet, wenn die Diagnose schwer abzugrenzen ist. Hierbei werden Basalganglien visuali-

siert, in denen eine verringerte Aktivitit auf PD hindeutet (DGN, 2016).

Die PD beruht auf der dopaminergen Neurodegeneration, was zu einer verringerten dopaminer-
gen Transmission im Gehirn fiihrt und so auf Dauer die typische Symptomatik auslost (siehe
Abschnitt 1.1.4.1). Die medikamentose Therapie erfolgt zurzeit meist symptomatisch und greift
liberwiegend im Dopamin-Stoffwechsel ein.

Um die Dopamin-Konzentration im synaptischen Spalt zu steigern wird als Basismedikament
hiufig Levodopa verwendet. Hierbei handelt es sich um carboxyliertes Dopamin, das mithilfe
von Decarboxylasehemmern iiberwiegend im zentralen Nervensystem (ZNS) zu Dopamin ver-
stoffwechselt wird. Mittels Inhibitoren von Dopamin-abbauenden Enzymen, wie der Monoami-
nooxidase-B oder der Catechol-O-Methyl-Transferase, werden die Dopaminkonzentrationen im
synaptischen Spalt gesteigert. Weiterhin gibt es Dopaminrezeptor-Agonisten, die die Wirkung
von Dopamin imitieren, indem sie vorwiegend zentrale postsynaptische Dopamin-Rezeptoren
stimulieren. Durch den Dopamin-Mangel in der PD, kommt es zu einem Ungleichgewicht in den
Neurotransmittern und damit zum Uberschuss an Acetylcholin und Glutamat. Dies duflert sich in
der Plussymptomatik wie Zittern und Muskelsteifheit. Hiergegen werden NMDA-Rezeptor-
Antagonisten und zentral wirksame Anticholinergika verwendet, die die Wirkung des Glutamats
und des Acetylcholins verringern (DGN, 2016).

Operative Behandlungsmoglichkeiten werden meistens bei medikamentds austherapierten Pati-
enten gebraucht (Benabid, 2003). Hierbei wird die Tiefen-Hirnstimulation angewendet, bei der
Elektroden in betroffene Hirnregionen implantiert werden. Dies ermdglicht eine gezielte Hem-
mung der Reize und damit eine Abnahme der Symptomatik wie Zittern und Steiftheit.

Zusatzlich erfolgt eine Behandlung der individuellen Begleitsymptomatik, die beispielsweise aus

Antidepressiva oder Sedativa bestehen kann.
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1.1.4 Pathogenese

1.1.4.1 Das extrapyramidalmotorische System

Das extrapyramidalmotorische System (EPMS) ist fiir grobere Bewegungsabldufe bzw. zur Regu-
lation der Korperhaltung zustindig. In der Pathogenese der Parkinson-Krankheit kommt es zu
einer Storung in den Basalganglien des EPMS (Abbildung 1-1). Bei den Basalganglien handelt es
sich um mehrere Kerngebiete des Gehirns. Das Herzstiick der Basalganglien wird vom Striatum
(Putamen und Caudatus) und vom Globus pallidus (GPe - externus und GPi - internus) gebildet.
Hinzu kommen die Substantia nigra (SNpc - pars compacta und SNpr - pars reticulata) und der

Nucleus subthalamicus (STN).

A Physiologischer Zustand B Parkinson-Krankheit

—— Direkt
—— Indirekt

Cortex Cortex
Caudate Caudate

Thalamus@ \ Putamen Thalamus \ Putamen

SNprT( gs/j@

Abbildung 1-1: Extrapyramidalmotorisches System

Dargestellt ist das Extrapyramidalmotorische System im physiologischen Zustand (a) und in der Parkinson-Krankheit
(b). (a) Die Signalweiterleitung erfolgt iiber eine grofde Schleife vom Cortex iiber die Basalganglien zum Thalamus und
wieder zuriick zum Cortex. Basalganglien bestehen aus Caudatus, Putamen, Globus pallidus (GPe - externus; GPi -
internus), Nucleus subthalamicus (STN) und der Substantia nigra (SNpc - pars compacta; SNpr - pars reticulata). SNpc
moduliert iiber Dopamin (DA) die Regelablaufe. (b) In der PD herrscht ein Verlust von dopaminergen Neuronen, wes-
halb die modulierende Wirkung des Dopamins nachldsst und es zu Stérungen im Regelkreislauf mit inhibitorischer

Funktion kommt. Modifiziert nach Calabresi et al., 2014.

Die physiologische Funktion der Basalganglien besteht darin, eine spezifische Selektion und Pro-
zessierung von motorischen Bewegungsablaufen zu gewahrleisten. Dies erfolgt iiber eine grofde

Schleife, die Signale vom motorischen Kortex zu den Basalganglien und iiber den Thalamus
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wieder zuriick zu motorischen Rindenfeldern weitergibt. Durch die darin befindlichen Re-
gelablaufe, die durch exzitatorische und inhibitorische Riickkopplungsschleifen reguliert wer-
den, wird ein abgestimmtes Handlungsmuster ermdéglicht (Calabresi et al., 2014). Hierbei modu-
lieren die dopaminergen Neurone der Substantia nigra pars compacta (SNpc) die Regelablaufe.

In der Pathogenese der PD kommt es zu einem Verlust von dopaminergen Neuronen in der SNpc,
was zu einem gestorten Regelkreislauf in den Basalganglien, mit vorwiegend inhibitorischer
Funktion, fiihrt. Dies bewirkt eine Hemmung der Signalweitergabe an die motorischen Rinden-
felder und fithrt somit zu einer Abnahme in der Motorik. Gleichzeitig kommt es durch den
Dopamin-Mangel zu einer verstiarkten Wirkung von anderen Neurotransmittern, wie Acetylcho-

lin, GABA und Glutamat.

1.1.4.2 Neuropathologie

Die Neuropathologie der PD ist durch Verlust von dopaminergen Neuronen in der SNpc gekenn-
zeichnet. Dopaminerge Neurone beinhalten Neuromelanin, es kommt demnach durch den neu-
ronalen Verlust zu einer Depigmentierung der SNpc (Abbildung 1-2 A) (Dzamko et al, 2014;
Kashihara et al,, 2011). Obwohl die PD der dopaminergen Neurodegeneration der SNpc zuzu-
schreiben ist, da diese quantitativ am starksten ausgepragt ist, sind auch andere Neuronentypen
betroffen (Acetylcholin, Noradrenalin, Serotonin, Glutamat) (Alexander, 2004). Auch unterliegen
weitere Hirnregionen, wie z. B. Locus coeruleus, Raphe-Kerne oder Hippocampus der Degenera-
tion (Dauer und Przedborski, 2003). Dies tragt auch zur Pathogenese bei, beispielsweise geht die
Beeintrachtigung im Hippocampus, der fiir die Gedachtnisbildung entscheidend ist, mit der

Demenz in der PD einher (Camicioli et al., 2003).

Zu der Neuropathologie der PD zahlen weiterhin die Lewy-Korperchen. Hierbei handelt es sich
um intrazelluldre Proteinaggregate in Neuronen (Abbildung 1-2 B). Sie stellen rundliche,
eosinophile Einschliisse mit einem Durchmesser von ca. 15 um dar und beinhalten einen dich-
ten, granuldren Kern (Dauer und Przedborski, 2003; Rodriguez et al., 2015). Der Hauptbestand-
teil von Lewy-Korperchen stellt das Protein a-Synuclein dar, welches vorwiegend neuronal ex-
primiert wird und meist prasynaptisch lokalisiert ist. Weitere Proteine, die in Lewy-Korperchen
vorkommen sind beispielsweise das Ubiquitin, das Parkin und Proteine des Cytoskeletts (Waka-
bayashi et al., 2007). Lewy-Korperchen sind in den betroffenen neurodegenerierten Hirnregio-
nen vorzufinden. Es wird noch diskutiert, ob diese Aggregate fiir diese Neuronen toxisch und
damit ursachlich fiir die Neurodegeneration sind, oder ob sie aggregieren um die Zelle vor die-
sen fehlerhaften Proteinen zu schiitzen (Periquet et al., 2007; Tanaka et al.,, 2004). Obwohl

Lewy-Korperchen als Merkmal bei der post mortem Diagnose der PD dienen, sind sie nicht allein
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fiir diese Erkrankung spezifisch. Sie treten beispielsweise ebenfalls in der Alzheimer-Krankheit
auf und werden auch in Gehirnen von nicht erkrankten Personen im Laufe der Alterung vorge-

funden (Dauer und Przedborski, 2003).

Mittelhirn

Abbildung 1-2: Neuropathologie in der Parkinson-Krankheit

Abgebildet ist die Neuropathologie in der PD. (A) Vergroflerung der SNpc, einer Region im Mittelhirn. In Gesunden
(Intakt) pigmentierte SNpc und in Parkinson-Erkrankten (PD) ein Verlust von pigmentierten dopaminergen Neuro-
nen. Modifiziert nach Dzamko et al., 2014. (B) Lewy-Korperchen in pigmentierten Neuronen der SNpc von Parkinson-
Patienten (a) Hamatoxylin-Eosin-Farbung (b) Ubiquitin Immunofarbung, die v.a. den Rand des Lewy-Korperchen
anfarbt (c) a-Synuclein Immunofarbung farbt den Kern des Lewy-Kérperchen (d) Doppelfarbung mit Ubiquitin (blau)
und a-Synuclein (braun), die das gesamte Lewy-Korperchen darstellt. Grofienbalken entspricht 10 pm. Aus Dunnett

und Bjorklund, 1999.

1.1.4.3 Pathogene Ursachen

Der genaue Mechanismus, der zur dopaminergen Neurodegeneration in der SNpc und der Bil-
dung von Lewy-Koérperchen in der PD fiihrt, ist noch nicht aufgeklart. Doch gibt es einige patho-
gene Faktoren, die im Zusammenhang mit der PD beschrieben sind. Sie werden in der Pathoge-

nese dieser multifaktoriellen Erkrankung als Ursachen diskutiert.

1.1.4.3.1 Morphologie dopaminerger Neurone

Die dopaminergen Neurone der SNpc sind am starksten von der Degeneration betroffen. Ursach-
lich dafiir ist der morphologische Aufbau, der sich von anderen Neuronen unterscheidet. Dopa-

minerge Axone sind in Relation zum Soma um einiges ldnger und enden in einer sehr
6
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ausgepragten Verzweigung, wobei dieser Phanotyp in der SNpc noch stirker ausgepragt ist
(Matsuda et al., 2009). Zusatzlich weisen dopaminerge Axone der SNpc meist keine oder eine
verringerte Myelinisierung auf (Braak et al., 2004). Dadurch ergibt sich ein hoher Energiebedarf
dieser Neurone einhergehend mit einer nicht isolierten Signalweiterleitung, was bereits durch
geringe Stérungen in der Energieproduktion zu Beeintrachtigungen in den Neuronen fiihrt
(Pissadaki und Bolam, 2013). Dies hat weitere Auswirkungen zur Folge, wie z. B. Proteinaggre-
gation und Beeintrachtigung der Mitochondrien (siehe Abschnitte 1.1.4.3.5 und 1.1.4.3.6),

wodurch es schliefllich zum Zelltod kommt.

1.1.4.3.2 Dopaminerger Metabolismus, Neuromelanin und Eisen

Der Dopamin-Metabolismus geht einher mit der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS).
Dopamin wird aus der Aminosaure Tyrosin gebildet und in neuronalen Vesikeln gespeichert. Bei
Erregung der Nervenzelle wird Dopamin in den synaptischen Spalt freigesetzt um postsynapti-
sche dopaminerge Rezeptoren zu stimulieren. Anschlieffend wird es durch prasynaptische
Transporter wieder in die Neurone aufgenommen und teilweise wieder in Vesikeln gespeichert.
Ein Teil des Dopamins unterliegt dem Abbau durch enzymatische Reaktionen oder der Autoxida-
tion. Relevant fiir die ROS-Bildung ist der Abbau von Dopamin durch Monoaminooxidase-B, wo-
bei Wasserstoffperoxid entsteht. Dieses entsteht auch bei der Autoxidation von Dopamin, neben
dem Superoxidradikal und dem Dopamin-semichinon. Letzteres schadigt Proteine, indem es mit
deren Cysteinresten reagiert, es polymerisiert jedoch weiterhin auch zu Neuromelanin, welches
die Fahigkeit hat Metallionen zu binden und damit die Zelle vor oxidativem Stress zu schiitzen
(Graham, 1978; Zecca et al.,, 2002). Jedoch verhalt sich das Neuromelanin in der PD-Pathogenese
toxisch, da dieses bei der Neurodegeneration von DA-Neuronen freigesetzt wird und hier als
schidigende Substanz agiert, indem es Mikroglia aktiviert und Entziindungsmediatoren freige-
setzt werden, was zum Voranschreiten der Pathogenese fiihrt (Zecca et al., 2006). Untersuchun-
gen bestatigen, dass dopaminerge Neurone der SNpc mit mehr Neuromelanin anfélliger fiir Zer-
storung sind als solche mit weniger Neuromelanin (Hirsch et al., 1988). Auch wird aus dem Neu-
romelanin gebundenes Eisen freigesetzt, welches fiir oxidative Reaktionen zur Verfiigung steht.
Erhohte Eisen-Konzentrationen konnten in den dopaminergen Neuronen der SNpc von PD-
Patienten beobachtet werden (Oakley et al., 2007). Das Eisen katalysiert die Fenton-Reaktion,
wobei Wasserstoffperoxid in ein Hydroxylanion und ein Hydroxylradikal umgewandelt wird.
Letzteres stellt eine hochreaktive ROS dar. Zudem tragt das Eisen verstarkt zur Autoxidation von

Dopamin bei.
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1.1.4.3.3 Neuroinflammation und Apoptose

Chronische Neuroinflammation ist kennzeichnend fiir die PD und konnte in post mortem Analy-
sen beobachtet werden. Aktivierte Mikroglia und Astrozyten wurden in der Pathogenese der PD
beobachtet, wofiir u. a. das aggregierte a-Synuclein und das Neuromelanin ursachlich sind (siehe
Abschnitt 1.1.4.3.2) (Imamura et al., 2003; Lee et al., 2010; Zhang et al,, 2005). Dadurch kommt
es zur Erhéhung von pro-inflammatorischen Mediatoren, wie TNF-a und IL-1f3, die zur Neuroin-
flammation und Neurodegeneration in der SNpc beitragen (Ferrari et al,, 2006). Auch das adap-
tive Immunsystem scheint betroffen zu sein, da beobachtet werden konnte, dass T-Lymphozyten
in das Gehirn einwandern und zur Neurodegeneration in der PD beitragen (Brochard et al,,
2009). Die Neuroinflammation und weitere Umstidnde in dieser multifaktoriellen Erkrankung
fiihren zu einer gesteigerten Apoptose, die in der PD-Erkrankung verstiarkt ablauft (Tat-

ton, 2000).

1.1.4.3.4 Genetik

Ungefahr 5-10 % der Parkinson-Erkrankungen haben genetische Ursachen. Heutzutage sind
ca. 30 mutierte Gene beschrieben. Der Einfluss ist zwar noch nicht von allen genau geklart, doch
geben die untersuchten Mutationen naheren Einblick in die Pathogenese der Erkrankung.

Die erste entdeckte Mutation in der PD befand sich im SNCA Gen, das fiir a-Synuclein kodiert,
welches dann in der Zelle aggregiert und zur Bildung von Lewy-Korperchen fiihrt (siehe Ab-
schnitt 1.1.4.2) (Berg et al,, 2005). Weitere Genmutationen sind im Bereich der Proteinhomd&o-
stase anzutreffen. Die haufigste Mutation in der familidren PD wird durch das Gen LRRKZ her-
vorgerufen, welches fiir ein Protein kodiert, dessen Funktionen im vesikuldren Transport, im
Zusammenhang mit mitochondrialer Funktion und in der Autophagie anzutreffen sind (siehe
Abschnitte 1.3.2 und 1.4) (Paisan-Ruiz et al., 2004; Wallings et al.,, 2015). Eine weitere Mutation
betrifft das Gen ATP13A2, welches fiir ein transmembranéres Protein der Lysosomen kodiert
(Ramirez et al., 2006). Die Mutationen in den Genen Parkin, PINK1 und DJ-1 treten oft in der
frithzeitig eintretenden Parkinson-Krankheit (EOPD = early onset Parkinson’s disease), vor dem
50. Lebensjahr, auf. Alle drei Proteine sind von ihrer Funktion in der Mitophagie anzusiedeln
(siehe Abschnitt 1.3.5). Das Protein DJ-1 spielt eine Rolle bei dem Schutz der Mitochondrien ge-
gen oxidativen Stress (Cookson, 2012).

Bei der Betrachtung aller Genmutationen in der PD fallt auf, dass vorwiegend Proteine betroffen
sind, die eine wichtige Rolle in der Mitophagie sowie der mitochondrialen Dynamik als auch in

der Proteinhomdostase und der Apoptose spielen.
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1.1.4.3.5 Proteinaggregation

Ein wichtiges Merkmal der PD ist die Bildung der Lewy-Korperchen, die zum Grof3teil aus aggre-
giertem a-Synuclein bestehen. Missgefaltetes a-Synuclein bildet zunichst neurotoxische Oligo-
mere, die anschliefdend zu Fibrillen aggregieren (Rodriguez et al., 2015). Ein wesentlicher Faktor
fiir diese Veranderungen ist oxidativer Stress (Giasson et al., 2000; Outeiro et al., 2008). Die
Aggregate wirken sich storend auf die Zelle aus. Zum einen sind aggregierte Proteine nicht mehr
funktional, zum anderen werden zelluldre Vorgdnge durch Aggregate gestort, weshalb sie nicht
mehr einwandfrei ablaufen kénnen. Dies fiihrt wiederum zur vermehrten Proteinaggregation.
Ursachlich fiir die Proteinmissfaltung ist neben dem oxidativen Stress eine beeintrachtigte Pro-
teinhomdostase. Molekulare Chaperone sind ein wichtiger Faktor der Proteinhomdostase, sie
sind in der Lage die Riickfaltung von fehlgefalteten Proteinen zu vollziehen (siehe Ab-
schnitt 1.4.1). Uryu et al. konnten zeigen, dass molekulare Chaperone in Lewy-Koérperchen vor-
zufinden sind. Das weist darauf hin, dass hier die Chaperone der praventiven Refaltung dienen
sollen (Uryu et al., 2006). Jedoch werden die Chaperone von den Lewy-Koérperchen eingeschlos-
sen, was zur Verringerung von Chaperonen in der Zelle fiihrt und eine Zunahme vom proteotoxi-
schen Stress bewirkt. Dies konnte in post mortem Proben von PD-Patienten ermitteln werden
(Ebrahimi-Fakhari et al., 2011). Das Ubiquitin-Proteasom-System, ein weiteres System der Pro-
teinhomoostase, scheint auch in der Pathogenese der PD gestort zu sein (siehe Abschnitt 1.4.1).
Post mortem konnte gezeigt werden, dass die Hydrolyse-Aktivitit des 26S-Proteasoms in
PD-Patienten beeintrichtigt ist (McNaught und Jenner, 2001). Zudem ist ebenfalls die Autopha-
gie in der PD beeintrachtigt (siehe Abschnitt 1.4.2). In nigralen Neuronen von Parkin-
son-Erkrankten konnte eine vermehrte Akkumulation von autophagischen Vakuolen nachgewie-
sen werden (Anglade et al.,, 1997). Zusitzlich wurde eine gesteigerte Autophagie in Blutzellen
von PD-Patienten beschrieben (Prigione et al, 2010). Zum Teil ist dies dem aggregierten
a-Synuclein geschuldet. Dieses wird eigentlich tiber die Chaperon-vermittelte Autophagie (CMA)
abgebaut. Mutiertes oder modifiziertes a-Synuclein hemmt hingegen, durch Bindung an den
lysosomalen Rezeptor LAMP-2A, die CMA (Cuervo et al.,, 2004; Martinez-Vicente et al., 2008).
Kompensatorisch kommt es zu einer gesteigerten Bildung von vesikuldren Bestandteilen der
Autophagie. Die genetischen Mutationen in der PD-Pathogenese, die vermehrt Proteine der
Autophagie betreffen, verdeutlichen den wichtigen Einfluss dieses Abbausystems in dieser

Erkrankung (siehe Abschnitt 1.1.4.3.4).
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1.1.4.3.6 Beeintrdchtigung der Mitochondrien

Eine zentrale Rolle der Mitochondrien in der PD wird dadurch bestétigt, dass Mutationen in der
PD haufig mitochondriale Proteine, wie PINK1 und Parkin, betreffen (siehe Abschnitt 1.1.4.3.4)
(Pickrell und Youle, 2015). Weiterhin herrscht in der PD eine Beeintrachtigung von Komplex I in
der Substantia nigra pars compacta, die post mortem nachgewiesen werden konnte (Schapira
etal, 1990). Dadurch lauft die Atmungskette nicht effizient ab, wodurch es zur verringerten
mitochondrialen Energieproduktion kommt. Dies wiederum bewirkt erh6hten oxidativen Stress,
der die Mitochondrien weiterhin schadigt. In einer Art Teufelskreis kommt es zu weiteren Scha-
digungen, die in Patientenzellen beobachtet werden konnten (Bender et al., 2006; Hajieva et al,,
2018; Toulorge et al,, 2016). Hierzu gehodren u. a. Deletionen in der mitochondrialen DNA, sowie
Beeintrachtigungen in der Elektronentransportkette und der Calcium-Homéostase. Auch kommt
es dadurch zu Anomalien in der mitochondrialen Morphologie und Dynamik, was zudem mit
einer beeintrachtigten Mitophagie einhergeht (Banerjee et al., 2009; Bose und Beal, 2016; Shefa
et al, 2019). Untersuchungen in toxinbasierten Parkinson-Modellen ergaben eine gesteigerte

Fission von Mitochondrien (Arnold et al.,, 2011; Gomez-Lazaro et al., 2008).

1.1.4.3.7 Oxidativer Stress in der Parkinson-Krankheit

Der oxidative Stress stellt einen entscheidenden Faktor in dieser Erkrankung dar (Boerger et al,,
2019; Dias et al.,, 2013). Bei der Betrachtung der bisher aufgefiihrten pathogenen Ursachen, wird
deutlich, dass die Entstehung von ROS multifaktoriell ist. So kommt es beim dopaminergen
Metabolismus zur Freisetzung von ROS. Auch die erhohten Eisenspiegel und die Neuroinflamma-
tion fiihren zu oxidativem Stress, der sich in den vulnerablen dopaminergen Neuronen stark
auswirkt. Die Tatsache, dass der Proteinmetabolismus der Zelle gestort ist, tragt zusatzlich dazu
bei, dass durch ROS veranderte Proteine nicht abgebaut werden kénnen und ihrerseits vermehrt
zur Bildung von ROS beitragen.

Eine sehr wichtige Rolle bei der Entstehung des oxidativen Stresses im Verlauf der PD, spielen
die Mitochondrien. Diese sind zum einen die grofite Quelle fiir ROS (siehe Abschnitt 1.3.3). Zum
anderen verursacht die Schiadigung der Mitochondrien durch eigene und auch extern produzier-
te ROS, eine vermehrte Entstehung von diesen Spezies. Schlief3lich fiihrt auch eine Beeintrachti-
gung der mitochondrialen Dynamik und der Mitophagie zu verstarktem oxidativen Stress.

Hinzu kommt bei PD-Erkrankten eine verringerte zerebrale Konzentration von Glutathion,
einem wichtigen korpereigenen Antioxidans (Sofic et al, 1992). Dieses Ungleichgewicht von
oxidativen und antioxidativen Einfliissen zugunsten der Oxidantien stellt ein wesentliches Prob-

lem in der Pathogenese dieser neurodegenerativen Erkrankung dar.
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1.1.5 Antioxidative Neuroprotektion in der Parkinson-Krankheit

Der Oxidative Stress nimmt in der Neurodegeneration der PD eine zentrale Stellung ein, dies
wurde bereits im Vorherigen ausfihrlich erlidutert (siehe Abschnitt 1.1.4.3.7). Dieser Stress
wurde damit zum Angriffspunkt fiir eine erhoffte praventive neuroprotektive Therapie der PD.
Hierflir wurden bisher Antioxidantien unterschiedlichster Art untersucht. Praklinisch erwiesen
sich viele dieser Substanzen als protektiv und vielversprechend (Jin et al., 2014; Koppula et al.,
2012). Beispielsweise zeigten in Parkinson-Modellen von Nagetieren Vitamin E, Coenzym Q10
und Resveratrol neuroprotektives Potential, um nur einige der protektiven Antioxidantien zu
nennen (Cleren et al., 2008; Khan et al., 2010; Lan und Jiang, 1997; Roghani und Behzadi, 2001;
Sharma und Nehru, 2013). Klinische Studien ergaben bisher jedoch keinen oder nur einen gerin-
gen praventiven Effekt (Beal et al.,, 2014; Jin et al,, 2014; Kamat et al., 2008). Eine Meta-Analyse
fiir Coenzym Q10 konnte keinen praventiven Einfluss in der PD erkennen (Negida et al., 2016).
Jedoch sind die Daten kontrovers, da es ebenfalls Erkenntnisse gibt, die eine leichte Neuropro-
tektion fiir Coenzym Q10 in der PD belegen (Shults et al., 2002; Weber und Ernst, 2006). Weitere
klinische Studien liegen vor, die weder fiir Vitamin E, Vitamin C, Kreatin noch fiir Caratinoide
einen signifikanten protektiven Effekt in der PD zeigten (Etminan et al., 2005; Hughes et al,
2016; Mo und Liu, 2017; Zhang et al., 2002). Doch auch hier gibt es Untersuchungen die eine
leichte Protektion beobachten konnten (Etminan et al.,, 2005; Fahn, 1992; Sarkar et al., 2016;
Zhang et al,, 2002). Es wird deutlich, dass die neuroprotektive Wirkung von Antioxidantien im
PD-Patienten zurzeit nicht eindeutig bewiesen ist. Jedoch gibt es Anhaltspunkte, die dafiir spre-
chen, dass eine antioxidative Therapie sich praventiv auswirken konnte. Ursachlich fiir die
moderaten Effekte der Antioxidantien in der PD kdonnte eine begrenzte zentrale Bioverfiigbar-
keit der Substanzen sein (Moosmann und Behl, 2002). Am Beispiel von Vitamin E zeigte sich,
dass es aufgrund seiner chemischen Struktur die Blut-Hirn-Schranke nur eingeschrankt passiert
(Vatassery, 1998). Die Wirkkonzentrationen der meisten Antioxidantien liegen im Mikro- bis
Millimolaren Bereich. Dies ist im Menschen schwierig zu realisieren, da hier mit hohen Substanz-
Konzentrationen und damit mit erh6hten unerwiinschten Arzneimittelwirkungen, bis hin zu

toxischen Effekten, zu rechnen ware (Abner et al., 2011; Ohlow et al., 2017).

Die Pravalenz der PD ist steigend und die heutige Therapie ist bisher rein symptomatisch, wes-
halb es wichtig ist nach praventiven Therapiemafinahmen zu suchen. Die leicht protektiven
Tendenzen von Antioxidantien in klinischen Studien und die eindeutige Neuroprotektion in
praklinischen Daten zeigen, dass es lohnenswert ist nach antioxidativen therapeutischen Alter-
nativen zu suchen. Doch ist es wichtig sich den Antioxidantien zu widmen, die ein héheres

Potential aufweisen als die bisher untersuchten Substanzen. Aufgrund des vielversprechenden
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neuroprotektiven Potentials von Phenothiazin wurde diese Substanz in dieser Arbeit analysiert.

Dies wird im Nachfolgenden ndher erlautert (siehe Abschnitt 1.2.1).

1.2 Untersuchte Substanzen

1.2.1 Das Antioxidans Phenothiazin

Phenothiazin (PHT) stellt ein Kettenabbruch-Antioxidans dar, das sich bereits seit mehreren
Jahrzehnten bei anderen Indikationen als der Parkinson-Krankheit in der pharmakologischen
Anwendung befand. Hierbei wurde es als Anthelminthikum, Fungizid, Insektizid und als Mittel

gegen Malaria angewendet (Mitchell, 2006; Ohlow und Moosmann, 2011).

COC

Abbildung 1-3: Phenothiazin

Chemische Struktur des Phenothiazins.

Chlorpromazin Levomepromazin Perphenazin

Abbildung 1-4: Phenothiazin-Derivate

Angegeben sind die chemischen Strukturen von Chlorpromazin, Levomepromazin und Perphenazin.

In der heutigen Pharmakologie werden zu den Phenothiazinen dessen antipsychotische Derivate
gezahlt (Abbildung 1-4). Diese sind aufgrund von chemischen Unterschieden von der nicht-
antipsychotisch wirkenden Grundsubstanz Phenothiazin zu trennen. Die Wirkung des Kettenab-
bruch-Antioxidans erfolgt iiber Wasserstoffabspaltung am elektronegativen Stickstoff-Atom
(Abbildung 1-3). Das trizyklische, planare Molekiil ist in der radikalischen Form intensiv meso-
meriestabilisiert. Damit ist es reaktionstrage und stoppt so die radikalische Kettenreaktion

(Moosmann et al.,, 2001; Murphy et al,, 1950).
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In den letzten Jahren konnte die neuroprotektive Auswirkung von PHT gezeigt werden (Moos-
mann et al, 2001; Ohlow et al, 2017). Speziell in der Untersuchung der PHT-Wirkung im
Zusammenhang mit der Parkinson-Krankheit zeigte sich Phenothiazin protektiv gegen den
erhohten oxidativen Stress und der damit einhergehenden Neurodegeneration im nanomolaren
Konzentrationsbereich. Im Krankheitsmodell der PD konnte PHT sowohl dopaminerge Zellen
vor der oxidativen Neurotoxizitdt schiitzen als auch in Invertebraten die dopaminerge Neurode-
generation verhindern (Hajieva et al., 2009; Mocko et al., 2010). Neuerdings konnte ebenfalls in
Ratten bestdtigt werden, dass PHT im Parkinson-Modell neuroprotektiv wirkt, vor oxidativen
Schiden schiitzt und die Uberlebensrate der Tiere verlidngert (Tapias et al., 2019).

Morphologische Untersuchungen der Mitochondrien in SH-SY5Y Zellen zeigten, dass Phenothia-
zin in der Lage ist das mitochondriale Membranpotential zu stabilisieren (Christ, 2010). Unter
der Behandlung mit dem Komplex I-Inhibitor Rotenon (siehe Abschnitt 1.2.2), konnte eine
Absenkung des mitochondrialen Potentials beobachtet werden (Abbildung 1-5). Durch die
Vorinkubation mit PHT wurde das mitochondriale Membranpotential stabilisiert, weshalb der
schadigende Einfluss von Rotenon signifikant verringert werden konnte. Somit war PHT in der

Lage die Integritidt der Mitochondrien wahrend einer Komplex I-Inhibition zu erhalten.

-

Vehikel Rotenon plus Vehikel Rotenon plus PHT

Abbildung 1-5: Mitochondriales Membranpotential unter der Behandlung mit Rotenon und Phenothiazin
Fluoreszensmikroskopische Darstellung des mitochondrialen Membranpotentials mithilfe des MitoTracker Red in
SH-SY5Y Zellen nach 48 h Behandlung mit 150 nM Rotenon in Anwesenheit von 50 nM PHT Phenothiazin oder Etha-
nol. Aus Christ, 2010.

Phenothiazin erscheint als interessantes Antioxidans, das sich bereits praklinisch als eine neu-
roprotektive Substanz unter experimentellen Bedingungen in der Parkinson-Pathologie gezeigt
hat. Die hochdosierte pharmakologische Anwendung seit mehreren Jahrzehnten im Menschen
zeigt seine weitgehende toxikologische Unbedenklichkeit, da erst ab der kumulativen Konzent-
ration von 9 g mit toxischen Effekten beim Erwachsenen zu rechnen ist (Ottmann, 1952). Zudem
ist dieser Wirkstoff in vitro und in C. elegans hoch potent, das einen pharmakologischen Einsatz
im nanomolaren Bereich ermdglicht (Moosmann et al,, 2001; Ohlow und Moosmann, 2011).

Dariiber hinaus kann diese Substanz durch ihren lipophilen und niedermolekularen Charakter
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die Blut-Hirn-Schranke tiberwinden (Tadros und Wahab, 1962). Dies ermoglicht eine Bioverfiig-
barkeit im ZNS, was in der PD entscheidend ist. Dies sind wesentliche Argumente um das Phe-
nothiazin als mogliche pharmakologische Therapiesubstanz in der Parkinson-Krankheit zu

untersuchen.

