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1 EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Die Existenz von Leben und somit das Uberleben eines einfachen, erstmals auf der Erde
auftretenden Organismus trat nach Darwins Evolutionstheorie vor rund vier Milliarden
Jahren auf. Im Laufe von Millionen und Milliarden Jahren entwickelten sich durch
Endosymbiose dieser einfachen prokaryotischen Organismen komplexe eukaryotische
Lebensformen (Endosymbiontentheorie), denen ein Zellkern mit der darin enthaltenen
genetischen Erbinformation, der Desoxyribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid, DNA),
gemeinsam ist. Die in der DNA enthaltenen Gene codieren fiir Proteine, welche als die
komplexesten Funktionseinheiten einer jeden Zelle und somit eines jeden Organismus
anzusehen sind. Um eine native, physiologische und auch interaktive Funktion von
Proteinen zu gewadhrleisten, ist ein ausgekliigeltes Zusammenspiel vieler evolutionar

hoch konservierter Proteine von essentieller Bedeutung.

1.1 Proteinhomoostase

Die Proteinhomoéostase, auch Proteostase genannt, beschreibt die physiologische
Aufrechterhaltung eines funktionellen Gleichgewichtszustands aller in einer Zelle
auftretenden Proteine. Die Gesamtheit aller Proteine einer Zelle, das Proteom, unterliegt
einer permanenten Qualitatskontrolle; Proteinsynthese, Proteintransport,
Proteinmodifikation und auch der Abbau von Proteinen wird von diesem evolutionar
hoch konservierten Qualitatskontrollsystem streng kontrolliert und reguliert (Goldberg,
2003; Kubota, 2009). Ein komplexes Netzwerk aus molekularen Chaperonen stellt die
erste wichtige Komponente des Qualitatskontrollsystems zur Aufrechterhaltung der
Proteostase dar (Kim et al.,, 2013). Sie stabilisieren einerseits neu synthetisierte Proteine
und unterstiitzen aktiv deren Faltung sowie ihre Riickfaltung bei einer fehlerhaften
Proteinkonformation, andererseits identifizieren sie stark fehlgefaltete Proteine und
fiihren diese einer entsprechenden Abbaumaschinerie zu. Dabei wird zwischen dem
Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) und dem autophagolysosomalen Abbau
unterschieden (Abbildung 1) (He and Klionsky, 2009; Morawe et al., 2012).

Das Netzwerk von molekularen Chaperonen sowie die beiden Degradationsmaschinerien
gewihrleisten die korrekte Funktion von Proteinen und damit das Uberleben einer Zelle.
[st eine Zelle anhaltenden Stressbedingungen, wie z.B. oxidativem Stress, ausgesetzt, kann
es vermehrt zur Bildung von geschadigten Proteinen kommen. Geschadigte Proteine,

1



1 EINLEITUNG

welche nicht sofort durch das Qualitiatskontrollsystem erfasst werden, zeigen eine
Tendenz zur Akkumulation, wodurch das Uberleben eines Organismus gefihrdet sein
kann. Der natiirliche Alterungs-Prozess begilinstigt solche Ablagerungen. Insbesondere
Neurone zeigen eine Anfalligkeit gegeniiber der Ablagerung solcher Proteinaggregate, die
als Zeichen einer gestorten Proteostase angesehen werden und pathologisches Merkmal
vieler neurodegenerativer Erkrankungen wie beispielsweise der Alzheimer-Krankheit
(Alzheimer's disease, AD), der Amyotrophen Lateralsklerose (ALS) oder der Parkinson-
Krankheit (Parkinson’s disease, PD) darstellen (Rubinsztein et al, 2005; Rubinsztein,
2006; Martinez-Vicente and Cuervo, 2007; Levine and Kroemer, 2008; Mizushima et al,,
2008; Kern et al., 2010; Hartl, Bracher and Hayer-Hartl, 2011; Morawe et al., 2012). Diese
neurodegenerativen Erkrankungen aber auch weitere Erkrankungen wie beispielsweise
Arteriosklerose oder Diabetes mellitus, oder Infektions- und Kkardiovaskulire
Krankheiten, sind alle mit einer Akkumulation von Proteinen assoziiert und
unterstreichen die besondere Bedeutung dieses Qualitdatskontrollsystems fiir die

Proteostase einer Zelle.
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Abbildung 1: Molekulares Netzwerk aus Chaperonen, dem UPS und der Autophagie zur
Aufrechterhaltung der zellulidren Proteinhoméostase. Molekulare Chaperone dienen der Faltung, dem
Transport sowie der Assemblierung und Kompartimentierung von Proteinen. Sie erkennen auch
geschadigte, amorphe Proteinaggregate und verhelfen ihnen zur Disaggregation oder fiithren diese einer der
beiden Degradationsmaschinerien, dem UPS oder der Autophagie, zu (Hartl et al. 2011).



1 EINLEITUNG

1.1.1 Molekulare Chaperone

Molekulare Chaperone dienen zusammen mit vielen Hilfsfaktoren, wie beispielsweise
ihren Co-Chaperonen, der Faltung und Stabilisierung neu synthetisierter Proteine sowie
deren Assemblierung, Kompartimentierung und intrazellularen Verteilung. Sie sind in der
Lage fehlgefaltete Proteine anhand unstrukturierter, hydrophober Bereiche zu erkennen
und diesen entweder durch Wechselwirkungen wieder in ihre korrekte, physiologische
Konformation zuriick zu verhelfen oder sie einem der Degradationswege, dem
proteasomalen oder dem (autophago-) lysosomalen Abbauweg, zuzufiihren (Abbildung
1).

Zu den wichtigsten Chaperonen gehoren die evolutionar hoch konservierten, ubiquitar
exprimierten Hitzeschockproteine (HSP), die entsprechend ihrer Sequenzhomologie
sowie ihres Molekulargewichts in kleine HSPs (small heat shock proteins, sHSPs) sowie in
DNAJ/HSP40, GroEL/HSP60, HSP70, HSP90 und Clp/HSP100 unterteilt werden (Pauli,
Arrigo and Tissieres, 1992; Frydman, 2001; Hartl, Bracher and Hayer-Hartl, 2011; Jee,
2016).

Die zytosolische HSP70-Proteinfamilie gehdért zu den am besten untersuchten
Chaperonen, deren Mitglieder in eine konstitutiv exprimierte Form (HSC70) und eine
durch verschiedenster Stressoren induzierbare Form (HSP70) untergliedert werden.
Strukturell besteht HSC70/HSP70 aus einer C-terminal gelegenen Substrat-Bindedomaéne
an die beispielsweise Proteinaggregate binden und einer N-terminal gelegenen ATPase-
Domane. Die zyklische Substratbindung und -freisetzung erfolgt immer in Abhangigkeit
von ATP-Bindung, Hydrolyse sowie Nukleotid-Austausch und wird durch entsprechende
Co-Chaperone reguliert (Mayer and Bukau, 2005).

Die Stimulation der HSP70 ATPase-Aktivitait wird durch die Bindung der
charakteristischen DNAJ-Doméane von DNAJ/HSP40-Proteinen an HSP70 vermittelt (Qiu
et al, 2006). Die Proteinfamilie der HSP40 Co-Chaperone, im Bakterium DnaJ genannt,
wird ihrer Struktur nach in drei unterschiedliche Gruppen unterteilt: DNAJA, DNA]B und
DNAJC. Generell enthalten alle DNAJ Proteine die evolutiondr konservierte, 70
Aminosauren grofie DNAJ-Domadne. Die DNAJA-Familie enthalt auferdem eine G/F-reiche
Domadne (Glycin/Phenylalanin-reiche Domane), eine Zink-Finger-Domane sowie eine
Cystein-reiche Region, wahrend letztere nicht innerhalb der B-Familie vorkommt (Qiu et
al, 2006). Die DNAJC-Familie stellt eine Ausnahme dar. Sie enthalt lediglich die DNA]J-

Domane (Hasegawa et al, 2018). Die Vielfalt an HSP40-Proteinen ist enorm. So wurden
3



1 EINLEITUNG

beispielsweise fiir den Menschen bereits 41 DNAJ/HSP40-Proteine beschrieben, welche
mit 11 Mitgliedern der HSP70-Familie interagieren kénnen. Auf diese Weise wird die
Bildung potentieller kombinatorischer Chaperon-Komplexe ermdéglicht (Kampinga and
Craig, 2011; Gorenberg and Chandra, 2017).

Die DNA]J/HSP40-Proteinfamilie erhalt in den letzten Jahren vermehrt Aufmerksamkeit
in der Forschung. Neueste Untersuchungen zeigen einen direkten Zusammenhang
zwischen mutierten Mitgliedern der DNAJ-Proteinfamilie und der familidren PD
(Gorenberg and Chandra, 2017; Puschmann, 2017; Hasegawa et al, 2018). Hierzu
gehoren beispielsweise die Mutationen-tragenden Proteine DNAJC6, DNAJC12 und
DNAJC13 (Edvardson et al, 2012; Vilarifio-Gtiell et al, 2014; Anikster et al, 2017;
Straniero et al., 2017).

Neben den DNAJ/HSP40-Proteinen zdhlen die sogenannten Nukleotid-Austausch-
Faktoren (nucleotid exchange factors, NEFs) zu den wichtigsten Co-Chaperonen von
HSP70. Ein Beispiel fiir diese sogenannten NEFs sind die BAG- (BCLZ-associated
athanogene) Proteine BAG1-BAG6. Charakteristisch fiir diese Proteinfamilie ist ihre hoch
konservierte, C-terminal gelegene BAG-Domane, liber die diese mit HSP70 interagieren
konnen. Untersuchungen in unserem Labor haben gezeigt, dass das in jungen
Fibroblasten verstarkt exprimierte Co-Chaperon BAG1 zum einen HSP70 und zum
anderen direkt, liber eine Ubiquitin-dhnliche Doméne (ubiquitin-like (UBL) domain), an
das Proteasom bindet. Dadurch iibernimmt BAG1 eine essentielle Rolle beim Transfer
ubiquitinierter, zum Abbau bestimmter Proteine via UPS. Wahrend des zelluldren
Alterungs-Prozesses findet eine Verschiebung bzw. Erh6hung des Expressionsniveaus
von BAG1 zu BAG3 statt wodurch verstarkt die BAG3-vermittelte autophagolysosomale
Route zur Proteindegradation eingeschlagen wird (Gamerdinger et al., 2009; Behl, 2011;
Stiirner and Behl, 2017). Dieser alters- sowie oxidative Stress abhdngige, molekulare
Switch des Expressionslevels von BAG1 hin zu BAG3 und somit eine Verschiebung des
gewahlten Degradationsweges von UPS zur Autophagie, verdeutlicht die Verkniipfung
von molekularen Chaperonen und ihren Co-Chaperonen mit den beiden

Degradationswegen (Abbildung 2).
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1.1.2 Proteindegradation

Proteine werden degradiert, wenn sie beispielsweise ihre intrinsische Halbwertszeit
erreicht haben oder durch extrinsische Faktoren wie Stress ihre native Struktur verloren
haben und somit fehlgefaltet vorliegen. Molekulare Chaperone erkennen solche
fehlgefalteten Proteine aufgrund exponierter hydrophober Seitenketten und verhelfen
ihnen in ihre native Konformation zuriick. Sollen Proteine jedoch aufgrund der in- sowie
extrinsischen Faktoren abgebaut werden, bedient sich die eukaryotische Zelle zweier
proteolytischer Degradationsmaschinerien (Abbildung 2). Das UPS dient dabei vor allem
der Degradation kurzlebiger Proteine bzw. dem normalen Protein-Turnover, wohingegen
durch die Autophagie vorzugsweise langlebige Proteine, ganze Organellen,
Proteinaggregate oder sogar Pathogene abgebaut werden koénnen (Klionsky and

Codogno, 2013).

AUTOPHAGY ROUTES

Protein
Aggregates

’ Macro-
SQSTM1 autophagy
Pre- auto- /
N phagosome
— @e
___——-' 0@ g
o
Q utophagnc
p62/NBR vacuole
Cytosolic
Chaperone CMA

UBIQUITIN PROTEASOME
SYSTEM (UPS)

Proteasome

Abbildung 2: Uberblick iiber die Degradationsmaschinerien: Autophagie und UPS. Proteine die fiir
den Abbau liber das UPS bestimmt sind, werden anhand eines Ubiquitinierungsmusters von molekularen
Chaperonen und ihren Co-Chaperonen erkannt und dem Proteasom zugefiihrt und abgebaut. Mit einer
KFERQ-Sequenz gekennzeichnete Proteine werden liber den Weg der Chaperon-vermittelten Autophagie
(CMA) durch das Lysosom degradiert. Zellorganellen und fehlgefaltete Proteine werden in
Autophagosomen eingeschlossen und nach Fusion mit dem Lysosom abgebaut (Makroautophagie)
(Morawe et al., 2012).
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Proteine, deren Degradation tiber das UPS vermittelt wird, miissen dafiir durch eine E1-,
E2- und E3-Enzymkaskade ubiquitiniert werden. Ein aktivierendes Enzym (E1), ein
konjugierendes Enzym (E2) und eine Ubiquitin-Ligase (E3) addieren dabei stufenweise
Ubiquitinmolekiile auf das abzubauende Protein. Somit entsprechend fiir den Abbau
durch das UPS markiert, konnen diese Proteine durch das Proteasom identifiziert,
gebunden und schliefdlich abgebaut werden (Ciechanover, 1998; Hershko and
Ciechanover, 1998; Ravid and Hochstrasser, 2008). Das sogenannte 26S-Proteasom setzt
sich aus einem 20S-Kernkomplex und zwei, den Kernkomplex flankierenden,
regulatorischen 19S-Komplexeinheiten zusammen. Die beiden regulatorischen 19S-
Komplexeinheiten dienen der Erkennung, der Bindung und der Entfaltung ubiquitinierter
Proteine und leiten diese in den zylinderartigen Hohlkoérper des 20S-Kernkomplexes
weiter, welcher sich durch die im Inneren lokalisierten proteolytisch aktiven Zentren
auszeichnet. Darin werden ihre Substrate proteolytisch gespalten und als einzelne
Aminosauren der Zelle zuriickgefiihrt (Wolf and Hilt, 2004; Amm, Sommer and Wolf,
2014).

Die Autophagie stellt einen hoch konservierten und basal ablaufenden
Degradationsprozess dar, bei dem zytoplasmatische Substrate durch lysosomale
Hydrolasen degradiert werden. Die Abbauprodukte werden dann zur Nahrstoffmangel-
ausgleichender Wiederverwertung der Zelle bereitgestellt (Yorimitsu and Klionsky, 2005;

Parzych and Klionsky, 2014).