1.2.2 Das Parkinson-Toxin Rotenon

Die Parkinson-Forschung unterliegt gewissen Grenzen, da die tatsachliche in vivo Untersuchung
nur post mortem an Biopsien von Patienten moglich ist. Damit sind diese Analysen rein retro-
spektiv. Dartiber hinaus sind solche Biopsien verhaltnisméaf3ig rar und die Hirnregionen werden
meistens dann betrachtet, wenn die Neurodegeneration meist schon stark vorangeschritten ist.
Um diese Hindernisse zu umgehen, werden héufig toxinbasierte Modelle der PD verwendet. Zu
den untersuchten Toxinen zdhlen oft Rotenon, 6-Hydroxydopamin, 1-Methyl-
4-phenylpyridinium (MPP*) und Paraquat. Thr Vorteil ist, dass sie meist den Phanotyp der
PD-Erkrankung gut abbilden (Martinez und Greenamyre, 2012; Tieu, 2011).

Abbildung 1-6: Rotenon

Chemische Struktur von Rotenon

In dieser Arbeit wurde das Toxin Rotenon verwendet um die PD-Symptomatik auszuldsen
(Abbildung 1-6). Der Zusammenhang von Rotenon und der Parkinson-Krankheit wurde in
epidemiologischen Studien erkannt. Diese ergaben, dass Mitarbeiter von Agrarkulturen, die
Rotenon als Pestizid verwendeten, einem erhohten Risiko ausgesetzt waren an PD zu erkranken
(Di Monte, 2003; Tanner et al, 2011). Analysen zeigten, dass Rotenon den Komplex I der
Atmungskette inhibiert, der interessanterweise auch in PD-Patienten in seiner Aktivitit einge-
schrankt ist (Devi et al., 2008; Hartley et al., 1994). Durch die Hemmung von Komplex [ mittels
Rotenon werden ROS erzeugt, die wiederum Komplex [ schadigen wodurch erneut vermehrt
ROS generiert werden. Der kumulative oxidative Schaden sorgt fiir den toxischen,
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Parkinson-dhnlichen Effekt von Rotenon (Sanders und Greenamyre, 2013). Bei Untersuchungen
im Rattenmodell wurde deutlich, dass Rotenon eine dhnliche Pathologie auslost wie in erkrank-
ten Parkinson-Patienten. Hier kam es zum Verlust von dopaminergen Neuronen und zu einer
Akkumulation von Lewy-Koérperchen in der Substantia nigra (Betarbet et al., 2000; Sherer et al.,
2003). Dariiber hinaus wiesen die Ratten eine Symptomatik der Hypokinesie und Regiditat auf
und dhnelten damit den Parkinson-Patienten. Dies konnte auch in Mausen bestétigt werden
(Inden etal., 2011). Damit zeigt sich, dass Rotenon die Pathogenese der PD abbildet und sich

damit als Modellsubstanz fiir diese Erkrankung gut eignet.

1.3 Mitochondrien

1.3.1 Morphologie der Mitochondrien

Mitochondrien sind die wichtigsten Energielieferanten der Zelle, da sie durch oxidative Phos-
phorylierung das meiste Adenosintriphosphat (ATP) erzeugen. Bei den Mitochondrien handelt
es sich um zellulare Organellen, die von einer Doppelmembran begrenzt werden. Damit ergeben
sich vier verschiedene Kompartimente, die sich in Aufbau und Funktion unterscheiden
(Abbildung 1-7). Aufden befindet sich die dufiere Mitochondrienmembran (OMM = outer mito-
chondrial membrane) und innen die innere Mitochondrienmembran (IMM = inner mitochondrial
membrane). Dazwischen liegt der Intermembranraum (IMS = intermembrane space). Das Innere
des Mitochondriums nennt sich Matrix und wird von der IMM eingeschlossen.

Die OMM wird aus einer Phospholipiddoppelmembran gebildet, die zahlreiche Proteine fiir
Transport, Dynamik und Signaliibertragung enthalt (Duncan et al., 2013). Sie ist dank der Porine
fiir eine freie Diffusion von kleineren Molekiilen (<8000 Da) zuganglich. Grofiere Molekiile
werden aktiv durch TOM-Proteine (translocase of the outer membrane) in den IMS transportiert
(Ahting et al., 1999). In der IMM sind fiir den Transport die TIM-Proteine (translocase of the
inner membrane) zustiandig (Miihlenbein et al., 2004). Die IMM unterscheidet sich von der OMM
durch ihre passive Undurchldssigkeit und durch ihren hohen Proteinanteil, der geschéatzt ein
Verhaltnis von 3:1 Protein zu Lipid ergibt (Raza Shaikh und Brown, 2013). Hier stellt das Protein
Cardiolipin eine Besonderheit dar, da es sonst nur in Prokaryoten vorzufinden ist (Paradies
etal, 2014). In der IMM sind zahlreiche Proteine integriert, u. a. gehoren dazu die vier mito-
chondrialen Komplexe I-IV wie auch die ATP-Synthase, die fiir die Energieproduktion essentiell
sind. Die IMM besitzt zahlreiche Ausstiilpungen und bildet damit die Strukturen der Cristae. Dies
ermoglicht eine grof3e Oberflache um eine ausreichende ATP-Produktion zu gewahrleisten (Cog-

liati et al,, 2013). Die Matrix beinhaltet unzédhlige Proteine, beispielsweise sind die Enzyme der
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Stoffwechselvorgiange des Zitratzyklus und der (-Oxidation zu nennen, ebenfalls ist hier die
doppelstrangige, zirkuldre mitochondriale DNA (mtDNA) enthalten. Obwohl {iiber 99 % der
mitochondrialen Proteine im Zellkern kodiert werden, beinhaltet die mtDNA 37 Gene, die fir
13 Proteine der Atmungskette kodieren (Boengler et al., 2011). Zusatzlich kodiert die mtDNA fiir
2rRNAs und 22 tRNAs, die zur Translation der mitochondrialen Proteine notwendig sind
(Anderson et al., 1981). Pro Zelle konnen mehrere Tausend Kopien der mtDNA vorliegen (Miller

etal.,, 2003).

Porin
/ /— AuBere Mitochondrienmembran (OMM)
A==~ )—

Intermembranraum (IMS)

r.\ Innere Mitochondrienmembran (IMM)
L] L ]
O Matrix

Y .

. Cristae

\ L———Ribosom
Zirkuldre DNA

‘—— ATP-Synthase

Elektronentransportkette

Abbildung 1-7: Das Mitochondrium
Abgebildet ist das Mitochondrium mit Angabe seiner einzelnen Kompartimente: OMM, IMS, IMM, Matrix. Dargestellt
sind die Strukturen der Cristae in denen die Proteine der oxidativen Phosphorylierung eingebettet sind. Weiterhin

sind die mtDNA, die Ribosomen und die Porine angegeben. Modifiziert nach Yusoff et al., 2015.

1.3.2 Funktion der Mitochondrien

Mitochondrien sind essentielle Funktionseinheiten der Zelle. Sie stellen wichtige Komponenten
in der Apoptose, in der Calcium-Homdoostase, in der Synthese von Eisen-Schwefel-Clustern, in
der Thermogenese und in weiteren Stoffwechselvorgingen dar (Gunter et al., 2004; Kispal et al,,
1999; McBride et al., 2006).

Die Hauptaufgabe der Mitochondrien besteht darin, der Zelle Energie in Form von ATP zur
Verfligung zu stellen. Hierfiir wird der Zitratzyklus im Mitochondrium benétigt. Dieser wandelt
Stoffwechselprodukte von Kohlenhydraten, Fetten und Proteinen im Wesentlichen in CO, und
die Reduktionsdquivalente NADH und FADH; um. Diese stehen dann der mitochondrialen

Atmungskette, die aus fiinf in der IMM eingebetteten Komplexen besteht, zur Verfligung.
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Komplexe I bzw. I sind fiir die Reduktion von NADH bzw. FADH; verantwortlich und sind somit
fir den Ubertrag der Elektronen auf den Redoxtriger Coenzym Q10 zustindig. Uber Komplex III
werden diese Elektronen dann auf das Cytochrom c iibertragen und im Komplex IV erfolgt
anschliefdend die Reduktion von elementarem Sauerstoff zu Wasser. Wahrend des Elektronen-
transports werden iiber Komplexe |, [II und IV Protonen in den Intermembranraum gepumpt.
Der dadurch entstehende Protonengradient erméglicht die Aktivierung der ATP-Synthase, auch
Komplex V genannt. Dieses Enzym wandelt ADP (Adenosindiphosphat) und anorganisches
Phosphat in ATP um, das anschliefdend der Zelle fiir energiekonsumierende Prozesse zur Verfii-

gung steht. Dieser Prozess wird als oxidative Phosphorylierung bezeichnet.

1.3.3 Oxidativer Stress

Mitochondrien tragen im Wesentlichen zum oxidativen Stress in der Zelle bei, weil sie die
Hauptquelle fiir reaktive Sauerstoffspezies (ROS = reactive oxygen species) darstellen. Oxidativer
Stress beschreibt das Ungleichgewicht zwischen prooxidativen und antioxidativen Systemen der
Zelle, zugunsten des prooxidativen Systems. Dies geht einher mit der liberméfdigen Bildung von

reaktiven Sauerstoffspezies.

1.3.3.1 Reaktive Sauerstoffspezies

Zum oxidativen System der Zelle zdhlen die ROS. Diese sind reaktive Molekiile, die das Element
Sauerstoff beinhalten. Oft handelt es sich um Radikale, die durch ihr freies Elektron sehr instabil
und damit reaktiv sind. Aber auch Molektile nicht radikalischen Charakters mit einer hohen Re-
aktivitat werden zu den ROS gezahlt. Zu den ROS gehdren hauptsachlich das Superoxid-Anion
(O2¢7 ), das Wasserstoffperoxid (H202) und das Hydroxylradikal (OHe). Diese oxidativen Sub-
stanzen wandeln Molekiile in ihrer Umgebung in Radikale und Peroxide um. Letztere propagie-
ren zusatzlich den oxidativen Einfluss, weshalb auch diese zu den ROS zdhlen (Aitken et al,

1989).

ROS werden enzymatisch beispielsweise von NADPH Oxidasen oder Xanthinoxidasen gebildet,
sie entstehen aber auch beim Lipidmetabolismus in den Peroxisomen (Graham, 1978). Die weit-
aus grofdte Quelle von ROS stellen jedoch die Mitochondrien dar (Chance et al., 1979). Beim
Elektronentransport tiber die Komplexe der Atmungskette entflieht ein Teil der Elektronen die-
sem Prozess, dies geschieht vermehrt an den Komplexen [ und III (Raha et al., 2000; Turrens und

Boveris, 1980). Diese Elektronen reagieren mit dem molekularen Sauerstoff in ihrer Umgebung

17



Einleitung

und bilden somit das Superoxid-Anion (O2*" ). Dieses wird zum Grofsteil durch die Superoxid-
dismutase in Wasserstoffperoxid (H202) umgewandelt. Das Wasserstoffperoxid kann anschlie-
Bend im Rahmen der Fenton-Reaktion in Hydroxylanion (OH™) und Hydroxylradikal (OHe) um-
gewandelt werden. Beim Letzteren handelt es sich um das reaktivste ROS (Chance et al.,, 1979).
Bei dieser Reaktion wirkt zweiwertiges Eisen als Katalysator. Aufgrund der Eisen-Schwefel-

Cluster in den Mitochondrien lauft die Fenton-Reaktion in diesen Organellen verstarkt ab.

1.3.3.2 Antioxidatives System

Das antioxidative System der Zelle ist ein Kompensationsmechanismus, um sich vor oxidativem
Stress zu schiitzen. Antioxidantien sind in der Lage ROS chemisch zu reduzieren, so wird verhin-
dert, dass ROS ihre schadigenden oxidativen Effekte weiter propagieren. Das antioxidative Sys-
tem wird in enzymatische und nicht-enzymatische Antioxidantien gegliedert, wobei die letzteren
in endogene und exogene Substanzen unterteilt werden. Zu den endogenen Antioxidantien ge-
hoéren Substanzen, die vom Korper gebildet werden, wie Glutathion, Harnsaure oder
Coenzym Q10. Exogene Substanzen, wie Vitamine A, C und E, sowie Carotinoide und Flavonoide,
fithrt der Organismus von aufden zu. Zu den wichtigsten enzymatischen Antioxidantien zdhlen
die Superoxiddismutase, die Katalase und die Glutathionperoxidase. Die gesamte Variabilitat des
antioxidativen Systems ist wichtig fiir eine funktionsfahige Zelle, damit sie in der Lage ist, sich

auf unterschiedlichen Ebenen vor ROS zu schiitzen.

1.3.3.3 Oxidative Schidigung

Im gesunden Organismus liegt ein Gleichgewicht zwischen prooxidativen und antioxidativen
Einfliissen vor. Hierbei haben reaktive Sauerstoffspezies physiologische Funktionen in der Sig-
nalweiterleitung, in der Regulation der Autophagie und in der Inmunabwehr (Chen et al., 2009;
Franchini et al., 2013; Garcia-quintans et al., 2016). Beim oxidativen Stress reicht das antioxida-
tive System der Zelle nicht aus um sich den Oxidantien zu entledigen, die Balance ist hier zu-
gunsten des oxidativen Status verschoben. Es besteht ein Uberschuss von ROS und von oxidati-
ven Prozessen, die sich schadigend auf die Zelle auswirken.

Beeintrachtigungen am Hauptentstehungsort, namlich in den Mitochondrien, fiihren zur mutier-
ten mtDNA (Bender et al., 2006; Shokolenko et al., 2009). Dadurch kommt es zur verringerten
Bildung von mitochondrial kodierten Proteinen, die fiir die Atmungskette und die ATP-Synthese
zustdndig sind. Zusatzlich kommt es zur verringerten bzw. unzureichenden Respiration durch

den direkten Angriff der ROS an diese mitochondrialen Proteine (Rowley et al., 2016). Dies
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verstarkt wiederum die Entstehung von ROS, da noch mehr Elektronen der Atmungskette ent-
fliehen und weiter ROS generieren. Zusatzlich kommt es durch Beeintriachtigung intramito-
chondrialer Prozesse wie beispielsweise der Calcium-Homoostase oder der Apoptose-
Regulation zur Vermehrung von oxidativen Einfliissen in der Zelle (Jiang et al., 2008; Hajieva
etal, 2018).

Gesamtzelluldr betrachtet werden Proteine, DNA und Membranen durch oxidativen Stress ge-
schadigt (Davalli et al., 2016; Granold et al., 2015; Hajieva et al,, 2015). Hierbei kann es zu radi-
kalischen Kettenreaktionen kommen, die diesen Prozess verstarken.

Der oxidative Stress tritt im Laufe der Alterung und im Verlauf von zahlreichen Krankheiten, u. a.
in neurodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimer- und der Parkinson-Krankheit, auf
(Davalli et al., 2016; Shefa et al., 2019). Die Einfliisse von oxidativem Stress in der Parkin-

son-Krankheit wurden in Abschnitt 1.1.4.3.7 erlautert.

1.3.4 Mitochondriale Dynamik

Die mitochondriale Homdostase beschreibt die Balance zwischen der Biogenese, der mitochond-
rialen Dynamik und dem Abbau von Mitochondrien (Twig und Shirihai, 2015). Die Dynamik der
Mitochondrien vollzieht sich in einem groféen tubuldren Netzwerk innerhalb der Zelle. Hierbei
teilen (Fission) und vereinigen (Fusion) sich die Mitochondrien unentwegt (Bereiter-Kahn und
Voth, 1994). Dabei stehen die Mitochondrien immer wieder in Kontakt, wodurch es zur Durch-
mischung des mitochondrialen Inhalts, bestehend aus Proteinen, Lipiden und mtDNA, kommt
(Youle und van der Bliek, 2012). Dadurch wird die Form, Gréfse und Anzahl der Mitochondrien
reguliert und eine Homoostase des mitochondrialen Inhalts {iber die gesamte Zelle hinweg ge-
wahrleistet (Chan, 2012; Chen et al,, 2010; Westermann, 2012). Auch dient die mitochondriale
Dynamik der energetischen Kopplung von Mitochondrien, die somit eine effektive Energiepro-
duktion ermdglicht. Die mitochondriale Dynamik ist des Weiteren in der Lage Schaden durch
intakte Komponenten zu ersetzten. Bei irreparabler Schadigung eines mitochondrialen Ab-
schnitts wird er mittels Dynamik abgesondert und dem Abbau durch Mitophagie zugefiihrt
(Twig et al., 2008).

1.3.4.1 Fission und Fusion

Bei der Fission wird ein Abschnitt des mitochondrialen Netzwerkes abgesondert (siehe Abbil-
dung 1-8). Dies geschieht iiber das Protein DLP-1 (dynamin-like protein 1), das vorwiegend im
Zytosol vorliegt (Lee et al,, 2016; Loson et al.,, 2013). Es wird mittels bestimmter Proteine an die

OMM rekrutiert, dazu zahlen FIS1 (mitochondrial fission 1 protein), Mff (Mitochondrial fission
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factor) und MiD49 bzw. 51 (Mitochondrial dynamics proteins 49, 51 kDa) (Losén et al.,, 2013). Die
an der mitochondrialen Oberfliche angelangten DLP-1-Proteine oligomerisieren spiralférmig
um das Mitochondrium und schniiren es unter der Hydrolyse von GTP ein, bis das Mitochondri-

um in zwei Fragmente zerfallt (Ingermann et al., 2005).

Die mitochondriale Fusion ist ein zweistufiger Prozess bei dem die dufiere und anschliefdend die
innere Mitochondrienmembran separat fusionieren (siehe Abbildung 1-8) (Song et al., 2009).
Die Fusion der dufieren Membran wird durch zwei grofie membranare GTPasen, Mitofusin 1
(Mfn1) und Mitofusin 2 (Mfn2), bewerkstelligt (Eura, 2003; Hales und Fuller, 1997). Nachge-
schaltet erfolgt die Fusion der inneren Mitochondrienmembran mithilfe des Proteins OPA1
(Optic atrophy 1) (Olichon et al., 2002; Song et al., 2009). Dieses ist gleichzeitig fiir eine Modulie-
rung der Cristae-Struktur verantwortlich und erméglicht so die Erhaltung einer abgestimmten

ATP-Synthese (Patten et al,, 2014).

Mff FIST MiD49/5\

Stress

’J \ :'.\ \ \

MFN1/2

Abbildung 1-8: Regulation der mitochondrialen Dynamik (Fission und Fusion) und der Mitophagie
Gestresste Mitochondrien werden durch Fission in geschddigten und intakten Part geteilt. Der intakte Part vereinigt
sich in der Fusion mit anderen gesunden Mitochondrien. Der geschadigte Part unterliegt der Mitophagie, die schlief3-

lich im Lysosom endet. Modifiziert nach Kubli und Gustafsson, 2012.
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1.3.4.2 Das Protein Mitofusin 1

Das Mitofusin 1 (Mfn1) spielt eine wichtige Rolle in der Fusion von Mitochondrien. In diesem
Vorgang ist die Funktion von Mfn1 bislang am besten beschrieben, wobei es ebenfalls bei Pro-
zessen wie der Seneszens oder der Apoptose von Bedeutung ist (Park et al., 2010; Pyakurel et al,,
2015).

Strukturell gesehen besteht das Mfn1 aus einer GTPase-Einheit und zwei coiled-coil-Domé&nen
(siehe Abbildung 1-9). Es durchspannt die duf3ere mitochondriale Membran zwei Mal, sodass die
wichtigen Funktionsdoménen zytosolisch vorliegen. Wahrend N-terminal die GTPase-Einheit
und die erste coiled-coil Doméne (HR1 = heptad repeat 1) vorliegen, ragt C-terminal die zweite
coiled-coil Domédne (HR2) ins Zytosol (Fritz et al., 2001; Hales und Fuller, 1997). Im Fusionsme-
chanismus verbinden sich die HR2-Motive von benachbarten Mitochondrien antiparallel (Cao
etal.,, 2017; Koshiba et al.,, 2004; Rojo et al., 2002). Die Fusion erfolgt anschliefend iiber die
GTPase-Domane, die GTP zu GDP und Pi hydrolysiert (Ishihara et al., 2004; Yan et al., 2018).

A B
69
GTPase HR1 TM  HR2
Mfn1 —©—:)—CD—Q GTPase
347
741
HR1 HR2
Zytosol 579 629
OM ™

Abbildung 1-9: Mitofusin 1

Dargestellt ist das Protein Mitofusin 1. (A) Doméanen-Struktur des Proteins mit den jeweiligen funktionalen Einheiten:
GTPase-Domane, zwei coiled-coil Domdnen 1 und 2 (HR1 und HR2) und Transmembran-Einheit (TM), modifiziert
nach Chan, 2006. (B) Raumliche Mfnl-Darstellung eingebettet in der dufleren Mitochondrienmembran (OM) mit

Angabe von einigen Aminosaure-Positionen. Modifiziert nach Koshiba et al., 2004.

Das Protein Mfn1 liegt in drei bekannten Protein-Isoformen vor, die durch alternatives Spleifsen
erzeugt werden. Die kanonische Form, die fiir die mitochondriale Fusion zustandig ist, ist die
Isoform 1, die mit 741 Aminosiuren eine Molekiilmasse von 84 kDa aufweist. Die Isoform 2
(41 kDa) besteht nur aus den ersten 370 Aminosauren des Proteins, wobei die letzten vier Ami-
nosauren verdndert sind. Die Isoform 3 allerdings besteht aus insgesamt 630 Aminosduren und

hat eine Molekiilmasse von 71 kDa. Dieser fehlen im Vergleich zur Isoform 1 die
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Aminosauren 444 - 554 (UniProt, 2019). Die mRNA der Isoform 3 weist im Vergleich zur Isof-
orm 1 durch das alternative Spleifien eine Deletion von zwei Exons (Exon 12 und 13) auf, was

dem fehlenden Aminosaurestrang in der Isoform 3 entspricht (AceView, 2019).

1.3.5 Mitophagie

1.3.5.1 Mechanismus der Mitophagie

Der Begriff ,Mitophagie” wurde erstmals von John . Lemasters im Jahre 2005 verwendet und
beschreibt einen Weg der Autophagie, der spezifisch dem Abbau von Mitochondrien dient (siehe
Abschnitt 1.4.2) (Lemasters, 2005). Bisher sind mehrere Wege der Mitophagie beschrieben
(Ashrafi und Schwarz, 2013). Hierbei ist die PINK1-Parkin-vermittelte Mitophagie am besten
erforscht und befasst sich mit dem Abbau von geschidigten Mitochondrien. Auf diese wird sich
im Folgenden bezogen.

Die mitochondriale Dynamik ist in der Lage geschddigte mitochondriale Anteile mittels Fission
von dem mitochondrialen Netzwerk zu trennen. Das abgetrennte Mitochondrium weist ein ver-
ringertes Membranpotential auf und wird somit der Mitophagie zugefiihrt (siehe Abbildung 1-8)
(Twig et al., 2008). Nachfolgend akkumuliert die Kinase PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1)
auf der OMM und rekrutiert die E3-Ubiquitin-Ligase Parkin durch Phosphorylierung aus dem
Zytosol (Jin et al,, 2010; Narendra et al., 2010; Schubert et al., 2017). Parkin ist fiir die Ubiquiti-
nierung der Proteine der OMM zustindig (Bsp.: Mfn 1/2, Miro (Mitochondrial Rho GTPase 1),
VDAC (Voltage-dependent anion channel)) (Sarraf et al., 2013). Aktuell wird Mitofusin 2 als Re-
zeptor fiir Parkin diskutiert. Einige Forschergruppen konnten zeigen, dass durch PINK1 phos-
phoryliertes Mitofusin 2 bei der Rekrutierung von Parkin eine Rolle zu spielen scheint (Chen
und Dorn 2013; Gong et al.,, 2015). An die polyubiquitinierten Proteine der OMM dockt anschlie-
3end das Protein p62 an (Geisler et al., 2010). Durch die Bindung an LC3 kommt es zu einer Lo-
kalisierung des geschadigten Mitochondriums an das Phagophor (Kawajiri et al., 2010). Nachfol-
gend schliefst es zum Autophagophor und vollzieht die Verschmelzung mit einem Lysosom zum
Autolysosom. Hierin wird das Mitochondrium mittels lysosomaler Hydrolasen abgebaut (siehe

Abschnitt 1.4.2).

1.3.5.2 Das Protein PINK1

Die Kinase PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1) stellt ein wichtiges Molekil zur Einleitung

der Mitophagie dar. Es handelt sich hierbei um eine kernkodierte Serin/Threonin-Kinase
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(Nakajima et al.,, 2003). N-terminal befindet sich die transmembrandre Domaéine, diese wird
C-terminal von einer grofden Kinase-Domadne abgeldst, die ins Zytoplasma ragt (UniProt, 2019;
Zhou et al., 2008).

Die zelluldare Konzentration von PINK1 ist relativ gering, da dieses Protein in funktionalen Mito-
chondrien einer proteolytischen Spaltung unterliegt (siehe Abbildung 1-10) (Jin et al., 2010).
Durch die Translokasen TOM und TIM wird PINK1 in das Mitochondrium importiert. Mito-
chondrien-bindende Anteile werden dann durch die Peptidase MPP (mitochondrial processing
peptidase) und die Protease PARL (presenilin-associated rhomboid-like protein) geschnitten
(Greene et al., 2012). Die restliche Protein-sequenz wird ins Zytosol freigegeben und unterliegt
dem Abbau durch das Ubiquitin-Proteasom-System (Yamano und Youle, 2013). Im geschadigten
Mitochondrium besteht ein verringertes Membranpotential. Als Folge kann die Translokation
ins Mitochondriuminnere und die Spaltung durch MPP und PARL nicht mehr erfolgen (Narendra
et al,, 2010). Stattdessen wird PINK1 durch TOM stabilisiert und akkumuliert dadurch auf der
dufleren Mitochondrienmembran (Lazarou et al., 2012; Sekine und Youle, 2018). Dieser Zustand
ermoglicht die Rekrutierung von Parkin und damit den Abbau des Mitochondriums durch Mito-

phagie.

Intakte Mitochondrien Geschadigte Mitochondrien

... Zytosol Parkin o
Proteasom L
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Abbildung 1-10: PINK1-Import

Mechanismus vom PINK1-Import in intakten und geschadigten Mitochondrien. (links) In intakten Mitochondrien wird
PINK1 durch TOM und TIM in das Mitochondrium importiert, durch Proteasen (PARL, MPP) geschnitten und zum
Abbau ins Zytosol freigegeben. (rechts) In geschiadigten Mitochondrien wird PINK1 durch TOM stabilisiert und ver-
bleibt auf der dufieren Mitochondrienmembran (OMM) um Parkin zu rekrutieren und weitere Schritte der Mitophagie

einzuleiten. Modifiziert nach Nguyen et al,, 2016.
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1.4 Autophagie

1.4.1 Autophagie als Bestandteil der Proteinhomdostase

Die Proteinhomoéostase umfasst Synthese, Faltung, Aufrechterhaltung der Funktionalitit und
den kontrollierten Abbau von Proteinen. Hierdurch wird ein intaktes Proteom in der Zelle ge-
wahrleistet.

Bei Fehlfaltung und Aggregation von Proteinen kann es zum Funktionsverlust des Proteins und
dartiber hinaus zu toxischen Auswirkungen auf die Zelle bis hin zum Zelltod kommen (Behl und
Ziegler, 2014). Um dies zu verhindern bedient sich die Zelle der Riickfaltung der Proteine in die
native Konformation mittels molekularer Chaperone, des Abbaus liber das Ubiquitin-Proteasom-

System oder iiber die Autophagie (siehe Abbildung 1-11).

AUTOPHAGIE
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UBIQUITIN-PROTEASOM-
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Proteasom

Abbildung 1-11: Wege des Proteinabbaus
Dargestellt sind unterschiedliche Wege der Autophagie. Hierbei sind die Makroautophagie und die Chaperon-
vermittelte Autophagie (CMA) abgebildet, die schliefilich beide dem Abbau im Lysosom erliegen. Weiterhin ist das

Ubiquitin-Proteasom-System dargestellt. Modifiziert nach Morawe et al.,, 2012.
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Molekulare Chaperone sind fiir die richtige Konformation der Proteine zustindig. Sie falten neu
entstandene Proteine in ihre native Form, sind aber auch in der Lage fehlgefaltete Proteine zu-
riickzufalten. Weiterhin kdnnen Proteine durch Chaperone zum Abbau markiert werden (Hartl
et al., 2011). Co-Chaperone assistieren den Chaperonen und beeinflussen somit ihre Aktivitat.
Eine wichtige Familie von Chaperonen stellen die Hitzeschockproteine (HSP) dar, die durch
Stress induziert werden. Ein wichtiges Protein dieser Klasse ist das Chaperon HSP70, da es auf
vielfaltige Weise die Proteinhomdoostase aufrechterhilt (Meimaridou et al., 2009). Fir dieses
Protein sind mehrere Co-Chaperone beschrieben. Beispielsweise werden mittels Co-Chaperonen
der BAG-Familie (Bcl-2-associated athanogene) am HSP70 polyubiquitinierte Proteine fiir den
weiteren Abbau vormarkiert. Hierbei kennzeichnet BAG1 fiir die Degradation mittels Ubiquitin-
Proteasom-System (UPS), wahrend BAG3 den Abbau iiber die Makroautophagie vermittelt (Behl],
2016; Gamerdinger et al., 2009, 2011; Stiirner und Behl, 2017).

Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) ist in der Zelle fiir den Abbau von kurzlebigen, fehlgefal-
teten oder nicht mehr benoétigten Proteinen vorrangig (siehe Abbildung 1-11). Die Proteine
werden iiber eine Enzym-Kaskade mit Ubiquitin versehen und damit fiir den Abbau markiert
(Morawe et al.,, 2012). Die Degradation der ubiquitinierten Proteine findet schlief3lich im zylin-
derférmigen 26S-Proteasom, einer Protease bestehend aus mehreren Untereinheiten, statt. Im
Inneren des 26S-Proteasoms befindet sich die 20S-Einheit, die von 19S-Einheiten (oder
11S-Einheiten) flankiert wird. Wahrend die 19S-Einheit regulatorisch wirkt, stellt die
20S-Einheit den proteolytischen Kern des 26S-Proteasoms dar (Lander et al., 2012). Es ist fiir

die Degradation von Proteinen in Peptide, mit einer Lange von etwa 10 Aminosaduren, zustandig.

1.4.2 Autophagie

Es gibt im Wesentlichen drei unterschiedliche Arten der Autophagie, die Mikroautophagie, die
Makroautophagie und die Chaperon-vermittelte Autophagie (Morawe et al., 2012). Wahrend es
bei der Mikroautophagie zu einer direkten Invagination von abzubauendem Material in die
Lysosomen kommt, werden bei der Chaperon-vermittelten Autophagie (CMA = chaperone-
mediated autophagy) Proteine mit der Peptidsequenz KFERQ von Chaperonen erkannt und dem
Lysosom iiber den LAMP-2A-Rezeptor (lysosomal-associated membrane protein-2a) zum Abbau
zugefiihrt (siehe Abbildung 1-11) (Cuervo und Dice, 2000). Die Makroautophagie ist die am bes-
ten beschriebene Form der Autophagie und stellt einen evolutionar hoch konservierten Abbau-
weg der Proteinhomdostase dar. Da die Untersuchungen dieser Arbeit sich auf die Makroauto-
phagie beschrianken, wird nachfolgend die Makroautophagie vereinfacht als Autophagie be-

zeichnet.
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Die Autophagie unterliegt mehreren komplexen Signalkaskaden, die am Ende die Bildung der
Initiationsmembran einleiten (Abbildung 1-12) (Yang und Klionsky, 2010). Unter anderem ist
das Protein WIPI1 (WD repeat domain phoshoinositide- interacting protein 1) an der Formierung
und der Reifung dieser Membran zustidndig. Die Initiationsmembran wachst folgend zu einer
Phagophore heran, dies wird als Elongation bezeichnet. Die Phagophore stellt eine Doppel-
membran dar, deren Reifung und Elongation u. a. durch mehrere ATG-Proteine (autophagy-
related proteins) reguliert wird (Proikas-Cezanne et al., 2015). Insgesamt gibt es iiber 30 ATG-
Proteine, die in der Regulation der gesamten Autophagie vorzufinden sind (Mizushima, Yos-

himori und Ohsumi, 2011).

Initiations- Phagophore Autophagosom Autolysosom
membran Lysosom

Legende:
e LC3 @ Protein Proteinaggregat Mitochondrium (a8 _J Pathogen

Abbildung 1-12: Makroautophagie

Darstellung des Ablaufs der Makroautophagie. Hierbei durchlduft der autophagische Vesikel unterschiedliche Zustan-
de. Anfinglich wird eine Isolationsmembran gebildet, die zur Phagophore und anschlieffend zum Autophagosom
heranreift, der in der Lage ist unterschiedliche Substanzen einzuschliefRen. Durch den Zusammenschluss von Auto-
phagosom und Lysosom erfolgt die Bildung vom Autolysosom, hier erfolgt die Degradation vom vesikuldren Inhalt.

Modifiziert nach Khaminets et al.,, 2016.

In der Elongationsphase stellt LC3 (microtubule-associated protein 1 light chain 3) ein wichtiges
Protein dar, da es fiir die Bindung von abzubauenden Bestandteilen an das Phagophor zustandig
ist. Das Prakursorprotein Pro-LC3 wird mithilfe von ATG-Proteinen zum LC3I geschnitten und
aktiviert. Anschliefdend wird es durch den Anhang von PE (Phosphatidylethanolamin) in das
LC3II umgewandelt. Dieses ist durch die PE-Gruppe an die Membran der Phagophore gebunden
(Kabeya et al.,, 2004). Daran konnen unter anderem die Proteine p62/SQSTM1 (Sequestosome-1)
und NBR1 (neighbour of BRCA1 gene 1) binden. Diese werden als Autophagie-Rezeptoren be-
zeichnet, da sie Bindestellen sowohl fiir ubiquitinierte Substrate, als auch fiir LC3II aufweisen
(Khaminets et al., 2016; Pankiv et al., 2007). Die so an das Phagophor gebundenen abzubauen-
den Bestandteile werden durch die Schlieffung der Doppelmembran in das fertige Autophago-

som eingeschlossen. Dieses fusioniert anschliefiend mit einem Lysosom zu einem Autolysosom,
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wessen Inhalt folglich durch lysosomale Hydrolasen abgebaut wird. In den Lysosomen ist ein
wichtiges Membranprotein, das LAMP1 (lysosomal- associated membrane protein-1), fiir die In-
tegritat der Lysosomen verantwortlich (Eskelinen, 2006).

Durch den Abbau ermdglicht die Autophagie ein Recycling von zelluliren Komponenten. So stellt
sie ein Uberleben der Zelle sowohl unter Normalbedingungen, vor allem aber bei Stress, wie z. B.
im Hungerzustand, sicher. In der Autophagie werden 16sliche langlebige Proteine, Proteinaggre-
gate sowie mikrobielle Pathogene abgebaut. Es ist das einzige Abbausystem der Zelle, welches in
der Lage ist ganze Organellen abzubauen. Hierbei gibt es Unterformen der Makroautophagie, die
fiir den Abbau bestimmter Organellen zustdndig sind. Hier ist eine spezielle Form der Autopha-
gie fiir Mitochondrien zu nennen, die als Mitophagie bezeichnet wird und im Abschnitt 1.3.5 er-

lautert wurde.

27



Einleitung

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Die Parkinson-Krankheit stellt die zweithaufigste neurodegenerative Erkrankung dar, deren
Patienten vor allem unter einem progredientem Verlust an koérperlicher Bewegungskontrolle
leiden. Der oxidative Stress spielt eine kausale Rolle in der Pathogenese dieser Erkrankung.
Hierbei stellen die Mitochondrien einen entscheidenden Faktor dar, da sie die grofdte Quelle fiir
reaktive Sauerstoffspezies in der Zelle darstellen, gleichzeitig jedoch auf diese empfindlich rea-
gieren (Chance et al., 1979). Die Funktionalitdt der Mitochondrien wird durch die mitochondria-
le Homoostase aufrechterhalten. Hierbei stehen Biogenese, mitochondriale Dynamik und Mito-
phagie in einem engen Zusammenspiel. Storungen in mitochondrialen Funktionen und mutierte
Proteine der mitochondrialen Homoéostase wurden im Zusammenhang mit der Parkinson-
Erkrankung beobachtet (Bender et al., 2006; Cookson, 2012; Toulorge et al., 2016). Doch wie
genau die Komponenten der mitochondrialen Homoostase in der Pathogenese der Parkinson-
Krankheit zusammenspielen, wurde bislang noch nicht hinreichend untersucht.

Aufgrund des kausalen oxidativen Einflusses in der PD, konnte das Antioxidans Phenothiazin als
eine Therapie-Mdglichkeit in Frage kommen. Es stellt praklinisch eine hoch-potente, neuropro-
tektive Substanz dar, deren protektiver Einfluss auf Mitochondrien bereits beschrieben wurde
(Christ, 2010; Hajieva et al., 2009). Wie genau sich die Neuroprotektion von Phenothiazin in der

PD auf die mitochondriale Homoostase auswirkt, wurde bislang jedoch nur wenig erforscht.

Ziel dieser Arbeit sollte es sein das Zusammenspiel der einzelnen Komponenten der mitochond-
rialen Dynamik und der Mitophagie in der Pathogenese der Parkinson-Krankheit und in diesem
Zusammenhang die protektive Rolle von Phenothiazin zu untersuchen. Der Komplex I-Inhibitor
Rotenon diente hierbei als Modell-Substanz fiir die Parkinson-Krankheit. Eingangs sollte die
Mitophagie unter dem Einfluss vom Komplex I-Inhibitor analysiert werden. Dies wurde mithilfe
der Kinase PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1) durchgefiihrt, das ein wichtiges Protein der
Mitophagie darstellt. Hierbei galt es den zeitlichen und konzentrationsabhangigen Einfluss, aber
auch die Art des Einflusses von Rotenon auf den Mitophagiemarker PINK1 zu charakterisieren.
Dartiber hinaus sollte die protektive Wirkung des Antioxidans Phenothiazin auf die Proteinspie-
gel von PINK1 ndher betrachtet werden. Ein weiteres Ziel war es die Auswirkung von Rotenon
und Phenothiazin auf Parkin, das ein weiteres Mitophagie-Protein darstellt, und die zwei PINK1-
Substrate Mitofusin 1 und 2 zu erforschen. Aufgrund der Erkenntnisse in dieser Arbeit sollte
ferner der Zusammenhang zwischen den Proteinen PINK1 und Mitofusin 1 Isoform 3 analysiert
werden. Hierzu dienten Uberexpressions- und Herunterregulationsexperimente von beiden Pro-
teinen. Da das Phenothiazin in der Lage war die schidigenden Einfliisse von Rotenon auf die

Proteine der Mitophagie zu verringern, sollte weiterhin untersucht werden auf welchem
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Wirkmechanismus dieser Effekt beruht und wie Potent dieses Antioxidans ist. Die Mitophagie
steht im engen Zusammenhang mit der mitochondrialen Dynamik, weswegen der Einfluss von
Rotenon und Phenothiazin auf letztere ndher analysiert werden sollte. Hierfiir standen die mito-
chondriale Morphologie und die Markerproteine der mitochondrialen Dynamik im Fokus. Eben-
falls wurden weitere mitochondriale Proteine untersucht. Da die Mitophagie eine Unterform der
Makroautophagie darstellt, und letztere mit dem Proteasom in Wechselwirkung steht, sollten
ferner wichtige Proteine dieser zelluldren Systeme unter der Behandlung von Rotenon und Phe-
nothiazin analysiert werden. Hierbei galt es zu ermitteln wie der autophagische Flux unter die-
sem Einfluss reguliert wurde. In dieser Arbeit sollte auch immer die Beobachtung der praven-

tiven Wirkung von Phenothiazin erfolgen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zelllinien

In dieser Arbeit wurde die humane Neuroblastoma-Zelllinie SH-SY5Y (Biedler et al., 1978) ver-
wendet. Es handelt sich hierbei um einen Subklon zur urspriinglichen Zelllinie SK-N-SH, die aus
der Knochenmarkbiopsie einer vierjahrigen Patientin entnommen wurde. SH-SY5Y-Zellen haben
dopaminerge Eigenschaften durch das Vorhandensein von Enzymen wie Tyrosin- und Dopa-
min-f-Hydroxylase und das Aufweisen des Dopamintransporters. Diese Zellen dienen somit als
Untersuchungsmodell von dopaminergen Neuronen.

Eine weitere Zelllinie, die fiir diese Arbeit verwendet wurde, ist die Linie der human embryonic
kidney 293A Zellen (HEK-Zellen). Sie wurde aus einem Embryo entnommen und von Gra-
ham et al. mit DNA-Abschnitten eines Adenovirus immortalisiert (Graham et al.,, 1977). Diese
Zelllinie lasst sich leicht transfizieren und hat eine eher breitflichige Morphologie, die sich gut

mikroskopisch untersuchen lasst.

2.1.2 Plasmide und siRNA

Tabelle 2-1: Plasmide

Plasmid Resistenz Hersteller

pCMV6 Kanamycin OriGene

pPM-C-HA MFN1 Kanamycin abm

pCMV6-AC-GFP MFN1 Ampicillin OriGene

pCMV6-XL5 MFN1 Ampicillin OriGene

pCMVTNT PINK1 N-myc Ampicillin Addgene (Beilina et al.,, 2005)
pTurboRFP-mito Kanamycin evrogen
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Tabelle 2-2: siRNA

siRNA Sequenz

5'-AUUCUCCGAACGUGUCACG-3'
Mfn1 5'-GAACUCAUGAUUACAUUAG-3'

nonsense

Mfn1 If3 5'-AAGUCUCCCUAGAUCUUUA-3'
PINK1 #1 5'-UGAAGCCACCAUGCCUACA-3'
PINK1 #2 5'-AGAUGAUGUGGAACAUCUC-3'

2.1.3 Antikorper

Tabelle 2-3: Primdrantikorper

Antikorper Spezies E:lc));ingréﬁe Hersteller

BAG3 Kaninchen 74 Proteintech Group

BAG1 (cBAG) Kaninchen 36 MPI Martinsried

COX 1V Maus 17 Abcam

DLP-1 Maus 79 - 84 BD Transduction

FIS1 Kaninchen 17 Santa Cruz Biotechnology
LAMP1 Kaninchen 90-120 Abcam

LC3 Kaninchen 16,18 Sigma

Mfn1 Kaninchen 86,71 Santa Cruz Biotechnology
Mfn2 Ziege 86 Santa Cruz Biotechnology
Myc Maus Clonetech

OPA1 Maus 80-100 BD Transduction

p62 Meerschweinchen | 62 Progen

Parkin Kaninchen 52 Cell Signaling

PINK1 Kaninchen 66 Santa Cruz Biotechnology
20S-Proteasom Kaninchen 32 Santa Cruz Biotechnology
TIM23 Maus 23 BD Transduction

TOM20 Kaninchen 20 Santa Cruz Biotechnology
Tubulin Maus 50 Sigma

Ubiquitin Kaninchen Dako

WIPI1 Kaninchen 49 Sigma
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Antikorper Spezies Konjugat Hersteller
anti-Kaninchen Esel HRP Jackson Immunoresearch
anti-Maus Esel HRP Jackson Immunoresearch
anti-Meerschweinchen | Esel HRP Jackson Immunoresearch
anti-Ziege Esel HRP Rockland

2.1.4 Marker und Reagenziensatze

Tabelle 2-5: Marker und Kits

Marker Verwendung

Hersteller

Protein-Marker im
Acrylamidgel

PageRuler™ Prestained
Protein Ladder

Pierce® BCA Protein Assay Kit | Proteinquantifizierung

Thermo Scientific

Thermo Scientific

2.1.5 Chemikalien

Tabelle 2-6: Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

0,5 % Trypsin-EDTA (10x)
1-Methyl-4-Phenylpyridinium-iodid (MPP+)I
4' 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
Acetylphenothiazin

Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) 40 % (AccuGel)
Ammoniumpersulfat
Antibiotika/Antimykotika (100x)

Bafilomycin A1 (BafA1)

Bromphenolblau

Buthioninsulfoximin (BSO)

Carbonylcyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon (FCCP)

Chlorpromazin-hydrochlorid
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (NazHPO4x 2H20)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

GIBCO
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
National Diagnostics
Sigma-Aldrich
GIBCO

LC Laboratories
BioRad
Sigma-Aldrich
Abcam
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

GIBCO
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dPBS (Dulbecco's Phosphate Buffered Saline)
Essigsaure

Ethanol (99,8 %)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylethyl)-tetraessigsaure (EGTA)

Fotales Kélberserum (FCS; fetal calf serum)
Glycerin

Glycin

HEPES

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2P0O4)
Luminol

Magermilchpulver

Magnesiumchlorid (MgCl2)

Methanol
N,N,N'N’,-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Natriumchlorid (NaCl)

Natriumhydroxid (NaOH)

Natriumpyruvat (100 mM)
Paraformaldehyd (PFA)
para-Hydroxycoumarinsiure
Paraquat-dichlorid

Phenothiazin

Phosphatase Inhibitor Cocktail, PhosSTOP
Polyvinylalkohol

Ponceau S

p-Phenylendiamin

Protease Inhibitor Cocktail, cOmplete
Rinderserumalbumin (BSA; bovine serum albumine)
Rotenon

Saccharose

Salzsaure (HCI) (37 %)

SDS (Sodium dodecyl sulfate)

Tris

Material und Methoden

GIBCO

Roth

Roth

Roth
AppliChem
Invitrogen
Merck

Roth
Sigma-Aldrich
Roth

Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Applichem
Sigma-Aldrich
Roth

Bio-Rad

Roth

Roth

GIBCO

Sigma
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roche

Fluka
AppliChem
Sigma-Aldrich
Roche
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

Roth

Roth

Roth
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Tris-Hydrochlorid (Tris-HCI) Roth

Triton X-100 Sigma-Aldrich
Trypanblau (0,4 %) Sigma
Tween® 20 Roth
Wasserstoffperoxid (H202) (30 % in Hz0) Sigma-Aldrich
Vitamin E / a-Tocopherol Sigma-Aldrich
B-Mercaptoethanol Roth

2.1.6 Puffer und Lésungen

Alle Substanzen wurden in ddHz20 geldst, falls nicht anders angegeben.

2.1.6.1 Zellkultur

Zellkulturmedien

Hek-Zellen:

DMEM (4,5 g/1 Glucose) 500 ml
Natriumpyruvat 1 mM
Antibiotika/Antimykotika 1%
aktiviertes FCS (fotales Kilberserum) 10 %
SH-SY5Y-Zellen:

DMEM (4,5 g/1 Glucose) 500 ml
Natriumpyruvat 1 mM
Antibiotika/Antimykotika 1%
inaktiviertes FCS 10 %

Trypsinlésung (in dPBS
Trypsin 0,05 %
EDTA 0,02 %

Kryomedium zum Einfrieren der Zellen
Zellkulturmedium 90 %
DMSO 10 %
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Elektroporationspuffer
KCl

MgCI2

HEPES

EGTA

inaktives FCS

pH auf 7,3 eingestellt und sterilfiltriert

Eindeckmedium

Polyvinylalkohol
PBS
Glycerol

p-Phenylendiamin

2.1.6.2 Proteinbiochemie

Lysispuffer
Tris-HCI
SDS

Saccharose

135 mM
2 mM
10 mM
5 mM
25%

10 %
70 %
30%
0,1%

50 mM
2%
10 %

Protease Inhibitor Cocktail, cOmplete (Roche)

Phosphatase Inhibitor Cocktail, PhosSTOP (Roche)

pH auf 6,8 eingestellt

Ladepuffer 5x (in Glycerol)
Tris-HCI pH 6,8

Bromphenolblau
SDS
B -Mercaptoethanol

Sammelgelpuffer (4x)

Tris-Base
SDS
pH 6,8 mit HCl eingestellt

0,375M
0,0075 %
7%
25%

0,6 M
0,4 %
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Trenngelpuffer (4x)

Tris-Base
SDS
pH 8,8 eingestellt

Laufpuffer

Tris-Base
Glycin
SDS

Transferpuffer

Tris-Base
Glycin
Methanol

Ponceau S-Losung

Ponceau S

Essigsaure

Blockierungspuffer
Milchpulver

in TBSt

PBS

NaCl

KCl

Na;HPO4 x 2H:0

KH;PO4

pH auf 7,4 eingestellt

Tris

pH auf 7,4 eingestellt

1,5M
0,4 %

2,5 mM
25 mM
0,01 %

2 mM
20 mM
20 %

0,025 %
1%

4%

137 mM
2,7 mM
10 mM
1,8 mM

137 mM
2,7 mM
25 mM
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TBSt
TBS 11
Tween® 20 0,5 %

Chemilumineszenz-Lésung (ECL-L6sung):
Losung A:

Tris-HCI 0,1M
Luminol 0,025 %
pH auf 8,6 eingestellt

Losung B:

para-Hydroxycoumarinsiure 0,11 %

in DMSO

2.1.7 Gerite

Tabelle 2-7: Gerateverzeichnis

Material und Methoden

Gerat Hersteller
Absaugpumpe, VacuSafe comfort Integra
Brutschrank Memmert
Brutschrank Queue Nunc

Brutschrank (Zellkultur)
Elektroporationsgerat, Nucleofector
Feinwaage

Gefrierschranke (-80 °C)

Kiihl- und Gefrierschranke (4, -20 °C)

Laser scanning mikroskop 710 (LSM)
Magnetriihrer

Micro Zentrifuge

Mikroskop, Olympus CKX31
Mikrotititer-Platten-Lesegerat, Multiscan RC
Mikrowelle

Netzgerat (Gele / Western Blot), Biometra PowerPack 300
pH-Meter, CG 825

Pipettierhilfe, Pipetboy Accu-jet®pro

Thermo Scientific
Lonza

Sartorius

Thermo Scientific
Liebherr

Carl Zeiss
IKA-Werke

Roth

Olympus

Thermo Labsystems

Progress
BioRad
Schott
Brand
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Proberohrchen-Rotator, Test-tube-rotator
Schiittelheizblock, Thermomixer comfort

Schiittler, polymax 1040

SDS-PAGE-System, Mini-PROTEAN® 3 Cell System
Sterilbank, Herasafe

Sterilbank, SterilGARD III Advance

Stickstofftank, Arpege 70

Thermozykler, iCycler

Tischzentrifuge, Centrifuge 5415R
Ultraschall-Sonifizierstab, Ultrasonic Prozessor UP50H
Vortexer, MS2 Minishaker

Waage, BL6100

Waage, TE1533

Wasserbad

Western Blot Dokumentationssystem, Fusion-SL 350.WL
Western-Blot-System, Mini Trans-Blot®

Zahlkammer, Neubauer-Improved

Zentrifuge, Multifuge 3 S-R

Zentrifuge, RC-5B Sorvall

Zentrifuge, Universal 32 R

Material und Methoden

snijders

Eppendorf
Heidolph

Bio-Rad

Heraeus

The Baker Company
Air liquide

BioRad

Eppendorf
Hielscher

IKA

Sartorius

Sartorius
Industriegesellschaft
peqlab

Bio-Rad

Optik Labor
Heraeus

Thermo Scientific

Hettich

2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung der Zelllinien

Die Kultivierung der Zelllinien SH-SY5Y und HEK-293A (siehe Abschnitt 2.1.1) erfolgte im Zell-

kulturmedium unter Standardbedingungen in einem Zellkultur-Brutschrank bei 37 °C und ge-

sattigter Wasserdampfatmosphare unter der Begasung von 5 % Kohlenstoffdioxid (Hajieva et al.,

2009). Die Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt.

Kryokonservierte Zellen (siehe Abschnitt 2.2.1.2) wurden im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und

in erwarmtes Zellkulturmedium pipettiert. Um die Zellen von dem DMSO zu befreien, wurden
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sie 4 min bei 1200 rpm (rounds per minute) bei Raumtemperatur (RT) abzentrifugiert und in
frischem Medium resuspendiert, um weiter in Zellkulturschalen (Greiner Bio-One) kultiviert
werden zu kénnen. Ein Tag nach dem Aussidhen wurde das Medium gewechselt. Um die Zellen

fiir Versuche zu verwenden, wurden sie vorab mindestens zwei Mal passagiert.

Zur Weiterkultivierung der Zelllinien wurden sie zwei Mal wochentlich passagiert. Daftir wur-
den Zellen in einer Konfluenz von 80 - 90 % verwendet. Diese wurden mit dPBS gewaschen und
anschlieféend mit der Trypsinlésung inkubiert, bis sich die Zellen von der Schale (Greiner
Bio-One) losten. AnschliefSend wurde die enzymatische Reaktion mit serumhaltigem Zellkultur-
medium abgestoppt, sodann wurden die Zellen mit der Fliissigkeit von der Schale gespiilt. Die
Zellsuspension wurde in einer Zentrifuge 4 min bei 1200 rpm bei RT pelletiert. Schlief3lich wur-
de das Pellet in frischem Zellkulturmedium aufgenommen und in einer angemessenen Verdiin-

nung flir eine weitere Kultivierung in Schalen mit dem Durchmesser von 10 cm ausgesit.

Beim Aussden von Zellen fiir Experimente wurden diese mittels einer Zahlkammer (Neubauer-
Improved, Optik Labor) gezdhlt. Hierfiir wurde ein Teil der Zellsuspension 1:1 mit Trypanblau
verdiinnt. Als hydrophiler Farbstoff diente Trypanblau hierbei zur Ermittlung der Lebendzell-
zahl, da er in der Lage ist Membranen von toten Zellen zu durchdringen. Die Zellzahl wurde mit

folgender Formel bestimmt:

Lebendzellzahl
Anzahl der Quadrate

Zellen/ml = * Verduennungsfaktor = 10*

Anzahl der Quadrate der Zahlkammer = 4

Verdiinnungsfaktor von Trypanblau = 2

2.2.1.2 Krvokonservierung der Zelllinien

Fir die langfristige Aufbewahrung und Rekultivierung der Zellen, wurden diese nach dem
Passagieren in einer moglichst frithen Passagennummer kryokonserviert. Dafiir wurden die glei-
chen Arbeitsschritte wie bei der Weiterkultivierung der Zellen (siehe Abschnitt 2.2.1.1) durchge-
fiihrt, nur mit dem Unterschied, dass das Zellpellet nach dem Zentrifugieren mit Kryomedium
resuspendiert wurde. Dieses enthielt DMSO um die Eiskristallbildung zu verhindern, welche die
Zellen zerstoren wiirde. Die Zellsuspension wurde auf 1,5 ml Kryoréhrchen (Greiner Bio-One)
aufgeteilt und in einem isopropanolhaltigen Einfrierbehilter (Mr Frosty™, Thermo Scientific)
tiber Nacht langsam auf -80 °C abgekiihlt. Anschlief;end wurden die Zellen im fliissigen Stickstoff
gelagert.
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2.2.1.3 Transfektion der Zellen mittels Elektroporation

Bei der Transfektion wird fremde DNA bzw. siRNA in eukaryotische Zellen eingebracht. Eine
spezielle Transfektionsmethode stellt die Elektroporation dar. Hierbei wird die Zelle durch das
Anlegen eines elektrischen Feldes kurzfristig fiir DNA- bzw. RNA-Molekiile permeabilisiert. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden HEK- oder SH-SY5Y-Zellen fiir unterschiedliche Zwecke trans-
fiziert. Zum einen wurde ein Plasmid fiir Fluoreszensaufnahmen in die Zellen gebracht. Zum
anderen wurden Uberexpressions- und Herunterregulationsversuche durchgefiihrt. Hierfiir
wurden die Zellen wie bei der Methode des Weiterpassagierens vorbereitet und anschlief3end
gezahlt (siehe Abschnitt 2.2.1.1). Die bendétigte Zellzahl wurde durch Zentrifugation pelletiert
und in dem entsprechenden Volumen an Elektroporationspuffer aufgenommen. Jeweils 300 pl
der Zellsuspension wurden in eine Elektroporationskiivette (Sigma-Aldrich) der Spaltgrofie
0,4 cm pipettiert. Eine entsprechende Menge an DNA bzw. siRNA wurde hinzugefiigt und mit
dem Nucleofector (Lonza) im Programm T-24 elektroporiert. Anschlief3end wurden die Kiivetten
5 min im Brutschrank ruhen gelassen. Die Zellsuspension wurde dann in entsprechendem Vo-
lumen an Zellkulturmedium aufgenommen und auf die jeweiligen Kultivierungsgefifde verteilt.
Die Angaben, die bei den unterschiedlichen Transfektions-Experimenten variierten, sind nach-

folgend angegeben.

2.2.1.3.1 Transfektion fiir Fluoreszenzfdrbung

Um die Mitochondrien zu visualisieren, wurden HEK-Zellen mit dem pTurboRFP-mito Plasmid
transfiziert. Dieses kodiert fiir den Fluoreszensfarbstoff RFP (red fluorescent protein), der an
eine mitochondriale Zielsequenz MTS (mitochondrial targeting sequence) bindet. Somit wird RFP
in den Mitochondrien mittels MTS verankert, was eine mikroskopische Untersuchung der mito-
chondrialen Morphologie ermdglicht.

Die geeignete Menge an HEK-Zellen wurde im Elektroporationspuffer resuspendiert, bevor die
Zugabe von 20 pg pTurboRFP-mito Plasmid erfolgte. Nach der Elektroporation wurden die Zel-
len im Zellkulturmedium aufgenommen und in eine 24-Loch-Platte, versehen mit Deckglaschen,
pipettiert. Die Behandlung dieser Zellen erfolgte nach 48 h, zu einem Zeitpunkt als die Fluores-

zensfarbung der Mitochondrien am starksten zu sehen war.
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2.2.1.3.2 Transfektion zur Erzeugung eines Uberexpressionsmodells

Mithilfe von Plasmiden, welche einen DNA-Abschnitt aufweisen, die fiir ein bestimmtes Protein
kodieren, ist es méglich ein Uberexpressions-Modell zu generieren. Mittels Transfektion wird
das Plasmid in die Zelle gebracht, dort wird es in die entsprechende RNA transkribiert und an
den Ribosomen zum entsprechenden Protein translatiert.

Bei den hier genannten Versuchen wurden geeignete Mengen an HEK- bzw. SH-SY5Y-Zellen mit
30 ug Plasmid pro Elektroporationskiivette transfiziert (Tabelle 2-1). Diese Zellsuspension wur-

de im Zellkulturmedium auf Schalen von 6 cm Durchmesser ausgesat.

2.2.1.3.3 Transfektion fiir transiente Herunterregulation

Bei der voriibergehenden Herunterregulation von Genen mittels siRNA (small interfering RNA)
kommt das Verfahren der RNA-Interferenz zum Tragen. Hierbei werden kurze RNA-Striange
(siRNA), in dieser Arbeit 19 Basenpaare lang, mittels Elektroporation in die Zelle gebracht. Mit-
tels eines RNA-Protein Komplexes namens RISC (RNA-induced silencing complex) bindet die
siRNA an komplementdre mRNA. Diese wird schliefilich abgebaut, sodass keine Translation in
das jeweilige Protein erfolgen kann. Die verwendeten siRNAs wurden bei Eurofins Genomics
generiert und bezogen.

Im praktischen Vorgehen wurden HEK- bzw. SH-SY5Y-Zellen in 300 pl Elektroporationspuffer
unter Zugabe von siRNA elektroporiert. Fiir die Herunterregulation von PINK1 wurden 30 pg,
fiir die von Mfn1 150 pg siRNA verwendet (Tabelle 2-2). Die Zellsuspension wurde im Zellkul-
turmedium ohne Antibiotika/Antimykotika vermengt und auf Schalen mit dem Durchmesser

von 6 cm gegeben.

2.2.1.4 Behandlung der Zellen

Zellen wurden wie in 2.2.1.1 gezahlt, bei Bedarf transfiziert (siehe Abschnitt 2.2.1.3) und auf
geeignete Zellkulturschalen bzw. 24-Loch-Platten ausgesat. Nach 24 h erfolgte die Behandlung
mit den in den Experimenten angegebenen Substanzen. Kontrollen wurden mit dem entspre-
chenden Losungsmittel behandelt. Abweichend davon erfolgte die Behandlung der Farbung erst
48 h nach der Transfektion bzw. Aussaat (Abbildung 3-10). Die Inkubation mit Bafilomycin A1l
erfolgte 4 h bevor die Zellen geerntet wurden (Abbildung 3-14). Bei Behandlungen mit Phe-

nothiazin bzw. mit Vergleichssubstanzen (AcPHT, CPRZ, Vitamin E), wurden die Zellen
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immer 3 h vorinkubiert, bevor die Behandlung mit dem Toxin erfolgte. Die Behandlungsdauer

war abhangig vom Versuch und ist den jeweiligen Experimenten zu entnehmen.

2.2.1.5 Fixierung fiir Fluoreszensmikroskopie

Um die fluoreszenzmarkierten mitochondrialen Strukturen mikroskopisch untersuchen zu koén-
nen, wurden die Zellen auf dem Deckglaschen fixiert. Das hierfiir verwendete Paraformaldehyd
(PFA) monomerisiert beim Erwiarmen zu Formaldehyd und verbindet dann die Proteinstruktu-
ren kovalent. Dies fiihrt zu einer Konservierung der Zelle.

Die Fixierung erfolgte in HEK-Zellen nach der Transfektion mit dem pTurboRFP-mito Plasmid
und der anschlieffenden Behandlung mit den entsprechenden Substanzen (siehe
Abschnitt 2.2.1.4). Dafiir wurde das Medium aus der 24-Loch-Platte entnommen und durch dPBS
ersetzt, um die Zellen zu waschen. Anschlief3end wurde mit einer 4 %igen PFA-Losung (in dPBS)
15 min fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit dPBS wurden die Zellen mit einer 0,2 %igen
Triton X-100-Losung fiir 10 min inkubiert. Dies bewirkt eine Permeabilisierung der Zell-
membran, sodass der Fluoreszensfarbstoff DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) in die Zelle ge-
langen kann. DAPI dient zum Anfarben der Zellkerne, indem es an AT-reiche Bereiche der DNA
bindet. Die Farbung mit DAPI dauerte 10 min, danach kam ein Waschschritt mit dPBS und es
erfolgte das Eindeckeln. Hierfiir wurde ein Tropfen Eindeckmedium pro Deckglas auf einen
Objekttrager gegeben und das jeweilige Deckglas mit der Zellseite auf den Tropfen gelegt. Nach-
dem das Eindeckmedium getrocknet war, wurden die Deckgldschen am dufderen Rand mit Klar-
lack versiegelt. Die getrockneten Objekttrager wurden mit dem konfokalen Laser scanning mik-

roskop 710 (LSM) von Carl Zeiss analysiert.

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Gesamtproteinisolierung aus Zellen

Fiir die Proteinisolierung wurde das Medium der Zellen entfernt und diese einmal mit dPBS ge-
waschen. Anschliefend wurden die Zellen in dPBS mechanisch von der Schale geschabt und in
ein Reaktionsgefaf auf Eis pipettiert. Die Zellen wurden in einer Zentrifuge 5 min bei 4 °C und
3000 g pelettiert und im Lysispuffer, dessen Volumen auf die Grofée des Pellet abgestimmt wur-
de, resuspendiert. Anschliefend wurden die Zellen zwei Mal 10 Sekunden sonifiziert. Durch den
Sonifizierungsprozess und durch die Zugabe vom Lysispuffer, wurden die Zellmembranen auf-

geschlossen und die Gesamtproteine der Zellen freigelegt. Anschliefend wurde eine

42



Material und Methoden

Proteinquantifizierung durchgefiihrt. Die Proben wurden bis zur weiteren Verwendung

auf -20 °C gelagert.

2.2.2.2 Proteinquantifizierung

Nach der Zelllyse erfolgte die Proteinquantifizierung mittels BCA-Test (bicinchoninic acid)
(Smith et al., 1985). Hierbei wird die Menge des Proteins iiber zwei nachgeschaltete chemische
Reaktionen ermittelt. Die Peptidbindungen im Protein komplexieren die zweiwertigen Kupfer-
Ionen, sodass im basischen Milieu eine Reduktion zu einwertigen Kupfer-lonen erfolgt. Diese
werden dann mit jeweils zwei Molekiilen Bicinchoninsdure zu einem violetten Komplex chela-
tiert, der dann photometrisch Aufschluss iiber die Proteinkonzentration gibt. Hierbei wurde das
Pierce® BCA Protein Assay Kit verwendet. Je Proteinprobe wurden 100 pl von Losung A und 2 pl
von Losung B vermischt. Dies wurde in eine 96-Loch-Platte vorgelegt und mit 2 pl Protein-
Losung versetzt. Als Standard wurde eine Konzentrationsreihe aus Rinderserumalbumin (BSA,
bovine serum albumin) im Konzentrationsbereich von 0,032 - 2 mg/ml verwendet, wobei als
Kontrolle Lysispuffer diente. Nachdem die Proben 30 min auf dem Heizblock bei 60 °C und
300 rpm inkubiert wurden, wurde die Extinktion bei 560 nm mit dem Multiscan RC von Thermo

Labsystems gemessen.

2.2.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei dem Verfahren der SDS-PAGE nach Laemmli werden Proteine anhand ihres Molekularge-
wichtes aufgetrennt (Laemmli, 1970). Hierbei wandern mit Natriumdodecyllsulfat (SDS, sodium
dodecyl sulfate) denaturierte Proteine im elektrischen Feld durch ein Polyacrylamid-Gel.