Obwohl der Prozess der lysosomalen Proteindegradation urspriinglich durch den
belgischen Biochemiker und Zellforscher Christian de Duve 1966 im Sauger entdeckt (de
Duve et al.,, 1955; Novikoff et al., 1956; Clark, 1957; de Duve and Wattiaux, 1966), gelang
Yoshinori Ohsumi Anfang der 1990er Jahre der Durchbruch fiir das molekulare
Verstandnis der Autophagie im Modellorganismus Saccharomyce cerevisiae (S. cerevisiae).
Die Forschergruppe um Ohsumi identifizierte das erste Autophagie-Gen apgl (APG,
AutoPhaGy) mittels eines genetischen Screens, in dem nach Autophagie-Mutanten gesucht
wurde (Tsukada and Ohsumi, 1993; Klionsky, 2012). Ihre weiterfiihrenden
Forschungsergebnisse liber Autophagie-Gene und -Proteine halfen, die Kaskade von
Proteinen und Proteinkomplexen des Autophagie-Prozesses zu entschliisseln. Ohsumi
wurde im Jahr 2016 fiir diese wissenschaftliche Leistung der Nobelpreis fiir Physiologie
oder Medizin verliehen. Bereits 2003 wurde eine einheitliche Nomenklatur fiir

Autophagie-Gene und deren Proteine basierend auf dem Akronym ATG - ,AuTophaGy-
6
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related” eingefiihrt (Klionsky, 2012; Klionsky and Codogno, 2013). Von den aktuell
beschriebenen 38 essentiellen ATG-Proteinen in S. cerevisiae ist etwa die Halfte auch im
humanen System konserviert (Wild, McEwan and Dikic, 2014). Mizushima identifizierte
die ersten Autophagie-Gene atg5 und atglZ2 im Sduger und zeigte erstmals, dass die
Maschinerie der Autophagie ein von S. cerevisiae bis zum Sauger konservierter Prozess ist
(Mizushima et al, 1998). Kurze Zeit spater wurde das Sauger-Homolog von ATGS,
MAP1LC3 (microtubule-associated protein 1 light chain 3, MAP1-LC3, LC3), gefunden. Es
erwies sich, dass LC3 an autophagosomalen Membranen lokalisiert, wodurch es als
Marker dieser Strukturen fungiert. Hierdurch ergab sich der Vorteil, dass es iiber
biochemische als auch bildgebenden Verfahren zur mafdgeblichen Aufklarung des
autophagischen Prozesses verwendet werden konnte (Kabeya, 2000).

So ist heute bekannt, dass die Autophagie ein streng regulierter und hoch konservierter,
basal ablaufender Prozess der Zelle ist, welcher durch verschiedene Stressoren wie
Nahrstoffmangel, zellularen Stress, reaktive Sauerstoffspezies, Pathogene und
fehlgefaltete Proteine stimuliert wird (Mizushima, 2007). Anhand der Vielfaltigkeit ihrer
Induktoren und mit einhergehend der Vielzahl an ihren Substraten, lasst sich die
Autophagie in drei grofde Hauptgruppen einteilen: die Makroautophagie (siehe 1.2), die
Mikroautophagie und die Chaperon-vermittelte Autophagie (chaperon-mediated

autophagy, CMA).

Die CMA ist definiert als der selektive Abbau von l6slichen, mit der Aminosdauresequenz
KFERQ markierten Proteinen im Lysosom. Das Chaperon HSP70 erkennt diese Proteine
liber diese Erkennungssequenz, transportiert sie zum Lysosom und bindet dort an den
lysosomalen Membran-Rezeptor LAMP2A (lysosomal membrane-associated receptor 2A).
Die Bindung induziert eine Oligomerisierung des Rezeptors, gefolgt von der
Translokalisation des abzubauenden Proteins in das Innere des Lysosoms (Abbildung 2)

(Arias and Cuervo, 2011; Kaushik and Cuervo, 2012).

Bei der Mikroautophagie werden abzubauende Substrate nicht selektiv, direkt durch
lysosomale Membranen eingeschlossen (Invagination) und degradiert. Obwohl die
Mikroautophagie im Saduger als eine eigene Form, die konstitutiv aktiv am Umsatz
langlebiger Proteine beteiligt ist, angesehen wird, fehlt bis heute das Verstandnis fiir den
Mechanismus sowie die Regulation liber die Auswahl der Substrate (Mijaljica, Prescott

and Devenish, 2011).
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1.2 Die Makroautophagie

Die Makroautophagie, von hier an vereinfacht nur Autophagie genannt, ist als ein hoch
dynamischer Degradationsprozess definiert, bei dem Initial eine vesikuladre
Doppelmembran, die sogenannte Phagophore, gebildet wird. Diese vermag abzubauendes
Material wie langlebige Proteine, Proteinaggregate, ganze Zellorganellen oder Pathogene
abzugrenzen. Nachdem die Phagophore vollstandig um das abzubauende Material
verlangert wurde, entsteht das reife Autophagosom. Dieses fusioniert mit dem Lysosom
zu einem Autophagolysosom, in dem schlief}lich durch lysosomale Hydrolasen die
Substrate degradiert werden (Mizushima, 2007; Mizushima and Komatsu, 2011;
Khaminets, Behl and Dikic, 2016). Autophagie findet in allen eukaryotischen Zellen basal
statt und kann durch verschiedene physiologische Stressoren wie beispielsweise
Nahrstoffmangel induziert werden. Der molekulare Mechanismus lasst sich in drei Teile
gliedern: Initiation der Autophagie (1), Autophagosomale Biogenese (2) und Vesikuladrer

Transport und lysosomale Fusion (3) (Abbildung 3).

Initiation (1) Autophagosomale Biogenese (2) Vesikuldrer Transport & lysosomale Fusion (3)
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des selektiven Autophagie-Prozesses. (verdndert nach
Birgisdottir and Johansen 2013).
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1.2.1 Initiation der Autophagie (1)

Die zwei wichtigsten Regulatoren der Autophagie sind der evolutionar hoch konservierte
Proteinkomplex mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1), der die
Autophagie negativ reguliert, sowie der zelluldre Energiesensor AMPK (adenosine-mono-
phosphate (AMP) -activating protein kinase), der die Autophagie positiv reguliert. Ist die
Zelle keinerlei Stress oder Nahrstoffentzug ausgesetzt, inhibiert eine Untereinheit des
mTORC1-Komplexes, die Serin/Threonin-Kinase mTOR, aktiv die Autophagie (Noda and
Ohsumi, 1998). Aktiviertes mTOR interagiert hierzu mit ATG13, FIP200 (focal adhesion
kinase family interacting protein of 200 kDa), ATG101 sowie dem ULK (UNC-51-like kinase)
-Komplex, bestehend aus ULK1 und ULK2, und bewirkt die Phosphorylierung des
gesamten mTORC1-Komplexes. Bei einem niedrigen Energieniveau der Zelle wird
mTORC1 kaskadenartig durch AMPK deaktiviert, was zur Dissoziation von mTOR vom
mTORC1-Komplex fiihrt. Durch De-Phosphorylierung und Phosphorylierung der
verschiedenen Komponenten des Komplexes wird die Autophagie positiv stimuliert

(Abbildung 4) (Gwinn et al., 2008; Chan et al., 2009; Jung et al., 2009).

nutrients

growth factors \

\ Rag/Ragulator

AMP/ATP levels

A

%% = P,;P/

ARG

Abbildung 4: Die Regulation der Autophagie als Reaktion auf Nahrstoffe. (Menzies et al., 2017)
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1.2.2 Autophagosomale Biogenese (2)

Die autophagosomale Biogenese wird iiber einen PI3K (Klasse III Phosphatidylinositol-3-
Kinase) -Komplex vermittelt, welcher sich aus Beclin1, ATG14, Ambral und VPS34 (PI3K)
zusammensetzt und mafdgeblich bei der Bildung von PI3P (Phosphatidylinositol-3-
Phosphat) an der Phagophore beteiligt ist, die auch als Isolationsmembran oder
Vorldufer-Autophagosom bezeichnet wird. In S. cerevisiae ist der Ort der Initiation
definiert als PAS (phagophore assambly site). Im Sduger konnte gezeigt werden, dass einer
der Orte, an dem die autophagosomale Biogenese initiiert wird (Omegasom), am oder in
der Nahe des endoplasmatischen Retikulums (ER) liegt (Axe et al, 2008; Tooze and
Yoshimori, 2010; Mizushima and Komatsu, 2011). Weiter steht zur Diskussion, dass die
benotigten Membranen auch von anderen Organellen wie von dem Golgi-Apparat (trans-
Golgi-Netzwerk (TGN)), von Mitochondrien, von der Plasmamembran oder von ATGO9-
Membranvesikeln stammen (Young, 2006; Glick, Barth and Macleod, 2010; Ravikumar et
al, 2010; Ravikumar, Moreau and Rubinsztein, 2010; Tooze and Yoshimori, 2010;
Hamasaki et al, 2013; Mercer, Gubas and Tooze, 2018; Sgreng et al.,, 2018). Der PI3K-
Komplex bzw. die VPS34 Kinase treibt die autophagosomale Biogenese weiter an, indem
sie die Generierung von PI3P katalysiert. PI3P ist eine wichtige Komponente der
autophagosomalen Membran, da ihm eine Schliisselfunktion bei der Rekrutierung
weiterer Signalmolekiile wie DFCP1 (double FYVE-containing protein 1) und WIPI (WD
repeat domain phosphoinositide-interacting) zukommt. Diese wiederum rekrutieren fiir
die Elongation der naszierenden Phagophore obligate ATGs, woraus sich die Abfolge
zweier voneinander abhdngigen Ubiquitin-dhnlichen Konjugationssystemen, dem
ATG12- und dem ATG8/LC3-System, ergibt. Der 800 kDa grofde ATG5-ATG12-ATG16L-
Komplex entsteht unter Reaktion mit ATG7 sowie ATG10 und steuert die Prozessierung
des ATG8/LC3-Konjugationssystems. Die stufenweise Konjugation von Proteinen der
Ubiquitin-ahnlichen ATG8/LC3-Familie an die entstehende autophagosomale Membran
ist von essentieller Bedeutung. Ihre Prozessierung verlauft kaskadenartig, indem ATG4B,
eine Cysteinprotease, proLC3 posttranslational und C-terminal spaltet; dabei entsteht
nicht-lipidiertes zytosoliches LC3-1 (Hemelaar et al., 2003; Tanida, Ueno and Kominami,
2004). ATG7 aktiviert LC3-I und tibertragt es auf ATG3. Dieses wird schlief3lich unter
Steuerung des ATG12-ATG5-ATG16L-Komlexes durch kovalente Verkniipfung mit
Phosphatidylethanolamin erneut lipidiert (Abbildung 3) (Kabeya, 2004; Tanida, Ueno

and Kominami, 2004; Shaid et al, 2013). Das hierdurch entstandene LC3-II (LC3-PE) ist
10
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sowohl in der inneren als auch in der dufderen autophagosomalen Membran integriert
und stellt das einzig bekannte Protein dar, das spezifisch mit Autophagosomen assoziiert.
LC3-II fungiert, wenn es im Inneren des heranreifenden Autophagosoms lokalisiert ist, als
Andockstelle fiir selektive Autophagie-Rezeptoren wie beispielsweise p62/SQSTM1
(sequestosome-1), FUNDC1 (FUN14 domain containing 1) oder NBR1 (neighbour of BRCA
gene 1). Diese Rezeptoren vermitteln die Selektivitat der Autophagie (Abbildung 5) (Xie
and Klionsky, 2007; Rogov et al, 2014). An der dufleren Membran lokalisiertes LC3-II
fordert zudem das Wachstum der Phagophore zu einem reifen Autophagosomen, indem
es die Anbindung und laterale Hemifusion weiterer Membranen begiinstigt (Nakatogawa,
Ichimura and Ohsumi, 2007; Mizushima, Yoshimori and Ohsumi, 2011; Weidberg et al,
2011). Entscheidend ist hierbei auch die Bereitstellung von Membranen. Dabei nehmen
ATG9-Membranvesikel eine essentielle Rolle ein. Sie werden im Hungerzustand der Zelle
de novo generiert, haben eine Groéfie von ~30-60 nm und enthalten rund 30 ATG9-
Molekiile (Reggiori and Tooze, 2012). ATG9 ist ein hoch Kkonserviertes
Transmembranprotein und kommt ubiquitdr in mehrzelligen Organismen vor. Als ein
Schliisselregulator der Autophagie (Induktion) stellt es Membranen zur Bildung der
Phagophore bereit, ohne allerdings selbst mit der Membran eines reifen Autophagosoms
assoziiert zu sein (Abbildung 3) (Mari et al,, 2010; Orsi et al, 2012; Yamamoto et al,
2012).

1.2.3 Vesikuldrer Transport und lysosomale Fusion (3)

Am Prozess des vesikuldren Transports sowie der lysosomalen Fusion sind viele
verschiedene Proteine und Proteinkomplexe beteiligt. Beispielsweise fungiert an der
aufderen Seite des heranwachsenden Autophagosoms lokalisiertes LC3-II als ein Anker,
iber den LC3-bindende Proteine die Reifung und den Transport von Autophagosomen
entlang des Mikrotubuli-Netzwerks und schliefdlich die Fusion mit dem Lysosom
vermitteln (Abbildung 3) (Birgisdottir and Johansen, 2013; Rogov et al., 2014; Stolz,
Ernst and Dikic, 2014). Weitere an diesen Transport- und Fusions-Prozessen beteiligte
Proteine sind die Rab (Ras related in brain) -Proteine zusammen mit ihren oberhalb der
Kaskade wirkenden Aktivatoren (RABGAPs und RABGEFs), ESCRT (endosomal sorting
complex required for transport) und SNAREs (soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor

attachment receptor) (Atlashkin et al., 2003; Jager, 2004; Filimonenko et al., 2007; Kern,
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Dikic and Behl, 2015). Der autophagosomale und der endosomale Vesikeltransport

konvergieren in vielerlei Hinsicht (siehe 1.3).

1.2.4 ATG8-Proteine und Autophagie-Rezeptoren determinieren die

Selektivitat der Autophagie

Lange Zeit nahm man an, dass die Autophagie einen basalen, selektiven
Degradationsprozess darstellt, welcher durch Nahrstoffmangel induziert wird und sich
tiber den zufalligen Einschluss und Degradation zytosolischen Materials definiert. Mit der
Entdeckung von spezifischen Autophagie-Rezeptoren gelang es die Autophagie als einen
selektiven Prozess zu verstehen und entsprechend des jeweiligen Substrates in
beispielsweise die Mitophagie (Mitochondrien), Retikulophagie (Teile des ERs),
Aggrephagie (Proteinaggregate) oder Xenophagie (Pathogene) zu unterteilen
(Abbildung 5) (Rogov et al., 2014; Khaminets, Behl and Dikic, 2016). Die Selektivitat wird
durch spezifische Autophagie-Rezeptoren vermittelt, welche einerseits das zum Abbau
markierte Substrat und andererseits autophagosomale Membranen respektive
ATG8/LC3-II erkennen und miteinander verbindet (Khaminets, Behl and Dikic, 2016).

Die Gene der ATG8-Familie kodieren Proteine, welche eine Ubiquitin-ahnliche Struktur
aufweisen; sie setzen sich aus zwei N-terminalen a-Helices und einem Ubiquitin-
dhnlichen Kern zusammen (Paz, Elazar and Fass, 2000; Sugawara et al., 2004; Shpilka et
al, 2011). Wahrend in S. cerevisiae nur ein einziges ATG8-Gen vorkommt, gibt es sechs
orthologe Vertreter im Sauger, welche fiir sieben ATG8-Varianten kodieren: LC3A (mit
zwei Spleif3-Varianten), LC3B und LC3C aus der LC3-Familie sowie GABARAP,
GABARAPL1 und GABARAPL?2 aus der GABARAP-Familie (y-aminobutyric acid (GABA) -
receptor-associated proteins, GABARAP) (Shpilka et al, 2011; Weidberg et al., 2011). Die
Mitglieder der ATG8-Familie werden ubiquitir exprimiert und sind essentielle
Komponenten innerhalb des autophagosomalen Prozesses. In lipidierter Form (LC3-
[I/LC3-PE) sind sie kovalent an die autophagosomale Membran gebunden und fungieren
auf der Innenseite als Anker flir Autophagie-Rezeptoren, auf der Aufdenseite lokalisiert
fordern sie das Wachstum der heranreifenden Phagophore sowie den Transport des
reifen Autophagosoms (Nakatogawa, Ichimura and Ohsumi, 2007; Weidberg et al., 2011).
Autophagie-Rezeptoren erkennen ihre Substrate anhand von Proteinfehlfaltungen oder

posttranslationalen Modifikationen wie beispielsweise Ubiquitinierung und Acetylierung
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(Jeong et al., 2009; Cha-Molstad et al,, 2015). Der bis heute am besten charakterisierte
Autophagie-Rezeptor ist das zu dem S. cerevisiae ATG19 homologe p62, welches liber eine
C-terminal lokalisierte Ubiquitin-Bindedomaéne (Ub-binding domain, UBD) ubiquitinierte
Proteine binden kann. Eine N-terminal gelegene PB1-Domaéne befdhigt den Rezeptor zur
Oligomerisierung, die die Bildung von Autophagosomen fordert (Kirkin and Dikic, 2007;
Johansen and Lamark, 2011).