Bei dem Gel handelt es sich um ein diskontinuierliches System, das aus einem Trenn- und Sam-
melgel besteht und somit fokussierte Proteinbanden ermdéglicht. Dabei unterscheiden sich die
beiden Gelsorten in Acrylamidkonzentration und pH-Wert. Im weitmaschigen Sammelgel, mit
pH 6,8, werden die Proteine zwischen den Leit- (Cl-) und den Folgeionen (Glycin) konzentriert.
Beim Ubertritt ins engmaschige Trenngel dndert sich der pH auf 8,8, was zu einer erhéhten Leit-
fahigkeit von Glycin fiihrt. Das Glycin dient nicht mehr als Folgeion und ermdglicht damit die
Auftrennung nach Molekiilmasse.

Zunachst wurde ein Trenngel in der Acrylamid-Konzentration von 12 oder 15 % mithilfe des
Mini-PROTEAN® 3 Cell Systems in Glasplatten mit 1,5 mm Abstandshalter gegossen. Hierfiir dien-
te das Ammoniumpersulfat als Initiator zur radikalischen Polymerisation der Acrylamid-
Molekiile. TEMED beschleunigte als Katalysator die Reaktion. Das gegossene Gel wurde mit Iso-

propanol liberschichtet, um eine glatte Gelgrenze zu erhalten. Nach der Polymerisation des
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Trenngels wurde das Isopropanol mit ddH,0 weggewaschen. Anschliefdend wurde das Trenngel
mit Sammelgel, welches aus 4 %iger Acrylamid-Konzentration bestand, liberschichtet. Vor der
Polymerisation wurde das Gel mit einem Kamm fiir 10 oder 15 Taschen versehen.

Fiir die Proteinproben wurden 10 - 20 pg Protein auf ein gleichméaf3iges Volumen mit Lysispuf-
fer aufgefiillt. Es wurde Ladepuffer hinzugegeben und bei 99 °C 5 min auf dem Schiittelheizblock
bei 600 rpm aufgekocht. Das B-Mercaptoethanol im Ladepuffer bewirkt eine Spaltung der Disul-
fidbriicken in der Tertidrstruktur des Proteins. Das im Lysispuffer enthaltene SDS denaturiert
die Proteine, wodurch diese linearisiert werden und sich das SDS gleichmafiig an die Pri-
marstruktur anlagern kann. Daraus resultiert eine einheitliche negative Ladung und erlaubt so-
mit eine Auftrennung danach. Die so vorbereiteten Proteinproben wurden in die Taschen des
Gels pipettiert, wiahrend eine Tasche mit dem Groéfienmarker PageRuler™ Prestained Protein
Ladder beladen wurde. Der Gellauf erfolgte im Laufpuffer. Zum Reinlaufen ins Trenngel wurde
eine Spannung von 60 V gewahlt. Anschliefdend wurden die Proteine bei 150 V im Trenngel ent-

sprechend ihrer Grofde aufgetrennt.

2.2.2.4 Western Blot Analyse

Bei der Methode des Western Blots werden die Proteine, die im Polyacrylamid-Gel aufgetrennt
wurden, auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Die dadurch fixierten Proteine konnen in
weiteren Verfahren analysiert werden.

Das Gel mit den enthaltenen aufgetrennten Proteinen wurde in einer Blotkassette mit einer Nit-
rocellulose-Membran zusammengebaut. Der Ubertrag erfolgte mithilfe des Mini Trans-Blot®
Electrophoretic Transfer Cell-Systems. Hier wurde die Blotkassette so eingelegt, dass die negativ
geladenen Proteine durch das Gel zur Anode wandern und an die Nitrocellulose binden. Der
Transfer erfolgte im Transferpuffer entweder 3 h lang bei 100 V auf 4 °C oder iiber Nacht bei
40 V und RT. Anschlieflend wurden die Proteine in Ponceau S-Losung reversibel angefiarbt, um
den gleichméRigen Ubertrag auf die Membran zu iiberpriifen. Diese wurde nachfolgend 45 min
im Blockierungspuffer inkubiert, um unspezifische Bindestellen in der Membran abzusattigen.

Anschliefdend wurde die Membran mit TBSt gewaschen.

2.2.2.5 Immunologische Proteindetektion

Um die Protein-Spiegel auf der Tragermembran zu ermitteln, wurde diese mit primdren Anti-
korpern inkubiert (siehe Tabelle 2-3). Hierzu wurde der jeweilige Antikorper in TBSt verdiinnt
und tber Nacht auf der Membran bei 4 °C unter Schiitteln inkubiert. Anschlief3end wurden die

Reste des primaren Antikorpers durch dreimaliges Waschen mit TBSt entfernt. Danach erfolgte
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eine zweistiindige Inkubation mit sekunddarem Antikérper, der auch in TBSt angesetzt wurde
(siehe Tabelle 2-4). Dieser bindet an den primaren Antikorper. Anschliefend wurden die Anti-
korperreste erneut dreifach mit TBSt ausgewaschen, sodann erfolgte die Entwicklung der Tra-
germembran mit Chemilumineszenz-Losung (ECL-L6sung). Hierzu wurden je 1 ml Losung A,
100 pl Losung B und 10 pl Wasserstoffperoxid (30 %ige Losung) vermengt, auf die Membran
gegeben und mit dem Western Blot Dokumentationssystem, Fusion-SL 350.WL (peqlab) entwi-
ckelt.

Losung A ist basisch und enthalt Luminol. Der sekundiare Antikorper ist mit dem Enzym Meer-
rettichperoxidase (HRP = horseradish peroxidase) gekoppelt. Dieses reduziert das Wasserstoft-
peroxid zu Wasser, wiahrend Luminol oxidiert wird, wodurch eine zur Proteinkonzentration
proportionale Chemilumineszens auftritt. Die Quantifizierung der Proteinbanden erfolgte den-

sitometrisch mittels des Programms Image].

2.2.3 Statistische Auswertung

Fiir die statistisch ausgewerteten Versuche, wurden jeweils mindestens 3 unabhangige
Experimente durchgefiihrt. Die genaue Anzahl ist den Abbildungs-Beschriftungen zu entnehmen.
In den Auswertungs-Diagrammen wurden die Mittelwerte mit Standardabweichungen abgebil-
det. Die statistische Signifikanz wurde mithilfe vom t-Test berechnet und in den Experimenten
wie folgt gekennzeichnet: * p < 0,05; ** p < 0,01; ***p < 0,001. Bei nicht signifikanten Ergebnis-
sen mit Regulationen = 10 % im Vergleich zur Kontrolle, wurden diese Tendenzen in der Arbeit

erwahnt.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss des Komplex I-Inhibitors Rotenon und des Antioxidans

Phenothiazin auf Proteine der Mitophagie

In der vorliegenden Arbeit wurden mitochondriale Dynamik und mitochondrialer Abbau in zel-
luldren Modellen der Pathogenese der Parkinson-Krankheit analysiert. Hierbei wurde der Kom-
plex I-Inhibitor Rotenon als Parkinson-Toxin verwendet, der sich als Modell-Substanz zur Unter-
suchung der PD eignet (siehe Abschnitt 1.2.2). Zusatzlich wurde eine mogliche protektive Wir-
kung von Phenothiazin erforscht.

Morphologische Untersuchungen von Mitochondrien in SH-SY5Y Zellen konnten belegen, dass
PHT in der Lage ist das mitochondriale Membranpotential zu stabilisieren (siehe Abbildung 1-5)
(Christ, 2010). Wahrend die Behandlung mit dem Komplex I-Inhibitor Rotenon zu einer Verrin-
gerung des mitochondrialen Potentials fiihrte, konnte dieser Effekt durch die Vorinkubation mit
PHT signifikant vermindert werden. Dies zeigte, dass PHT in der Lage ist das mitochondriale
Membranpotential zu stabilisieren und damit die Integritat der Mitochondrien zu erhalten.
Geschadigte Mitochondrien weisen ein verringertes Membranpotential auf. Aufgrund dessen
wird die Mitophagie eingeleitet, die den Abbau von defekten Mitochondrien erméglicht und da-
mit ein gesundes mitochondriales Netzwerk aufrechterhélt (Twig et al., 2008). Die Kinase PINK1
(PTEN-induced putative kinase 1) leitet die Mitophagie ein, indem sie auf der dufleren Membran
von Mitochondrien mit verringertem Membranpotential akkumuliert wird (Narendra et al,,
2010). Nachfolgend phosphoryliert PINK1 Proteine die sich auf der dufieren Mitochondrien-
membran befinden und rekrutiert die Ligase Parkin, die weitere Schritte der Mitophagie in Gang

setzt (siehe Abschnitt 1.3.5.1) (Schubert et al., 2017).

3.1.1 Komplex I-Inhibition erhéht die Proteinspiegel des Mitophagieproteins
PINK1

Da eine Verringerung des Membranpotentials unter Rotenon von Christ auf morphologischer
Ebene beobachtet werden konnte, sollte vorerst der Einfluss von Rotenon auf die Mitophagie
untersucht werden (siehe Abschnitt 1.2.1) (Christ, 2010). Hierzu wurden die Proteinspiegel von
PINK1 betrachtet, da es sich hierbei um ein einleitendes Protein der Mitophagie handelt, das auf

Mitochondrien mit verringertem Membranpotential akkumuliert.
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In dieser Arbeit wurden PINK1-Proteinspiegel in Abhadngigkeit von unterschiedlichen Rotenon-
Konzentrationen und Inkubationszeiten mittels Western Blot analysiert (Abbildung 3-1 A, B).
Als Modell diente die humane Neuroblastoma-Zelllinie SH-SY5Y, die als dopaminerges experi-
mentelles System gilt (Biedler et al., 1978) (siehe Abschnitt 2.1.1). Diese Zellen exprimieren En-
zyme des Dopamin-Stoffwechsels, wie Tyrosin- und Dopamin-B-Hydroxylasen und weisen zu-
dem den Dopamintransporter auf.

Es wurde deutlich, dass die Behandlung mit Rotenon die Proteinspiegel von PINK1, in einer Ab-
hangigkeit von Inkubationszeit und Konzentration vom Toxin, hochreguliert. Bei der Betrach-
tung der Zeitreihe, konnte bereits nach einer 48-stiindigen Toxin-Behandlung eine leichte Zu-
nahme in den Spiegeln von PINK1 unter 300 nM Rotenon beobachtet werden (Abbildung 3-1 A).
Nach 72 h war ein Anstieg der PINK1-Proteinspiegel ab einer Rotenon-Konzentration von
200 nM zu verzeichnen. Nach 96 h erfolgte der Anstieg ebenfalls ab 200 nM Rotenon, jedoch
waren die Zellen nach 96 h Toxinbehandlung zu stark ladiert, weshalb die Behandlungszeit der

weiteren Versuche auf 72 h festgelegt wurde.

A 48 h 72 h 96 h
Rot [nM] 0 200 300 0 200 300 0 200 300
PINK1 | - — -~ |
Tubulin [ S S — — L e— —
B 72 h
Rot [nM] 0 100 200 300
PINK1 | e —

Tubulin | e sosm—— m——

Abbildung 3-1: Die Proteinspiegel von PINK1 werden durch den Komplex I-Inhibitor Rotenon in
Abhidngigkeit von Behandlungszeit und -konzentration hochreguliert

SH-SY5Y-Zellen wurden ausgesdt und nach 24 h mit der entsprechenden Konzentration an Rotenon (Rot) (100 nM,
200 nM, 300 nM) oder Ethanol behandelt. (A) Nach 48, 72 oder 96 h oder nach (B) 72 h wurden die Zellen geerntet
und mittels Western Blot-Analyse untersucht. Dabei wurden die Expressionsspiegel von PINK1 betrachtet, wahrend

Tubulin als Ladekontrolle diente.

Bei einer differenzierteren Konzentrationsreihe der Rotenon-Behandlung nach 72 h
(Abbildung 3-1 B), wurde deutlich, dass die Expression vom PINK1-Protein erst unter der Be-
handlung mit 200 nM Rotenon anstieg. Dieser Anstieg war bei 300 nM Rotenon intensiver aus-

gepragt, jedoch waren hier die Zellen zu stark geschadigt. Infolgedessen wurden weitere
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Experimente bei der Rotenon-Konzentration von 200 nM nach 72 h durchgefiihrt, da hier eine
deutliche Verdnderung in den PINK1-Proteinspiegeln beobachtet werden konnte. Hierbei war
die Zellviabilitiat im Bereich von ca. 60 %, basierend auf optischer Analyse der Zellmorphologie,
fiir nachfolgende Experimente geeignet.

Rotenon erhéhte demzufolge die Proteinspiegel des Mitophagie-Proteins PINK1 in einer Abhan-

gigkeit von Behandlungszeit und -konzentration.

3.1.2 Anstieg der PINK1-Proteinspiegel durch Komplex I-Inhibition beruht auf

einem oxidativen Effekt

Rotenon inhibiert den Komplex I der Atmungskette und generiert dadurch vermehrt reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) (Sanders und Greenamyre, 2013). Es wurde daher untersucht, ob der
Einfluss von Rotenon auf die PINK1-Spiegel spezifisch auf einer Komplex I-Inhibition beruht,
oder ob der dadurch generierte oxidative Effekt verantwortlich fiir diese Regulation ist. Um dies
zu erforschen, wurden die Zellen mit weiteren oxidativen Substanzen behandelt. Diese weisen
unterschiedliche Mechanismen zur Induktion von ROS auf. Das 1-Methyl-4-Phenylpyridinium
(MPP+) diente als ein weiterer Komplex I-Inhibitor neben dem Rotenon (Murphy et al., 1995).
Buthioninsulfoximin (BSO) verhindert die Synthese von Glutathion, welches einen wichtigen
antioxidativen Stoff der Zelle darstellt. Damit wird die zelleigene antioxidative Reaktion vermin-
dert, weshalb die ROS-Spiegel ansteigen (Kim et al., 2013). Zudem wurde Paraquat und Wasser-
stoffperoxid (H202) eingesetzt. Wahrend Paraquat Elektronen der mitochondrialen Atmungsket-
te abfangt und nachfolgend unterschiedliche ROS generiert, stellt das H,0, eigens ein ROS dar
(Goémez-Mendikute und Cajaraville, 2003).

SH-SY5Y-Zellen wurden mit den angegebenen Toxinen fiir die Dauer von 72 h inkubiert, an-
schliefend wurden die Proteinspiegel von PINK1 mittels Western Blot untersucht
(Abbildung 3-2 A). Die Rotenonbehandlung diente als Positivkontrolle, um den Effekt der ande-
ren Toxine im Ausmaf} vergleichen zu konnen. Die Western Blot Analyse zeigte, dass auch der
Komplex [-Inhibitor MPP+ die Proteinspiegel von PINK1 signifikant erh6hte (Abbildung 3-2 B).
Gleichzeitig war ein Anstieg in den Proteinspiegeln von PINK1 unter dem Oxidans H;0- erkenn-
bar. Hierbei erh6hte H»0; in der Konzentration von 300 uM die Proteinspiegel von PINK1 signi-
fikant um ca. 50 %. Unterdessen hatte die Konzentration von 500 uM H;0; einen signifikanten
Anstieg von PINK1 um ca. 110 % zur Folge. In dieser Arbeit wurden nicht signifikante Ergebnis-
se mit Regulationen = 10 % im Vergleich zur Kontrolle, als Tendenzen erwahnt. Somit fithrte die
Behandlung mit Buthioninsulfoximin zu einer leichten Induktion von PINK1, wahrend die Be-
handlung mit Paraquat einen starken PINK1-Anstieg bewirkte, jedoch waren diese Ergebnisse

nicht signifikant.
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Abbildung 3-2: Der Rotenon-vermittelte Anstieg der Proteinspiegel von PINK1 beruht auf einem

oxidativen Effekt

SH-SY5Y-Zellen wurden 24 h nach dem Ausséen fiir 72 h mit Toxinen oder EtOH behandelt. Folgende Substanzen und
Konzentrationen wurden verwendet: Rotenon 200 nM; Wasserstoffperoxid (H202) 300 uM und 500 pM; Buthioninsul-
foximin (BSO) 400 uM; 1-Methyl-4-Phenylpyridinium (MPP+) 400 uM; Paraquat 150 pM. AnschlieRend wurden die
Proteinlysate mittels Western Blot analysiert. (A) Reprasentative Blots von Entwicklungen mit Antikorpern gegen
PINK1 und Tubulin, letzteres diente als Ladekontrolle. (B) Densitometrische Auswertung der prozentualen Entwick-
lung von PINK1. Hier fand der Abgleich auf Tubulin statt, nachfolgend wurden die Werte auf die Kontrolle (Vehikel)
bezogen. Die Daten zeigen jeweils den Mittelwert und die Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten,

die mit dem t-Test analysiert wurden (n=3). * p < 0,05; *p <0,01; ***p < 0,001.

Dies zeigte, dass der Anstieg der Proteinspiegel von PINK1 sowohl unter der Behandlung mit
Komplex I-Inhibitoren als auch unter der Einwirkung von anderen, direkt oxidativ wirkenden
Substanzen, erfolgte. Damit beruht die verstiarkte Expression von PINK1 durch Rotenon nicht
auf der spezifischen Inhibition von Komplex I, sondern auf der dadurch ausgeldsten Generierung

von ROS.
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3.1.3 Das Antioxidans Phenothiazin vermindert die Rotenon-vermittelte

Hochregulation von PINK1

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass die Proteinspiegel von PINK1 aufgrund des oxidativen
toxischen Effektes von Rotenon hochreguliert wurden. Dies deutet womdéglich auf eine verstark-
te Induktion der Mitophagie durch den Komplex I-Inhibitor hin. Christ konnte auf morphologi-
scher Ebene zeigen, dass durch die Vorinkubation mit PHT das mitochondriale Membranpoten-
tial stabilisiert und damit der schiddigende Einfluss von Rotenon reduziert werden konnte (siehe
Abbildung 1-5) (Christ, 2010). Nun sollte untersucht werden, ob PHT sich auf Proteinebene
ebenfalls stabilisierend auf Mitochondrien auswirkt und damit die durch Rotenon induzierte
Mitophagie vermindert. Dies sollte bei der Betrachtung der Proteinspiegel des Mitophagiepro-
teins PINK1 néher erforscht werden.

SH-SY5Y-Zellen wurden mit Phenothiazin vorbehandelt. Hierfiir hat sich die Konzentration von
100 nM fiir einen Zeitraum von 3 h, anhand von Vorversuchen, bewahrt (nicht gezeigt). An-
schliefRend erfolgte die Behandlung mit 200 nM Rotenon fiir weitere 72 h. Schliefdlich wurden

die Zellen geerntet und mittels Western Blot analysiert.
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Abbildung 3-3: Phenothiazin verringert den Rotenon-induzierten Anstieg der Proteinspiegel von
PINK1

SH-SY5Y-Zellen wurden ausgesat und nach 24 h mit 100 nM Phenothiazin oder Ethanol behandelt. Nach 3 h erfolgte
die Behandlung mit 200 nM Rotenon oder Ethanol. Die Zellen wurden nach 72 h geerntet und die Gesamtlysate mittels
Western Blot untersucht. (A) Reprasentative Blots von PINK1 und Tubulin. (B) Densitometrische Auswertung der
PINK1-Spiegel, die auf Tubulin abgeglichen wurden. Zu sehen sind prozentuale Verdnderungen der PINK1-
Proteinspiegel der behandelten Zellen verglichen mit der unbehandelten Kontrolle (Vehikel), bzw. bei der Behandlung
mit PHT+Rotenon wurde auf die Rotenonbehandlung abgeglichen. Angegeben sind jeweils Mittelwert und Stan-
dardabweichung von fiinf unabhédngigen Experimenten. Die statistische Analyse erfolgte mit dem t-Test (n=5).

*p<0,05*p<0,01.
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Die Ergebnisse zeigten den bereits bekannten signifikanten Anstieg der PINK1-Proteinspiegel
unter der alleinigen Behandlung mit Rotenon (Abbildung 3-3 A, B). Dieser Anstieg konnte durch
die Vorinkubation von Phenothiazin signifikant um ca. 65 % verringert werden. Auch die alleini-
ge Behandlung mit PHT zeigte eine leichte signifikante Verringerung im Vergleich zu den Kon-
trollwerten.

Damit wurde deutlich, dass Phenothiazin in der Lage ist die Rotenon-vermittelte verstiarkte Ex-
pression von PINK1 zu verringern. Da die Hochregulation von PINK1 durch Rotenon auf einem
oxidativen Effekt beruht (siehe Abschnitt 3.1.2), kann angenommen werden, dass der Einfluss
von Phenothiazin auf die Proteinspiegel von PINK1 auf seine antioxidative Wirkung zuriickzu-

fihren ist.

3.1.4 Der Einfluss von Rotenon und Phenothiazin auf das Mitophagieprotein

Parkin und dessen Substrate Mfn1 und Mfn2

Die Kinase PINK1 akkumuliert auf der mitochondrialen Aufienmembran (OMM) von geschadig-
ten Mitochondrien und leitet die Mitophagie ein. Hierbei phosphoryliert PINK1 Proteine der
OMM und rekrutiert die Ligase Parkin aus dem Zytosol, die diese Proteine ubiqitiniert und damit
den Abbau der Mitochondrien einleitet (siehe Abschnitt 1.3.5.1) (Jin et al., 2010; Koyano et al,,
2014; Narendra et al,, 2010; Sarraf et al., 2013; Schubert et al., 2017). Zu den genannten Protei-
nen der OMM gehoren u.a. die Mitofusine 1 und 2 (Mfn1 und Mfn2). Diese regulieren zum einen
die Fusion von Mitochondrien, sie stellen aber auch wesentliche Substrate von Parkin dar, indem
sie durch Ubiquitinierung zum Abbau markiert werden (Chen und Dorn, 2013; Eura, 2003; Pick-
rell und Youle, 2015; Poole et al,, 2010; Tanaka et al,, 2010). Somit wird eine Fusion von gescha-
digten Mitochondrien verhindert und damit eine gesunde mitochondriale Homdostase aufrecht-
erhalten. Zu Mitofusin 1 ist noch zu erwahnen, dass von diesem Protein bisher drei Isoformen
bekannt sind, die durch alternatives Spleifden erzeugt werden. Die Isoform 1 mit 84 kDa ist die
kanonische Form, die fiir die mitochondriale Fusion zustdndig ist. Die Isoform 3 hat eine Masse
von 71 kDa und unterscheidet sich im Vergleich zur Isoform 1 durch eine Deletion von zwei
Exons in der mRNA. Der Isoform 3 fehlen dadurch 110 Aminosduren verglichen mit der
Isoform 1 (siehe Abschnitt 1.3.4.2) (AceView, 2019; UniProt, 2019). Welche Funktion die Iso-
form 3 in der Zelle ausiibt, ist bislang noch nicht bekannt.

In dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass durch die Behandlung mit Rotenon die Pro-
teinspiegel von PINK1 hochreguliert wurden. Im Folgenden sollte untersucht werden, ob Ro-
tenon dadurch auch Einfluss auf die Ligase Parkin und die erwdhnten Substrate Mitofusin 1

und 2 ausiibt.
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In diesem Experiment wurden SH-SY5Y-Zellen wie in 3.1.3 mit Phenothiazin und anschliefsend

mit Rotenon behandelt. Die Zelllysate wurden mittels Western Blot analysiert.
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Abbildung 3-4: Das Mitophagie-Protein Parkin und dessen Substrat Mfn1 werden durch Rotenon
und Phenothiazin moduliert

24 h nach der Aussaat wurden SH-SY5Y-Zellen mit 100 nM Phenothiazin oder Ethanol und nach weiteren 3 h mit
200 nM Rotenon oder Ethanol behandelt. 72 h spater wurden die Gesamtlysate mittels Western Blot analysiert.
Reprasentative Blots von (A) Parkin, (C) Mfn2 und (D) Mfn1 mit zusatzlicher Angabe der kDa-Grof3en der Isoformen 1
(If1) und 3 (If3). Densitometrische Auswertungen der Proteinspiegel, normiert auf Tubulin, von (B) Parkin (E) Mfn2
und Mfn1 If1, (F) Mfn1 If3. Dargestellt sind prozentuale Verdnderungen der jeweiligen Proteinspiegel bezogen auf die
unbehandelte Kontrolle (Vehikel). Im Falle der Behandlung mit Phenothiazin und Rotenon wurden die Proteinspiegel
auf die Rotenonbehandlung bezogen. Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichungen von unabhingigen

Experimenten, die mit dem t-Test analysiert wurden (Mfn1 n=5), (Mfn2 und Parkin n=3).* p < 0,05; ** p <0,01.
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Es stellte sich heraus, dass durch die Behandlung mit Rotenon die Proteinspiegel von Parkin
anstiegen. Diese Regulation konnte durch die Vorinkubation mit Phenothiazin verringert wer-
den, jedoch waren die Ergebnisse nicht signifikant (Abbildung 3-4 A, B). Weiterhin wurde deut-
lich, dass weder die Behandlung mit dem Komplex I-Inhibitor noch mit dem Antioxidans Einfluss
auf die Proteinspiegel von Mfn2 ausiibte (Abbildung 3-4 C, E). Gleichzeitig bewirkte die Behand-
lung mit Rotenon einen Anstieg in den Proteinspiegeln von Mfn1. Hierbei kam es zu einer signi-
fikanten Hochregulation in Mfn1 Isoform 1 (If1) bei 86 kDa, die durch die Vorinkubation mit
Phenothiazin nicht verringert wurde (Abbildung 3-4 D, E). Interessanterweise war nach der Be-
handlung mit Rotenon auch eine signifikante verstarkte Expression der Proteinspiegel der Mfn1
Isoform 3 (If3) bei 71 kDa zu beobachten (Abbildung 3-4 D, F). Die Vorbehandlung der Zellen
mit Phenothiazin konnte diesen Effekt signifikant um ca. 60 % verhindern. Es fiel ebenfalls auf,
dass die Proteinspiegel von Mfn1 If3 durch Toxin und Antioxidans im dhnlichen Ausmaf regu-
liert wurden wie die Proteinspiegel von PINK1 (siehe Abbildung 3-3).

Diese Ergebnisse zeigten, dass die Proteinspiegel von Parkin tendenziell ebenfalls wie die von
PINK1 unter der Behandlung mit Rotenon hochreguliert wurden. Hierbei verringerte das Anti-
oxidans Phenothiazin diese Hochregulation. Weiterhin wurde deutlich, dass Mfn2 durch die Be-
handlung mit Rotenon bzw. mit Phenothiazin nicht beeinflusst wurde. Mfn1 hingegen akkumu-
lierte nach der Behandlung mit Rotenon, was auf verstarkte kompensatorische Fusionsvorgiange
hindeutet. Die Proteinspiegel von Mfn1 Isoform 3 wurden durch Rotenon und Phenothiazin dhn-

lich reguliert wie die von PINKI1.

3.2 Die Mitophagieproteine PINK1 und Mitofusin 1 Isoform 3 stehen

im Zusammenhang

3.2.1 Uberexpression von Mitofusin 1 Isoform 1 erhoht die Proteinspiegel von

Isoform 3 und von PINK1

Unter der Behandlung mit Rotenon zeigte sich eine Erh6hung von Mfn1, sowohl in der If1 als
auch in der If3. Zusatzlich konnte eine dhnliche Entwicklung zwischen den Proteinen PINK1 und
Mfn1 If3 beobachtet werden. Uber die If3 von Mfn1 ist bislang nicht viel bekannt, weshalb weder
ein Zusammenhang zu dem Mitophagieprotein PINK1 beschrieben ist, noch geklart ist wie die
Isoform 3 reguliert wird. Deswegen sollte anhand von Uberexpressionsmodellen von Mfn1 If1
die Abhangigkeit der beiden Isoformen analysiert und eine mogliche Regulation von PINK1 un-

tersucht werden.
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Aufgrund der guten Transfektionsrate wurden im Rahmen dieses Experiments humane
HEK-Zellen verwendet, die mittels Elektroporation transfiziert wurden (siehe Abschnitt 2.1.1).
Um den Effekt eindeutig zu ermitteln, wurden drei unterschiedliche Plasmide, die fiir Mfn1 ko-
dieren, verwendet: pCMV6-XL5 MFN1 (Mfn1), pPM-C-HA MFN1 (Mfn1-HA) und pCMV6-AC-GFP
MFN1 (Mfn1-GFP). pCMV6 diente als Leervektor. Die Zellen wurden 24 h nach der Transfektion

geerntet und die Proteinlysate mittels Western Blot analysiert.
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Abbildung 3-5: Uberexpression von Mitofusin 1 bewirkt Hochregulation der Proteinspiegel von
Mitofusin 1 Isoform 3 und von PINK1

HEK-Zellen wurden mit den Plasmiden pCMV6-XL5 MFN1 (Mfn1), pPM-C-HA MFN1 (Mfn1-HA) und mit pCMV6-AC-
GFP MFN1 (Mfn1-GFP) durch Elektroporation transfiziert. pCMV6 diente als Leervektor. Nach 24 h wurden die
geernteten Zelllysate mithilfe vom Western Blot untersucht. Reprasentative immunreaktive Banden von (A) Mfn1 mit
Angaben der kDa fiir GFP-gebundene If1, If1 und If3 und von (B) PINK1. Tubulin diente als Ladekontrolle. Densito-
metrische Auswertung der Proteinspiegel von (C) Mfn1 If1 (D) Mfn1 If3 und (E) PINK1. Angegeben sind prozentuale
Verdanderungen der jeweiligen Proteinspiegel von Zellen mit Funktionsplasmid verglichen mit den Zellen, die mit
Leervektor transfiziert wurden. Die statistische Analyse erfolgte mit t-Test und die Daten zeigen die Mittelwerte mit

Standardabweichungen von drei unabhdngigen Experimenten (n=3).*p <0,05; *p <0,01; **p < 0,001.
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Die erfolgreiche Transfektion der Zellen, sowie die Uberexpression von Mfn1 If1 konnte anhand
der signifikant erhohten Proteinspiegel der Isoform 1 bestitigt werden (Abbildung 3-5 A, C).
Dies war mit allen drei Plasmiden moglich. Mit dem Plasmid, das fiir Mfn1l ohne tag kodiert
(Mfn1), kam es zu einer Hochregulation der Isoform 1 um den Faktor von 2,5. Mit dem Mfn1-HA
Plasmid lag der Faktor der Hochregulation bei ca. 6,5. Dieses konnte man in der Bande etwas
oberhalb von 86 kDa aufgrund des HA-tags erkennen. Eine Uberexpression um den Faktor 11,5
konnte mit dem Mfn-GFP Plasmid erreicht werden. Dies wurde in der Proteinbande bei 113 kDa
sichtbar. Die Bandenverschiebung liegt darin begriindet, dass zu der Molekiilmasse des Mito-
fuins 1 (86 kDa) zusatzlich die Molekiilmasse des GFP-tags mit 27 kDa hinzukommt. Wie er-
wihnt, konnte mit jedem Plasmid eine Uberexpression von Mfn1 If1 erreicht werden. Hierbei
konnte durch die Erhéhung der If1 des Proteins Mfn1 ebenfalls eine deutliche Zunahme der If3
beobachtet werden (Abbildung 3-5 A, D). Die Proteinspiegel der If3 wurden mithilfe des Plas-
mids Mfn1-HA signifikant um 48 % gesteigert. Die Plasmide Mfn1 und Mfn1-GFP bewirkten eine
Zunahme der If3, die hoch signifikant war. Hierbei verstirkte das Plasmid Mfn1 die Proteinex-
pression von If3 um 31 %, wahrend das Plasmid Mfn1-GFP zu der stirksten Expression von If3
mit 131 % fiihrte. Aufgrund der Beobachtung, dass PINK1 und Mfn1 If3 unter der Behandlung
mit Rotenon und Phenothiazin einer dhnlichen Regulation ausgesetzt waren, wurden in diesem
Experiment auch die Proteinspiegel von PINK1 untersucht (siehe Abbildung 3-3 und
Abbildung 3-4). Es konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression der If1 die Proteinspiegel
von PINK1 dhnlich regulierte wie die der If3 (Abbildung 3-5 B, E). Die Uberexpression von Mfn1
mithilfe von allen drei Mfn1-Plasmiden bewirkte eine signifikante Zunahme der PINK1-Spiegel.
Wiéhrend das Plasmid, das fiir Mfn1 kodierte, die Proteinspiegel von PINK1 um 57 % hochregu-
lierte, bewirkte das Mfn1-HA Plasmid eine Zunahme von PINK1 um 47 %. Das Plasmid, das fiir
Mfn1-GFP kodierte, verstirkte die Expression von PINK1 um 80 %.

Diese Ergebnisse zeigten, dass die Uberexpression von Mfn1 If1 einen Einfluss auf die Expres-
sionsspiegel von Mfn1 If3 hatte. Hierbei kam es durch die Hochregulation von Mfn1 If1 zu einem
Anstieg in den Proteinspiegeln von Mfn1l If3. Gleichzeitig konnte ein dhnlicher Anstieg von
PINK1 im Verhaltnis zu Mfn1 If3 beobachtet werden, was evtl. auf einen Zusammenhang zwi-

schen den beiden Proteinen schliefden lasst.

3.2.2 Der Einfluss von Mitofusin 1 auf PINK1 ist abhangig von der Isoform 3
Die Uberexpression von Mfn1 Ifl bewirkte eine Erhéhung der If3. Um zu verifizieren, dass es

sich bei dem hochregulierten Protein um die Isoform 3 handelt, wurden Versuche durchgefiihrt

bei denen Mfnl mit unterschiedlichen siRNAs herunterreguliert wurde. Damit sollte auch
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untersucht werden, ob das Protein PINK1 iiber die kanonische If1 oder die kleinere If3 von Mfn1

beeinflusst wurde.
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Abbildung 3-6: Herunterregulation der Isoformen von Mfn1 zeigt, dass PINK1 durch If3 beeinflusst
wird
HEK-Zellen wurden mit siRNA mittels Elektroporation transfiziert. siRNAs gegen folgende Gene wurden verwendet:

Mfn1, Mfn1 If3 (exoniibergreifend) und nonsense (ns), letztere diente als Kontrolle. Die Zellen wurden nach 24 h mit
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200 nM Rotenon behandelt und nach weiteren 48 h geerntet, um mittels Western Blot analysiert werden zu kénnen.
Angegeben sind reprasentative Blots von (A) Mfn1 und (B) PINK1. Tubulin diente bei beiden als Ladekontrolle. Die
densitometrischen Auswertungen zeigen die prozentualen Proteinspiegel, bezogen auf ns, von (C) Mfnl If1,
(D) Mfn1 If3 und (E) PINK1. Die Analyse erfolgte mit dem t-Test und zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen
von drei unabhéngigen Versuchen (n =3). * p < 0,05; ** p <0,01; ***p < 0,001.

Es wurden HEK-Zellen mittels Elektroporation mit siRNA gegen Mfn1 transfiziert. Die siRNA
Mfn1 If1-If3 bindet an einen Bereich der mRNA, der bei beiden Isoformen (If1 und If3) vorhan-
den ist. Sie ist somit in der Lage beide Isoformen herunterzuregulieren. Mit der exoniibergrei-
fenden siRNA Mfn1 If3 wurde spezifisch die If3 von Mfn1 herunterreguliert. Der mRNA von If3
fehlen im Vergleich zur If1 die Exons 12 und 13, somit bindet siRNA Mfn1 If3 exoniibergreifend
am Ende von Exon 11 und am Anfang von Exon 14, was die spezifische Herunterregulation von
der If3 ermdglicht (siehe Abschnitt 1.3.4.2). Als Kontrolle diente eine nonsense siRNA, die eine
unspezifische RNA-Sequenz beinhaltet. Die Zellen wurden 24 h nach der Elektroporation mit
Rotenon behandelt, um die basalen Proteinspiegel von Mfn1 If3 zu induzieren. Nach weiteren
48 h wurden die Zellen geerntet, um sie mittels des Western Blots zu analysieren. Die Ergebnisse
zeigten, dass bei der Herunterregulation mit siRNA Mfn1 If1-1f3, sowohl If1 als auch If3 signifi-
kant herunterreguliert wurden (Abbildung 3-6 A, C, D). Wahrenddessen kam es bei der Herun-
terregulation mit siRNA Mfn1 If3 zu einer spezifischen signifikanten Senkung der Proteinspiegel
von If3 (Abbildung 3-6 A, C, D). If1 wurde hier weiterhin dhnlich der nonsense-Kontrolle expri-
miert. Dies war der Beweis, dass es sich bei dem Protein in der Héhe von 71 kDa um die If3 des
Proteins Mfn1 handelte. Aufgrund der bisherigen Beobachtung vom Einfluss zwischen Mfn1 und
PINK1 wurde weiterhin untersucht, durch welche Isoform von Mfn1 die Regulation von PINK1
erfolgte. Hierfiir wurden wahrend der Herunterregulation von Mfnl die Proteinspiegel von
PINK1 analysiert. Es konnte eine Regulation vergleichbar mit der von Mfn1 If3 beobachtet wer-
den, da beide siRNAs zu einer signifikanten Herunterregulation von PINK1 fiihrten
(Abbildung 3-6 B, E). Dadurch dass die alleinige Herunterregulation der If3 mit einer Senkung
von PINK1 einherging, wurde deutlich, dass die Regulation von PINK1 durch Mfn1 If3 erfolgte
und unabhangig von Mfn1 If1 war.

Diese Resultate bestitigten, dass es sich bei dem Protein mit der Gréfse von 71 kDa um die Iso-
form 3 von Mfn1 handelte. Dieses Protein ist in der Lage die Proteinspiegel von PINK1 unabhan-

gig von Mfn1 If1 zu beeinflussen.

3.2.3 Im Gegenzug reguliert PINK1 die Isoform 3 von Mfn1

Es zeigte sich, dass Mfn1 If3 die Proteinspiegel von PINK1 beeinflusst, was bisher noch nicht

bekannt war. Dies liegt daran, dass es liber die Isoform 3 noch nicht viele Untersuchungen gibt
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(AceView, 2019; UniProt, 2019). Im Gegensatz dazu wurde der Einfluss von PINK1 auf Mfn1 be-
reits beschrieben, jedoch wurde hierbei bisher nur die Isoform 1 vom Mfn1 untersucht (Gegg
etal, 2010; Poole et al,, 2010; Rakovic et al., 2011). In dieser Arbeit sollte durch die Herunterre-
gulation von PINK1 analysiert werden, inwiefern PINK1 einen regulativen Einfluss speziell auf
die Isoform 3 von Mfn1 austibt.

Es wurden SH-SY5Y-Zellen mittels Elektroporation mit siRNA gegen PINK1 transfiziert. Als Kon-
trolle wurde nonsense siRNA verwendet. Die Rotenon-Behandlung erfolgte 24 h nach der Elekt-
roporation, um die basalen Proteinspiegel von Mfn1 If3 zu induzieren. Nach weiteren 48 h wur-
den die Zellen geerntet und mithilfe des Western Blots analysiert.

Es konnte eine Herunterregulation von PINK1 um ca. 25 % erreicht werden
(Abbildung 3-7 A, C). Diese war aufgrund der unterschiedlichen Transfektionseffiziens der ein-
zelnen Experimente nicht signifikant, jedoch wurde ein eindeutiger Trend sichtbar. Es wurde
deutlich, dass die Herunterregulation von PINK1 zu einer Reduzierung von Mfn1 If3 im &hnli-
chen Ausmaf fiihrte (Abbildung 3-7 B, D). Dies zeigte, dass PINK1 umgekehrt auch einen Ein-
fluss auf Mfn1 If3 ausgeiibt hat.

Um weiterhin den Einfluss von PINK1 auf die If3 zu bestaitigen, wurde die Uberexpression von
PINK1 durchgefiihrt.

SH-SY5Y-Zellen wurden mittels Elektroporation mit dem Plasmid pCMVTNT PINK1 N-myc
transfiziert, wiahrend das Plasmid pCMV6 als Leervektor diente. Die Proteinlysate der Zellen
wurden nach 24 h mit dem Western Blot analysiert.

Aufgrund der verstarkten PINK1-Proteinbande, konnte bestitigt werden, dass die Transfektion
erfolgreich war (Abbildung 3-7 E). Gleichzeitig waren die Proteinspiegel von Mfn1 If3 hochregu-
liert, was den Einfluss von PINK1 auf die If3 bestdtigt (Abbildung 3-7 F). Dariiber hinaus zeigte
sich eine Verringerung in der Isoform 1. Dies belegt wiederum, dass die gegenseitige Regulation
von PINK1 und Mfn1 If3 unabhéngig von der If1 von Mfn1 ablauft.

Die experimentelle Uberexpression von PINK1 wurde nur einmal durchgefiihrt (n=1), weshalb
es keine statistische Auswertung von diesem Versuch gibt. Jedoch dient dieses Experiment ledig-
lich dazu die Tendenzen zu ermitteln und die bisherigen Daten zu unterstiitzen.

Die Ergebnisse der Herunterregulation sowie der Uberexpression von PINK1 zeigten, dass die-
ses Protein die Isoform 3 von Mfn1 regulierte. Hierbei erfolgte die Expression von Mfn1 If3 im-
mer dhnlich der Regulation von PINK1. Aufgrund dieser Erkenntnisse und der bisherigen Unter-
suchungen (siehe 3.2.1 und 3.2.2), kann davon ausgegangen werden, dass die beiden Proteine

PINK1 und Mfn1 If3 im Zusammenhang stehen und sich gegenseitig beeinflussen.
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Abbildung 3-7: Regulation von PINK1 bewirkt analoge Regulation der Proteinspiegel von Mfn1 If3
SH-SY5Y-Zellen wurden mittels Elektroporation mit siRNA gegen PINK1 transfiziert, nonsense (ns) siRNA diente als
Kontrolle. Nach 24 h wurde mit 200 nM Rotenon behandelt und nach weiteren 48 h wurden die Zellen geerntet um
mit dem Western Blot analysiert werden zu kénnen. Angegeben sind reprasentative Blots von (A) PINK1 und
(B) Mfn1 mit Angabe der kDa fiir If1 und If3. Tubulin diente bei beiden als Ladekontrolle. Densitometrisch wurden die
prozentualen Proteinspiegel bezogen auf ns ausgewertet von (C) PINK1, (D) von Mfn1 If1 und If3. Analysiert wurden
die Mittelwerte mit Standardabweichung von drei unabhéngigen Versuchen mit dem t-Test (n=3).

SH-SY5Y-Zellen wurden durch Elektroporation mit den Plasmiden pCMVTNT PINK1 N-myc und pCMV6, der als
Leervektor diente, transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen geerntet und mittels Western Blot analysiert. Tubulin
diente als Ladekontrolle und es sind immunreaktive Banden angegeben von: (E) PINK1 und (F) Mfn1 mit Angabe der
Kilodalton-Grof3en der If1 und If3 (n=1).
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3.3 Phenothiazin ist ein potentes Antioxidans

In dieser Arbeit wurde deutlich, dass Phenothiazin in der Lage ist die Wirkung vom Parkinson-
Toxin Rotenon auf das Mitophagie-Protein PINK1 und seinen mutmaf3lichen Interaktionspartner
Mfn1 If3 abzuschwachen, indem PHT die Rotenon-vermittelte verstirkte Expression dieser Pro-
teine signifikant verringern konnte (siehe Abschnitt 3.1.3 und 3.1.4). Jedoch konnte bislang nicht
belegt werden, dass dieser Effekt von PHT auf einer antioxidativen Wirkung beruhte. Anhand
von Vergleichssubstanzen wie Acetylphenothiazin, Chlorpromazin und Vitamin E
(a-Tocopherol) wurde die Wirkweise von PHT analysiert (Abbildung 3-8). Das Acetylphenothia-
zin stellt ein N-substituiertes Strukturanalogon von Phenothiazin ohne antioxidative Wirkung
dar. Das Chlorpromazin ist ein Dopamin-Rezeptor-Antagonist und gehort zu den Neuroleptika,
dessen Grundgeriist das Phenothiazin darstellt. Damit wurde untersucht, ob die Wirkung von
Phenothiazin auf einer Antagonisierung von Dopamin-Rezeptoren beruht. Wahrenddessen dien-
te das Vitamin E, aufgrund seiner phenolischen lipophilen Struktur, als eine Vergleichssubstanz
mit antioxidativer Wirkung. Mithilfe dieser Substanz sollte ermittelt werden, ob Phenothiazin
antioxidativ wirkt und wie potent sich dieses im Verhaltnis zu Vitamin E erweist.

Mit den genannten Substanzen wurden SH-SY5Y-Zellen vorbehandelt und anschlief3end mit Ro-
tenon gestresst. Die Proteinspiegel von Mfnl wurden mit dem Western Blot untersucht
(Abbildung 3-9 A, B).

Die Regulation der Proteinspiegel unter der Behandlung mit Rotenon und Phenothiazin ent-
sprach der bisherigen Beobachtung. Hierbei war eine signifikante Zunahme von Mfn1 If3 unter
Rotenon zu verzeichnen, die durch Phenothiazin signifikant vermindert werden konnte. Bei der
Betrachtung der Vergleichssubstanzen war zu erkennen, dass weder das Acetylphenothiazin
noch das Chlorpromazin einen Effekt auf die durch Rotenon erhohten Spiegel von Mfn1 If3 hat-
ten. Das zeigte, dass die protektive Wirkung des Phenothiazins auf dem Stickstoff-gebundenem
Wasserstoff-Atom beruhte und somit antioxidativer Natur war. Der Einfluss von Vitamin E auf
die Proteinspiegel von Mfn1 If3 war sehr schwankend. Wahrend in manchen Versuchen eine
Protektion beobachtet werden konnte, blieb sie in anderen Versuchen komplett aus. Im
Vergleich dazu war mit Phenothiazin immer eine Protektion zu sehen. Wiirde die Annahme von
einer dhnlichen antioxidativen Wirkung von beiden Substanzen bestdtigt werden, wire die
Wirkkonzentration zu beriicksichtigen. Die Konzentration von Vitamin E betrug 1 uM, wéahrend
Phenothiazin bereits in der Konzentration von 100 nM wirkte.

Diese Ergebnisse bestatigten, dass die Wirkweise von Phenothiazin auf die Proteine der Mito-
phagie auf der Antioxidation beruhte. Diese dufierte sich bereits in einer nanomolaren Konzent-

ration.
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Abbildung 3-8: Vergleichssubstanzen
Angegeben sind die chemischen Formeln mit den jeweiligen Abkiirzungen von N-Acetylphenothiazin, Chlorpromazin

und Vitamin E.
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Abbildung 3-9: Die Wirkung von Phenothiazin ist antioxidativ

SH-SY5Y-Zellen wurden 24 h nach dem Aussden mit den Substanzen Phenothiazin 100 nM (PHT),
N-Acetylphenothiazin 100 nM (AcPHT), Chlorpromazin 100 nM (CPRZ), Vitamin E 1 uM (VitE) oder Ethanol (EtOH)
3 h lang behandelt. Anschlief3end erfolgte die Behandlung mit 200 nM Rotenon oder Ethanol. Nach 72 h wurden die
Zelllysate mittels Western Blot analysiert. (A) Reprasentative Blots von Mfn1, mit Angabe der kDa der jeweiligen
Isoform, und Tubulin, welches als Ladekontrolle diente. (B) Densitometrische Auswertung der angegebenen prozen-
tualen Proteinspiegel von Mfn1 If3. Hierbei wurden die Behandlungen mit PHT bzw. Rotenon auf die Kontrolle (EtOH)
abgeglichen. Weitere Behandlungen wurden auf EtOH+Rotenon abgeglichen. Mittelwerte und Standardabweichungen
sind von jeweils drei unabhdngigen Experimenten angegeben. Die statistische Analyse erfolgte mit dem t-Test (n=3).

*p < 0,05; ***p < 0,001.
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3.4 Mitochondriale Dynamik unter Einfluss des Komplex I-Inhibitors

Rotenon und des Antioxidans Phenothiazin

Es wurde deutlich, dass durch die Behandlung mit Rotenon die Proteinspiegel von PINK1 und
Parkin induziert wurden, was auf eine verstirkte Mitophagie hindeutet. Phenothiazin konnte
den Einfluss von Rotenon auf diese Proteine verringern, was auf einen schiitzenden Effekt hin-
weist. Die Mitophagie ist eng verbunden mit der mitochondrialen Dynamik. Letztere kennzeich-
net sich durch Fission (Teilung) und Fusion (Verschmelzung) der Mitochondrien (Bereiter-Kahn
und Vo6th, 1994). Hierdurch wird ein intaktes mitochondriales Netzwerk iiber die gesamte Zelle
hinweg gewadhrleistet und damit eine effektive Energieproduktion gesichert (siehe Ab-
schnitt 1.3.4) (Chan, 2012; Chen et al,, 2010; Westermann, 2012). Mittels Fission ist die Zelle in
der Lage, geschadigte Mitochondrien abzusondern und diese dann der Mitophagie zuzufiihren
(Lemasters, 2005; Twig et al., 2008). Mithilfe der Fusion kénnen erhaltene intakte Mitochond-

rien sich vereinen und damit die mitochondriale Homoostase aufrechterhalten.

3.4.1 Die mitochondriale Morphologie wird durch Rotenon und Phenothiazin

beeinflusst

Da die Mitophagie und die mitochondriale Dynamik eng miteinander verbunden sind und sich
gegenseitig beeinflussen, sollte im Folgenden der Einfluss von Rotenon und Phenothiazin auf die
mitochondriale Dynamik untersucht werden.

Hierbei wurden Mitochondrien in HEK-Zellen mittels des pTurboRFP-mito Plasmids rot gefarbt.
Anschliefdend wurden die Zellen behandelt und nach der Fixierung erfolgte die Farbung der
Zellkerne mit DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol). Nachfolgend wurden die Zellen fluoreszens-
mikroskopisch untersucht (Abbildung 3-10 A).

In der Auswertung erfolgte eine Quantifizierung der Lange der Mitochondrien. Hierbei waren
fragmentierte Mitochondrien kiirzer als 2 um, tubuldre Mitochondrien ldnger als 3 um, wahrend
die intermedidren Mitochondrien eine Linge zwischen 2 und 3 pm aufwiesen (Abbildung
3-10 B). FCCP (Carbonylcyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon) stellt einen Entkoppler der
mitochondrialen Atmungskette dar und diente als Positivkontrolle, da eine Behandlung mit die-
ser Substanz zur starken Fission der Mitochondrien fiihrt (Cereghetti et al,, 2010). Dies zeigte
sich in der Zelle anhand der vielen punktférmigen roten mitochondrialen Strukturen. In der un-
behandelten Kontrolle (Vehikel) liefd sich ein zusammenhangendes, tubuldres, mitochondriales
Netzwerk erkennen, welches sich {iber die gesamte Zelle verteilte. Hierbei lag eine gleichméafiige

Verteilung von fragmentierten, intermedidren und tubuldaren mitochondrialen Strukturen vor.
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Abbildung 3-10: Rotenon bewirkt eine verstirkte Fission der Mitochondrien, wiahrend Phenothia-

zin diesen Effekt vermindert

HEK-Zellen wurden mit pTurboRFP-mito Plasmid transfiziert, um die Mitochondrien zu visualisieren (rot). Nach 48 h
wurde entweder mit 100 nM Phenothiazin oder mit Ethanol 3 h vorbehandelt, anschlief3end erfolgte die Behandlung
mit 5 uM FCCP, 200 nM Rotenon oder Ethanol fiir 6 - 12 h. Die Zellen wurden mit PFA fixiert und die Zellkerne mit
DAPI angefarbt (blau). Die Aufnahmen erfolgten mit dem konfokalen Laser scanning mikroskop (LSM). (A) Angegeben
sind représentative Abbildungen mit Vergréfierungen von ausgewdhlten Bereichen zur besseren Darstellung der
mitochondrialen Strukturen. (B) Auswertung der Linge der Mitochondrien durch das Zihlen von RFP-positiven
Strukturen pro Zelle. Hierbei galt eine Lange der Mitochondrien unter 2 pm als fragmentiert, die Lidnge zwischen
2 und 3 pm als intermediar und eine Linge grofier als 3 um als tubuldr. Angegeben sind prozentual die Anzahl der

jeweiligen Mitochondrienldngen bezogen auf die Gesamtzahl der Mitochondrien pro Zelle. Es wurden jeweils
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10 - 18 Zellen pro Versuchsbedingung analysiert. Die Daten zeigen Mittelwerte und Standardabweichungen von drei
unabhingigen Experimenten, hierbei erfolgte die statistische Analyse mit dem t-Test (n=3). ***p < 0,001. Der Grofien-

balken entspricht 10 um.

Unter der alleinigen Behandlung mit PHT erwies sich die mitochondriale Morphologie dhnlich
der Kontrolle. Im Vergleich zur Kontrolle fiihrte die Behandlung mit Rotenon zu kiirzeren und
teilweise punktférmigen mitochondrialen Strukturen. Wahrenddessen ergab die Auswertung
eine signifikante Zunahme der fragmentierten Mitochondrien um 260 %. Folglich wurden die
intermedidren um 55 % und die tubularen Strukturen um 88 % signifikant verringert. Dies deu-
tete morphologisch auf eine Fission der Mitochondrien hin, das sich dhnlich der FCCP-
behandelten Positivkontrolle dufderte. Bei einer dreistliindigen Vorinkubation mit dem Antioxi-
dans Phenothiazin in einer Konzentration von 100 nM, konnte die Rotenon-abhangige Fission
teilweise verhindert werden, da in den Zellen langere mitochondriale Strukturen in einem ver-
bundenen Netzwerk vorlagen. Die Auswertung ergab eine signifikante Abnahme der fragmen-
tierten Mitochondrien um ca. 43 %, wiahrenddessen kam es zu einer signifikanten Zunahme der
intermedidren Strukturen um ca. den Faktor 2,5 und der tubuldren Strukturen um den Faktor
3,5.

Dieses Ergebnis zeigte, dass es unter der Komplex I-Inhibition durch Rotenon zu einer vermehr-
ten Schadigung der Mitochondrien kam, was in der verstarkten Fission der Mitochondrien er-
kennbar war. Die Vorinkubation mit Phenothiazin wirkte sich protektiv gegen diese Schadigung

aus.

3.4.2 Die mitochondriale Dynamik wird durch Rotenon und Phenothiazin

moduliert

Auf morphologischer Ebene konnte ermittelt werden, dass Rotenon eine verstéarkte Fission der
Mitochondrien bewirkte, wogegen PHT diese Fission verringern konnte. Nachfolgend sollte un-
tersucht werden, ob die erhohte Fission ebenfalls in den Proteinspiegeln der Marker der mito-
chondrialen Dynamik vorzufinden ist. Dazu wurden die Proteine FIS1 und DLP-1 untersucht, die
fiir die Fission von Mitochondrien zustindig sind (siehe Abschnitt 1.3.4.1). FIS1 ist ein Protein
der OMM (dufleren Mitochondrienmembran), das zytosolisches DLP-1 rekrutiert, welches dann
die Fission vollzieht.

Die Zelllinie SH-SY5Y wurde mit Phenothiazin vorbehandelt und anschlief}end mit Rotenon fiir
72 h inkubiert. Nach dem Ernten der Zellen wurden diese mit dem Western Blot untersucht.
Wahrend signifikant erh6hte FIS1-Proteinspiegel unter der Behandlung mit Rotenon zu be-
obachten waren, wurde diese Erhohung durch die Vorinkubation von Phenothiazin signifikant

vermindert (Abbildung 3-11 A, C). Auch die alleinige Behandlung mit Phenothiazin zeigte eine
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signifikante Verringerung der FIS1-Proteinspiegel. Die DLP-1-Proteinspiegel zeigten eine dhnli-
che Tendenz der Regulation, entsprechend den Proteinspiegeln von FIS1, jedoch waren die Er-
gebnisse nicht signifikant. Diese Ergebnisse unterstiitzten die in Abschnitt 3.4.1 beobachtete
Steigerung der Fission der Mitochondrien unter dem toxischen Effekt von Rotenon, die durch

das Antioxidans Phenothiazin vermindert werden konnte.
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Abbildung 3-11: Phenothiazin verringert die durch Rotenon induzierte mitochondriale Dynamik

SH-SY5Y-Zellen wurden ausplatiert und nach 24 h mit 100 nM Phenothiazin oder Ethanol behandelt. 3 h spéter wurde
200 nM Rotenon oder Ethanol hinzugegeben. 72 h spdter wurde geerntet, anschliefRend wurden die Proteinlysate
mittels Western Blot analysiert. Reprdsentative Blots von (A) FIS1, DLP-1 und (B) OPA1. Tubulin diente als Ladekon-
trolle. Densitometrische Auswertungen von (C) FIS1, DLP-1 und (D) OPA1 normiert auf die Kontrolle (Vehikel) bzw.
wurde die Behandlung mit Phenothiazin und Rotenon auf die alleinige Rotenon-Behandlung normiert. Zu sehen sind
prozentuale Proteinspiegel mit Angabe von Mittelwerten und Standardabweichungen von drei unabhingigen Experi-

menten. Die Analyse erfolgte mit dem t-Test (n=3). * p < 0,05.

Weiterhin wurde ermittelt, ob unter dem Parkinson-Toxin nur Fission und Abbau der Mito-

chondrien vorlag, oder ob Kompensationsmechanismen auf Ebene der Fusion stattfanden. Ein
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Hinweis auf eine regulierte Fusion gaben bereits die Proteinspiegel von Mfn1 im Abschnitt 3.1.4.
Dies ist ein wichtiges Protein der mitochondrialen Fusion der OMM, das durch die Rotenon-
Behandlung signifikant hochreguliert wurde. Ein weiteres wichtiges Protein ist OPA1, welches
fiir die Fusion der IMM (innere Mitochondrienmembran) zustdndig ist. Nach der Behandlung mit
Rotenon konnte eine signifikante Erhohung in den Proteinspiegeln von OPA1 beobachten wer-
den (Abbildung 3-11 B, D). Die Zugabe von Phenothiazin zu den Zellen zeigte zwar keine signifi-
kanten Ergebnisse, aber eine eindeutige Tendenz zur Verringerung der verstirkten Expression
von OPA1 unter Rotenon.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass das Rotenon eine gesteigerte Fission bewirkte, was bereits
auf morphologischer Ebene beobachtet werden konnte (siehe Abschnitt 3.4.1). Dariiber hinaus
kam es kompensatorisch zu einer erh6hten Fusion der Mitochondrien. Phenothiazin war in der
Lage die Toxin-induzierten genannten Proteinregulationen abzuschwachen.

Die verstarkte Fusion bzw. die kompensatorische Reaktion um Mitochondrien zu erhalten sollte
auch auf Ebene von mitochondrialen Proteinen untersucht werden. Hierfiir wurden Proteine
analysiert, die im mitochondrialen Transport und der Atmungskette eine wichtige Rolle spielen.
Zu den Transportproteinen gehéren TOM20, welches ein Protein der OMM darstellt, und TIM23
als ein Protein der IMM. COX 1V ist eine Untereinheit vom Komplex IV der Atmungskette, der fiir
die Umwandlung von Sauerstoff und fiir die Bildung von ATP mit verantwortlich ist.
SH-SY5Y-Zellen wurden wie in Abbildung 3-11 behandelt und mithilfe des Western Blots be-
trachtet.
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Abbildung 3-12: Mitochondriale Proteine werden unter der Behandlung mit Rotenon verstarkt
exprimiert
SH-SY5Y-Zellen wurden nach 24 h mit 100 nM Phenothiazin bzw. Ethanol behandelt. Nach 3 h wurde mit 200 nM

Rotenon bzw. Ethanol behandelt. 72 h spéter wurden die Zellen geerntet und die Zelllysate mithilfe des Western Blots
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analysiert. Es wurden die Proteinspiegel von unterschiedlichen Markerproteinen untersucht. (A) Repréasentative Blots
von TOM20, TIM23, COX IV und Tubulin. (B) Densitometrische Auswertung der angegebenen prozentualen Protein-
spiegel der Proteine von (A) normiert auf Kontrolle (Vehikel) bzw. bei PHT+Rot erfolgte der Abgleich auf Rot. Ange-
geben sind Mittelwerte und Standardabweichungen von jeweils drei unabhingigen Experimenten. Die Auswertung

erfolgte mit dem t-Test (n=3). *p < 0,05; *p <0,01.

Es konnte gezeigt werden, dass das Protein TOM20 nach der Rotenon-Behandlung nur eine
leichte Verdnderung im Vergleich zur Kontrolle zeigte, wahrend die Spiegel von TIM23 und
COXIV signifikant unter der Behandlung mit Rotenon angestiegen sind (Abbildung 3-12 A, B).
Die Behandlung mit Phenothiazin zeigte keinen Einfluss auf die Transport-Proteine TOM20 und
TIM23, die Proteinspiegel von COX IV wurden wahrenddessen unter PHT reguliert. Dieser Ein-
fluss war nicht signifikant, jedoch konnten Tendenzen ermittelt werden. Die COX IV-
Proteinspiegel wurden durch PHT verringert und auch in Kombination mit Rotenon zeigte sich
eine Abnahme der Proteinspiegel, was auf eine Protektion durch PHT hinweist.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Zelle als Reaktion auf das Toxin kompensatorisch
reagierte und versuchte eine bessere Generierung von ATP und verstarkten Transport von Pro-
teinen in die Matrix sicherzustellen um die Biogenese der Mitochondrien zu steigern.

Die genannten Ergebnisse wiesen darauf hin, dass es zwar unter dem Parkinson-Toxin Rotenon
zu einer gesteigerten Fission der Mitochondrien kam, jedoch kompensatorisch auch die Fusion
und die Biogenese dieser verstarkt ablief. Dies wurde durch erhohte Expression von Proteinen,
die im Transport und in der Atmungskette eine wichtige Rolle spielen, bestatigt. Dies deutete an,
dass die Zelle durch diese Kompensation versuchte eine gesunde mitochondriale Homdostase zu
bewahren. PHT war in der Lage die schadigenden Einfliisse von Rotenon auf Fission, Fusion und

auf die Atmungskette zu verringern.

3.5 Der Einfluss vom Parkinson-Toxin Rotenon und vom Antioxidans

Phenothiazin auf den Proteinabbau

Mitochondriale Biogenese, Dynamik und Mitophagie stellen die Homdostase der Mitochondrien
sicher. Die Mitophagie ist eine spezielle Form der Autophagie, letztere fiihrt Proteine und Orga-
nellen dem lysosomalen Abbau zu (siehe Abschnitt 1.4.2). Auch das Proteasom ist fiir den Abbau
von Proteinen zustdndig (siehe Abschnitt 1.4.1). Der Abbau von Proteinen und Zellorganellen
unterliegt einem komplexen Regulationsmechanismus, wobei die genannten Abbauwege sich
gegenseitig beeinflussen konnen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte bisher gezeigt werden, dass
es unter der Behandlung mit dem Parkinson-Toxin Rotenon zur verstarkten Schadigung von

Mitochondrien und damit zu einer Steigerung der Mitophagiemarker kam. Daher sollte
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weiterhin untersucht werden, ob die Einfliisse von Rotenon mit weiteren Auswirkungen auf die
Mitochondrien- und Protein-Homdoostase einhergehen. Dafiir wurden Proteine der Mitophagie,
der Autophagie und des Proteasoms betrachtet. Zusatzlich wurde analysiert inwiefern sich das

Antioxidans Phenothiazin hier als protektiv erweist.

3.5.1 Das Parkinson-Toxin Rotenon verstarkt die Autophagie, wogegen sich das

Antioxidans Phenothiazin als protektiv erweist

Bei dem Abbau der Mitochondrien mittels Mitophagie, kommt es zunachst zur Akkumulation
von PINK1 auf den Mitochondrien. Durch Phosphorylierung von mitochondrialen Proteinen
kommt es anschlieffend zur Rekrutierung von Parkin (Matsuda et al., 2010). Dieses ubiquitiniert
anschliefdend Proteine der OMM und markiert damit Mitochondrien fiir den Abbau (Sarraf et al.,
2013). Anschliefiend bindet p62 an die ubiquitinierten Proteine und gewahrleistet damit die
Bindung an die Phagophore, sodass das Mitochondrium lysosomal abgebaut werden kann.

In den Abschnitten 3.1.3 und 3.1.4 wurde deutlich, dass Rotenon die Expression der Proteine
PINK1 und Parkin induziert, wihrend PHT diesen Effekt verringert. Im Folgenden sollte unter-
sucht werden inwiefern sich Rotenon und Phenothiazin auf die beiden nachfolgenden Proteine

von Parkin, ndmlich Ubiquitin und p62, auswirkt.
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Abbildung 3-13: Rotenon beeinflusst die Proteinexpression von Ubiquitin und p62

SH-SY5Y-Zellen wurden ausgesat und 24h spater mit 100 nM PHT oder EtOH behandelt. Nach weiteren 3 h wurde mit
200 nM Rotenon oder EtOH behandelt. Die Zellen wurden nach 72 h geerntet und die Zelllysate mit dem Western Blot
analysiert. (A) Reprasentative Blots von Ubiquitin, p62 und Tubulin, das als Ladekontrolle diente. (B) Densitometri-
sche Auswertung der angegebenen prozentualen Proteinspiegel, die auf die Kontrolle (Vehikel) abgeglichen wurden.
Bei der Behandlung mit PHT+Rot wurde auf Rot abgeglichen. Zu sehen sind Mittelwerte und Standardabweichungen

von drei unabhangigen Experimenten. Die statistische Analyse erfolgte mit dem t-Test (n=3).* p < 0,05.
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SH-SY5Y-Zellen wurden fiir die Analyse mit Phenothiazin in einer Konzentration von 100 nM
vorbehandelt. Anschlief3end erfolgte die Zugabe von 200 nM Rotenon. Die Zellen wurden nach
72 h geerntet und mittels Western Blot analysiert (Abbildung 3-13 A, B).