Das fiir den autophagischen Prozess entscheidende Kriterium eines Autophagie-
Rezeptors ist das sogenannte LIR (LC3-interacting region) -Motiv, liber welches die
Bindung an LC3-II bzw. ATG8-Proteine vermittelt wird (Johansen and Lamark, 2011).
Mithilfe analytischer Verfahren und instrumenteller Methoden wie die
Rontgenkristallographie oder die Kernspinresonanzspektroskopie gelang es, die aus vier
Aminosduren bestehende lineare Kernsequenz eines LIR-Motivs [WFY]XX[LIV]
(W=Tryptophan, F=Phenylalanin, Y=Tyrosin, L=Leucin, I=Isoleucin, V=Valin, X=jede
beliebige Aminosdure) sowie die Relevanz von sauren Aminosdauren (E=Glutamat,
D=Aspartat, S=Serin oder T=Threonin) in ihrer Umgebung zu identifizieren (Pankiv et al.,
2007; Ichimura, Kumanomidou, et al, 2008; Noda et al., 2008; Popelka and Klionsky,
2015b).

Neben p62 konnten bereits viele weitere Autophagie-Rezeptoren sowohl in S. cerevisiae
als auch im Sauger wie beispielsweise BNIP3 (BCLZ/adenovirus E1B 19 kDa protein-
interacting protein 3), FUNDC1 oder NBR1 identifiziert werden (Abbildung 5) (Rogov et
al, 2014).
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Abbildung 5: Diversitit selektiver Autophagie-Rezeptoren der Sdugetier-Zelle. Die verschiedenen
Formen der selektiven Autophagie (Lipophagie, Glykophagie, Aggrephagie, Ribophagie usw.) resultieren
aus der spezifischen Erkennung und dem Abbau entsprechender Substrate durch Autophagie-Rezeptoren.
Etablierte (schwarz) und mutmafiliche (rot) sowie fiir die jeweiligen Prozesse noch nicht identifizierte (?)
selektive Autophagie-Rezeptoren sind abgebildet (Rogov et al, 2014).

Das LIR-Motiv ist nicht per se auf Autophagie-Rezeptoren beschrankt. Mithilfe einer
Proteom-Analyse des autophagischen Interaktoms, gekoppelt mit in vitro Interaktions-
Studien, konnten bereits viele weitere LIR-Motiv-tragende Proteine identifiziert werden,
welche mit ATG8-Proteinen interagieren (Behrends et al, 2010). So wurden z.B.
funktionelle LIR-Motive in sogenannten Adaptor-Proteinen beschrieben, welche die
Reifung von Autophagosomen oder deren Transport entlang des Mikrotubuli-Netzwerks
regulieren. Dazu gehort der Rab7-Effektor FYCO1 (FYVE and coiled-coil (CC) domain-
containing protein 1), welcher lber sein LIR-Motiv an LC3-II und tuber eine zentral
gelegene Kinesin-dhnliche Bindestelle an das Mikrotubuli-Netzwerk bindet und somit den
Transport von Autophagosomen vermittelt (Abbildung 3) (Pankiv et al., 2010; Alemu et
al, 2012). Die TBC-Domane-enthaltenden GTPase-aktivierenden Proteine TBC1D5 und
TBC1D25 (TBC1 domain family member 5/25) stellen weitere Faktoren dar, die iiber ihre
LIR-Motive mit ATG8-Mitgliedern interagieren und dariiber weitere Autophagie-
relevante Proteine wie ULK1, ATG16L oder ATG9 rekrutieren (Popovic et al. 2012;

Popovic and Dikic 2014).
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1.3 Konvergenzpunkte des autophagosomalen und des endosomalen

Netzwerks

Die intrazellulire Kompartimentierung stellt ein hoch dynamisches Netzwerk von
ineinander iibergehenden Abschniirungen dar (Maxfield and McGraw, 2004; Bird,
Trapani and Villadangos, 2009). Dieses wird als endosomales Netzwerk bezeichnet und
besteht aus membranumschlossenen Vesikeln (Endosomen), welche zum einen der
Abgrenzung einzelner Reaktionsrdume und zum anderen der Aufnahme (Endozytose),
der Abgabe (Exozytose) sowie dem Transport von Molektilen wie Proteinen und Lipiden
innerhalb der Zelle dient (Zhang et al, 2016). Jedes membranumschlossene
Kompartiment besteht aus einem charakteristischen Proteinsortiment, wodurch es sich
beispielsweise in frithe, spate und Recycling-Endosomen sowie Lysosomen einteilen lasst

(Huotari and Helenius, 2011; Zhang et al., 2016).

Ein ganz wesentlicher Konvergenzpunkt des autophagosomalen und des endosomalen
Netzwerks bildet demnach das finale Kompartiment, in dem die proteolytische
Degradation von sowohl autophagosomalen als auch endosomalen Substraten stattfindet:
das Lysosom (de Duve and Wattiaux, 1966; Luzio, Pryor and Bright, 2007). Lysosomen
bestehen wie alle Kompartimente aus einem charakteristischen Proteinsortiment:
Lysosomale Hydrolasen (Proteasen, Lipasen, Glykosidasen) dienen der Degradation
sequestrierter Molekiile; V-ATPase-gesteuerte Protonenpumpen regulieren den pH-
Wert; Transporter und Permeasen gewahrleisten die Aufnahme und Wiederfreisetzung
degradierter Komponenten (Singh and Cuervo, 2011). Auf diese Weise werden die
Lysosomen zum einen mit proteolytischen Komponenten iiber das endosomale Netzwerk
versorgt und zum anderen vermitteln sie den Abbau aufgenommener Substrate. Ohne
effizient arbeitende Lysosomen ist der autophagische Degradationsprozess gestort. Fiir
einen effizienten autophagischen Flux ist daher ein funktionales endosomales Netzwerk
unerlasslich (Lamb, Dooley and Tooze, 2013). Dieses streng regulierte Netzwerk ist
aufderdem an der Bereitstellung von Lipiden und Membranen, welche fiir die Bildung der
Phagophore und fiir die Reifung des Autophagosoms essentiell sind, beteiligt (Tooze and

Yoshimori, 2010; Mercer, Gubas and Tooze, 2018).

Bei der Bildung von Membranvesikeln sind Proteine wie Clathrin und Clathrin-Adaptoren

von besonderer Bedeutung. Sie sind Schliisselmolekiile innerhalb des Prozesses der
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Clathrin-vermittelten Endozytose und fiir die Formierung von Vesikeln an der
Plasmamembran sowie an bestimmten intrazelluliren Kompartimenten mafdgeblich
verantwortlich (Smith and Pearse, 1999; Kirchhausen, Owen and Harrison, 2014).
Clathrin ist ein Vesikel-Hiillprotein und besteht aus drei schweren und drei leichten
Ketten, die sich zu einem Triskelion, also einem aus zweimal drei Proteinuntereinheiten
zusammengesetzten Strukturkomplex, anordnen (Ungewickell and Branton, 1981).
Durch die Bindung an ihre Adaptoren erzeugen solche Clathrin-Komplexe eine
Krimmung der anliegenden Membran. Die Clathrin-Adaptoren selbst vermitteln den
Zielort und somit eine Sortierung der Fracht (Hirst and Robinson, 1998; Boehm and
Bonifacino, 2001). Hat sich ein Membranvesikel vollstindig abgeschniirt, wird die
Clathrin-Hiille beispielsweise durch das DNAJ/HSP40-Protein Auxilin (DNAJC6) entfernt
und der Vesikel steht fiir den intrazelluldren Transport bereit (Ungewickell et al., 1995;

Greener et al., 2001; Lemmon, 2001; Boettner, Chi and Lemmon, 2012).

Sowohl der Transport des Autophagosoms und anderer Membranvesikel zur
Zielmembran, als auch ihre Fusion mit dieser, ist in grof3em Maf3e von Proteinklassen der
klassischen Vesikeltransportwege abhangig. In diese Prozesse sind neben Clathrin-

Proteinen und Rab-GTPasen auch der Retromer-Komplex involviert (Seaman, 2012).

1.3.1 Rab-GTPasen

Der intrazellulare Vesikeltransport ist sowohl fiir das endosomale als auch fiir das
autophagosomale Netzwerk von essentieller Bedeutung. Eine Gruppe von kleinen Rab-
GTPasen, die zu den G-Proteinen (guanine nucleotide binding proteins) gehoren,
gewahrleisten dabei den Transport der Vesikel entlang des Aktin- und Tubulin-Netzwerks
(Pfeffer, 1994; Stenmark and Olkkonen, 2001; Kern, Dikic and Behl, 2015). Vorgange wie
die Vesikelbildung, das Andocken und die Fusion der Vesikel mit der Zielmembran
werden ebenfalls durch Rab-GTPasen reguliert (Martinez and Goud, 1998; Schimmaoller,
Simon and Pfeffert, 1998; Takai, Sasaki and Matozaki, 2001; Frasa et al, 2012). Beim
Menschen wurden bereits uber 60 Rab-Proteine identifiziert, welche durch ihre
spezifische, subzellulare Lokalisation charakterisiert sind. Ihnen konnte eine wichtige
Funktion bei der intrazelluliren Sortierung und dem Transport von Vesikeln

zugeschrieben werden (Hutagalung and Novick, 2011). Aufgrund dieser Funktion wurden
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viele Rab-Proteine inklusive ihrer Regulatoren auch mit autophagischen Prozessen
assoziiert (Chua, Gan and Tang, 2011; Ao, Zou and Wu, 2014; Feldmann et al.,, 2017; Zhou
et al, 2017). Neben ihrer Funktion im Vesikeltransport vom ER zum TGN ist
beispielsweise der Rab-GTPase Rab1 auch eine wichtige Funktion bei der Biogenese der
Phagophore zugeschrieben worden (Amaya, Fader and Colombo, 2015). Rab5 ist
zusatzlich zu seiner Funktion am Transport frither Endosomen auch bei der Synthese
sowie der Schliefdung von Autophagosomen beteiligt (Hutagalung and Novick, 2011; Zhou
etal, 2017).

Alle Rab-Proteine unterliegen einem GTPase-Zyklus, der durch RABGAPs (GTPase
activating protein, GAP) und RABGEFs (Guanine nucleotide exchange factor, GEF) reguliert
wird. GEFs katalysieren den Austausch von GDP gegen GTP und sorgen fiir eine
Aktivierung der Rab-Proteine, wdhrend GAPs durch GTP-Hydrolyse diese wieder
inaktivieren (Barr and Lambright, 2010; Mizuno-Yamasaki, Rivera-Molina and Novick,
2012). Rab-GTPasen wirken also immer im Komplex mit ihren Aktivatoren (GEFs) und
Deaktivatoren (GAPs) sowie ihren nachgeschalteten Effektoren (Zhou et al, 2017). Ein
Effektor von beispielsweise Rab33 ist ATG16L, welches eine essentielle Rolle bei der
Bildung und Reifung von Phagophoren spielt (Itoh et al.,, 2008).

Neben den Rab-Proteinen sind auch RABGAP-Proteine in das Autophagie-Netzwerk
eingebunden. Hierzu gehoren z.B., wie bereits oben erwahnt, die TBC-Doméne- und LIR-
Motiv-enthaltenden GTPase-aktivierenden Proteine TBC1D5 und TBC1D25 (Popovic et
al.,, 2012; Popovic and Dikic, 2014). Auch der die GTPase-deaktivierende RAB3GAP-
Komplex wurde im Rahmen von zwei unabhadngigen Studien mit dem Autophagie-
Netzwerk assoziiert (Spang et al., 2014). Dieser setzt sich aus der katalytischen GAP1- und
der nicht-katalytischen GAP2-Untereinheit zusammen (Fukui et al, 1997; Wada et al,,
1997). Urspriinglich wurde er als ein heterodimerer Komplex beschrieben, der
gemeinsam mit RAB3GEF die Aktivitat der Rab-GTPase Rab3 reguliert (Oishi et al., 1998;
Tanaka et al, 2001) und dadurch eine zentrale Position bei der Neurohormon- und
Neurotransmitterausschiittung sowie in der synaptischen Homdéostase einnimmt (Sakane
etal, 2006; Miiller et al., 2011). Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass der RAB3GAP-
Komplex innerhalb der autophagosomalen Biogenese eine Rolle spielt und einen
positiven Modulator der Autophagie darstellt (Spang et al.,, 2014). Ebenso stellt die Rab-

GTPase Rab18 einen positiven Modulator des Autophagie-Netzwerks dar, wobei auch ihre
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Aktivitat durch den, in diesem Prozess vermutlich als GEF wirkenden, RAB3GAP-Komplex

reguliert wird (Feldmann et al, 2017).

1.3.2 Der Retromer-Komplex

Der Retromer ist ein konservierter, heteropentamerer Protein-Komplex (Koumandou et
al, 2011; Seaman, 2012), welcher die Sortierung und den retrograden Transport von
mehr als 150 Membranproteinen reguliert (Steinberg et al., 2013; Burd and Cullen, 2014).
Er nimmt somit eine zentrale Position innerhalb des endosomalen Vesikeltransports ein
(Li et al,, 2016). Der retrograde Transport geht immer von frithen Endosomen aus und
kann drei Transportrichtungen bzw. Zielorte anstreben: den Riicktransport endozytierter
Membranproteine zum TGN (Endosom — TGN) (Bonifacino and Rojas, 2006; Johannes
and Popoff, 2008), das Recycling zuriick zur Plasmamembran (PM; Endosom — PM)
(Temkinetal,2011) oder den Transport liber multi-vesikuldre spate Endosomen hin zum
Lysosom (Cullen and Korswagen, 2012). In allen Eukaryoten wird der retrograde
Transport immer vom Retromer-Komplex vermittelt (Maxfield and McGraw, 2004; Hsu,
Bai and Li, 2012; Seaman, 2012; Li et al, 2016). Bei den retrograd transportierten
Membranproteinen (Frachtmolekiilen) handelt es sich insbesondere um Rezeptoren, wie
beispielsweise den M6PR (Mannose-6-Phosphat-Rezeptor), den LDLR (Low-Density-
Lipoprotein Receptor), den EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) oder den TfR
(Transferrin-Rezeptor) (Arighi et al.,, 2004; Maxfield and McGraw, 2004; Li et al, 2016),
die alle einem Zyklus von Liganden-Bindung und anschlief3ender Wiederfreisetzung ihrer
Liganden an ihrem Bestimmungsort unterliegen. Der membranstidndige M6PR gehort zu
den am besten untersuchten Frachtmolekiilen des Retromers (Griffiths et al., 1988; Arighi
etal, 2004). Im TGN gebildete, fiir das Lysosom bestimmte Hydrolasen binden iiber ihre
Mannose-6-Phosphat-Markierung an den Rezeptor und werden mittels Clathrin-
vermittelter Endozytose zu den frithen Endosomen transportiert (Gruenberg, 2001). In
diesem hoch dynamischen Netzwerk reifen letztere weiter zu spaten Endosomen heran,
in denen aufgrund abnehmender pH-Bedingungen die Liganden von ihren Rezeptoren
dissoziieren und zur lysosomalen Biogenese beitragen (Seaman, 2004). Wahrend der
Reifung dieser Sortiervesikel, kommt es zu Ausstiilpungen der Endosomenmembranen;
dort greift der Retromer-Komplex (Van Weering and Cullen, 2014). Innerhalb dieses

Prozesses vermittelt der Retromer-Komplex die ordnungsgemafie Sortierung sowie den
18



1 EINLEITUNG

retrograden Transport des Membran-gebundenen Rezeptors zuriick zum TGN und
ermoglicht, dass dieser erneut seinem Zyklus folgen kann (Fusek and Vetvicka, 2005;
Damen et al., 2006).