Die Untersuchung von Ubiquitin unter der Behandlung mit Rotenon, ergab tendenziell eine Zu-
nahme der ubiquitinierten Proteine, hierbei zeigte Phenothiazin keinen Einfluss. Bei der Unter-
suchung von p62 wurde deutlich, dass dessen Proteinspiegel tendenziell unter alleiniger Be-
handlung mit dem Antioxidans PHT gesunken sind. Unter der Behandlung mit Rotenon wurden
die p62-Proteinspiegel signifikant verringert, wobei die zusatzliche Behandlung mit PHT keinen
Einfluss auf p62 zeigte.

Aufgrund der Regulation vom Autophagieprotein p62 durch Rotenon, sollte der Einfluss des
Komplex I-Inhibitors auf die Autophagie naher untersucht werden. Hierfiir wurde das Protein
LC3 untersucht. Beim LC3 handelt es sich um ein Protein der Phagophore, das an
p62-gekoppelte Substanzen bindet und deren Einschluss und den Abbau im Autophagosom er-
moglicht. Der Umsatz der Autophagie, auch als autophagischer Flux bezeichnet, kann mithilfe
von Bafilomycin Al (BafA1) analysiert werden. Dieses stellt einen Inhibitor der Autophagie dar,
indem es die Ansauerung der Lysosomen verhindert. So kann untersucht werden wie viele Au-
tophagosomen fiir den Abbau gebildet werden.

Hierbei wurden SH-SY5Y-Zellen mit Rotenon und BafAl behandelt und anschlief}end im Wes-
tern Blot analysiert. Es konnte ermittelt werden, dass unter der alleinigen Behandlung mit BafA1l
erwartungsgemafd die LC3-II Spiegel im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Vehikel) zu-
nahmen (Abbildung 3-14 A, B). Bei der alleinigen Behandlung mit Rotenon nahmen die Protein-
spiegel von LC3-II im Vergleich zur Kontrolle ab. Dies verhielt sich dhnlich der Proteinspiegel
von p62 (Abbildung 3-13). Bei der Behandlung mit Rotenon und BafA1 kam es zu einem signifi-
kanten Anstieg der Proteinspiegel von LC3-II, verglichen mit denen der alleinigen Rotenon-
Behandlung, was einen verstarkten autophagischen Flux andeutet. Folglich wurde dieser ndher
analysiert (Abbildung 3-14 C).

Dafiir wurden die jeweiligen Proteinspiegel der Bafilomycin-Behandlung auf die Proteinspiegel
abgeglichen, die nicht mit Bafilomycin behandelt wurden. Zwar war hierbei das Ergebnis nicht
signifikant, jedoch konnte tendenziell ein verstarkter autophagischer Flux nach der Behandlung

mit Rotenon verzeichnet werden.
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Abbildung 3-14: Rotenon erhéht den autophagischen Flux

Nach Aussaat der SH-SY5Y-Zellen wurde nach 24h mit 200 nM Rotenon oder mit EtOH behandelt. 68 h spater wurde
mit Bafilomycin Al in der Konzentration von 1uM oder mit DMSO behandelt. Nach weiteren 4 h wurden die Zellen
geerntet und die Gesamtlysate mit Western Blot analysiert. (A) Reprasentative Blots von LC3 und Tubulin, das als
Ladekontrolle diente. (B) Densitometrische Auswertung von prozentualen Proteinspiegeln von LC3II, abgeglichen auf
die unbehandelte Kontrolle (Vehikel). Beim t-Test der Rotenon-Behandlungen, wurde auf Rotenon abgeglichen
(Rot=1). (C) Darstellung des autophagischen Flux. Berechnet wurde der Quotient von jeweiliger Behandlung mit
BafA1 gegen Behandlung ohne BafAl. Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unabhén-

gigen Experimenten. Die Auswertung erfolgte mit dem t-Test (n=3). * p < 0,05.

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass unter Rotenon die Mitophagie verstarkt ablief und es zu
einem erhohten autophagischen Flux kam. Jedoch deuten die reduzierten Proteinspiegel von
p62 und LC3-II unter der Rotenon-Behandlung an, dass die Autophagie verringert ablauft. Auf-
grund dieser diskrepanten Erkenntnisse, sollte der Einfluss von Rotenon und PHT auf die Auto-
phagie naher analysiert werden. Hierfiir wurden weitere Autophagie-Marker betrachtet. Die
bisher untersuchten Marker liegen im Bereich der Elongation der Phagophorenmembran. Nach-
folgend wurden Proteine der Initiation der Autophagie und des lysosomalen Abbaus analysiert
(siehe Abschnitt 1.4.2). Das Protein BAG3 fiihrt Proteinaggregate der Autophagie zu, wahrend
WIPI1 in der Initiierung der Phagophore seine Funktionen aufweist. Demgegeniiber fungiert

LAMP1 als lysosomaler Marker.
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Hierbei wurden SH-SY5Y-Zellen analog zu Abbildung 3-13 analysiert. Die Proteinspiegel von
allen drei Proteinen, namentlich BAG3, WIPI1 und LAMP1, waren unter der Behandlung mit Ro-
tenon hochreguliert (Abbildung 3-15 A, B). Dies bestétigt den verstarkten autophagischen Flux.
Die Proteinspiegel von allen drei untersuchten Proteinen konnten durch die Vorinkubation mit
Phenothiazin vermindert werden. Allerdings war die Regulierung dieser Proteine sowohl unter

Toxin- als auch unter Antioxidansbehandlung nicht signifikant.
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Abbildung 3-15: Autophagiemarker werden durch Rotenon und Phenothiazin moduliert

Die Zellen der Linie SH-SY5Y wurden 24 h nach dem Aussden mit 100 nM PHT oder EtOH behandelt. Nach 3 h wurde
mit 200 nM Rotenon oder EtOH behandelt. 72 h spater wurden Zelllysate mittels Western Blot untersucht. (A) Repra-
sentative Blots von BAG3, WIPI1, LAMP1 und Tubulin. Letzteres diente als Ladekontrolle. (B) Densitometrische Aus-
wertung der angegebenen prozentualen Proteinspiegel, die auf die Kontrolle (Vehikel), bzw. bei PHT+Rot auf Rot
abgeglichen wurden. Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unabhédngigen Experimenten.

Die Auswertung erfolgte mit dem t-Test (n=3).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass das Parkinson-Toxin Rotenon sowohl die Mito-
phagie als auch den autophagischen Flux induzierte. Hierbei konnte das Antioxidans Phenothia-

zin tendenziell den Einfluss von Rotenon teilweise vermindern.

3.5.2 Das Proteasom wird durch das Parkinson-Toxin Rotenon nicht beeinflusst

Proteasom und Autophagie sind zwei Abbauwege der Zelle, die eng nebeneinander koordiniert
werden (siehe Abbildung 1-11). In Abschnitt 3.5.1 konnte ermittelt werden, dass unter der Be-
handlung mit Rotenon die Proteinspiegel vom Co-Chaperon BAG3 verstdrkt exprimiert wurden.
Dies deutet eine verstarkte Bildung von Proteinaggregaten unter dem Parkinson-Toxin an, was

fir die Pathogenese dieser neurodegenerativen Erkrankung bereits beschrieben ist
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(sieche Abschnitt 1.1.4.3.5). Fehlgefaltete Proteine konnen ebenfalls {iber das Ubiquitin-
Proteasom-System abgebaut werden. Im Abschnitt 3.5.1 konnte eine verstarkte Ubiquitinierung
von Proteinen nach der Behandlung mit Rotenon ermittelt werden. Ubiquitinierte Proteine kon-
nen sowohl iiber die Autophagie als auch iiber das Proteasom abgebaut werden. Um zu untersu-
chen ob Rotenon und Phenothiazin ebenfalls das Proteasom beeinflussen, wurden im folgenden
Abschnitt wichtige Marker des proteasomalen Abbaus analysiert. Hierbei wurde das Augenmerk
auf das 20S-Proteasom gelegt, das den proteolytischen Kern des Proteasom-Komplexes darstellt.
Auch das Co-Chaperon BAG1 wurde untersucht, welches einen Komplex mit dem Chaperon
HSP70 bildet. Dieser fiihrt abzubauende Substanzen dem Proteasom zu (Gamerdinger et al.,

2009).
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Abbildung 3-16: Rotenon hat keinen Einfluss auf die Expression von Markern des Proteasoms

SH-SY5Y-Zellen wurden 24 h nach dem Aussden mit 100 nM Phenothiazin oder Ethanol behandelt. Nach 3 h erfolgte
die Behandlung mit 200 nM Rotenon oder Ethanol. Geerntet wurde nach 72 h, anschlieffend wurden die Gesamtlysate
mit dem Western Blot untersucht. Es wurde mit dem cBAG -Antikdrper, der unter anderem BAG1 bindet, entwickelt.
Weiterhin wurden immunreaktive Banden vom 20S-Proteasom und von Tubulin, welches als Ladekontrolle diente,
angegeben. (A) Représentative Blots und (B) Densitometrische Auswertung der angegebenen prozentualen Protein-
spiegel, die auf die Kontrolle (Vehikel) abgeglichen wurden. Im Falle der gleichzeitigen Behandlung mit Phenothiazin
und Rotenon, wurde auf die alleinige Rotenon-Behandlung abgeglichen. Angegeben sind Mittelwerte und Stan-

dardabweichungen von drei unabhédngigen Experimenten. Die statistische Analyse erfolgte mit dem t-Test (n=3).

SH-SY5Y-Zellen wurden mit Phenothiazin in einer Konzentration von 100 nM behandelt, bevor
die Zugabe von 200 nM Rotenon erfolgte. Die Zellen wurden nach 72 h geerntet und mittels Wes-
tern Blot analysiert.

Die Western Blots zeigten, dass die Proteinspiegel vom 20S-Proteasom und von BAG1 unter der
Behandlung mit Rotenon keinen wesentlichen Unterschied im Vergleich zur Kontrolle darstell-

ten (Abbildung 3-16 A, B). Unter der Behandlung mit Phenothiazin kam es zur Regulierung der
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BAG1-Spiegel, was evtl. auf Kompensationsreaktionen zur Verringerung des basalen oxidativen
Stresses hindeutet, jedoch dufierte sich dieser Effekt nicht signifikant.
Die Ergebnisse zeigten, dass das Parkinson-Toxin Rotenon keinen Einfluss auf die Expression

proteasomaler Proteine hat.
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4 Diskussion

Die Parkinson-Krankheit stellt eine neurodegenerative Erkrankung dar, die sich durch voran-
schreitenden Verlust dopaminerger Neurone in der Substantia nigra pars compacta (SNpc) und
durch intrazelluldre Proteinaggregate, den Lewy-Korperchen, kennzeichnet. Der oxidative Stress
spielt in dieser Erkrankung einen wesentlichen kausalen Faktor, da er fiir viele pathogene Ver-
anderung in der PD ursédchlich ist (siehe Abschnitt 1.1.4.3.7) (Boerger et al., 2019; Dias et al,,
2013). Die Mitochondrien stellen hierbei die grofite Quelle fiir reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
dar, und sind damit fiir einen Grof3teil des oxidativen Stresses in der Zelle verantwortlich. Somit
spielen diese Organellen eine zentrale Rolle in der Pathogenese der Parksinon-Krankheit
(Banerjee et al., 2009; Bose und Beal, 2016; Shefa et al., 2019). Dies wurde durch Untersuchun-
gen bestitigt, die in Parkinson-Patienten Stoérungen in den Mitochondrien und der mitochond-
rialen Homdéostase nachgewiesen haben. Hierbei wurden beispielsweise Beeintrachtigungen
vom Komplex I in der mitochondrialen Atmungskette und Deletionen in der mitochondrialen
DNA beschrieben (Bender et al., 2006; Schapira et al., 1990). Die Bedeutung der Mitochondrien
in der PD wird ebenfalls dadurch bestétigt, dass familidre Formen der PD haufig mit Mutationen
in den Genen Parkin, PINK1 und DJ-1 einhergehen (Cookson, 2012). Hierbei handelt es sich um
Proteine, die wichtige Funktionen in der mitochondrialen Homdostase aufweisen.

Die Funktion der Mitochondrien wird durch die mitochondriale Homo6ostase aufrechterhalten
(Twig und Shirihai, 2015). Diese besteht aus der mitochondrialen Biogenese, der Fission und der
Fusion, sowie der Mitophagie (siehe Abschnitt 1.3). Die mitochondriale Homd&ostase ist ein kom-
plexes System, in dem sich jede einzelne Komponente regulierend auf die anderen Komponenten
auswirken kann.

Es wird deutlich, welchen entscheidenden Faktor die Mitochondrien und deren Homdoostase in
der Pathogenese der PD spielen, weswegen in dieser Arbeit ndhere Untersuchungen auf Ebene
der Mitochondrien und deren Homdéostase und Dynamik gemacht werden sollten. Dies sollte
dazu dienen die pathogenen Mechanismen der PD naher zu untersuchen um diese Erkrankung
besser zu verstehen. Ebenfalls sollten fiir diesen Zweck die Abhdngigkeiten der einzelnen Kom-
ponenten der mitochondrialen Homoéostase untersucht werden. Diese wurden in der bisherigen
Erforschung der PD haufig nicht bertiicksichtigt, weshalb die Literatur iiberwiegend abgegrenzte
Einblicke entweder in die Fission, die Fusion oder die Mitophagie beschreibt (Chu et al.,, 2013;
Frank et al,, 2012; Gao et al,, 2015; Peng et al., 2016; Ramonet et al.,, 2013; Solesio et al., 2013).
Die Parkinson-Krankheit stellt die zweithaufigste neurodegenerative Erkrankung mit steigender
Privalenz dar. Die Tatsache, dass die derzeitige Therapie rein symptomatisch erfolgt, stellt fiir

die Patienten eine unbefriedigende Situation dar. Wie bereits beschrieben, spielt der oxidative
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Stress eine kausale Rolle in der Pathogenese der PD. Deshalb kdnnte eine antioxidative Therapie
sich als protektiv in dieser Erkrankung erweisen. Ein antioxidativer Ansatz in der kausalen The-
rapie der PD, konnte sich bereits praklinisch als erfolgsversprechend zeigen (Jin et al., 2014;
Koppula et al,, 2012). Jedoch konnte dies in Kklinischen Daten meist nicht verifiziert werden
(Etminan et al., 2005; Negida et al., 2016; Weber und Ernst, 2006). Vermutlich liegt es an der
Komplexitiat des menschlichen Organismus weshalb die Antioxidantien nicht an ihren zerebral-
en Wirkort gelangen. Somit ist es wichtig nach Substanzen zu suchen, die sich aufgrund ihrer
molekularen Struktur und ihrer antioxidativer Potenz im menschlichen Gehirn effektiver anrei-
chern konnen. Das Phenothiazin (PHT) stellt eine solche vielversprechende Substanz dar. Es
handelt sich um ein neuroprotektives Antioxidans, welches seine Potenz préklinisch bereits im
nanomolaren Konzentrationsbereich entfaltet. Untersuchungen belegen die neuroprotektive
Wirkung von PHT im Modell der Parkinson-Krankheit (Hajieva et al., 2009; Mocko et al., 2010;
Moosmann et al., 2001; Tapias et al., 2019). Nun sollte in dieser Arbeit ermittelt werden, wie sich

das Antioxidans PHT auf die mitochondriale Homoostase im Parkinson-Modell auswirkt.

4.1 Verstarkte Einleitung der Mitophagie im Parkinson-Modell wird

durch das Antioxidans Phenothiazin vermindert

Die Mitophagie stellt eine Unterform der Autophagie dar und ist fiir den spezifischen Abbau von
Mitochondrien verantwortlich (Lemasters, 2005). Hierbei kommt es auf geschadigten Mito-
chondrien zu einer Akkumulation der Kinase PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1), die wie-
derum die E3-Ubiquitin-Ligase Parkin aus dem Zytosol rekrutiert (siehe Abschnitt 1.3.5.1)
(Jin et al.,, 2010; Narendra et al,, 2010; Schubert et al,, 2017). Nachfolgend werden mitochondria-
le Proteine ubiquitiniert um das Mitochondrium an das Autophagosom binden zu kdénnen
(Kawajiri et al.,, 2010; Sarraf et al.,, 2013). Der Abbau der Mitochondrien erfolgt schliefdlich im
Autolysosom analog zu der Autophagie (siehe Abschnitt 1.4.2).

Christ konnte auf morphologischer Ebene in SH-SY5Y Zellen zeigen, dass es unter der Behand-
lung mit dem Parkinson-Toxin Rotenon zu einer Verringerung des mitochondrialen Membran-
potentials kam (siehe Abbildung 1-5) (Christ, 2010). Hierbei konnte mithilfe der Vorinkubation
mit dem Antioxidans PHT das mitochondriale Potential stabilisiert und damit die Integritiat der
Mitochondrien erhalten werden.

In dieser Arbeit sollte die Erkenntnis von Christ ndher analysiert werden. Hierzu wurden Unter-
suchungen auf Proteinebene durchgefiihrt. Da eine Verringerung im Membranpotential der Mi-

tochondrien zu einer Akkumulation von PINK1 auf der dufderen Mitochondrienmembran fiithrt
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und damit die Mitophagie eingeleitet wird, sollten vorerst die Proteinspiegel von PINK1 unter
der Einwirkung vom Rotenon untersucht werden.

Als Modell wurde in dieser Arbeit iiberwiegend die humane Neuroblastoma-Zelllinie SH-SY5Y
verwendet, da sie sich als dopaminerges experimentelles System etabliert hat (Biedler et al,,
1978) (siehe Abschnitt 2.1.1). Die genannten Zellen exprimieren Enzyme des Dopamin-
Stoffwechsels, wie Tyrosin- und Dopamin-3-Hydroxylasen und verfiigen iiber den Dopamin-
transporter. Bei Untersuchungen im Zusammenhang mit Transfektionen bzw. Mikroskopie wur-
den die humanen HEK-Zellen verwendet, da sie leicht zu transfizieren sind und sich aufgrund
der breitflaichigen Morphologie gut mikroskopisch untersuchen lassen.

Beim Rotenon handelt es sich um einen Komplex I-Inhibitor, der als Modellsubstanz fiir die Par-
kinson-Krankheit dient. Es bildet einen guten Phanotyp mit zahlreichen typischen Einfliissen der
PD-Erkrankung ab (Martinez und Greenamyre, 2012; Tieu, 2011). Hierzu zahlen u. a. die verrin-
gerte Aktivitdit von Komplex I und die verstirkte Generierung von ROS, die in Parkinson-

Patienten beschrieben wurde (siehe Abschnitt 1.2.2).

Es konnte in dieser Arbeit ermittelt werden, dass unter der Behandlung mit dem Kom-
plex I-Inhibitor, abhdngig von Inkubationszeit und Toxinkonzentration, die Proteinspiegel von
PINK1 hochreguliert wurden (Abbildung 3-1). Dies unterstiitzte die Annahme, dass das verrin-
gerte Membranpotential unter der Behandlung mit Rotenon, das von Christ beobachtet wurde,
zu einer verstirkten mitochondrialen Akkumulation von PINK1 fiihrte (Christ, 2010). Dies deu-

tete auf eine verstarkte Einleitung der Mitophagie hin.

Rotenon hemmt den Komplex I in den Mitochondrien, wodurch reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
generiert werden (Hartley et al.,, 1994; Li et al,, 2003). Bislang ist ungeklart, ob der beschriebene
Effekt auf das Mitophagie-Protein PINK1 auf der spezifischen Komplex I-Inhibition oder auf der
nachfolgenden unspezifischen oxidativen Reaktion beruht. Um dies zu untersuchen, wurden
PINK1-Proteinspiegel unter der Behandlung mit weiteren oxidativen Substanzen analysiert
(Abbildung 3-2). Es stellte sich hierbei heraus, dass die Hochregulation der PINK1-
Proteinspiegel, die unter der Rotenon-Behandlung zu verzeichnen war, auch mit dem anderen
Komplex I-Inhibitor, dem MPP+, signifikant bewirkt werden konnte. Das hitte vermuten lassen,
dass der Einfluss auf PINK1 durch die Komplex I-Inhibition zustande kommt. Jedoch konnte
ebenfalls unter der Behandlung mit H,0,, das eigens eine reaktive Sauerstoffspezies darstellt,
eine signifikante Induktion von PINK1 beobachtet werden. Diese Induktion konnte bei zwei un-
terschiedlichen H;0;-Konzentrationen (300 uM, 500 uM) verzeichnet werden. Hierbei war die
Intensitit des PINK1-Anstiegs bei der hoheren H,02-Konzentration verstarkt ausgepragt, was in

einem starkeren Grad der Schadigung ersichtlich war. Tendenziell war ebenfalls unter der
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Behandlung mit Paraquat, welches durch Interaktion mit den Elektronen der mitochondrialen
Atmungskette ROS generiert, eine Hochregulation von PINK1 zu beobachten. Dies deutet darauf
hin, dass der Effekt von Rotenon auf die PINK1-Proteinspiegel auf der Generierung von ROS be-
ruht. Dieser Effekt trat abgeschwécht ebenfalls unter der Behandlung mit Buthioninsulfoximin
(BSO) auf. Dieses hemmt die Glutamatcysteinligase und verhindert damit die Synthese vom An-
tioxidans Glutathion, weshalb anschliefiend ROS nicht ausreichend abgefangen werden kénnen
(Drew und Miners, 1984). Die Wirkung des BSO ist demnach indirekt oxidativ, weshalb eventuell
die gewdhlte Behandlungskonzentration von 400 uM zu gering war um einen eindeutigen signi-
fikanten oxidativen Effekt auszulosen (Yamada et al,, 2011).

Hiermit konnte gezeigt werden, dass der Einfluss des Komplex I-Inhibitors Rotenon auf die Pro-

teinspiegel von PINK1 und damit auf die Mitophagie auf einem oxidativen Effekt beruht.

Wie bereits erwahnt, sollte in dieser Arbeit der protektive Einfluss von PHT in der Parkinson-
Pathogenese untersucht werden. Es gibt bereits Hinweise auf neuroprotektiven Einfluss von
PHT im Bereich der PD in Invertebraten, in Nagern und in dopaminergen zelluldren Systemen
(Hajieva et al., 2009; Mocko et al.,, 2010; Tapias et al., 2019). Auch die erwdhnte Untersuchung
von Christ konnte verdeutlichen, dass mittels Vorinkubation von PHT das mitochondriale
Membranpotential stabilisiert werden konnte, sodass die Toxizitat des Rotenons abgeschwacht
werden konnte (Christ, 2010). Der Einfluss von PHT in der Parkinson-Pathogenese sollte hier
ndher analysiert werden, dazu wurden die Proteinspiegel von PINK1 unter dessen Einfluss un-
tersucht. Es stellte sich heraus, dass mittels Vorbehandlung mit Phenothiazin der Rotenon-
abhingige Anstieg der PINK1-Proteinspiegel signifikant um 65 % verringert werden konnte
(Abbildung 3-3). Hierbei wirkte das Phenothiazin in der Konzentration von 100 nM, wodurch die
hohe protektive Effizienz dieses Antioxidans deutlich wurde. Das Phenothiazin war aufderdem in
der Lage bereits basale PINK1-Proteinspiegel, die nicht mit Rotenon behandelt wurden, signifi-
kant leicht zu verringern. Dies zeigte, dass dieses Antioxidans in der Lage war basalen oxidativen
Stress zu reduzieren. Aufgrund der Tatsache, dass die verstiarkte Proteinexpression von PINK1
unter dem Einfluss von Rotenon auf einem oxidativen Effekt beruht (siehe Abbildung 3-2), kann

vermutet werden, dass der Einfluss von PHT auf seiner antioxidativen Wirkung basiert.

Bei der Betrachtung der Regulation von PINK1 unter der Behandlung mit Rotenon, fiel auf, dass
der Anstieg von PINK1 immer stark ausgepragt war. Wie bereits erwahnt, bildet die Behandlung
mit Rotenon ein gutes Parkinson-Modell ab, weshalb davon auszugehen ist, dass in der Pathoge-
nese der PD PINK1 eine wichtige Rolle spielt. Dies wird durch die Tatsache bestétigt, dass Muta-

tionen im PINK1-Gen familidre Formen der PD verursachen (Cookson, 2012; Morais et al., 2007;
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Racovic et al, 2011). Hierbei kommt es oft zum Ausbruch der friihzeitig eintretenden PD

(EOPD).

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass Rotenon durch das Propagieren von oxidativem Stress
die Mitophagie verstarkt initiierte. Eine Vorbehandlung mit Phenothiazin wirkte sich protektiv
aus, indem es einen groféen Teil der ROS abfing. Damit wurden weniger Mitochondrien der

Mitophagie zugefiihrt.

4.2 Mitophagie-Proteine unter dem Einfluss des Parkinson-Toxins

Rotenon und des Antioxidans Phenothiazin

In dieser Arbeit wurde deutlich, dass die Mitophagie unter dem Einfluss vom Parkinson-Toxin
Rotenon vermehrt eingeleitet wurde. Gleichzeitig wurde dies durch die Vorinkubation mit Phe-
nothiazin vermindert. Nachfolgend sollte der Einfluss von Rotenon auf den weiteren Ablauf der
Mitophagie untersucht werden, indem weitere Proteine dieses Abbauweges betrachtet werden
sollten. Hierbei wurde ebenfalls die Rolle von PHT untersucht.

Nachdem die Kinase PINK1 auf geschadigten Mitochondrien akkumuliert, rekrutiert sie die Liga-
se Parkin aus dem Zytosol (Jin et al., 2010; Narendra et al., 2010; Schubert et al., 2017). Diese
ubiquitiniert nachfolgend Proteine der OMM und l6st damit den nachfolgenden Einschluss des
Mitochondriums ins Autophagosom aus, der mit dem mitochondrialen Abbau im Autolysosom
endet (siehe Abschnitt 1.3.5.1). Zwei der Proteine der OMM, die von Parkin ubiquitiniert werden,
sind die Proteine Mitofusin 1 (Mfn1) und Mitofusin 2 (Mfn2). Diese beiden stellen somit Substra-
te von Parkin dar, sie fungieren jedoch ebenfalls als Proteine der mitochondrialen Fusion (siehe
Abschnitt 1.3.4.1) (Eura, 2003; Gegg et al., 2010; Hales und Fuller, 1997; Poole et al., 2010).
Durch den Abbau der Mitofusine kdnnen diese nicht mehr zur Fusion beitragen. Damit wird eine
Verschmelzung von geschidigten Mitochondrien verhindert, um eine gesunde Homoostase der

Mitochondrien zu gewahrleisten (Tanaka et al., 2010; Wiedemann et al., 2013).

Bei der Untersuchung der Proteinspiegel von Parkin unter dem Einfluss von Rotenon und Phe-
nothiazin wurde deutlich, dass dieses Protein tendenziell dhnlich reguliert wurde wie die Pro-
teinspiegel von PINK1 (siehe Abbildung 3-3 und Abbildung 3-4). Zwar war diese Regulation
nicht signifikant, was auf die grof3en Schwankungen zwischen den einzelnen Experimenten zu-
riickzufiihren ist, jedoch konnte ein eindeutiger Trend beobachtet werden. Dariiber hinaus
konnte der Anstieg von Parkin unter Rotenon von Peng et al. und von Lee et al. sowohl in adre-

nalen Tumorzellen der Ratte als auch in humanen Retinalzellen signifikant bestitigt werden
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(Lee et al,, 2014; Peng et al., 2019). Dies bekraftigte die Erkenntnis der verstiarkten Mitophagie
unter dem Einfluss von Rotenon. Die Vorinkubation mit PHT konnte den Anstieg von Parkin ver-
ringern, weswegen man hier von einem protektiven Einfluss ausgehen kann.

Bei der Betrachtung der Substrate von Parkin wurde gezeigt, dass die Proteinspiegel von Mfn2
unter der Behandlung mit Rotenon und Phenothiazin nicht verdndert wurden (Abbildung 3-4).
Demgegeniiber kam es unter der Rotenon-Behandlung zu einer signifikanten Hochregulation
der Proteinspiegel von Mfn1. Dies zeigte, dass die beiden Proteine Mfn1 und Mfn2 auf die Be-
handlung mit dem Parkinson-Toxin Rotenon unterschiedlich reagierten. Dies erschien zunachst
tiberraschend, da beide Proteine in der mitochondrialen Fusion sehr eng interagieren kénnen
und dadurch in der Lage sind die Fusion gemeinsam in heterotypischen Dimeren Mfn1-Mfn2 zu
vollziehen (Gegg, 2003; Koshiba et al., 2004). Jedoch ist inzwischen bekannt, dass die Funktions-
spektren beider Proteine relativ unterschiedlich sind. Wahrend Mfn1 {iberwiegend in der Fusion
agiert und hier scheinbar auch das wichtigere Protein von beiden darstellt (Chen et al., 2003;
Cipolat et al., 2004), ist das Spektrum von Mfn2 etwas vielfiltiger. Es agiert auch in Signalwegen
unabhdngig der Fusion, wie beispielsweise in der Apoptose und der Zellproliferation (Chen et al.,
2004; Neuspiel et al,, 2005; Wu et al,, 2016). Dariiber hinaus kann die Fusion ebenfalls iiber ho-
motypische Dimere Mfn1-Mfn1 vollzogen werden. Somit schien die unterschiedliche Reaktion
beider Proteine unter der Behandlung mit Rotenon nachvollziehbar. Mfn2 unterlag demnach
keiner Veranderung unter Rotenon, was auf eine untergeordnete Rolle von Mfn2 in der mito-
chondrialen Dynamik zuriickzufithren ware. Die Proteinspiegel von Mfn1 hingegen wurden un-
ter Rotenon hochreguliert. Scheinbar wurde Mfn1 unter diesen Versuchsbedingungen nicht ab-
gebaut, sondern akkumulierte. Dadurch, dass dieses Protein hauptsichlich in der Fusion fun-
giert, lasst sich herleiten, dass es unter dem Einfluss von Rotenon zu einer verstarkten Fusion
der Mitochondrien kam. Dies kdnnte eine Kompensationsreaktion auf die vermehrte Mitophagie
darstellen, in der das intakte restliche mitochondriale Netzwerk eine verstarkte Fusion durch-
lauft, um den Austausch der verbliebenen gesunden mitochondrialen Komponenten zu ermdgli-
chen und damit die mitochondriale Homdostase zu gewahrleisten. In Bezug auf Phenothiazin,
hatte dieses Antioxidans keinen Einfluss auf die Proteinspiegel von Mfn1, was darauf schlief3en
lasst, dass die verstiarkte Fusion unter der Behandlung mit Rotenon nicht verringert wird.

Bei der Untersuchung von Mfn1 und Mfn2 gab es keinen Hinweis darauf, dass diese Proteine als
Substrate von Parkin fungierten, da sie im Parkinson-Modell nicht verstirkt abgebaut wurden.
Demgegeniiber kam es beim Mfn1 sogar zum Anstieg der Proteinspiegel, was auf eine erhohte
Fusion schliefden lasst. Jedoch ist zu erwdhnen, dass es neben Mfn1 und Mfn2 weitere Proteine
gibt, die in der Lage sind den PINK1-Parkin-Abbau einzuleiten (Kubli und Gustafsson, 2012;

Sarraf et al, 2013). Vermutlich agieren hier andere Proteine als Mitophagie-Substrate und
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ermoglichen damit den weiteren Ablauf der Mitophagie. Beispielsweise waren Miro (Mitochond-
rial Rho GTPase 1) und VDAC (Voltage-dependent anion channel) zu nennen.

Bei der Untersuchung von Mfn1 fiel zusatzlich eine Verdanderung in der Isoform 3 (If3) dieses
Proteins auf (siehe Abbildung 3-4). In den Proteinspiegeln der If3 kam es unter der Behandlung
mit Rotenon zu einem signifikanten Anstieg. Hier fiihrte die Vorbehandlung mit Phenothiazin
zur signifikanten Reduktion um 60 % in den Proteinspiegeln der If3. Aufféllig war ebenfalls, dass
dieses Protein dhnlich dem Protein PINK1 reguliert wurde. Uber die Isoform 3 ist bislang noch

nicht viel bekannt, weshalb dieses Protein in der vorliegenden Arbeit ndher analysiert wurde.