Der Retromer-Komplex setzt sich aus zwei dynamisch miteinander assoziierten
Unterkomplexen zusammen, dem SNX (Sorting nexin) -Dimer (SNX1 oder SNX2
dimerisiert mit SNX5 oder SNX6) und dem VPS (Vacuolar protein sorting) -Trimer (VPS26,
VPS29 und VPS35) (Abbildung 6) (Seaman, 2004, 2012, 2015; Wassmer et al,, 2006;
Bonifacino and Hurley, 2008; Collins, 2008; Van Weering and Cullen, 2014).

RETROMER KOMPLEX

e

oD

Abbildung 6: Uberblick iiber den Retromer-Komplex. Das SNX-Dimer sowie das VPS-Trimer stellen die
beiden Hauptkomponenten des Retromer-Komplexes dar. Sie dienen der Ausbildung tubulérer Strukturen
sowie der Selektion der Frachtmolekiile. Der WASH-Komplex erméglicht als eine weitere akzessorische
Komponente des Retromers die Ausbildung des filamentosen Aktin-Netzwerks. FAM21 verbindet den
WASH- mit dem Retromer-Komplex.

Das SNX-Dimer fordert die Bindung an die endosomale Membran; dies fiihrt schlief3lich
zur Ausstilpung tubularer Strukturen (Carlton et al, 2004; Van Weering et al., 2012).
Diese Bindung wird durch die fiir Proteine der SNX-Familie charakteristische, spezifische
PX (Phox homology) -Domane sowie durch die BAR (Bin/Amphiphysin/Rvs) -Domane
vermittelt. Mittels dieser Domdnen binden SNX-Proteine an Phosphatidylinositole (PI)
wie PI3P (Phosphatidylinositol-3-Phosphat) (integriert in Membranen) von frithen
Endosomen (Cullen, 2008; Teasdale and Collins, 2012) oder an PI(3,5)P2
(Phosphatidylinositol-3,5-Bisphosphat) von spaten Endosomen (Cozier et al., 2002) und

determinieren dadurch die Spezifitit des Retromers. Aufgrund weiterer Doméanen ldsst
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sich die SNX-Familie in fiinf Untergruppen einteilen, von denen drei mit dem Retromer
assoziieren kénnen (Cullen, 2008; Teasdale and Collins, 2012).

Das VPS-Trimer dient der Selektion der Frachtmolekiile (Cargos), weshalb es auch als
cargo-selective complex (CSC) bezeichnet wird (Seaman, McCaffery and Emr, 1998;
Nothwehr, Ha and Bruinsma, 2000; Norwood et al, 2011). Die Bindung an das zu
transportierende Frachtmolekiil erfolgt tiber VPS35 und VPS26 (Seaman, 2012). Der CSC
per se besitzt keine intrinsische Aktivitit um an Membranen zu binden, stattdessen
erfolgt die Assoziation iiber das SNX (1 oder 2 und 5 oder 6) -Dimer. Es konnte gezeigt
werden, dass weitere Mitglieder der SNX-Proteinfamilie (z.B.: SNX3, SNX17 und SNX27)
als Frachtmolekiil-Adaptoren fiir eine spezifische Funktionalitit des Retromers sorgen
(Burd and Cullen, 2014). Allerdings kann der CSC auch SNX-unabhéngig wirken, indem
beispielsweise die aktive Rab-GTPase Rab7 (Rab7-GTP; ein Marker fiir spate
Endosomen), an die VPS35-Untereinheit bindet und dariiber die Assoziation des CSCs an
spate endosomale Membranen vermittelt (Nakada-Tsukui, 2005; Rojas et al., 2008;
Seaman et al.,, 2009; T.-T. Liu et al., 2012; Zelazny et al., 2013). Diese Bindung respektive
die Rab7-Aktivitat wird wiederum durch das GAP-Protein TBC1D5 reguliert, das (selbst
an VPS29 bindet und) durch GTP-Hydrolyse Rab7 (Rab7-GDP) inhibiert und somit die
Assoziation des CSCs an endosomale Membranen 16st (Seaman et al.,, 2009; Priya et al.,
2015). Wie bereits erwahnt, wurde TBC1D5 aufgrund seiner zwei LIR-Motive bereits mit
dem autophagischen Netzwerk assoziiert (Popovic et al.,, 2012; Popovic and Dikic, 2014).
Untersuchungen haben gezeigt, dass unter Autophagie-induzierenden Bedingungen
TBC1D5 mit der Phagophore interagiert. Daher kénnte eine kompetitive Bindung von
TBC1D5 an CSC oder LC3 dazu dienen, zwischen den beiden Netzwerken (endosomal und
autophagosomal) zu vermitteln (Burd and Cullen, 2014; Popovic and Dikic, 2014).

Ein weiterer akzessorischer Proteinkomplex, welcher vom Retromer-Komplex bzw. vom
CSC rekrutiert wird, ist der WASH (Wiskott-Aldrich Protein and SCAR Homolog) -Komplex.
Die Aufgabe dieses Komplexes besteht darin, ein verzweigtes Netzwerk aus Aktin-
Filamenten entlang der Endosomen-Membran zu generieren, wodurch Mikrodomanen
entstehen, in welchen sich Retromer-Komplexe mit ihren spezifischen Frachtmolekiilen
anreichern (Puthenveedu et al, 2010; Derivery et al., 2012; Freeman, Hesketh and
Seaman, 2014). Die Ausbildung des filamentosen Aktin-Netzwerks bewerkstelligt der
WASH-Komplex gemeinsam mit aktiven Arp2/3 (Actin-related protein2/3) auf der

zytosolischen Seite der endosomalen Membran (Derivery et al., 2009, 2012; Gomez and
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Billadeau, 2009). Interessanterweise wurde der WASH-Komplex bereits auch mit dem
autophagischen Netzwerk in Verbindung gebracht. Allerdings wird der WASH-Komplex
einerseits als ein positiver Regulator (Xia et al., 2013), andererseits auch als ein Beclin-1-
vermittelter negativer Regulator (Zavodszky, Seaman and Rubinsztein, 2014) der
Autophagie beschrieben. Der WASH-Komplex per se ist ein pentameres Protein,
bestehend aus KIAA1033 (SWIP (strumpellin and WASH-interacting protein)),
Strumpellin, WASH1, CCDC53 (coiled-coiled domain containing 53) und FAM21 (Fat Facets
in mouseZ21) (Derivery et al.,, 2009; Gomez and Billadeau, 2009). FAM21 vermittelt dabei
die Bindung einerseits zum Retromer, andererseits auch zu dem akzessorischen Protein
DNA]JC13, fiir welches bereits auch eine Interaktion mit SNX1 beschrieben wurde (Popoff
etal, 2009; Freeman, Hesketh and Seaman, 2014).

1.4 DNAJC13

DNAJC13 (DNAJ homolog subfamily C member 13) ist das humane Ortholog von RME-8
(receptor-mediated endocytosis 8) aus C. elegans und Mitglied der DNAJ/HSP40-
Proteinfamilie. Es handelt sich hier um ein evolutionar hoch konserviertes Gen/Protein,
welches mit Ausnahme von S. cerevisiae sowohl in Pflanzen als auch im ganzen Tierreich
vorkommt und ubiquitar exprimiert wird (Zhang, Grant and Hirsh, 2001; Chang, Hull and
Mellman, 2004).

Im humanen Genom codiert das auf Chromosom 3 liegende und aus 53 Exons bestehende
dnajc13-Gen fiir ein 2243 Aminosauren langes und ca. 230 kDa grofdes Protein. DNAJC13
verfiigt Uber eine 70 Aminosduren grofe DNAJ-Domane und vier IWN (I=Isoleucin,
W=Tryptophan, N=Asparagin) -Domédnen mit bisher unbekannter Funktion (Zhang, Grant
and Hirsh, 2001; Chang, Hull and Mellman, 2004; Girard et al., 2005; Fujibayashi et al,
2008). Des Weiteren tragt es ein N-terminal gelegenes PI3P-Bindemotiv, mit dem es mit
Membranen assoziiert (Fujibayashi et al., 2008; Xhabija and Vacratsis, 2015), sowie vier
homologe Sequenzbereiche zur potentiellen Bindung an schwere Ketten von Clathrin
(Girard et al. 2005). Neben HSP70 wurden bereits weitere Interaktionspartner von
DNAJC13 identifiziert, beispielsweise FAM21 oder SNX1 (Popoff et al, 2009; Shi et al.,
2009; Freeman, Hesketh and Seaman, 2014). Dabei interagiert FAM21, eine Komponente
des WASH-Komplexes, mit dem N-terminalen Bereich von DNAJC13 (Freeman, Hesketh

and Seaman, 2014) und die Retromer-Untereinheit SNX1 bindet innerhalb eines Bereichs
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von knapp 600 Aminosduren C-terminal der DNAJ-Doméine gelegen an DNAJC13
(Abbildung 7) (Popoff et al, 2009; Shi et al., 2009).

) Clathrin
Clathrin
Nm== P] | | IWN1 [WHZ  — W 2 [WH4 C
764 860 1192 1284 DNA] 1632 1713 1919 2088 2243
17 26 1301 1366
1338 SNX1 1950

Abbildung 7: Proteinstruktur von DNAJC13. Das 2243 Aminosduren lange, rund 230 kDa grofde Protein
weist eine zentral gelegene DNAJ-Domane, vier sich wiederholende IWN-Sequenzen sowie eine N-terminal
gelegene PI-Domane auf. Des Weiteren verfiigt DNAJC13 iiber vier homologe Sequenzbereiche zur
potentiellen Bindung an die schweren Ketten von Clathrin. Der Sequenzbereich, mit dem SNX1 interagiert,
wird durch den farbigen Balken angedeutet.

DNAJC13 wurde erstmals im Jahr 2001 von Zhang et al. in einem Screen in Caenorhabditis
elegans (C. elegans) zur ldentifikation von Mutanten, deren Oozyten eine gestorte
Endozytose von Dotter-Proteinen zeigten, gefunden und funktionell mit dem Prozess der
Endozytose in Verbindung gebracht (Zhang, Grant and Hirsh, 2001). Drei Jahre spater
beobachteten Chang et al., dass RME-8 mit HSP70 interagiert und vermutlich die Clathrin-
vermittelte Endozytose in Drosophila melanogaster (D. melanogaster) beeinflusst (Chang,
Hull and Mellman, 2004). Erste Hinweise zur funktionellen Einordnung von DNAJC13
ergaben die Untersuchungen im humanen Zellsystem von Girard et al. im Jahr 2005. Sie
fanden anhand endosomaler Marker heraus, dass DNAJC13 partiell mit frithen
Endosomen und dem TGN, nicht aber mit spaten Endosomen oder dem Lysosom
kolokalisiert (Girard et al., 2005; Fujibayashi et al., 2008). Aufgrund dieser Studie wurde
dem Protein DNAJC13 eine essentielle Rolle beim Transport des M6PR zwischen dem TGN
und frithen Endosomen zugeschrieben (Girard et al., 2005). DNAJC13 erfiillt ebenfalls eine
wichtige Funktion bei der Sortierung des EGFRs an Endosomen (Girard et al.,, 2005; Girard
and McPherson, 2008). 2009 wurde in C. elegans und in Sdugerzellen auf molekularer
Ebene gezeigt, dass RME-8/DNAJC13 nicht am Prozess der Endozytose per se, sondern
durch Bindung an den Retromer-Komplex (bzw. SNX1) am retrograden Transport
beteiligt ist (Popoff et al, 2009). DNAJC13 nimmt somit eine funktionelle Rolle bei der
Riickgewinnung von Frachtmolekiilen wie dem M6P- oder dem Whntless-Rezeptor sowie

bei der Sortierung und dem Recycling von EGFR und Transferrin ein (Girard et al., 2005;
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Girard and McPherson, 2008; Popoff et al., 2009; Shi et al, 2009). Als Interaktionspartner
von SNX1, einer Komponente des SNX-Dimers, und FAM21, einer Komponente des Aktin-
Netzwerk-bildenden WASH-Komplexes, ist DNAJC13 als funktioneller Mediator
beschrieben. Dadurch stellt DNAJC13 sicher, dass der WASH-Komplex und das SNX-
Dimer, an ihrem Zielort, an dem Retromer-vermittelte Proteinsortierung und Transport
stattfindet, aktiv werden kénnen (Abbildung 8) (Freeman, Hesketh and Seaman, 2014;

Hasegawa et al,, 2018).

Sorting
endosome

Abbildung 8: Ein Modell fiir die Rolle von DNAJC13 als Interaktionspartner von WASH und SNX1 im
Prozess des retrograden Transports. DNAJC13 verbindet das SNX-Dimer und den WASH-Komplex und
reguliert somit die Ausbildung tubuldrer Strukturen innerhalb der Retromer-vermittelten endosomalen
Proteinsortierung (verandert nach Freeman et al, 2014).

Interessanterweise beobachtete die Arbeitsgruppe von Matthew ]. Farrer erstmals im
Jahr 2014, dass eine Punktmutation (N855S) in DNAJC13 in einem kausalen
Zusammenhang mit einer familidren Form der PD steht (Vilarifio-Gtiell et al, 2014;
Gustavsson et al.,, 2015). Eine neueste Studie lieferte weitere Hinweise, dass die humane
DNAJC13-N855S-Mutante funktionell mit der PD in Zusammenhang gebracht werden
kann. Die N855S-Mutante vermag endosomale Sortierprozesse negativ zu beeinflussen,
indem beispielsweise das Recycling von Transferrin, EGF/EGFR oder a-Synuklein
beeintrachtigt war. Dies konnte durch eine fehlerhafte Kooperation von N855S-DNAJC13

mit dem WASH-Komplex und entsprechend einer gestorten Ausbildung des Aktin-
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Netzwerks zu erklaren sein (Hasegawa et al., 2018; Yoshida et al, 2018). DNAJC13 wurde
bereits mit mehreren im Zusammenhang mit der PD beschrieben Proteinen funktionell in
Verbindung gebracht. Dazu gehoren die Retromer-Komponente VPS35 (indirekte
Verbindung tiber SNX1) oder die Proteinkinase LRRK2 (Leucin-rich repeat kinase 2;
direkte Interaktion) (Zavodszky et al., 2013; Perrett, Alexopoulou and Tofaris, 2015).
Auch wurde DNAJC13 ebenso mit dem neuronalen Netzwerk assoziiert. Beispielsweise
wurde es im Zusammenhang mit der synaptischen Skalierung, dem Recycling von AMPA-
Rezeptoren, die als eine Untergruppe der ionotropen Glutamat-Rezeptoren zu den am
weit verbreitetsten Neurotransmitter-Rezeptoren des zentralen Nervensystems gehoren,
oder dem Notch-Rezeptor beschrieben (Zhang et al., 2012; Gomez-Lamarca et al., 2015;
Schanzenbacher et al.,, 2016 bzw. personliche Korrespondenz mit Erin Schuman).

Schon im Jahr 2011 wurde DNAJC13 mit dem autophagischen Prozess assoziiert; Ruck et
al. fanden einen funktionellen Zusammenhang zwischen RME-8 und Beclin-1, eine
Schliisselkomponente der autophagosomalen Biogenese (Ruck et al, 2011). Diese
Untersuchungen in C. elegans zeigten, dass das Fehlen von Beclin-1 u.a. auch zu einem
defekten retrograden Transport vom Endosomen zum TGN und zu erniedrigten Spiegeln
von RME-8 fiihrt (Ruck et al,, 2011). Dieser funktionelle Zusammenhang zwischen RME-
8 und Beclin-1 konnte darauf hindeuten, dass RME-8/DNAJC13 moglicherweise, neben
seiner Rolle in der Endozytose und insbesondere im retrograden Transport zum TGN und

zur PM, eine weitere Rolle innerhalb des autophagosomalen Netzwerks einnimmt.

Unsere Arbeitsgruppe bewies erstmals, dass DNAJC13 einen positiven Modulator der
Autophagie darstellt (Besemer et al., in Begutachtung). In einem funktionellen C. elegans
Screen zur ldentifikation von Proteostase-Regulatoren erwies sich DNAJC13 als ein
interessanter Kandidat. In C. elegans sowie im humanen Zellmodell konnte gezeigt
werden, dass nach Depletion von DNAJC13 zur Aggregation neigende Proteine wie
Amyloid-f 42, mutante Varianten der Cu/Zn-Superoxid-Dismutase 1 (SOD1) oder a-
Synuklein verstiarkt aggregieren und akkumulieren. Klassische Uberexpressions- und
Depletions-Experimente unter basalen als auch Autophagie-induzierenden Bedingungen
verdeutlichten, dass DNAJC13 den autophagischen Flux positiv moduliert und ihm somit
neben seiner Funktion im endosomalen Netzwerk eine weitere Funktion innerhalb der
Autophagie zukommt. Weitere Analysen lieferten Hinweise, dass DNAJC13
moglicherweise bei der Bildung der Phagophore oder deren Reifung von Bedeutung sein
konnte: Nach Depletion von DNAJC13 konnte eine verdnderte subzellulire ATG9-
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Verteilung sowie eine verminderte Lokalisation von ATG9 an autophagosomalen
Strukturen beobachtet werden. Zudem deutet eine partielle Kolokalisation mit LC3 auf
eine Assoziation von DNAJC13 mit der Phagophore hin. Welche Funktion DNAJC13
innerhalb des Autophagie-Prozesses erfiillt und welchem molekularen Mechanismus von
DNAJC13 dieser Funktion zugrunde liegt, ist Bestandteil derzeitiger Forschung und dieser

Dissertation.

1.5 Ziele der Dissertation

Das DNAJ/HSP40 Protein DNAJC13 wurde in unserer Arbeitsgruppe als ein positiver
Modulator der Proteinhomdostase bzw. der Autophagie identifiziert (Besemer, in
Begutachtung). Welche genaue Rolle DNAJC13 allerdings innerhalb des autophagischen
Prozesses einnimmt, blieb bisher weitestgehend ungeklart und sollte im Rahmen dieser
Dissertation detaillierter untersucht werden.

Das Ziel der vorliegenden Dissertation war es somit zunichst, die Lokalisation von
DNAJC13 an der Phagophore bzw. dem Autophagosom zu untersuchen. Dazu sollten
immunfluoreszenzbasierte Lokalisationsstudien mit den ATG8-Familienmitgliedern
LC3B und GABARAP im humanen Zellsystem angefertigt und analysiert werden.
Biochemische Interaktionsstudien zur Analyse einer physikalischen Interaktion von
DNAJC13 mit ATG8-Familienmitgliedern sollten Hinweise fiir ein besseres Verstindnis
der Rolle von DNAJC13 im autophagischen Prozess liefern.

Im Falle einer Interaktion von DNAJC13 mit ATG8-Proteinen, sollte ein Peptid Array zur
Detektion von Protein-Protein-Interaktionen in diesem Zusammenhang Aufschluss iiber
die Art des Bindemotivs (LIR-Motiv) von DNAJC13 an ATG8-Proteine erbringen. Zur
Aufklarung der Funktionalitit der identifizierten LIR-Motive sollten verschieden
trunkierte oder Mutationen-tragende Konstrukte von DNAJC13 generiert werden und
anschliefRend mittels Immunfluoreszenzstudien sowie klassischen
Uberexpressionsexperimenten im Hinblick auf den autophagischen Flux analysiert

werden.
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2.1 Material

Im Folgenden sind alle verwendeten Gerate, Verbrauchsmaterialien und Organismen

aufgelistet.
2.1.1 Gerate

Name Hersteller
Agarosegelkammer Biometra, Gottingen
Axiovert Fluoreszenzmikroskop Zeiss, Gottingen
Bakterienschiittler Biotek

Brutschranke Binder, Tuttlingen
Feinwaage TE 153S Satorius, Gottingen
Fusion-SL 3500.WL Peqlab, Erlangen
Heizblocke Eppendorf, Hamburg
Inkubator Thermo Fischer Scientific, Dreieich
Laserscanning-Mikroskop (LSM710) Zeiss, Gottingen

TCS SPE confocal-Mikroskop Leica, Wetzlar
Mikrotiterplatten-Lesegerat, Multiskan RC Thermo Fischer Scientific, Dreieich
Miniblot-Kammern, Mini protean Il Western BioRad, Miinchen

Blotting

Multifuge 3S-R Heraeus, Hanau
Nassblot-Kammer, Mini-Trans-Blot-Cell-System BioRad, Miinchen

Netzteil, PowerPac Basic BioRad, Miinchen
Nucleofector 2b Lonza Elektroporator Lonza, Koln
NuPAGE-System, Mini-PROTEAN® 3 Cell BioRad, Miinchen

PCR DNA Biometra Gradient Biometra, Gottingen
pH-Meter CG825V Schott, Mainz
Plattformschiittler, Polymax 1040 Heidolph, Schwabach
Rotator Snijders Scientific, Tilbur (Holland)
Scanner Epson Perfection 2400 Photo Epson, Meerbusch
Schiittelinkubator NB-205V N-Biotek, Bucheon (Korea )
Sonifikator, Sonicator Ultrasonic Processor UP50H  Hielscher, Teltow
Spektralphotometer, Nanodrop 1000 Peqlab, Erlangen
Stereomikroskop CKX 41/CKX 31 Olympus, Hamburg
Sterilbanke Heraeus, Hanau
Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg
Zentrifuge Heraeus Fresco 17 Heraeus, Hanau

Zentrifuge Sorvall RC-5B Superspeed Thermo Fischer Dreieich
Zentrifuge Universal 32 R Hettich, Tuttlingen
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

2.1.2.1 Chemikalien

Name

Hersteller

Acrylamid/Bisacrylamid
Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin (Amp)

Bacto-Agar

Bacto-Trypton

BafilomycinA; (BafA1)

Benzaminblau

Biozym LE Agarose

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin, BSA)
Bromphenolblau

Calciumchlorid (CaClzy)

Chloroquine

Desoxynukleotidtriphosphate (ANTPs)
4,6-Diamidino-2-Phenylindol-dihydrochlorid-hydrat
(DAPI)

Dikaliumhydrogenphosphat (KH2P04)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO4)
Dithiothreitol (DTT)

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM)
Essigsaure

Ethanol (EtOH)

Ethidiumbromid
Ethylendiammintetraessigsaure (EDTA)
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
N,N,N',N'-tetraessigsaure (EGTA)

Ficoll®

Fotales Kalberserum (FCS, fetal calf serum)
y-L-Glutamyl-L-cysteinyl-glycine (Glutathion)
Glycerol

Glycin

Hefeextrakt
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsdure (HEPES)

Hygromycin B

Isopropanol
Isopropyl-S-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2P04)
Kanamycin

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Hamburg

Sigma-Aldrich, Hamburg
Difco, Detroit (USA)
Difco, Detroit (USA)

LC Laboratories, Woburn (USA)

Roth, Karlsruhe

Biozym, Hess. Oldendorf
Pierce, Bonn

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Hamburg
Sigma-Aldrich, Hamburg
Roche, Mannheim
Calbiochem, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Hamburg
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Hamburg
Gibco, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Hamburg

Sigma-Aldrich, Hamburg
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Hamburg
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Hamburg
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Hamburg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Hamburg
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Lambda Protein Phosphatase
Luminol

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid (MgCl2)
B-Mercaptoethanol

Methanol

Natriumessigsaure
Natriumazid (NaN3)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumpyruvat
Paraformaldehyd
p-Phenylendiamin
Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)
Poly-L-Ornithin (PLO)

Ponceau S

Proteinaseinhibitor Cocktail Complete Mini
Salzsaure (HCI)

Slide-A-Lyzer™ Dialyse Kassette
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Sodiumpyruvat

Tris

Tris-HCl

Tetramethyldiamin (TEMED)
Tween 20

Wasserstoffperoxid (H202)
Tween 20

Wasserstoffperoxid (H202)

New England Biolabs, Frankfurt
Sigma-Aldrich, Hambrug
Swissmilk, Bern (Schweiz)
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Hamburg
Gibco, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Hamburg
Sigma-Aldrich, Hamburg
Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe
ThermoFischer Sientific, Dreieich
Roth, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

BioRad, Miinchen

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Hamburg
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Hamburg
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2.1.2.2 Oligonukleotide

Im Folgenden sind alle verwendeten siRNAs sowie Primer fiir Klonierungen und

Sequenzierungen aufgelistet.

Name

Sequenz (5" - 37)

for.Primer DNAJC13-LIR1 (159)
rev.Primer DNAJC13-LIR1 (159)
for.Primer DNAJC13-LIR2 (818)
rev.Primer DNAJC13-LIR2 (818)
for.Primer DNAJC13-LIR3 (1188)
rev.Primer DNAJC13-LIR3 (1188)
for.Primer DNAJC13-LIR4 (1298)
rev.Primer DNAJC13-LIR4 (1298)

for.Primer DNAJC13-AN-AC
rev.Primer DNAJC13-AN-AC
for.Primer DNAJC13-ALIR4
rev.Primer DNAJC13-ALIR4

for.Primer DNAJC13-KpnI+ATG (TV1,

TV2)
rev.Primer DNAJC13-TV1

rev.Primer DNAJC13-TV2
for.Primer DNAJC13-DNA]
rev.Primer DNAJC13 DNA]
seq.Primer Bos-forward
seq.Primer Bos-reverse
seq.Primer DNAJC13-B
seq.Primer DNAJC13-C
seq.Primer DNAJC13-D
seq.Primer DNAJC13-E
seq.Primer DNAJC13-F
seq.Primer DNAJC13-FG
seq.Primer DNAJC13-G
seq.Primer DNAJC13-H
seq.Primer DNAJC13-]
seq.Primer DNAJC13-K
seq.Primer DNAJC13-L

AGTATACAAAATCCTCCTTGATAATCTGAGGCATCTACAG
CTCCTTCAATATTTCTATAGTCATAGGAACA
TGTTCCTATGACTATAGAAATATTGAAGGAGCTGTAGAT
GCCTCAGATTATCAAGGAGGATTTTGTATACT
TTAATTTCCTCTGCCGCGCACTCAGCTTTAACCTCAAACT
CATGGTGGTTCCAGG
CCTGGAACCACCATGAGTTTGAGGTTAAAGCTGAGTGCGC
GGCAGAGGAAATTAA
AAAGCCTCAGAAGCCTTTTCAGGTTCATAATTTTCTAAGT
AACA
TGTTACTTAGAAAATTATGAACCTGAAAAGGCTTCTGAG
GCTTTTCTAGGAGAATTTGATACTCCAGAAGC
CTATGATGTCAATAGATGATGCTGCTGAAGTGGCTAATCT
GCCTCAAGGACAGGGAC
GTCCCTGTCCTTGAGGCAGATTAGCCACTTCAGCAGCATC
ATCTATTGACATCATAG
CGCGGTACCATGCTTGGGCACATTCTACC

CGCGGATCCGCCAAGTATTGGGCCTGC
GATGTCAATAGATGATGCTAATCTGCCTCAAGGACAGG
CCTGTCCTTGAGGCAGATTAGCATCATCTATTGACATC
CGCGGTACCATGAACATAATTAGG

CGCGGATCCGCATCTATTGACATCATAGGTG
CGCGGATCCGCGGTCCCTGTCCTTGAG
GACTTGCACAAAAGTACCAGCCGTATAAGAATCCAGA
TCTGGATTCTTATCAGGCTGGTACTTTTGTGCAAGTC
TTGGAGTACGTCGTCTTTAGG
TTCGGGAGTCAAACCATGTC
TTTGGAAGTAACTCCAGGAGG
GTTTGCTGGATGGAGTAAGAG
CATGTGGATCATGGGACTGGTG
TATTGATGCACTGGAGGGATAG
AAGCCGAGCTACAGTACCAC
GGCTTTCAAGTCAGAAGAG
ACAATGGAAACTTCAGATGACCTC
CATGCTGACACCCTATGTTGC
ACATCTAACCAAGACTGTGTCAAC
AGCTCCTAGAGAAGAACAATCC
GTCACAAACAGCAGGATACCTC
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2.1.2.3 Vektoren und Plasmide

Name Hersteller
pEFBos:Leervektor *

pEFBos: DNAJC13-WT-Flag *
pEFBos:DNAJC13-WT-Fragment-Flag ok
pEFBos:DNAJC13-LIR1-Flag ok
pEFBos:DNAJC13-LIR2-Flag ok
pEFBos:DNAJC13-LIR3-Flag ok
pEFBos:DNAJC13-LIR4-Flag ok
pEFBos:DNAJC13-ALIR4-Flag ok
pEFBos:DNAJC13-LIR4-Fragment-Flag ok
pEFBos:DNAJC13-DNAJ-Flag ok
pEFBos:DNAJC13-DNAJ-Fragment-Flag ok
pEFBos:DNAJC13-TM-Flag o
pEFBos:DNAJC13-TV1-Flag ok
pEFBos:DNAJC13-TV2-Flag ok
pEFBos:DNAJC13-TV3-Flag o
pEGFP-LC3 Addgene, Teddington (UK)

*Die Plasmide wurde freundlicherweise von Dr. Anna Besemer (Institut fir
Pathobiochemie, Gutenberg Universitat Mainz) zur Verfliigung gestellt. **Alle weiteren
pEFBos:DNAJC13 Konstrukte wurden im Rahmen dieser Arbeit wie unter 2.2.1 DNAJC13

Plasmide beschrieben generiert.
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2.1.2.4 Kits und Grofdenstandards

Name

Hersteller

BCA Protein Assay Kit

JetStar Maxi Kit

Gréfsenmarker, MassRuler
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
NucleoSpin® Plasmid Kit

Page Ruler Prestained Protein Ladder
QIAquick® Gel Extraction Kit
QuikChange Lightning Site-Directed
Mutagenesis

Rapid DNA Ligation Kit

Pierce, Bonn

Genomed, Bad Oeynhausen
Fermentas, St. Leon-Rot (Frankreich)
Macherey-Nagel, Diiren
Macherey-Nagel, Diiren

Fermentas, St. Leon-Rot (Frankreich)
Qiagen, Hilden

Agilent, Waldbronn

Roche, Mannheim

2.1.2.5 Enzyme, die unabhingig von Kits verwendet wurden

Name

Hersteller

BamHI-HF

Klenow DNA-Polymerase

Kpnl-HF

Ndel

Nhel

Nrul

Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase
SAP (,,shrimp alkaline phosphatase”)
Trypsin

Xbal

New Engand BioLabs, Frankfurt
New Engand BioLabs, Frankfurt
New Engand BioLabs, Frankfurt
New Engand BioLabs, Frankfurt
New Engand BioLabs, Frankfurt
New Engand BioLabs, Frankfurt
New Engand BioLabs, Frankfurt
New Engand BioLabs, Frankfurt
Gibco, Karlsruhe

New Engand BioLabs, Frankfurt

31



2.1.2.6 Antikorper
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Antigen Spezies Hersteller

ATGO Kaninchen Abcam

DNAJC13 Kaninchen *

Flag Kaninchen Invitrogen

Flag Maus Sigma-Aldrich, Hambrug
GABARAP Kaninchen Abcam

GST-HRP Kaninchen Sigma-Aldrich, Hambrug
LC3B (I+II) Kaninchen Sigma-Aldrich, Hambrug
p62 Meerschwein PROGENE, Heidelberg
SNX1 Maus BD Transduction Laboratories
VPS35 Ziege LSBio

*Der Antikorper gegen DNAJC13 wurde freundlicher Weise von Prof. Peter McPhersons,

Neurologisches Institut und Krankenhaus Montreal (Kanada), zur Verfiigung gestellt.