Zusammenfassend konnte bestatigt werden, dass es unter Rotenon zu einer verstarkten Mito-
phagie kam, worauf Phenothiazin einen protektiven Einfluss hatte, indem es diesen Effekt ver-
minderte. Weiterhin stellte sich heraus, dass es im Parkinson-Modell zu einer verstirkten Fusion
von Mitochondrien kam. Auferdem wurde deutlich, dass unter dem Einfluss von Rotenon und
Phenothiazin die Isoform 3 des Fusion-Proteins Mfn1 dhnlich reguliert wurde wie das Mitopha-

gieprotein PINK1.

4.3 Zwischen den Mitophagieproteinen PINK1 und Mitofusin 1 Isof-

orm 3 besteht ein Zusammenhang

Die Regulation der Isoform 3 von Mfn1 unter der Behandlung mit Rotenon schien eine interes-
sante Beobachtung zu sein. Die kanonische Isoform 1 von Mfn1 ist sehr gut beschrieben und ist
von ihrer Funktion iiberwiegend in der Fusion von Mitochondrien anzusiedeln (siehe Ab-
schnitt 1.3.4.2) (Chen et al,, 2003; Cipolat et al., 2004; Eura, 2003). Von der Isoform 3 ist bisher
nur die Protein- und die mRNA-Sequenz bekannt, wahrend die Funktion unerforscht blieb
(AceView, 2019; UniProt, 2019). Aus diesem Grund wurde dieses Protein auf seine Funktion und

auf dessen Regulation hin untersucht.

Es fiel auf, dass die Proteinspiegel von beiden Isoformen (1 und 3) unter der Behandlung mit
Rotenon angestiegen sind. Die erhohte Regulation der If3 konnte hier entweder auf dem oxidati-
ven Einfluss vom Rotenon oder auf der dadurch bedingten Hochregulation der If1 basieren. Um
dies zu analysieren, wurde Mfn1 If1 mithilfe von drei unterschiedlichen Plasmiden iiberexpri-
miert. Alle drei Plasmide waren in der Lage die Ifl von Mfnl signifikant zu erhoéhen
(Abbildung 3-5). Hinzu kam, dass mit der Ifl-Hochregulation in allen Ansatzen signifikant ge-
steigerte Proteinspiegel der If3 einhergingen. Dies liefs vermuten, dass die If1 einen regulatori-

schen Einfluss auf die If3 aufwies. Weiterhin fiel unter der Behandlung mit Rotenon und
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Phenothiazin die Ahnlichkeit der Regulation zwischen den Proteinspiegeln von PINK1 und
Mfn1 If3 auf. Deswegen wurde auch PINK1 unter dem Einfluss der Uberexpression von Mfn1 If1
untersucht. Die Analyse ergab, dass auch die Proteinspiegel von PINK1 signifikant hochreguliert
wurden und sie verhielten sich dhnlich den Proteinspiegeln von Mfn1 If3. Damit wurde deutlich,
dass durch die Uberexpression von Mfn1 If1 ebenfalls eine Uberexpression in Mfn1 If3 erzeugt

werden konnte. Hiermit ging ebenfalls eine Hochregulation von PINK1 einher.

Bisher wurde angenommen, dass das vom Mfn1-Antikérper detektierte Protein mit der Grofde
von 71 kDa, die Isoform 3 darstellt. Das liegt daran, dass diese Isoform in der genannten Gro-
3enordnung beschrieben ist (UniProt, 2019). Jedoch kdnnte es sich hierbei auch um eine post-
translationale Modifikation, beispielsweise um eine proteolytisch gespaltene Form von Mfn1 If1,
handeln. Um dies zu ermitteln, wurde mittels RNA-Interferenz die Expression von Mfn1 redu-
ziert (Abbildung 3-6). Hierbei wurde eine siRNA gewahlt, die an einer RNA-Sequenz bindet, die
sowohl bei If1 als auch If3 vorhanden ist. Eine weitere siRNA war spezifisch fiir die If3, da sie
diese exoniibergreifend bindet. Der If3 fehlen im Vergleich zur If1 Exon 12 und 13, die genannte
siRNA If3 bindet am Ende von Exon 11 und am Anfang von Exon 14 und ermdoglicht so ihre Spe-
zifitat.

Es konnte gezeigt werden, dass die unspezifische siRNA sowohl die Proteinspiegel von If1 als
auch von If3 signifikant reduzierte, wohingegen die spezifische If3 siRNA nur die Proteinbande
bei 71 kDa signifikant verringern konnte. Das bedeutet folglich, dass es sich beim Protein mit der
Grofde von 71 kDa um die If3 handelt. Da PINK1 bisher einer dhnlichen Entwicklung wie die If3
unterlag, wurde auch dieses Protein in dem Herunterregulationsversuch untersucht. Hierbei
kam es zu einer signifikanten Abnahme von PINK1 entsprechend der If3-Proteinspiegel. Dies
zeigte, dass der Einfluss auf PINK1 iiber die If3 ausgeilibt wurde und unabhingig von der If1 er-
folgte. Dadurch wurde deutlich, dass es sich bei dem beobachteten Protein tatsdchlich um

Mfn1 If3 handelte und dass die Regulation von PINK1 iiber diese If3 erfolgte.

Bislang gab es keine Erkenntnisse dariiber, dass Mfn1 einen Einfluss auf PINK1 ausiibt, jedoch
war bislang auch die Funktion der If3 nicht bekannt. Umgekehrt ist ein Einfluss von PINK1 auf
Mfn1 bereits beschrieben, hierbei dient PINK1 zum Abbau von Mfn1 (Gegg et al.,, 2010; Poole
etal,, 2010; Rakovic et al,, 2011). Da ein Einfluss von PINK1 auf die Ifl beschrieben ist und die
If3 in der Lage ist PINK1 zu regulieren, wurde untersucht, ob diese Kinase auch in der Lage ist
die Proteinspiegel der If3 zu verandern. Hierfiir wurde PINK1 mittels siRNA herunterreguliert
und anschlieflend wurden die Proteinspiegel von Mfn1 betrachtet (Abbildung 3-7). Es wurde
hierbei deutlich, dass die Herunterregulation von PINK1 mit einer Abnahme der Proteinspiegel

von Mfnl If3 einherging. Aufgrund der unterschiedlichen Effizienz der Herunterregulation
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zwischen den jeweiligen Experimenten, war dieses Ergebnis nicht signifikant, jedoch konnte
eine eindeutige Tendenz ermittelt werden. Das zeigt, dass umgekehrt PINK1 ebenfalls in der
Lage ist die If3 von Mfn1 zu regulieren.

Zur Bestitigung dieser Regulation, wurde weiterhin eine Uberexpression von PINK1 durchge-
fiihrt und es stellte sich heraus, dass auch hier eine Hochregulation von PINK1 mit einer Erho-
hung von If3 einherging (Abbildung 3-7). Die If1 hingegen wurde abgesenkt. Das bestitigt, dass
die If1 ein Substrat von PINK1 darstellt und bei erh6hten PINK1-Spiegeln verstarkt abgebaut
wird. Daher ist der Einfluss zwischen If3 und PINK1 unabhéngig von der If1. Zu erwahnen ist,
dass die Uberexpression von PINK1 nur einmal durchgefiihrt wurde, weshalb es dazu diente
Tendenzen zu ermitteln. Die Tendenz, die hier beobachtet wurde, unterstiitzt die Annahme, dass
die beiden Proteine in einer Abhdngigkeit stehen.

Der Zusammenhang zwischen den beiden Proteinen PINK1 und Mfn1 If3 dufderte sich darin,
dass jedes Protein in der Lage war das jeweils andere Protein zu regulieren und das in einem

dhnlichen Ausmafd wie es selbst reguliert wurde.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass in dieser Arbeit erstmals die Funktion vom Protein Mfn1 If3
untersucht wurde. Offensichtlich handelt es sich dabei um ein Protein, welches im Zusammen-
hang mit PINK1 steht und wahrscheinlich von seiner Funktion in der Mitophagie einzuordnen
ist. Der Grund fiir die Interaktion zwischen den beiden Proteinen PINK1 und Mfn1 If3 kénnte in
einer Stabilisierungsfunktion liegen.

Durch die Herunterregulation von Mfn1 If3 kam es zu verringerten PINK1-Spiegeln. Dies zeigte,
dass PINK1 ohne Mfn1 If3 nicht auf der OMM stabilisiert werden konnte. Somit wurde deutlich,
dass Mfn1 If3 vermutlich ein Stabilisierungsprotein fiir PINK1 darstellt. Gleichzeitig zeigte sich
in dieser Arbeit, dass nach Regulation von PINK1 eine dhnliche Regulation von Mfn1 If3 erfolgte.
Dies lasst vermuten, dass PINK1 in der Lage ist Mfn1 If3 zu rekrutieren um auf der mitochondri-
alen Membran stabilisiert werden zu kénnen.

Die Beobachtung, dass es bei der Uberexpression von Mfn1 If1 zu einer Hochregulation in den
Proteinspiegeln von If3 und PINK1 kam, ist in dieser Annahme nicht eindeutig einzuordnen.
Beim Mfn1 If1 handelt es sich um ein Fusionsprotein. Demgegeniiber stellen PINK1 und wahr-
scheinlich auch Mfn1 If3 Mitophagie-Proteine dar. Ein Protein, welches gleichzeitig die Erhal-
tung des tubuldren Netzwerkes durch Fusion sowie den Abbau der Mitochondrien durch Mito-
phagie reguliert scheint widerspriichlich. Wahrscheinlich iibt die If1 keine regulatorische Funk-
tion auf die If3 aus. Der Effekt, dass If3 und PINK1 unter der Uberexpression von If1 ansteigen,
wird vermutlich durch die Abhingigkeit der einzelnen Bestandteile der mitochondrialen
Homoostase hervorgerufen. MutmaRlich kommt es durch die Uberexpression vom Fusionspro-

tein Mfn1 Ifl zu stark fusionierten mitochondrialen Netzwerken. Diese sind in der Lage den
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mitochondrialen Inhalt Giber das gesamte mitochondriale Kompartiment zu verteilen. Dies dient
zur Optimierung von mitochondrialen Funktionen und verhindert die Ansammlung von mito-
chondrialen Schiaden (Chan, 2012; Chen et al., 2010; Westermann, 2012). Schwachstellen im
Netzwerk werden besser erkannt um sich dem anschlieféend entledigen zu kdnnen, weshalb in
einem interdependenten Netzwerk anschlieflend eine erhéhte Mitophagie zu erwarten ist. Das
wurde durch Anstieg von PINK1 und Mfn1 If3 deutlich. Zwar wird in der Literatur eher gegen-
satzlich argumentiert, da eigentlich durch die Fission die Mitophagie eingeleitet wird (Chan,
2012; Frank et al,, 2012; Twig et al., 2008), doch gibt es auch Erkenntnisse, die diese Annahme
bestdtigen (Fu et al.,, 2013).

Grundlegend verwundert es nicht, dass die If3 von Mfn1 eine Funktion in der Zelle aufweist,
wenn man das Fusionsprotein OPA1 betrachtet. Dieses vermittelt in enger Zusammenarbeit mit
den Mitofusinen 1 und 2 die Fusion der Mitochondrien (Olichon et al., 2002; Song et al., 2009).
Die GTPase OPA1 besitzt ebenfalls mehrere Isoformen, die durch alternatives Spleifien generiert
werden, die ihre Funktionen in den Mitochondrien aufweisen. Diese reichen von Fusion, iiber
Aufrechterhaltung der Cristae-Morphologie bis zur Erhaltung der mtDNA. Vermutlich ist die
Kombination dieser Menge an Isoformen von OPA1 erforderlich um eine mitochondriale Dyna-
mik unter unterschiedlichen zellularen Bedingungen zu ermoglichen (Del Dotto et al.,, 2017,
2018).

PINK1 wird fortwdhrend vom gesunden Mitochondrium internalisiert und verbleibt erst auf der
OMM, wenn die Organelle ein verringertes Membranpotential aufweist (siehe Abschnitt 1.3.5.2)
(Narendra et al., 2010). Hierbei wurde bislang angenommen, dass TOM-Proteine (translocase of
the outer membrane) fiir die Stabilisierung verantwortlich sind, jedoch ist der genaue Mecha-
nismus noch nicht ganz geklart (Lazarou et al., 2012; Okatsu etal, 2015; Sekine und Youle,
2018). Fiir die If1 von Mfn1 ist beschrieben, dass sie durch ihre HR2-Domane benachbarte Mito-
chondrien bindet, damit die GTPase-Doméane die Fusion vollziehen kann (Cao et al, 2017;
Koshiba et al.,, 2004; Yan et al., 2018). Der If3 fehlen im Vergleich zur If1 110 Aminosauren zwi-
schen der HR1-Domédne und der darauf folgenden Transmembrandomédne (UniProt, 2019).
Trotzdem besitzen sowohl die If3 als auch die If1 die gleichen funktionalen Doméanen, weshalb
die grundsatzlichen Eigenschaften dhnlich sein sollten. Jedoch ist zu vermuten, dass mit der feh-
lenden Aminosaduresequenz veranderte sterische Verhaltnisse einhergehen, somit die Funktio-
nen dieser Domanen von der If1 abweichen sollten. Fakt ist, dass die If3 die dufere mitochond-
riale Membran (OMM) mit zwei Transmembraneinheiten durchspannt, weswegen sie stabil ans
Mitochondrium gebunden ist (siehe Abschnitt 1.3.4.2). Hier konnte sie direkt oder mithilfe von
anderen Proteinen in der Lage sein PINK1 auf der OMM zu stabilisieren. Unter dieser Annahme,

wiirde im Falle von mitochondrialer Depolarisation die Kinase PINK1 mittels des
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membranstidndigen Proteins Mfn1 If3 auf der OMM stabilisiert werden, weshalb PINK1 dann die
Ligase Parkin aus dem Zytosol rekrutieren koénnte. Jedoch ist fiir alle Dynamin-dhnlichen
GTPasen bekannt, dass sie nicht nur membranstindig sind, sondern hier auch mit Membranen
interagieren (Kar et al., 2017). Beispielsweise gehort DLP-1 ebenfalls zu den Dynamin-dhnlichen
GTPasen, und fungiert in der Zelle als ein Protein, das die Fission der Mitochondrienmembranen
bewerkstelligt (Ingermann et al., 2005). Die GTPase OPA1 aus derselben Proteinfamilie, vermit-
telt hingegen die Fusion der inneren Mitochondrienmembranen (Olichon et al., 2002; Song et al.,
2009). Folglich sollte auch die If3 von Mfn1l eine Interaktion mit Membranen vollziehen. Es
konnte sein, dass die If3 die dufiere Mitochondrienmembran so verdndert, dass PINK1 dadurch
stabilisiert werden kann. Oder die If3 konnte {iber ein anderes Protein seine Interaktion mit
PINK1 regulieren, beispielsweise tiber die TOM-Proteine, die bereits in diesem Zusammenhang
beschrieben wurden (Lazarou et al., 2012; Okatsu et al., 2015; Sekine und Youle, 2018). Jedoch

ist hiertiber bisher nichts beschrieben.

Die Ergebnisse zeigten, dass es sich bei der Mitophagie um ein System handelt, welches noch
nicht ganzlich erforscht ist. In dieser Arbeit wurde das Mfn1 If3 als ein zusatzliches Protein der
Mitophagie aufgedeckt und in diesem System auf seine Funktion hin untersucht. Die Proteine
Mfn1 If3 und PINK1 stehen eindeutig in einem Zusammenhang, scheinbar ist hier das Mfn1 If3

fiir die Stabilisierung von PINK1 in der Mitophagie verantwortlich.

4.4 Wirkmechanismus des Phenothiazins in der Pathogenese der

Parkinson-Krankheit

In dieser Arbeit hat sich das Phenothiazin auf Ebene der Mitophagie als protektiv herausgestellt.
Es war in der Lage die toxischen Effekte von Rotenon zu vermindern, indem es die, durch das
Toxin induzierte, Mitophagie abschwachen konnte.

Aufgrund der besonderen Redox-Chemie von Phenothiazin wurde in dieser Arbeit davon ausge-
gangen, dass der praventive Effekt dieser Substanz auf seine antioxidative Wirkweise zurtickzu-
fiihren ist (Moosmann et al., 2001; Murphy et al., 1950). Um zu ermitteln, ob die Wirkung von
PHT wirklich auf einer antioxidativen Reaktion beruht, wurden die Proteinspiegel von Mfn1 If3
unter der Verwendung von mehreren Vergleichssubstanzen untersucht (Abbildung 3-8 und
Abbildung 3-9).

Hierbei wurde deutlich, dass das Acetylphenothiazin keine protektive Wirkung hatte. Das
Acetylphenothiazin stellt eine Vergleichssubstanz mit PHT-Grundgeriist dar, an dessen Stickstoff

eine Acetyl-Gruppe bindet. Aufgrund des fehlenden antioxidativ wirkenden Wasserstoff-Atoms
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am N-Atom blieb die Protektion aus. Das Chlorpromazin, weist ebenfalls das PHT-Grundgertist
auf, stellt jedoch durch seinen chemischen Substituenten am N-Atom einen Dopamin-Rezeptor-
Antagonisten dar und gehort zu den Antipsychotika. Das Chlorpromazin war ebenfalls nicht pro-
tektiv, was bestatigt, dass die Wirkung von PHT nicht Dopamin-Rezeptor-vermittelt ist. Schlief3-
lich wurde das Vitamin E (a«-Tocopherol) als eine Vergleichssubstanz mit antioxidativer Wirkung
verwendet. Der Einfluss von Vitamin E war zwar nicht sehr stetig, was in der fehlenden Signifi-
kanz zu erkennen war, schien sich aber in der Konzentration von 1 uM auf die Rotenon-
Behandlung tendenziell protektiv auszuwirken. Im Vergleich dazu war der Effekt von PHT im-
mer stetig und signifikant und dufderte sich in der Konzentration von 100 nM. Dies bestatigt,
dass der protektive Effekt von PHT auf seiner antioxidativen Wirkung beruht und belegt dessen

protektive Wirkung im Parkinson-Modell im nanomolaren Konzentrationsbereich.

Die Inzidenz in der Parkinson-Krankheit steigt aufgrund des demografischen Wandels. Die The-
rapie erfolgt momentan symptomatisch, nachdem ca. 50 % der dopaminergen Neurone degene-
riert sind (Fearnley und Lees, 1991). Die Behandlung ermdglicht zwar eine Besserung der Symp-
tomatik, jedoch schreitet die Neurodegeneration stetig voran. Somit ist es notwendig ursachliche
Therapiemafinahmen zu finden, die sich protektiv in der Pathologie der PD auswirken und die
Pathogenese der Krankheit verlangsamen. Das Phenothiazin konnte ein Arzneistoff mit entspre-

chendem Wirkungsprofil darstellen.

Phenothiazin verringert praklinisch den zelluldren oxidativen Stress und ermdéglicht damit eine
Neuroprotektion, die bereits mehrfach fiir diese Substanz beschrieben werden konnte (siehe
Abschnitt 1.2.1) (Moosmann et al. 2001; Ohlow et al., 2017; Tapias et al., 2019). Speziell in der
Untersuchung der PHT-Wirkung im Zusammenhang mit der Parkinson-Krankheit zeigte sich
Phenothiazin protektiv gegen den erhohten oxidativen Stress und der damit einhergehenden
Neurodegeneration im nanomolaren Bereich. Im Krankheitsmodell der PD konnte PHT die mito-
chondriale Depolarisation verhindern und dopaminerge Zellen vor der oxidativen Neurotoxizitit
schiitzen (Hajieva et al., 2009). Ebenfalls in vivo zeigte sich PHT, sowohl in Invertebraten als
auch in Nagern, gegen die dopaminerge Neurodegeneration protektiv (Mocko et al.,, 2010; Tapias
et al,, 2019). Somit ware der antioxidative Ansatz mit PHT als eine praventive Maffnahme gegen
das Voranschreiten der PD sinnvoll.

Folglich sollte verstarkt das Augenmerk auf die protektive Wirkung von PHT im Zusammenhang
mit der PD und deren Einfluss auf die mitochondriale Dynamik und die Proteinhomdostase ge-

legt werden.
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4.5 Verstarkte mitochondriale Dynamik im Parkinson-Modell

Dank bisheriger Erkenntnisse dieser Arbeit wurde deutlich, dass es unter dem oxidativen Ein-
fluss des Komplex I-Inhibitors Rotenon zu einer verstarkten Mitophagie, und somit zu vermehr-
tem Abbau von Mitochondrien, kam. Die Mitophagie steht im engen Zusammenspiel mit der mi-
tochondrialen Dynamik. Letztere besteht aus den Systemen der Fission (Teilung) und Fusion
(Verschmelzung) der Mitochondrien (Bereiter-Kahn und Vo6th, 1994). Hierdurch wird ein funk-
tionales mitochondriales Netzwerk der Zelle aufrechterhalten (siehe Abschnitt 1.3.4) (Chan,
2012; Chen et al., 2010; Westermann, 2012; Youle und van der Bliek, 2012).

Mitochondrien sind in der Pathogenese der PD von zentraler Bedeutung (siehe Abschnitt
1.1.4.3.6). In der Parkinson-Krankheit wurden Stérungen in den Mitochondrien auf mehreren
funktionalen Ebenen beschrieben, was zu geschadigten Organellen fiihrt (Bender et al., 2006;
Shefa et al., 2019; Toulorge et al., 2016). Geschadigte Mitochondrien werden der Fission zuge-
fithrt, wodurch es zur Abtrennung von defekten Abschnitten dieser Organellen kommt, die an-
schliefend mittels Mitophagie abgebaut werden (siehe Abschnitt 1.3.4.1) (Twig et al,, 2008). Im
Zusammenhang mit der PD konnte eine gesteigerte Fission beobachtet werden. Dies konnte so-
wohl in Fibroblasten von PD-Patienten mit Parkin-Mutation, als auch in Toxin-basierten PD-
Modellen beobachtet werden (Arnold et al.,, 2011; Frank et al,, 2012; Gomez-Lazaro et al., 2008;
Griinewald et al., 2010).

In der vorliegenden Arbeit wurde die mitochondriale Morphologie unter dem Einfluss vom
Komplex I-Inhibitor Rotenon untersucht. Hierbei lag in den Kontrollzellen ein tubular verteiltes
mitochondriales System vor, das ein ausgewogenes Verhaltnis von fragmentierten, intermedia-
ren und tubuldren Mitochondrien-Strukturen aufwies (Abbildung 3-10). Durch die Behandlung
mit Rotenon kam es zu einer signifikanten Zunahme an kirzeren, fragmentierten Strukturen,
wahrend tubuldre und intermedidre Mitochondrien verringert vorlagen. Dies zeigte, dass es un-
ter der Einwirkung von Rotenon zu einer verstarkten Fission der Mitochondrien kam und besta-
tigt damit die genannten Erkenntnisse bisheriger Publikationen (Frank et al., 2012; Gomez-
Lazaro et al., 2008). Zusatzlich wurde hiermit deutlich, dass der Komplex I-Inhibitor Rotenon
hier als eine adaquate Modell-Substanz zur Untersuchung der Parkinson-Krankheit diente.

Durch die Vorbehandlung mit dem Antioxidans Phenothiazin, konnte die Rotenon-induzierte
Fission deutlich verringert werden. Es zeigte sich eine signifikante Abnahme an fragmentierten
Mitochondrien-Strukturen. Gleichzeitig lagen vermehrt intermedidre und tubuldre Strukturen
vor. Dies zeigte, dass sich Phenothiazin protektiv gegen den Einfluss von Rotenon auswirkte. Die

Protektion dufierte sich bereits in der niedrigen Konzentration von 100 nM. Zu erwahnen ist,
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dass unter alleiniger PHT-Behandlung das mitochondriale Netzwerk dhnlich vorlag wie bei un-
behandelten Zellen.

Somit wurde deutlich, dass bei der Betrachtung der Mitochondrien auf morphologischer Ebene
es unter Rotenon zu einer verstiarkten Fission dieser Organellen kam. Die Vorinkubation mit

PHT erwies sich hierbei als protektiv.

Die gesteigerte Fission bei der morphologischen Untersuchung der Mitochondrien unter der
Behandlung mit Rotenon, wurde nach einem Zeitraum von 6 bis 12 h ermittelt (Abbildung 3-10).
Somit stellte es die frithen Auswirkungen von Rotenon auf die Morphologie dar, was sich in einer
vermehrten Fission aufgrund des oxidativen Effekts von Rotenon dufderte. Da die bisherigen
Betrachtungen der Mitophagie-Marker 72 h nach Rotenonbehandlung erfolgten, konnte vermu-
tet werden, dass die Fission hier bereits anders reguliert sein konnte (Abbildung 3-3 und
Abbildung 3-4). Um dies zu ermitteln, wurden die Proteine der Fission FIS1 und DLP-1 unter-
sucht (Abbildung 3-11). Das FIS1 stellt ein Protein der OMM dar und rekrutiert DLP-1 aus dem
Zytosol, welches anschliefdend die Fission vollzieht (Ingermann et al., 2005; Lee et al., 2016;
Loson et al,, 2013). Unter der Behandlung mit Rotenon kam es zu erhéhten Spiegeln von beiden
Proteinen, hierbei war die Regulation von FIS1 signifikant. Eine dhnliche signifikante Erhéhung
von Fisl und Drpl unter der Behandlung mit Rotenon konnte ebenfalls von Li et al. in
HT-12-Zellen beobachtet werden (Li et al., 2017). Die Ergebnisse dieser Arbeit bestitigten, dass
die Fissions-Vorgange unter Rotenon ebenfalls nach 72 h verstarkt abliefen.

Die praventive Wirkung von Phenothiazin zeigte sich in der Abnahme der FIS1-Proteinspiegel
unter alleiniger Behandlung mit PHT. Die Proteinspiegel von DLP-1 wurden hier nicht verrin-
gert, was wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren ist, dass es sich um ein zytoplasmatisches Pro-
tein handelt, welches erst im Bedarfsfall an Mitochondrien bindet und sie fissioniert. Jedoch bei
der kombinierten Behandlung mit Rotenon und Phenothiazin konnten die basalen DLP-1-Spiegel
auf Ebene der unbehandelten Kontrolle wiederhergestellt werden. Bei FIS1 kam es sogar zu ei-
ner signifikanten Verringerung ahnlich der alleinigen PHT-Behandlung. Dies deutet an, dass der
protektive Einfluss von Phenothiazin die Fission komplett verhindert. Jedoch wiirden bisherige
Betrachtungen der Mitophagie-Marker widersprechen, da Phenothiazin fast immer zu einer Ab-
senkung des Effektes von Rotenon fiihrte. Jedoch war diese Reduktion nie auf Kontroll-Ebene,
ein Restschaden war immer noch zu erkennen. Eine Erklarung dafiir, warum die Fissions-
proteine unter zusatzlicher Vorbehandlung mit Phenothiazin so stark gesunken sind, konnte
darin liegen, dass die Mitochondrien auf Schadigung primar mit Fission reagieren. Anschliefend
gehen sie in die Fusion und die Mitophagie iiber. PHT mildert den toxischen Effekt von Rotenon

ab. Somit wire nach 72 h unter der Vorbehandlung mit PHT die Fission eventuell schon
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abgeschlossen und die Mitochondrien waren im kompensatorischen Abschnitt der Mitophagie
und der Fusion.

Die erhohte Fission im Parkinson-Modell konnte hier auf Proteinebene bestitigt werden und
unterstiitzt die bisherigen Beobachtungen. Wahrenddessen konnte die protektive Wirkung

durch Phenothiazin ebenfalls auf Proteinebene bestatigt werden.

Wenn geschadigte Mitochondrien vermehrt fissionieren um sich den schadlichen Anteilen zu
entledigen, werden die intakten Anteile anschlieffend der Fusion zugefiihrt (siehe Ab-
schnitt 1.3.4.1). Hierbei konnen intakte Mitochondrien fusionieren, weshalb die mitochondriale
Homoostase aufrechterhalten werden kann (Chan, 2012; Chen et al., 2010; Westermann, 2012).
Es konnte bereits beobachtet werden, dass die Proteinspiegel vom Fusionsprotein Mfn1 unter
der Behandlung mit Rotenon angestiegen sind, was auf eine gesteigerte Fusion hindeutet
(Abbildung 3-4). Das Mfn1 dient in den Mitochondrien zur Fusion der dufieren Mitochondrien-
membran, wiahrenddessen ist das OPA1 zur Fusion der inneren Mitochondrienmembran zustan-
dig (Eura, 2003; Hales und Fuller, 1997; Olichon et al., 2002; Song et al., 2009). Bei der Untersu-
chung dieses Proteins, wurde eine signifikante Zunahme der OPA1-Proteinspiegel deutlich, dies
bestdtigt erhohte Fusionsvorginge unter dem Einfluss von Rotenon. Die Behandlung mit Phe-
nothiazin erwies sich zwar nicht signifikant, jedoch tendenziell als protektiv gegen die verstark-
te Fusion der Mitochondrien. Dies steht im Widerspruch zu der Beobachtung, dass die induzierte
Expression vom Protein Mfn1 unter Rotenon durch die Behandlung mit PHT nicht verringert

werden konnte.

Die kompensatorische Reaktion um die mitochondriale Homoostase zu erhalten wurde weiter-
hin auf Ebene von mitochondrialen Proteinen untersucht. Hierfiir wurden die mitochondrialen
Transportproteine TOM20 und TIM23 gewahlt. Zusatzlich wurde COX 1V, ein Protein der mito-
chondrialen Atmungskette analysiert (Abbildung 3-12).

TOM20 und TIM23 sind Translokasen, die fiir den Import von Proteinen in das Mitochondrium
verantwortlich sind. Dadurch, dass 99 % der mitochondrialen Proteine im Kern kodiert werden,
sind diese Transportproteine entscheidend, um die mitochondriale Struktur und Funktionalitat
zu gewahrleisten (Boengler et al,, 2011). Das TOM20-Protein ist ein Protein der OMM und fun-
giert als Erkennungs-Rezeptor fiir mitochondriale Proteine (Ahting et al., 1999). TIM23 ist ein
Protein der IMM und ist fiir den Import von Proteinen in die Matrix und die IMM verantwortlich
(Mokranjac und Neupert, 2010; Miihlenbein et al., 2004).

Unter der Rotenon-Behandlung kam es zu einer leichten Zunahme von TOM20 und zu einer
starken signifikanten Erhdhung von TIM23. Dies deutete darauf hin, dass die Zelle vermehrt die

Expression von mitochondrialen Transportproteinen hochregulierte, um einen verstiarkten
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Import von mitochondrialen Komponenten zu ermdéglichen und damit die Mitochondrien zu
regenerieren.

Der Grund fiir den leichten Anstieg von TOM20 und demgegeniiber der starke Anstieg von
TIM23 konnte in der Funktion beider Proteine liegen. TOM20 ist ein Erkennungs-Rezeptor des
TOM-Komplexes fiir Prakursorproteine. Es gibt hier zusatzlich noch weitere Erkennungs-
Rezeptoren wie das TOM22 und das TOM70 (Brix et al,, 1997). Vermutlich wurden diese zusatz-
lich hochreguliert, weshalb der Einfluss auf Tom20 nicht so stark ausgepragt war. Das TIM23
stellt hingegen ein zentrales Protein des TIM-Komplexes dar, welches die Pore bildet, durch die
der Proteinimport erfolgt. Durch das TIM23 werden einige IMM-Proteine importiert. Noch wich-
tiger erscheint die Tatsache, dass hierdurch alle Proteine wandern, die fiir die Matrix bestimmt
sind (Mokranjac und Neupert, 2010). Dadurch ist TIM23 unersetzbar und zeigt das volle Aus-
mafi der Regulation von Transportproteinen der IMM.

Die Hochregulation der Transportproteine scheint eine Kompensation der Zelle auf die erhéhte
Rotenon-abhéngige Zerstoérung der Mitochondrien zu sein. Dies dient der verstarkten Biogenese
der Mitochondrien zur Wiederherstellung einer gesunden mitochondrialen Homoostase, was
auch in der gesteigerten Fusion unter der Behandlung mit Rotenon zu beobachten war.
Interessanterweise schien PHT den Effekt von Rotenon nicht zu vermindern. Die Transportpro-
teine sind fiir Mitochondrien sehr wichtig, da die meisten mitochondrialen Proteine kernkodiert
sind und durch diese Transporter in die Mitochondrien importiert werden miissen (Ahting et al.,
1999; Boengler et al., 2011; Miihlenbein et al., 2004). Vermutlich reguliert die Zelle bereits bei
minimalen mitochondrialen Schadigungen die Transport-Proteine hoch, sodass sich diese Orga-
nellen mit intakten Proteinen regenerieren kénnen. Da PHT zwar protektiv wirkt, jedoch nicht
den gesamten schadigenden Einfluss von Rotenon verhindern kann, bleibt ein restlicher oxidati-
ver Schaden, der auf die Mitochondrien einwirkt. Somit wiirde dieser auch ausreichen um die

Transportproteine hochzuregulieren.