Die Ansatze der Primarantikdrper wurden durch Zugabe von 0,1 %igem Natriumazid

langer haltbar gemacht und somit mehrmals verwendet.

Sekundir-Antikorper

Antigen Konjugation Wirtsspezies Firma

a-Kaninchen HRP Esel Dianova, Hamburg
a-Kaninchen Cy3 Esel Dianova, Hamburg
o-Kaninchen Alexa Fluor 448 Esel Dianova, Hamburg
a-Maus HRP Esel Dianova, Hamburg
a-Maus Cy3 Esel Dianova, Hamburg
a-Meerschwein HRP Esel Dianova, Hamburg
a-Meerschwein Cy5 Esel Dianova, Hamburg
a-Schaf Cy3 Esel Dianova, Hamburg
a-Ziege Cy3 Esel Dianova, Hamburg

32



2 MATERIAL UND METHODE

2.1.3 Organismen

Name Hersteller

Prokaryotische Organismen
Escherichia coli (E. coli) DH5aq, New England BioLabs, Frankfurt
chemisch-kompetent

Rosetta™(DE3)-Zellen (E. coli) (Novagen) Merck, Darmstadt

Eukaryotische Organismen
HEK293A-Zellen American Type Culture Collection, Manassas (USA)
HEK293T-Zellen American Type Culture Collection, Manassas (USA)

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 DNAJC13 Plasmide

Das DNAJC13 Plasmid, welches wildtypisches DNAJC13 als Fusionsprotein mit Flag im
pEFBos Vektor enthélt, wurde freundlicher Weise von Dr. Anna Sophie Besemer (Institut
fiir Pathobiochemie, Universitatsmedizin Mainz) zur Verfiigung gestellt. Zur funktionellen
Untersuchung verschieden trunkierter DNAJC13 Expressionskonstrukte (2.1.2.3
Vektoren und Plasmide) wurden diese mittels molekularbiologischer Methoden
generiert. Weiterhin wurden zur funktionellen Untersuchung DNAJC13 Punkt- als auch
Deletionsmutanten (2.1.2.3 Vektoren und Plasmide) mit dem Kit QuikChange Lightning
Site-Directed Mutagenesis (Agilent) entsprechend den Angaben des Herstellers generiert.

Fir Klonierungen verwendete Primer sind unter 2.1.2.2 Oligonukleotide aufgelistet.
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2.2.2 Polymerasekettenreaktion

Bei der Polymerasekettenreaktion (Polymerase chain reaktion, PCR) handelt es sich um
eine von Kjell Kleppe in den 1970er Jahren entwickelte in-vitro-Methode, welche der
gezielten exponentiellen Amplifizierung von DNA-Abschnitten dient (Kleppe et al.,, 1971;
Mullis et al, 1986). Eine hitzestabile DNA-Polymerase synthetisiert aus
Desoxynukleosidtriphosphaten neue DNA-Abschnitte welche komplementdr zu einem
vorgegebenen Matritzenstrang vorliegen.

Grundlegend gliedert sich eine PCR in drei, sich zyklisch wiederholende,
Reaktionsschritte. Das initiale Erhitzen einer doppelstrangigen Matritzen-DNA dient
deren Denaturierung, woraufhin es durch kontrolliertes Abkiihlen zur Primeranlagerung
kommt. Diese selektiv hybridisierenden Primer flankieren den DNA-Abschnitt, sodass die
DNA-Polymerase diesen Bereich spezifisch amplifizieren kann. Die wiederholte Abfolge
von diesem Zyklus fiihrt zur milliardenfachen Akkumulation von Kopien dieser DNA-
Sequenz.

Zur Amplifizierung der in dieser Arbeit untersuchten Konstrukte wurden die
entsprechenden Primerpaare mithilfe des Programms OligoFactory (Holliston, USA)
entworfen (siehe 2.1.2.2 Oligonukleotide und von der Firma Eurofins Genomics
(Ebersberg) bezogen. Die Temperatur zur Anlagerung der Primer an seinen
Matritzenstrang richtet sich nach der Lange sowie der Sequenz des Primers per se und
wurde fiir jede PCR individuell eingestellt.

Je nach Art der PCR wurde die Phusion-High-Fidelity oder die Taq (Thermus aquaticus)
Polymerase eingesetzt. Die Phusion-High-Fidelity Polymerase besitzt eine intrinsische
Korrekturlesefahigkeit sowie eine verbesserte Prozessivitit, d.h. sie arbeitet mit einer
Synthesegeschwindigkeit von 1000 bp/30 s. Die Taq Polymerase hingegen besitzt keine
3= 5" Exonukleaseaktivitit und somit keine Korrekturlesefahigkeit. Ihre Prozessivitat
lag bei 1000 bp/60 s. Diese kam zum Einsatz, wenn keine sequenzexakten DNA-
Amplifikate wie in einer Kolonie PCR (siehe Abschnitt Kolonie PCR) entstehen mussten.
Die gewahlte Zeitspanne zur Elongation der DNA ist zum einen von der Basenldnge des

entsprechenden Gens als auch von der Extensionszeit der Polymerase abhangig.
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Tabelle 1: PCR Programmierung

Phusion Polymerase Taq Polymerase

1. Initiale Denaturierung der DNA 98°C,30s 95 °C, 5 min
2. Denaturierung der DNA 98°C, 10 s 95°C,30s
3. Anlagerung der Primer °C - dem jeweiligen Primerpaar entsprechend, 30 s
4. Elongation der DNA 72 °C, s - entsprechend der Basenldnge des

Amplifikats

34 Zyklen von Schritt 2 -4

5. Finale Elongation 72 °C, 5 min 72 °C, 2 min

— oo bei 4 °C

Praparative PCR

Die DNA-Amplifikate, welche fiir eine Klonierung verwendet werden sollten, wurden

mittels einer prdparativen PCR generiert. Dabei kam die Phusion-High-Fidelity

Polymerase aufgrund ihrer intrinsischen Korrekturlesefahigkeit zum Einsatz, um eine

minimale Fehlerrate bei der DNA-Amplifikation gewahrleisten zu kdnnen. Die PCR wurde

wie oben beschrieben durchgefiihrt. Die DNA-Amplifikate wurden anschliefsend mittels

Agarose-Gelelektrophorese (2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese) ihrer Gréfde nach

aufgetrennt und somit isoliert (2.2.4 DNA-Extraktion).

Eine praparative PCR wurden nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Tabelle 2: Reaktionsansatz einer praparativen PCR

Reagenz Volumen / Menge
5x HF-Puffer 10 ul
dNTPs (10mM) 1ul
5°-forward-Primer (10 pmol/pl) 0,5-1 ul
3"-reverse-Primer (10 pmol/ul) 0,5-1 ul
Template-DNA 10-100 ng
ddH20 ad 50 pul
Phusion-High-Fidelity Polymerase (2Units/pul) 0,3 ul
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Kolonie PCR

Eine Kolonie PCR dient der Uberpriifung, ob bei einer Klonierung ein gewiinschtes DNA-
Amplifikat oder -Fragment in den Ziel-Vektor integriert wurde. Nach erfolgreicher
Transformation (2.2.7 Transformation von Bakterien) wurden die einzelnen
Bakterienkolonien in 10 pl ddH20 aufgenommen, davon wurden 8 pl in eine
Minipraparation (2.2.8 Plasmidpraparation aus Bakterien) und 2 pl in die Kolonie PCR
eingesetzt (Tabelle 3). DNA-Amplifikate wurden anschliefRend mittels Agarose-
Gelelektrophorese (2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese) ihrer Grof3e nach aufgetrennt, mit

UV-Licht sichtbar gemacht und analysiert.

Eine Kolonie PCR wurden nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Tabelle 3: Reaktionsansatz einer Kolonie PCR

Reagenz Volumen / Menge
10x Puffer (ohne MgCl;) 2,5 ul

MgClz (50 mM) 0,75 ul
dNTPs (10 mM) 0,5 ul
5°-forward-Primer (10 pmol/pl) 0,5 ul
3"-reverse-Primer (10 pmol/ul) 0,5ul
Bakteriensuspension 2ul

ddHz0 ad 25 ul

Taq Polymerase (5 U/pl) 0,1 ul

2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse der PCR wurde eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. Dabei macht man sich
ein elektrisches Feld innerhalb eines mit definierter Porengrofie vorliegenden
Agarosegels zunutze, in dem sich lineare DNA-Fragmente ihrer Grofde nach auftrennen.
Aufgrund einer negativen Nettoladung der DNA-Molekiile wandern diese von der

Kathode zur Anode. Die dabei zuriickgelegte Strecke ist umgekehrt proportional zur
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Grofde der DNA-Fragmente, sodass sich kleine Fragmente schneller bewegen und eine
weitere Strecke im Gel zuriicklegen als grof3e.

Zur Herstellung der Gele wurde 0,5 % Agarose in TEA-Puffer (Tris-EDTA-Essigsdure-
Puffer) aufgekocht und mit einem Tropfen Ethidiumbromid-Lésung (0,7 mg/ml) versetzt.
Ethidiumbromid ist ein DNA-interkalierender Farbstoff, welcher die Visualisierung der
DNA durch ultraviolettes Licht ermoglicht. Nach dem Ausharten des Gels wurden die
DNA-Amplifikate der PCR mit Probenpuffer versetzt und gegen ein DNA-Grofienstandart
(MassRuler, Fermentas) aufgetragen. In einer mit TEA-Puffer gefiillten Elektrophorese-
Kammer wurden die amplifizierten DNA-Fragmente bei ~70 V aufgetrennt und

anschlieflend unter energiearmen UV-Licht der Wellenldange 366 nm visualisiert.

1x TAE-Puffer:

40 mM Tris

20 mM Natriumessigsaure
1 mM EDTA

Probenpuffer:

10 mM Tris-HCI (pH 8,0)

50 % [v/v] Ficoll®

0,006 % [w/v] Bromphenolblau

2.2.4 DNA-Extraktion

Zur Isolierung der DNA-Amplifikate aus dem Agarosegel wurde dieses mit einem Spatel
aus dem Gel ausgeschnitten. Aus diesem Ausschnitt konnte die DNA mittels QIAquick® Gel
Extraction Kit gemafd den Angaben des Herstellers extrahiert werden. Schliefdlich wurden

die aufgereinigten DNA Konstrukte in 20 pl ddH20 eluiert.

2.2.5 Restriktion

Der Einsatz verschiedener Restriktionsenzyme ermoglicht eine Vielfalt an Generierungen
unterschiedlicher Plasmide. Restriktionsenzyme sind Endonukleasen mit der Fahigkeit

bestimmte DNA-Sequenzen (Restriktionsschnittstellen) zu erkennen und zu schneiden.
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Zur Generierung gleicher Restriktionsschnittstell-Enden von DNA-Amplifikat als auch
Ziel-Vektor wurden diese entsprechend mit den gleichen Restriktionsenzymen nach
Vorgabe der vom Hersteller gegebenen Bedingungen restringiert. Sollte der Ziel-Vektor
schliefdlich in eine Ligation eingesetzt werden, dann wurde er zusatzlich einer SAP-
Behandlung (shrimp alkaline phosphatase) unterzogen. Alkalische Phosphatase bewirkt
eine Dephosphorylierung der entstehenden 5-Enden und verhindert somit eine Re-

Ligation der Vektor-DNA.

Im Falle einer Test-Restriktion wurde die restringierte DNA auf ihre Grofde
gelelektrophoretisch (2.2.3 Agarosegelelektrophorese) analysiert und nach folgendem

Protokoll durchgefiihrt:

Tabelle 4: Reaktionsansatz einer Test-Restriktion

Reagenz DNA

10x CutSmart Puffer 2ul

DNA geldst in ddH20 100 ng
Restriktionsenzyme ul - der Aktivitat der Enzyme entsprechend

— 1h 30 min, 37 °C
— gelelektrophoretische Analyse (2.2.3

Agarosegelelektrophorese)

Sollte die DNA in eine Ligation (2.2.6 Ligation) eingesetzt werden, wurde diese zuvor mit

dem QIAquick® Gel Extraction Kit aufgereinigt (2.2.4 DNA-Extraktion).

Tabelle 5: Reaktionsansatz der Restriktion von Ziel-Vektor und DNA-Amplifikat

Ziel-Vektor DNA-Amplifikat
10x CutSmart Puffer 3ul 3ul
DNA gel6st in ddH20 4 ug 18 pl Eluat aus DNA-Extraktion
Restriktionsenzyme ul — der Aktivitat der Enzyme ul - der Aktivitat der Enzyme
entsprechend entsprechend
— 1 h 30 min, 37 °C — 1 h 30 min, 37 °C

— Extraktion der DNA
(2.2.4 DNA-Extraktion)
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SAP (1Unit/pl) 1,5ul
— 20 min, 37 °C
— Extraktion der DNA
(2.2.4 DNA-Extraktion)

2.2.6 Ligation

Fir die enzymkatalysierte Ligation der jeweiligen DNA-Amplifikate und der Vektor-DNA
wurde die fiinffache molare Menge an DNA-Fragment gegeniiber 25 ng Vektor-DNA

eingesetzt, welche sich aus folgender Berechnung ergab:

Masse Fragment [ng] =125* Léinge Fragment [bp] / Lénge Vektor [bp]

Die entsprechenden Mengen an DNA-Fragment und Vektor-DNA wurden unter
Verwendung des T4 DNA Ligation Kits (Roche, Mannheim) gemafd den Angaben des
Herstellers bei 16 °C tiber Nacht inkubiert und anschliefend in Bakterien transformiert

(2.2.7 Transformation von Bakterien).

2.2.7 Transformation von Bakterien

Die Transformation ist eine Form des Gentransfers bei Prokaryoten, bei der freie DNA von
Organismen aufgenommen wird. Dieses Phdnomen wurde genutzt, um die von den
transformationskompetenten Escherichia coli (E. coli) Bakterien des Stamms DH5a
aufgenommene DNA zu vervielfaltigen.

Dafiir wurden 25-50 ul Bakteriensuspension auf Eis aufgetaut und mit Plasmid-DNA
versetzt. Stammt die Plasmid-DNA aus einer Maxipraparation wurden 1-2 pl eingesetzt,
hingegen wurden bis zu 4-10 pl eingesetzt, wenn die DNA aus einer Ligation stammt. Nach
30-mintitiger Inkubation der Bakterien-Suspension auf Eis erfolgte ein Hitzeschock bei
42 °C fir 30 s welcher zur Schliefung der pordsen Bakterienmembran fiihrt. Bakterien
wurden anschliefend in 400 pl SOC-Medium (Super Optimal Broth with Catabolic
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Repression) bei 37 °C auf dem Schiittler kultiviert. Nach einer einstiindigen Inkubation
wurden 250 pl der transformierten Bakterien auf vorgewarmte Antibiotika-haltige LB
(Ilysogeny broth) Agarplatten ausgestrichen und bei 37 °C iliber Nacht fiir etwa 16 h
kultiviert.

Aufgrund der im Plasmid enthaltenden Resistenz gegen ein entsprechendes Antibiotikum
konnten nur die Bakterien wachsen, die erfolgreich transformiert wurden.

Um transfizierte Bakterien-Klone zu identifizieren, wurde von einer Auswahl an
Bakterien-Kolonien eine Minipraparation (2.2.8 Plasmidprdparation aus Bakterien) mit
anschlieflender Test-Restriktion (2.2.5 Restriktion) durchgefiihrt. Die bei der Restriktion
entstandenen DNA-Sequenzen wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese (2.2.3

Agarose-Gelelektrophorese) ihrer Grofde nach aufgetrennt und mit UV-Licht visualisiert.

Proteinreinigung

Wenn transfizierte Bakterien-Klone hingegen ein gewiinschtes Protein, codiert durch die
aufgenommene Plasmid-DNA, exprimieren sollten, mussten diese Bakterien-Klone
zundchst in 500 ml Antibiotika-haltigem LB Medium iliber Nacht bei 37 °C kultiviert
werden. Wenn die Kultur eine optische Dichte (OD) von 0,6-0,8 (600 nm) erreicht hatte,
wurde diese flr weitere 4 h bei 37 °C mit 400 pM Isopropyl-S-D-thiogalactopyranosid
(IPTG) behandelt. IPTG ist ein Galactose-Thioglycosid (S-Glycosid), welches die
Expression der aufgenommenen Plasmid-DNA induziert. Schlieflich wurde die Kultur fiir
20 min bei 6000 rpm und 4 °C pelletiert und das gewiinschte Expressionskonstrukt

aufgereinigt (2.4.3.1 Proteinaufreiningung).

SOC-Medium (pH 7,0):
2 % [w/v] Bacto-Trypton
0,5 % [w/v] Hefeextrakt
10 mM NacCl

2,5 mM KCL

10 mM MgCl2 x 6 H20

10 mM MgS04 x 7H20

20 mM Glukose

in ddH20
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LB-Medium (pH 7,5):

1 % [w/v] Bacto-Trypton
0,5 % [w/v] Hefeextrakt
1% [w/v] NaCl

Antibiotikum-haltiger LB-Agar:

1 % [w/v] Bacto-Trypton

0,5 % [w/v] Hefeextrakt

1% [w/v] NaCl

1,5 % [w/v] Bacto-Agar

100 pg/ml (Endkonzentration) Antibiotikum

2.2.8 Plasmidpraparation aus Bakterien

Fir die Isolierung des Plasmids aus Bakterienlosung wurde fiir eine 4 ml-Kultur
(Minipraparation) das NucleoSpin® Plasmid Kit (Macherey-Nagel) und fiir eine 200 ml-
Kultur (Midipraparation) das JetStar Maxi Kit (Genomed) oder das PureLink® HiPure
Plasmid Maxiprep Kit (Invitrogen) verwendet. Alle Angaben der Hersteller wurden dabei
befolgt und die isolierte DNA in 30-40 pl (Miniprdparation) bzw. in 200-300 pl

(Midipraparation) autoklaviertem ddH20 eluiert.

2.2.9 Photometrische Konzentrationsbestimmung der DNA

Die Konzentration der DNA wurde mit dem Nanodrop 1000 bei 260-280 nm

spektrophotometrisch bestimmt.

2.2.10 Sequenzierung der DNA

Die Sequenzierung von Plasmiden wurde von dem Biotech-Unternehmen Eurofins
Genomics (Ebersberg) durchgefiihrt und Sequenzrohdaten mithilfe des Programms
CmSuite9 (Scientific und Educational Software, Denver, USA) gegen entsprechende

Vektorkarten abgeglichen und ausgewertet.
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2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 HEK293-Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurden fiir zellbiologische Versuche HEK293-Zelllinien
verwendet. Bei der HEK293-Zelllinie (HEK, human embryonic kidney) handelt es sich um
eine immortalisierte humane Zelllinie, welche sich von embryonalen Nierenzellen ableitet
(Shein and Enders, 1962). HEK293T-Zellen stammen von HEK293A-Zellen ab und
unterscheiden sich von diesen durch ein zusatzliches SV40 T-Antigen, welches die
Replikation von Plasmiden ermoglicht, die ein SV40 origin of replication tragen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden mit HEK293-Zellen des Stammes A sowie des Stammes T
gearbeitet.  Aufgrund einer weitaus hoheren  Transfektionseffizienz  der
Expressionsplasmide in HEK293T- gegeniiber HEK293A-Zellen, wurden HEK293T fiir
proteinbiochemische Analysen verwendet. Immunfluoreszenzfarbungen wurden wegen
ihres insgesamt etwas grofleren Zellkorpers entsprechend in HEK293A-Zellen

angefertigt. Die Transfektionseffizienz fiel in diesen Zellen sehr gering aus.

2.3.2 Kryokonservierung und Kultivierung von Zellen

Die verwendete Zelllinie wurde in Kryobehiltern in flissigem Stickstoff bei -196 °C
aufbewahrt. Diese Art der Aufbewahrung nennt sich Kryokonservierung und beschreibt
das Einfrieren von Zellen in fliissigem Stickstoff, ohne dabei deren Vitalitit zu zerstoren.

Die Kultivierung von konfluenten HEK293-Zellen erfolgte in 10 cm grofden Kulturschalen
in einem auf 37 °C eingestellten Inkubator (Thermo Scientificc HERACell 240i; CO2-
Inkubator) mit 5 % CO2-Gehalt und H20-gesattigter Atmosphare. Zellen wurden mit
phosphatgepufferter Salzlosung (Phosphate buffered saline, PBS) gewaschen, mit 1 ml der
Proteinase Trypsin (1x Trypsinlosung) inkubiert und von der Schale gelost. Die
Zellsuspension wurde bei 311 g 4 min zentrifugiert. Anschlieféend wurde das Zellpellet in
4 ml Komplettmedium resuspendiert. Um Zellen in einer definierten Konfluenz zu halten
wurde zunichst die Lebendzellzahl mithilfe einer Neubauer-Ziahlkammer und folgender

Formel bestimmt:
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X aller gezdhlten Zellen * Verdiinnungsfaktor * 10‘(*Ze11en pro ml)

Lebendzellzahl pro ml =
4(Anzah1 der Quadranten)

Mit der ermittelten Lebendzellzahl lief3en sich Zellen stets in einer Dichte von 1000
Zellen/cm? kultivieren. In der vorliegenden Arbeit wurden nur Zellen verwendet, welche
fir 3 bis 28 Passagen kultiviert wurden. Alle fiir die Kultivierung der Zellen bendtigten

Losungen wurden auf 37 °C vorgewarmt.

Komplettmedium HEK293-Zellen:

phenolrothaltiges Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
10 % [v/v] aktives FCS

1 % [v/v] Natriumpyruvat

1 % Antibiotika/ Antimykotika

1x PBS (pH 7,4):
137 mM NacCl

2,7 mM KCI

10 mM Na2HPO4
1,8 mM KH2P0O4

2.3.3 Transfektion von Zellen

Unter Transfektion versteht man allgemein das Einschleusen von fremdem genetischem
Material, wie z.B. Plasmide oder siRNA, in eukaryotische Zellen. Diese von Graham 1973
entwickelte Methode sorgt dafiir, dass moglichst viel genetisches Material in die Zelle und
weiter in den Zellkern eindringt, ohne dabei ein grofies Absterben jener Zellen zu
bewirken (Graham and van der Eb, 1973). Aufgrund vieler verschiedener Typen von

Zellen wurden im Laufe der Jahre verschiedene Transfektionsmethoden entwickelt.

Calcium-Phosphat-Prizipitation
Eine in dieser Arbeit angewandte Methode ist die Calcium-Phosphat-Prazipitation
(Graham and van der Eb, 1973). Calciumchlorid, Natriumphosphat sowie das eingesetzte

genetische Material bilden zusammen einen feinkdrnigen Niederschlag an ausfallendem
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Calciumphosphat mit daran gebundener DNA. Diese feinen DNA-haltigen Prazipitate
werden vermutlich mittels Endozytose von den Zielzellen aufgenommen.

Flr eine am Vortag mit 50 %iger Zellkonfluenz kultivierte 60 cm? Zellschale wurde eine
einfache Transfektionslosung hergestellt. Diese bestand aus 420 pl ddH20, 60 pl 2 M CacClz
und 10 pg DNA sowie 480 pl 2x HBS-Puffer, welcher unter vorsichtigem Schiitteln der
Losung tropfenweise beigemischt wurde. Transfektionsansatze fiir 60 - 70 % konfluente
Zellen auf 2 cm? groflen Deckglasern wurden der Flache entsprechend im Volumen
angepasst. Nach 30-minttiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die

Transfektionslosung dem Nahrmedium der Zellen zugegeben.

2x HBS-Puffer (pH 7,2):
280 mM NaCl

50 mM Hepes

1,5 mM Na2HP0O4

Elektroporation

Eine weitere in dieser Arbeit angewandte Methode zur transienten Transfektion von
Zellen ist die sogenannte Elektroporation. Dabei sorgen kurze elektrische Impulse fiir
eine Permeabilisierung von Zellmembranen, sodass siRNAs und Plasmide vermutlich

durch Diffusion aus der Losung in die Zielzellen gelangen.

Je Transfektionsansatz wurden 400 pl Elektroporationspuffer mit 700.000 Zellen, 30 ug
siRNA sowie 15-30 pg Plasmid in eine entsprechende Kiivette liberfiihrt. Mithilfe eines
Nucleofector 2b Elektroporators (Lonza, Koln) wurde die Elektroporation, mit einem
Programm dem Zelltyp entsprechend, durchgefiihrt. Nach fiinfmintitiger Erholungsphase
der Zellen im Inkubator wurden diese aus der Kiivette in Kulturschalen mit Komplett-

Medium tiberfiihrt.

Elektroporationspuffer (pH 7,3):
135 mM KCl

0,2 mM CaClz

2 mM MgCl

5 mM EGTA

10 mM HEPES

25 9% Hitze-inaktiviertes FCS
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Unabhangig der gewahlten Transfektionsmethode wurde stets 24 h nach Applikation der
Transfektionslosung ins Komplett-Medium, dieses gegen frisches ausgetauscht und Zellen
fir weitere 24 h kultiviert bis diese fiir proteinbiochemische Methoden (2.4.

Proteinbiochemische Methoden) verwendet werden konnten.

2.3.4 BafilomycinA;-Behandlung

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Untersuchung der autophagischen Aktivitiat von
Zellen diese mittels BafilomycinA1 (BafA1) behandelt und analysiert.

BafA1 gehort zur Familie der toxischen Makrolid-Antibiotika und dient als Inhibitor der
autophagolysosomalen Proteindegradation. BafAi verhindert die Ansduerung der
Lysosomen durch Inhibition der V-ATPase. Dadurch wird die Fusion des Autophagosoms
mit dem Lysosom erschwert und zusatzlich die lysosomale Degradation der Proteine
durch saure Proteasen inhibiert und als Folge dessen kommt es zu einem ,, Auflaufen“ von
Autophagosomen (Mauvezin and Neufeld, 2015).

Bestandteile der Autophagosomen wie LC3 oder p62 respektive deren Proteinspiegel
konnen proteinbiochemisch (2.4 Proteinbiochemische Methoden) gemessen (Yamamoto
et al., 1998) und somit die autophagische Aktivitat ermittelt werden. Dazu werden die
Proteinspiegel von BafAi-behandelten und von einem mit &quivalenter
Losungsmittelkontrolle (DMSO-Behandlung) behandelten Kontroll-Ansatz in Relation
(LC3B-II + BafA1) - (LC3B-II - BafA1) zueinander gebracht.

Entsprechend der gewiinschten Endkonzentration von BafA1 (2 uM) wurde dieses mit
Komplett-Medium versetzt und auf Zellen gegeben. BafA1 liegt in DMSO gel6st vor, sodass
Kontrollen mit gleichen Mengen DMSO behandelt wurden. Nach 4 h Inkubationszeit
wurden Zellen geerntet und deren Gesamtprotein isoliert (2.4.2 Zelllyse und
Proteinprdparation) oder auf Deckglaser ausgesite Zellen fiir nachfolgende

Immunfluoreszenzfarbung fixiert (2.4.1 Immunfluoreszenzfarbung).
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2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Immunfluoreszenzfarbung

Die Immunfluoreszenzfarbung dient der Detektion exprimierter Proteine innerhalb von
Zellen. Das Prinzip beruht auf der Bindung eines primadren Antikérpers an das
entsprechende Protein, woran wiederum ein sekundirer, fluoreszenzmarkierter
Antikorper binden kann. Durch Anregung mit Licht entsprechender Wellenldnge lasst
sich dieser sekundare Antikérper mikroskopisch detektieren.

Dazu wurden Zellen auf sterilen Deckglaschen kultiviert (2.3.2 Kryokonservierung und
Kultivierung von Zellen) und bei gegebenem Experiment transfiziert (2.3.3 Transfektion
von Zellen) und mit BafA1 behandelt (2.3.4 BafilomycinAi1-Behandlung). Anschliefsend
erfolgte die Fixierung der Zellen auf den Deckglaschen. Dafiir wurden diese zweimal mit
1x PBS gewaschen und mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) fiir 20 min bei Raumtemperatur
fixiert. Zur anschliefenden Permeabilisierung der Zellmembranen wurden die Zellen je
nach verwendeter Antikorper entweder mit eiskaltem 90 % Methanol oder mit 0,1 %
Triton X-100 5 min behandelt und erneut mit 1x PBS gewaschen.

Als nachstes wurde der Primarantikorper (1:200-400 in Verdiinnungspuffer) fiir 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Zellen mit 1x PBS erfolgte die
Inkubation des Sekundarantikérper (1:400 in Verdiinnungspuffer) fiir 1 h.
Sekundarantikorper lagen entweder konjugiert mit den fluoreszierenden Farbstoffen
Alexa Fluor 488 oder Carbocyanin (Cy) vor. Anschliefdend wurden die Zellkerne mit 4,6-
Diamidino-2-Phenylindol-dihydrochlorid-hydrat (DAPI) (500 pg/ul in PBS) wahrend
eines zehnminiitigen Inkubationsschrittes markiert und 3x mit 1x PBS gewaschen. Alle
Inkubationen erfolgten im Dunkeln. Abschliefiend wurden die Zellen auf einem
Objekttrager in Eindeckmedium eingebettet und mit einem klaren Nagellack an den
Ridndern des Deckglaschens mit dem Objekttrager fixiert. Somit wurde gewahrleistet,
dass weder das Praparate austrocknet noch das Eindeckmedium mit Sauerstoff reagiert.
Mithilfe des Laserscanning-Mikroskops LSM710 (Zeiss, Gottingen) oder des TCS SPE
confocal-Mikroskop (Leica, Wetzlar) wurde die Immunfluoreszenzfarbungen visualisiert
und aufgenommen und mit den Bildbearbeitungsprogrammen Adobe Photoshop oder

Gimp 2.8 bearbeitet.
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Eindeckmedium (pH 8,5):

1 mg/ml (Endkonzentration) p-Phenylendiamin
70 % Glycerol

in 1x PBS

Verdiinnungspuffer:
10 % FCS
in 1x PBS

2.4.2 Zelllyse und Proteinpraparation

Zur Isolierung der Gesamtproteine aus Zellen erfolgte zuerst das sogenannte Ernten von
Zellen auf Eis. Daflir wurde das Kulturmedium abgesaugt und Zellen mit kalten 1x PBS
gewaschen. Anschliefend wurde je nach Zellkonfluenz zwischen 50 - 200 pl 1x SDS-
Lysispuffer hinzugegeben, Zellen mit einem Schaber von der Schale abgeschabt und in ein
Eppendorfgefaf tiberfiihrt. Die Zelllysate wurden auf Eis 2x 10 s bei 80 Hz sonifiziert.
Diese hochfrequenten Schallwellen sorgen fiir eine vollstandige Lyse der Zellen, indem sie
deren Membranen aufbrechen und somit den Zellinhalt freilegen. Alle Proteine wurden
durch ein fiinfminiitiges Aufkochen bei 99 °C denaturiert und gegebenenfalls bei -80 °C

gelagert.