Auch bei dem Protein COX IV war ein signifikanter Anstieg unter der Rotenon-Behandlung zu
verzeichnen (Abbildung 3-12). Dieses Protein stellt eine Untereinheit vom Komplex IV der
Atmungskette dar, die fiir die Umwandlung von Sauerstoff und fiir die Bildung von ATP mitver-
antwortlich ist (Li et al., 2006). Die Hochregulation von COX IV, und damit vermutlich von Kom-
plex IV, konnte eine kompensatorische Reaktion auf die Komplex I-Inhibition durch Rotenon
sein. Somit versucht die Zelle kompensatorisch verstirkt Komponenten der Atmungskette zu
generieren um die ATP-Synthese aufrecht zu erhalten. Die zusdtzliche Behandlung mit PHT be-
wirkte tendenziell eine Verringerung der Proteinspiegel von COX IV, was auf die Protektion die-
ser Substanz gegen den Rotenon-vermittelten oxidativen Stress hinweist. Dieses Ergebnis besta-

tigt die gegenlaufigen Prozesse zur Kompensation des mitochondrialen Schadens durch Rotenon
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und geht mit der Beobachtung der vermehrten Transportvorginge und der erhéhten Fusion von

Mitochondrien einher.

Es kam also unter der Rotenon-Behandlung zu einer verstarkten Fission von Mitochondrien, die
geschddigte mitochondriale Anteile absonderte. Diese unterlagen dann vermehrt dem mitopha-
gischen Abbau, was in der Hochregulation von Mitophagie-Proteinen erkennbar wurde.
Kompensatorisch unterlag der intakte Part des mitochondrialen Netzwerkes verstiarkten
Fusions-Vorgangen, um die mitochondriale Homgostase iliber die gesamte Zelle hinweg zu ge-
wahrleisten. Um den oxidativen Schaden, ausgehend von Rotenon, zu kompensieren, wurden
zusatzlich vermehrt Transportproteine und der Komplex IV der mitochondrialen Atmungskette
hochreguliert. Damit konnte die Zelle verstirkten Proteinimport ermdglichen, um damit den
Versuch der Wiederherstellung eines intakten mitochondrialen Netzwerkes zu erméglichen.
Ebenfalls konnte als Kompensationsreaktion die Produktion von ATP verstiarkt werden. Dies
sollte der Zelle dienen, trotz mitochondrialen Schadens, weiterhin mit Energie versorgt werden
zu konnen. Phenothiazin konnte die Effekte von Rotenon im Rahmen der Fission und der Fusion
verringern und zeigte damit sein protektives Potential. Ebenfalls milderte Phenothiazin die Re-
gulation der vermehrten ATP-Produktion unter dem Parkinson-Toxin ab und erwies sich damit

als protektiv im wichtigen mitochondrialen System der Atmungskette.

4.6 Die Mitochondrien- und die Proteinhomoostase stehen im

Parkinson-Modell in Abhdngigkeit

Es wurde in dieser Arbeit deutlich, dass die Mitophagie und die mitochondriale Dynamik im
Parkinson-Modell beeinflusst werden. Wie bisher beschrieben, befinden sich beide Systeme in
einer Abhangigkeit. Die Mitophagie selbst ist eine Unterform der Autophagie, letztere wiederum
steht in enger Regulation mit dem Proteasom um die Proteinhomoostase aufrechterhalten zu
konnen (siehe Abschnitt 1.4) (Lemasters, 2005; Morawe et al., 2012). All diese Systeme agieren
in einem abhangigen Netzwerk, weswegen es wichtig ist diese Komponenten in ihren Abhangig-

keiten zu betrachten.

4.6.1 Erhohte Mito- und Autophagie im Parkinson-Modell

Nachdem das Mitophagie-Protein PINK1 die Ligase Parkin aus dem Zytosol rekrutiert, werden
mitochondriale Proteine durch Parkin ubiquitiniert (Sarraf et al.,, 2013). An das Ubiquitin bindet
anschliefdend das Protein p62 (siehe Abschnitt 1.3.5) (Geisler et al,, 2010). Zu erwahnen ist, dass
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PINK1 und Parkin spezielle Proteine der Mitophagie darstellen. Die Ubiquitinierung und die
Bindung von p62 erfolgt jedoch auch beim Abbau anderer Substanzen in der Zelle mittels Auto-
phagie. Die Ubiquitinierung ist ebenfalls erforderlich fiir den Proteinabbau mittels Proteasom
(Morawe et al,, 2012).

Aufgrund der hochregulierten Mitophagie-Marker PINK1 und Parkin unter der Einwirkung von
Rotenon, wire eine erhohte Ubiquitinierung der Mitochondrien zu erwarten (siehe
Abbildung 3-3 und Abbildung 3-4). Dies konnte bei der Betrachtung von Ubiquitin in dieser Ar-
beit bestitigt werden, da es unter der Rotenon-Behandlung zu einer Zunahme der ubiquitinier-
ten Proteine kam (Abbildung 3-13). Daraus kann schlussgefolgert werden, dass Parkin vermehrt
die Proteine der OMM ubiquitiniert.

Unter Einfluss von Rotenon kam es zu einer signifikanten Abnahme der Proteinspiegel von p62.
Dies konnte bedeuten, dass die Autophagie verstarkt ablduft und vermehrt autophagische Va-
kuolen abgebaut werden. Es konnte aber auch bedeuten, dass eine Blockade der Autophagie
vorliegt (Bjorkoy et al., 2009; Klionsky et al., 2016). Unter alleiniger Phenothiazin-Behandlung
kam es zur Verringerung der p62-Proteinspiegel, wahrscheinlich aufgrund des protektiven Ein-
flusses auf die basalen Autophagie-Spiegel. Unter der Behandlung mit Rotenon und Phenothiazin
kam es weder zu einer Anderung der Proteinspiegel von p62 noch von Ubiquitin im Vergleich
zur alleinigen Rotenon-Behandlung. Dies konnte dadurch erkldrt werden, dass beide Proteine
sowohl in der Mitophagie als auch in der Autophagie fungieren. Weshalb trotz protektiver Wir-
kung des Phenothiazins geschidigte zellulire Komponenten iiber beide Abbauwege vermehrt
abgebaut werden und der Effekt sich akkumuliert. Dies wird folgend in diesem Abschnitt ndher

erlautert.

Da die Regulation vom Protein p62 noch nicht eindeutig etwas liber die Regulation der Autopha-
gie aussagen konnte, wurde das Protein LC3 analysiert. Hierbei handelt es sich um ein autopha-
gisches Protein, welches als Bindeglied zwischen p62 und der Phagophore agiert (siehe
Abschnitt 1.4.2) (Pankiv et al., 2007). Um LC3 addquat zu untersuchen, wurden Zellen mit dem
Autophagie-Inhibitor Bafilomycin A1 (BafA1l) behandelt. Jener verhindert die Ansduerung von
Lysosomen, weshalb die Regulation von LC3-II beobachtet werden kann. Dadurch kénnen Aus-
sagen liber den autophagischen Flux getroffen werden.

In dieser Arbeit kam es unter der alleinigen Behandlung mit BafA1 zu der erwarteten Erh6hung
von LC3-1II, was eine Akkumulation der autophagischen Vesikel beschreibt (Abbildung 3-14).
Unter alleiniger Rotenon-Behandlung kam es zu einer Verringerung in den LC3-II-Spiegeln, ahn-
lich zu der Beobachtung von p62. Durch die Behandlung mit Rotenon und BafA1 kam es im Ver-
gleich zur alleinigen Rotenon-Behandlung zu einem signifikanten Anstieg in den LC3-II-Spiegeln.

Das zeigte, dass die Autophagie unter der Behandlung mit Rotenon verstarkt ablief. Dies wurde
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durch die Betrachtung des autophagischen Fluxes ebenfalls bestatigt. Jener wird dadurch be-
stimmt, dass ein Quotient zwischen den jeweiligen Behandlungen mit und ohne BafA1l ermittelt
wird, anschliefend werden die Quotienten von Behandlung vs. Kontrolle verglichen. Dies ergab
eine Erhohung des autophagischen Fluxes unter dem Einfluss von Rotenon. Welcher zwar nicht
signifikant war, jedoch eine deutliche Tendenz ausmachte. Aufgrund der verstiarkten Autophagie
im Parkinson-Modell, wurde deutlich, dass die beobachtete Herunterregulation von LC3-II und
p62 unter der Behandlung mit Rotenon auf einem verstarkten Abbau von autophagischen Vesi-

keln beruht.

Um die Verdnderung in der Autophagie ndher zu untersuchen, wurden weiterhin Proteine analy-
siert, die ihre Funktionen in der Initiation der Autophagie aufweisen (siehe Abschnitt 1.4.2).
Hierbei wurde BAG3 betrachtet, welches ein Co-Chaperon darstellt, das Proteine dem autopha-
gischen Abbau zufiihrt (Behl, 2016; Gamerdinger et al., 2009, 2011; Stiirner und Behl, 2017).
Weiterhin wurden die Proteinspiegel von WIPI1 betrachtet, das eine wichtige Rolle in der Initi-
ierung der Phagophore spielt (Proikas-Cezanne et al., 2015). Beide Proteine befinden sich vorge-
schaltet zu den bisher untersuchten Prozessen.

Die Behandlung mit Rotenon bewirkte bei beiden Proteinen eine Zunahme, die sich jedoch auf-
grund der schwankenden experimentellen Werte nicht signifikant duferte (Abbildung 3-15).
Trotzdem kann aufgrund des Ausmafies der Erhdhung auf eine verstirkte autophagische Einlei-
tung mit vermehrter Bildung der Initiationsmembran geschlossen werden. Die Vorbehandlung
mit Phenothiazin fithrte zu einer Reduktion in diesen Proteinspiegeln, was auf Protektion hin-
weist.

Das Protein LAMP1 befindet sich in den Lysosomen, die den Inhalt der autophagischen Vesikel
schliefdlich abbauen (Eskelinen, 2006). Damit markiert LAMP1 den Abschluss der Autophagie.
Unter der Rotenon-Behandlung kam es zu einer Hochregulation der LAMP1-Proteinspiegel. Dies
deutet auf eine verstirkte Bildung von Autolysosomen hin und bestitigt eine verstiarkte Auto-
phagie unter Rotenon. Unter der alleinigen Behandlung mit PHT kam es zu einer Absenkung von
LAMP1, was die Senkung der basalen Autophagie andeutete. Bei der Behandlung mit Rotenon
und PHT kam es auch zu einer Verminderung von LAMP1. Diese war noch starker ausgepragt als
unter alleiniger PHT-Behandlung, jedoch war die Standardabweichung relativ hoch. Trotzdem
konnte diskutiert werden, ob evtl. durch die Behandlung mit Rotenon auch andere lysosomale
Abbauwege aktiviert wurden, hierbei waren u.a. die Mikroautophagie und die CMA zu nennen
(Morawe et al., 2012). Die starke Absenkung von LAMP1 durch Vorinkubation mit PHT konnte
dadurch erklart werden, dass PHT sich zusatzlich praventiv auf die Mikroautophagie und die
CMA auswirkt, weswegen weniger Proteine abgebaut werden und somit weniger Lysosomen

vorliegen.
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Diese Ergebnisse zeigten einen verstarkten Ablauf der Autophagie im Parkinson-Modell. Dies
bestdtigt den heutigen Kenntnisstand, dass in der PD-Pathogenese die Autophagie induziert ist.
Dies konnte sowohl in Blutzellen von PD-Patienten als auch in Toxin-basierten Modellen beo-
bachtet werden (Chen et al., 2007; Prigione et al., 2010; Zhu et al,, 2007). Ebenfalls geht es mit
der verstarkten Proteinaggregation einher, die in dieser neurodegenerativen Erkrankung
beobachtet werden konnte (siehe Abschnitt 1.1.4.3.5) (Dunnett und Bjorklund, 1999). Diese
Proteinaggregate werden mithilfe der verstarkten Autophagie abgebaut. Gleichzeitig wirkte sich
Phenothiazin protektiv auf die Rotenon-vermittelten Effekte aus, indem es dessen Einfluss auf
die Autophagie verminderte. Dies bezog sich auf die Initiation und auch auf den Abschluss der
Autophagie. Demgegeniiber konnte Phenothiazin keine Protektion auf Ebene von den Proteinen
p62 und Ubiquitin erzielen. Der Grund kdnnte darin liegen, dass beide Proteine sowohl in der
Mitophagie als auch in der Autophagie fungieren. Es wurde deutlich, dass beide Abbauwege im
Parkinson-Modell induziert vorlagen. Wodurch man auf vermehrten mitochondrialen Schaden
und verstirkte Bildung von Proteinaggregaten schliefien konnte. Obwohl Phenothiazin in der
Lage war die Einfliisse von Rotenon sowohl auf Mitophagie als auch auf Autophagie zu reduzie-
ren, bestand ein Restschaden. Deswegen lagen die Mitophagie und die Autophagie immer noch
zum Teil induziert vor. Beide Abbauwege fiithren ihre Substrate der Bindung von p62 und
Ubiquitin zu, weswegen hier der restliche Schaden von Rotenon akkumuliert. Und obwohl der
protektive Einfluss von PHT auf die Mitophagie als auch auf die Autophagie ersichtlich war,

wirkte er sich scheinbar nicht auf die Proteine p62 und Ubiquitin aus.

4.6.2 Das Proteasom wird im reinen Parkinson-Modell nicht reguliert

Das Proteasom und die Autophagie sind zwei wesentliche Abbauwege der Proteinhomdostase
und agieren hier in einem engen Zusammenspiel (siehe Abschnitt 1.4.1) (Lilienbaum, 2013;
Morawe et al., 2012). Da das Proteasom ubiquitinierte Proteine abbaut, konnte die beobachtete
Zunahme der Proteinspiegel von Ubiquitin unter der Rotenon-Behandlung auch im Zusammen-
hang mit der Funktion des Proteasoms stehen. Hierfiir wurden das 20S-Proteasom und das
Co-Chaperon BAG1, das Proteine fiir den proteasomalen Abbau kennzeichnet, analysiert.

Hierbei konnten keine wesentlichen Unterschiede unter der Behandlung mit Rotenon beobach-
tet werden (Abbildung 3-16). Dies weist darauf hin, dass das Proteasom in dem Parkinson-
Modell von Rotenon nicht reguliert wird. Eine Beeintrachtigung im Proteasom im Zusammen-
hang mit der PD wurde unter verschiedenen experimentellen Bedingungen bereits beschrieben.
Jedoch werden Teile dieser Versuche kontrovers diskutiert (Lim und Tan, 2013; McNaught und
Jenner, 2001). Fakt ist, dass die Rolle des Proteasoms in der PD noch nicht ganz eindeutig geklart

ist.
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Unter PHT schien das Proteasom jedoch beeinflusst zu sein. Die alleinige Behandlung mit PHT
senkte die Spiegel von BAG1, was darauf hindeutet, dass die basale Proteinhomdostase verrin-
gert ablauft. Vermutlich da durch die Einwirkung vom Antioxidans weniger Proteine fehlgefaltet
werden. Wahrend die Rotenon-Behandlung keinen Einfluss auf die Proteinspiegel der protea-
somalen Proteine hatte, filhrte die Behandlung in Kombination mit PHT zu einer Erh6hung in
den Proteinspiegeln von BAG1. Die bisherigen Ergebnisse bei Betrachtung der mitochondrialen
Homoostase und der Autophagie deuten darauf hin, dass durch die Vorbehandlung mit PHT der
toxische Effekt von Rotenon abgemildert wird. Die Verdanderung am Proteasom unter PHT und
Rotenon konnten andeuten, dass PHT den toxischen Effekt von Rotenon abmildert, weshalb die
Proteine der Zelle zwar noch fehlgefaltet werden, aber weniger aggregieren. Die fehlgefalteten
Proteine kénnten dann vermehrt im Proteasom abgebaut werden, wodurch die Regulation von
BAG1 erklart werden wiirde. Dies zeigt, wie stark kompensatorisch die Proteinhomd&ostase ab-

lauft.

Es konnte gezeigt werden, dass im Parkinson-Modell das Proteasom nicht beeinflusst wird. Je-
doch konnte durch die protektive Behandlung mit PHT kompensatorisch eine leichte Induktion

im Proteasom im PD-Modell ermittelt werden.

4.7 Die Rolle der Mitochondrien- und der Proteinhomoostase in der

Pathogenese der Parkinson-Krankheit

In dieser Arbeit konnte mithilfe vom Komplex I-Inhibitor Rotenon ein Parkinson-Modell erzeugt
werden, welches verdeutlicht, wie kausal sich oxidativer Stress in der Pathogenese der PD aus-
wirkt. Es wurde deutlich, dass im Parkinson-Modell verstarkt die Fission von Mitochondrien
eingeleitet wird, was nachfolgend zu einer erh6hten Mitophagie fiihrt. Wahrenddessen kommt
es kompensatorisch ebenfalls zur verstiarkten Fusion des mitochondrialen Netzwerkes und in
diesem Zusammenhang zu einer Induktion der mitochondrialen Biogenese. Daneben kommt es
zur Induktion der Autophagie um dem verstarkten mitochondrialem Abbau gerecht zu werden
und gleichzeitig um den unspezifischen Abbau von geschadigten Proteinen zu gewdhrleisten.
Das zeigt wie all diese Komponenten abhingig voneinander agieren und wie sie in der Lage sind,
sich im Parkinson-Modell zu regulieren. Dies dient dem Zweck eine gesunde Mitochondrien- und
Proteinhomdostase zu gewdahrleisten. Diese Kompensationsleistung der Zelle ist bemerkens-
wert, jedoch ist sie nicht unerschopflich. Es ist méglich, dass die Kompensationsleistung eine
Weile von der Zelle aufrechterhalten werden kann, jedoch kommt es bei dauerhaftem Stress zur

Fehleranfalligkeit im System. Die Tatsache, dass in der Pathogenese der Parkinson-Krankheit
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vermehrte Beeintrachtigungen in den Mitochondrien und deren Homoostase festgestellt wur-
den, sprechen dafiir. Beispielsweise sind in der PD vermehrt Mutationen in der mitochondrialen
DNA vorzufinden (Bender et al., 2006; Shokolenko et al., 2009). Hierdurch lauft die Synthese von
mitochondrial kodierten Proteinen nicht mehr optimal ab, weshalb es zu Beeintrachtigungen in
mitochondrialen Funktionen kommt (Banerjee et al., 2009; Bose und Beal, 2016). Dies fiihrt zu
Einschrankungen in der Atmungskette und in der ATP-Synthese. Hinzu kommen Schadigungen
in anderen wichtigen mitochondrialen Prozessen, wie beispielsweise der Apoptose-Regulation
oder der Calcium-Homoostase (Hajieva et al., 2018; Jiang et al., 2008; Rowley et al., 2016). Auch
die Tatsache, dass es familidre Formen der PD mit Mutationen in den Mitophagie-Genen PINK1
und Parkin gibt, bestitigt die Vermutung, dass eine gestorte Mitophagie zum Ausbruch der Er-
krankung beitragt (Cookson, 2012; Morais et al., 2009). Aufgrund dessen und aufgrund der mul-
tifaktoriellen Ursachen dieser Erkrankung kommt es zu weiteren Schadigungen in der Zelle. Die-
se dufdern sich beispielsweise durch die verstarkte Neuroinflammation und Proteinaggregation.
Letztere dufdert sich vor allem durch die intrazellulire Ansammlung von a-Synuclein (Braak
etal, 2003; Imamura et al., 2003; Lee et al,, 2009; Zhang et al., 2005). Durch die Akkumulation
von zahlreichen Beeintrachtigungen in der Zelle bricht irgendwann das System zusammen und
es kommt zum Zelltod (Tatton, 2000). Dieser betrifft in der PD vorwiegend die dopaminergen
Neurone in der Substantia nigra pars compacta. Nach dem Absterben von ca. 50 % dieser Neu-
rone manifestiert sich die Parkinson-Krankheit durch ihre typische Symptomatik (Fearnley und

Lees, 1991).

In dieser Arbeit konnte ein besseres Verstandnis iiber die Rolle der Mitochondrien in der Patho-
genese der Parkinson-Krankheit erlangt werden. Hierbei konnten die Vorginge der mito-
chondrialen Homoostase und Dynamik im Modell der PD erschlossen werden. Weiterhin wurde
deutlich, dass die Mitochondrien- und Proteinhomdéostase in einer Abhadngigkeit stehen, in der
sich die einzelnen Komponenten gegenseitig beeinflussen konnen. Im Zusammenhang mit der
Parkinson-Krankheit ist es ein relevantes System, das bis zu einem gewissen Grad der Schadi-
gung, eine kompensatorische protektive Rolle spielt. Damit wird deutlich, dass die punktuelle
Untersuchung der einzelnen Systeme der mitochondrialen Homdostase, wie beispielsweise nur
der Fission oder nur der Fusion, der Erforschung der mitochondrialen Homéostase nicht gerecht
wird. Hierbei ist es wichtig, das Zusammenspiel der Komponenten zu ermitteln, um eine eindeu-

tige Aussage iiber die Regulation unter den jeweiligen Versuchsbedingungen zu ermdglichen.
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Diskussion

4.8 Phenothiazin als priaventive Therapiemoglichkeit in der

Parkinson-Krankheit

In dieser Arbeit hat sich das Phenothiazin als neuroprotektiv herausgestellt, da es in der Lage
war die toxischen Effekte von Rotenon in der humanen neuronalen Zelllinie SH-SY5Y und eben-
falls in der humanen Nierenzelllinie (HEK-Zellen) zu vermindern. Phenothiazin war in der Lage
die mitochondriale Zerstérung im Parkinson-Modell zu verringern, wodurch die kompensatori-

sche Regulation der mitochondrialen Homdostase abgeschwacht wurde.

Antioxidantien als Therapiemoglichkeiten der PD wurden bereits in zahlreichen Studien analy-
siert (siehe Abschnitt 1.1.5). Hierbei wurden Substanzen wie beispielsweise Vitamin E, Vita-
min C, Coenzym Q10, Melatonin und Kreatin verwendet. Wahrend viele Antioxidantien sich
praklinisch sowohl in vitro als auch in vivo als protektiv erwiesen (Antolin et al,, 2002; Ballaz
etal, 2013; Jin et al.,, 2014; Lan und Jiang, 1997; Matthews et al., 1999), waren die klinischen
Studien meist erniichternd und zeigten nicht die erhoffte Protektion im Patienten (Etminan
etal, 2005; Jin et al, 2013; Moosmann und Behl, 2002). Mégliche Ursachen wurden im Abschnitt
1.1.5 diskutiert. Trotzdem waren protektive Tendenzen mit Coenzym Q10 und Vitamin E zu ver-
zeichnen (Shults et al., 2002; Zhang et al., 2002). Dies und die vielen préklinischen Studien, die
eine antioxidative Protektion in der PD zeigten, bestatigen, dass sich die Forschung in diesem
Gebiet lohnt. Jedoch ist es hierbei wichtig sich Substanzen zu widmen, die ein héheres protekti-
ves Potential aufweisen als die bisher Untersuchten.

Das Phenothiazin ware hier ein vielversprechendes Antioxidans. Der praventive und neuropro-
tektive Einfluss im Zusammenhang mit der PD konnte praklinisch, wie bereits erwahnt, sowohl
in dieser Arbeit als auch in anderen Analysen beobachtet werden (siehe Abschnitt 4.4) (Hajieva
et al,, 2009; Mocko et al., 2010; Tapias et al.,, 2019). Die lipophile, niedermolekulare, chemische
Struktur dieser Substanz, sollte einen guten Ubergang der Blut-Hirn-Schranke ermoglichen
(Tadros und Wahab, 1962). In dieser Arbeit konnte weiterhin bestatigt werden, dass PHT seine
neuroprotektive antioxidative Kapazitit im bereits nanomolaren Bereich entfaltet, somit ware
eine Bioverfiigbarkeit von PHT im ZNS mdglich, wo es die Neurodegeneration verringern kénn-
te. Die Tatsache, dass diese Substanz liber die Dauer von mehreren Jahrzehnten im Menschen
pharmakologisch eingesetzt wurde, bestatigt ihre Sicherheit. Damit stellt das Phenothiazin einen

vielversprechenden Wirkstoff in der praventiven Behandlung der Parkinson-Krankheit dar.
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Diskussion

4.9 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde deutlich, dass mitochondriale Schadigungen durch Verande-
rungen in der Mitochondrien- und Proteinhomdostase, die ein interdependentes System darstel-
len, kompensiert werden. Im Zusammenhang mit der PD werden haufig Mitochondrien unter-
sucht, da sie eine wichtige Rolle in der Pathogenese dieser Erkrankung einnehmen. Jedoch
erfolgt haufig eine Beschrankung auf eine statische Aufnahme, in der die Faktoren der mito-
chondrialen Homdostase nur vereinzelt und getrennt voneinander betrachtet werden (Chu et al,,
2013; Peng et al,, 2016). Die Erkenntnisse dieser Arbeit zeigen jedoch die gegenseitige Abhan-
gigkeit dieser Systeme, weshalb mitochondriale Untersuchungen weiter gefasst werden sollten.
Dies wiirde einen wesentlicheren Einblick in das Geschehen der Mitochondrien im Zusammen-
hang mit der PD erméglichen.

Die Entdeckung der zusammenhdngenden Regulation zwischen den Proteinen Mitofusin 1
Isoform 3 (Mfn1l If3) und PINK1 erméglichte erstmals die Beschreibung der Funktion von
Mfn1 If3. Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit ist zu vermuten, dass Mfn1 If3 ein Protein der
Mitophagie darstellt. Hier interagiert es scheinbar mit dem Protein PINK1 um die Mitophagie zu
vollziehen. Ferner sollte analysiert werden, auf welche Weise diese beiden Proteine genau inter-
agieren. Dartiiber hinaus sollte das Protein Mfn1 If3 ndher auf weitere Funktionen und Regulati-
onen untersucht werden.

Die vielversprechende neuroprotektive Wirkung von Phenothiazin im Parkinson-Modell konnte
sowohl in dieser Arbeit, als auch in anderen Analysen bestitigt werden (Hajieva et al.,, 2009;
Mocko et al.,, 2010; Ohlow et al., 2017). Kiirzliche Untersuchungen von Tapias et al. in Ratten,
konnten ermitteln, dass das Phenothiazin im Parkinson-Modell neuroprotektiv wirkt und die
Uberlebensrate der Tiere verldngert (Tapias et al, 2019). Aufgrund des vielversprechenden
Wirkungsprofils, sollten weitere Untersuchungen an Tieren folgen um eventuell klinische Unter-

suchungen ermoglichen zu kénnen.
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Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Die Parkinson-Krankheit (PD - Parkinson's disease) stellt eine neurodegenerative Erkrankung
dar, in deren Pathogenese der oxidative Stress eine kausale Rolle spielt. Die Mitochondrien sind
hier entscheidend, da sie die Hauptquelle fiir zelluldre reaktive Sauerstoffspezies darstellen. Die
Funktionalitit der Mitochondrien wird durch die mitochondriale Homdostase, bestehend aus
den Systemen der Biogenese, der Fission und Fusion sowie der Mitophagie, aufrechterhalten.

In der vorliegenden Arbeit wurde die mitochondriale Homdostase in der Pathogenese der
Parkinson-Krankheit und in diesem Zusammenhang die protektive Rolle des Antioxidans
Phenothiazin analysiert. Der Komplex I-Inhibitor Rotenon wurde als Modell-Substanz fiir die PD
verwendet. Die Untersuchungen ergaben eine verstarkte Schadigung der Mitochondrien unter
dem oxidativen Einfluss von Rotenon, was zu einer Hochregulation der Proteine von Fission und
Mitophagie fiihrte. Demgegeniiber kam es im zelluliren Parkinson-Modell zu verstirkten
kompensatorischen Regenerationsvorgiangen im mitochondrialen Netzwerk. Dies wurde in der
verstiarkten Induktion von Proteinen der mitochondrialen Fusion und Biogenese deutlich. In
diesem Zusammenhang wurden aufierdem Proteine der Makroautophagie hochreguliert, was
auf den erhohten mitochondrialen Abbau und auf die verstarkte Proteinaggregation zuriickzu-
fiihren ware. Dies verdeutlicht, dass die einzelnen Systeme der mitochondrialen Homéostase in
einer abgestimmten Abhdngigkeit interagieren, um ein intaktes mitochondriales Netzwerk zu
gewahrleisten. Die starke Kompensationsleistung der mitochondrialen Homdéostase kann in der
Pathogenese der PD von der Zelle vermutlich nicht dauerhaft aufrechterhalten werden, weswe-
gen es schliefdlich zur charakteristischen Neurodegeneration kommt.

Bei der Untersuchung der mitochondrialen Proteine PINK1 und Mitofusin 1 unter der Behand-
lung mit Rotenon wurde eine Regulation in den Proteinspiegeln von Mitofusin 1 Isoform 3
entdeckt. Analysen auf molekularbiologischer Ebene ergaben, dass die Proteine PINK1 und
Mitofusin 1 Isoform 3 in der Lage waren sich gegenseitig zu regulieren. Vermutlich stellt Mito-
fusin 1 Isoform 3 ein Protein der Mitophagie dar, welches im Zusammenhang mit PINK1 agiert.
Die Therapie der PD erfolgt zurzeit rein symptomatisch, weswegen der praventive Einfluss des
Antioxidans Phenothiazin in der Pathogenese dieser Erkrankung untersucht wurde. Durch die
antioxidative Wirkung von Phenothiazin wurde die Induktion der mitochondrialen Homdostase
und der Autophagie im zelluliren PD-Modell verringert. Damit wurde die neuroprotektive
Wirkung von Phenothiazin im PD-Modell deutlich. Diese dufderte sich bereits im nanomolaren
Konzentrationsbereich, womit die hohe Potenz von Phenothiazin belegt wird. Diese Tatsache
und die niedermolekulare, lipophile chemische Struktur des Phenothiazins sollten eine zerebrale
Bioverfiigbarkeit im PD-Patienten ermoglichen. Damit stellt das Phenothiazin einen méglichen

praventiven Wirkstoff in der Therapie der PD dar.
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6 Summary

The Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder. Throughout its pathogenesis, the
cellular oxidative stress maintains a causal role, where mitochondria are of crucial importance
acting as the key source for cellular reactive oxygen species. In order to maintain function, mito-
chondria rely on mitochondrial homeostatis which includes the systems of biogenesis,
fission/fusion and mitophagy.

This study explored the mitochondrial homeostasis in the pathogenesis of Parkinson’s disease.
Furthermore, it analyzed the protective role of the antioxidant phenothiazine in the present
context. The complex I inhibitor rotenone has been used as the model substance for the PD. The
findings revealed increased mitochondrial damage as a result of the oxidative effect of rotenone
leading to an upregulation of the proteins of fission and mitophagy. By contrast, increased
compensating regeneration processes could be observed throughout the mitochondrial network
in the cellular model of PD. This became clear through an increased induction of proteins of
mitochondrial fusion and biogenesis. Furthermore, an upregulation of proteins concerning
macroautophagy occurred, presumably to keep up with the elevated rate of mitochondrial
degradation and increased protein aggregation. This shows that the particular systems of the
mitochondrial homeostasis interact in a harmonized mutually dependent manner in order to
facilitate an intact mitochondrial network. The intensified compensation rate of the mitochond-
rial homeostasis in the pathogenesis of the PD could probably not be maintained permanently by
the cell, thus causing the characteristic neurodegeneration over time.

Throughout the examination of the mitochondrial proteins PINK1 and mitofusin 1 under treat-
ment of rotenone, a regulation in protein levels of mitofusin 1 isoform 3 has been identified.
Molecular biological analysis unveiled that the proteins PINK1 and mitofusin 1 isoform 3 were
able to regulate each other. It can be assumed that mitofusin 1 isoform 3 is a protein of the mito-
phagy process where it acts together with PINK1.

The present therapy of the PD is merely symptomatic. Therefore the preventive influence of the
antioxidant phenothiazine has been studied in the pathogenesis of the PD. The induction of the
mitochondrial homeostasis and autophagy in the cellular PD-model has been reduced due to the
antioxidative effect of phenothiazine, highlighting its neuroprotective effect in the PD-model.
The neuroprotection was already expressed in a nanomolar concentration range, which under-
lines the potency of phenothiazine. This fact and the low molecular, lipophilic chemical structure
of phenothiazine should allow for a high cerebral bioavailability in PD patients. Therefore,
phenothiazine represents a possible preventive active compound for the therapy of the

Parkinson’s disease.
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