3x SDS-Lysispuffer (pH 6,8):
187,5 mM Tris-HCL

6 % [m/v] SDS

30 % [m/V] Saccharose

PPI

Proteinase- und Phosphatase-Inhibitoren (PPI):
cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail und PhosSTOP™ ((Roche) Merck,
Darmstadt) entsprechend den Herstellerangaben
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2.4.3 ATGS8-GST Proteinreinigung und DNAJC13 Peptid Array

Die hoch konzentrierte Anreicherung eines bestimmten Proteins aus einem biologischen
Gemisch beschreibt das allgemeine Verfahren einer Proteinreinigung. Ist das
angereicherte Protein ein beschriebener Interaktionspartner definierter Motive oder
Domadnen innerhalb eines Proteins von Interesse, so kann das aufgereinigte Protein zur
Detektion jener Motive oder Domanen genutzt werden. Der hier verwendete Peptid Array
besteht aus synthetisch hergestellten 15mer DNAJC13 Peptidsequenzen, welche mit
einem Versatz von drei Aminosduren pro Peptidsequenz auf eine Tragermembran
gebunden wurden (Intavis, Bioanalytical Instruments, Koln). Aufgereinigtes ATG8-GST
Protein konnte an seine Bindemotiv-Sequenzen der DNAJC13 Peptidsequenzen binden

und mittels Inmundetektion nachgewiesen werden.

2.4.3.1 Proteinreinigung von rekombinantem ATG8-GST

Dazu wurden zundchst transformationskompetente Rosetta™(DE3) -Zellen (E. coli) mit
einem ATG8-GST-tragendem Plasmid transformiert und dessen Expression durch
Applikation von IPTG induziert (2.2.7 Transformation von Bakterien). ATG8 lag mit GST
konjugiert vor, was die Prazipitation des ATG8 via GST aus dem Zelllysat sowie die
Detektion des ATG8s in weiteren proteinbiochemischen Anwendungen wie dem Peptid
Array erlaubte. Erfolgreich transformierte und weiter kultivierte Rosetta-Zellen wurden
schliefRlich mittels Zentrifugation pelletiert, mit Proteinreinigungs-Lysispuffer
resuspendiert und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Zusatzliches flinfmaliges
sonifizieren des Lysats bei einer Amplitude von 30 % fiir jeweils 30 s auf Eis sorgte fir
einen vollstandigen Zellaufschluss. Weiter wurde das Lysat in Pelletfraktion und
Uberstand mittels Zentrifugation fiir 30 min bei 4 °C und 10000 g aufgetrennt. Die sich im
entstandenen Uberstand befindlichen ATG8-GST Proteine wurden anschlieRend iiber
Nacht bei 4 °C im Rotator mit Glutathione Sepharose® 4B Beads (Sigma-Aldrich, Hamburg;
500 pl/25 ml) inkubiert. Die Beads wurden zuvor 2x mit Proteinreinigungs-Lysispuffer
gewaschenen, fiir 3 min bei 500 g und 4 °C trockenzentrifugiert und in Proteinreinigungs-
Lysispuffer aufgenommen. Am nachsten Tag wurde das Gemisch aus Glutathione
Sepharose® 4B Beads und Zelllysat 4x mit Proteinreinigungs-Waschpuffer gewaschen.

Dieser wurde stets mit Kapillarfiltern abgenommen, um zum einen die Bindung der AGT8-
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GST Proteine an die Beads nicht zu 16sen und zum anderen keine der Proteinkomplexe
wegzuwaschen. Die Elution der ATG8-GST Proteine von den Beads erfolgte in
Elutionspuffer auf dem Schiittelinkubator bei 600 rpm fiir 5 min und wurde dreimal
wiederholt. Der dabei mit Kapillarfiltern aufgenommene Uberstand enthielt die isolierten
ATG8-GST Proteine und wurde in eine Dialysekasette (3500 MWCO Slide-A-Lyzer™ Dialysis
Cassette, Thermo Fischer Sientific) Uberfiihrt. Diese wiederum wurde in einem mit
Riihrfisch und 2 L TBS gefiilltem Gefaf3 befestigt und bei 4 °C inkubiert/gewaschen. Nach
1 h sowie nach weiteren 2 h wurde TBS durch frisches ersetzt und die Dialysekassette
tiber Nacht inkubiert. Die Membran der Dialysekassette besteht aus einer definierten
Porengrofie, durch die kleinere Molekiile als Verunreinigungen wie Salze aus Puffern
diffundieren und somit effektiv entfernt werden kénnen. Die gereinigten ATG8-GST
Proteine wurden anschliefend der Dialysekassette entnommen und deren Konzentration
bestimmt (2.4.4 Proteinquantifizierung nach der BCA-Methode). Das somit aufgereinigte
ATG8-GST Protein konnte in TBS-T (1 pg/1 ml) fiir 2 h mit einer DNAJC13 Peptid Array
Membran inkubieren und ausgewertet werden.

Diese Methode wurde freundlicherweise mit der Unterstiitzung von Dr. Jennifer Jung,
Institut fiir Biochemie II, Goethe Universitat, School of Medicine, Frankfurt, durchgefiihrt.

Materialien wurden ebenso zur Verfligung gestellt.

2.4.3.2 DNAJC13 Peptid Array

Um die einzelnen DNAJC13 Peptide auf der Tragermembran sichtbar zu machen wurde
diese fiir 1 min mit Ponceau S inkubiert, anschlief3end mit ddH20 gewaschen und tiber
Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Nach Inkubation mit 100 % Methanol fiir 10 s
folgte 2x fliinfminttiges Waschen der Membran mit TBS-T und eine weitere Inkubation
von 1 h mit 5 % Milch in TBS-T und 3x zehnmintitiges Waschen der Membran mit TBS-T.
Schliefdlich wird das zuvor aufgereinigte ATG8-GST Protein in TBS-T (1 pg/1 ml) fiir 2 h
mit der DNAJC13 Peptid Array Membran inkubiert und diese erneut 4x 10 min mit TBS-T
gewaschen. Dabei konnten ATG8-GST Proteine an komplementare Bereiche der DNAJC13
Peptidsequenzen binden. Uber Nacht bei 4 °C wurde die Membran mit einem HRP-
gekoppelten GST-Antikorper inkubiert und Proteine schliefdlich densitometrisch
nachgewiesen (2.4.9 Immundetektion Membran-gebundener Protein). Die Analyse des

Arrays erfolgte nach Angaben des Herstellers, tUber dessen mitgelieferten
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Aminosauresequenz-Codes Riickschliisse tiber den Ort bzw. den Bereich der Bindung des
ATG8-GST Proteins an DNAJC13 gemacht werden konnte. Die codierten Sequenzbereiche
wurden mit gelisteten iLIR Sequenzbereichen von humanem DNAJC13 (iLIR Autophagy
Database: https://ilir.warwick.ac.uk.) verglichen und ausgewertet (Kalvari et al, 2014;

Jacomin and Al., 2016).

Proteinreinigungs-Lysispuffer :
20 mM TRIS-HCI (pH 7.5)
10 mM EDTA

5 mM EGTA

150 mM NacCl

10 % NP40

1 %Triton-X-100
Benzonase (10 pl/50 ml)
1 mM DTT

PPI

Lysozym (2 mg/ml)

Proteinreinigungs-Waschpuffer :
1 M TRIS (pH 7.5)

0,5M EDTA

0,5M EGTA

1 M NaCl

100 mM DTT

Elutionspuffer:
10 mM reduzierte Glutathionen
50 mM Tris-HCI (pH 8)

Ponceau S-Losung:
0,5 % [m/v] Ponceau S
1 % [v/v] Essigsaure

TBS(-T):

137 mM NacCl

2,7 mM KCI

2,8 mM Tris-Basw
0,02 mM Tris-HCl
0,05 % Tween20
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2.4.4 Proteinquantifizierung nach der BCA-Methode

Die Bicinchonin-Saure (BCA) -Methode verkniipft die sogenannte Biuret-Reaktion mit der
Bicinchoninsdure als Detektionssystem. Dabei kommt es zundchst zu einer farbigen
Komplexbildung zwischen Peptidbindungen und Cu?+*-Ionen in alkalischem, wassrigem
Milieu (Biuret-Reaktion). Die Cu2*-lonen des Komplexes werden zu Cu*-lonen reduziert,
die wiederum mit BCA violette Farbkomplexe bilden, welche durch Absorptionsmessung
bei 560 nm eine kolorimetrische Detektion von Proteinen zulasst.

Die Proteinkonzentration der Zelllysate wurde mit dem BCA Protein Assay Kit (Pierce)
nach Angaben des Herstellers relativ zur bekannten Proteinkonzentration einer bovinen
Serumalbumin (BSA) -Standardkurve ermittelt. Dazu wurden die Zelllysate mit BCA-
Losung versetzt und fiir 30 min bei 60 °C inkubiert, bevor das absolute Expressionsniveau
der Proteine mithilfe des Mikrotiterplatten-Lesegerats Multiskan RC (Thermo Fischer
Scientific, Dreieich) photometrisch bestimmt wurde. Von allen Proben wurden

Doppelbestimmungen durchgefiihrt um moégliche Fehler auszugleichen.

2.4.5 Co-Immunoprazipitation

Die Co-Immunoprazipitation (Co-IP) beschreibt ein biochemisches Verfahren zur
Ermittlung einer Protein-Protein-Interaktion in vitro sowie in vivo. Dabei macht man sich
die Eigenschaft zunutze, ein Antigen mit all seinen Interaktionspartnern {liber einen
spezifisch bindenden Antikérper aus einer Losung zu konzentrieren und mittels weiterer
biochemischer Verfahren nachzuweisen (Takahashi, 2015).

Dafiir wurden zuvor Zellen je nach Versuch transfiziert (2.3.3 Transfektion Zellen) und
am Tag der Ernte auf Eis mit 1x PBS gewaschen und mit einem milden Co-IP-Lysispuffer
versetzt. Nach zehnminiitiger Inkubation der Zellen mit Lysispuffer wurden diese in ein
,Low Retention“-Inkubationsgefafd tberfiihrt und fiir 10 min bei 4 °C und 1000 g
zentrifugiert. Die Konzentration der im Uberstand enthaltenen léslichen Proteine wurde
quantifiziert (2.4.4 Proteinquantififzierung nach der BCA-Methode) und 1000 pg Protein
auf 1 ml mit Co-IP-Lysispuffer aufgefiillt. Bevor Magnetic Beads verwendet wurden,
wurden sie zuvor 3x mit 1 ml Co-IP-Lysispuffer gewaschen und dabei stets mithilfe des
magnetischen Probenstdnders von ihrer Losung getrennt. Eine erste Inkubation des
Proteinlysats mit 25 pl ,Pierce Protein A/G Magnetic Beads” (Thermo Scientific) im

51



2 MATERIAL UND METHODE

Rotator bei 4 °C fiir 1 h sorgte dafiir, dass alle an die Magnetic Beads unspezifisch
bindenden Proteine herausgefiltert wurden. Anschliefdend wurde zu den Proteinlysaten
entweder 1 pug Primarantikorper oder 1 pg korrespondierendem Immunglobulin G-
Antikorper (IgG-Kontrolle) gegeben, dieses fiir 1 h bei 4 °C auf dem Rotor inkubiert und
erneut mit 25 pl Magnetic Beads tiiber Nacht bei 4 °C im Rotor inkubiert. Am nachsten Tag
wurden die Magnetic Beads 3x mit 1 ml Waschpuffer gewaschen und in 20 pl 2x SDS-
Ladepuffer aufgenommen. Abgidngig davon aus welcher Spezies die Immunglobuline
stammten (Maus oder Kaninchen) wurden die Protein-Protein-Antikorper Verbindungen
entweder durch kochen bei 99 °C fiir 5 min und leichtem Schiitteln (Maus) oder durch
starkes Schiitteln (Kaninchen) fiir 10 min bei Raumtemperatur von den Magnetic Beads
gelost. Mittels SDS-PAGE (2.4.7 SDS-PAGE) wurden die Proteine ihrem Molekulargewicht

nach aufgetrennt und standen somit fiir weitere biochemische Verfahren zur Verfiigung.

Co-IP-Lysispuffer:

50 mM (pH 7,4) HEPES-NaOH
150 mM NaCL

10 % Glycerol

2,5mM EDTA

1 % Triton X-100

Waschpuffer:

HEPES-NaOH (pH 7,4) 50 mM
NaCL 150 mM

Triton X-100 1 %

2.4.6 Differentielle Fraktionierung

Die differentielle Fraktionierung dient der Abtrennung von léslichen und nicht-léslichen
Zellbestandteilen mittels Zentrifugation. Dabei werden die Gesamtproteine der Zellen wie
unter 2.4.2 beschrieben isoliert, in 1x PBS-PPI aufgenommen und 2x fiir 10 s bei 80 Hz
sonifiziert. Nach erfolgter Bestimmung der Proteinkonzentration (2.4.4) wurde ein Teil
des Gesamtlysats (GL, 200 pl) separiert und das restliche Lysat (150 pg in 250 pl) fiir 15
min bei 18000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand (U) wurde abgenommen, das
Pellet einmal mit PBS gewaschen und erneut fiir 15 min bei 18000 rpm und 4 °C

zentrifugiert. Anschlieffend wurde das Pellet (P) in 300 ul 3x SDS-Lysispuffer
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resuspendiert und 2x fiir 5 s bei 60 Hz sonifiziert. Nach erneuter Bestimmung der
Proteinkonzentration wurden die jeweiligen Proben GL, U und P mittels SDS-PAGE (2.4.7)

und Western-Blot-Verfahren (2.4.8) weiter analysiert.

3x SDS-Lysispuffer (pH 6,8):
187,5 mM Tris-HCL

6 % [m/v] SDS

30 % [m/V] Saccharose

PPI

2.4.7 SDS-PAGE

Eine Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli
dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht (Cleveland et al,
1977). Um dafiir die Proteine zu linearisieren, wurden diese durch Erhitzen und der
Zugabe von f3-Mercaptoethanol und dem anionischen Detergenz SDS reduziert und
denaturiert. Aufderdem wurde somit die Eigenladung der Proteine mit einem negativen
,Ladungsmantel“ aus SDS liberdeckt. Von einem elektrischen Feld angetrieben, wandern
die Proteine entsprechend ihres Molekulargewichts durch ein Polyacrylamid-Gel mit
definierter Porengrofde in Richtung der Anode. Kleinere Molekiile wandern schneller
durch die Poren des Gels als grofiere und trennen sich somit in unterschiedliche Banden
auf. Die Gele setzten sich aus einem 4 %igen Sammelgel sowie einem 8 oder 12 %igen
Trenngel zusammen (Tabelle 6) und wurden in eine mit 1x SDS-Laufpuffer befiillten
Gelelektrophorese-Kammer eingesetzt. Zur Vorbereitung der Proben wurde jeweils
dieselbe Menge Protein (15 pg) mit 4x Ladepuffer versetzt, bei 99 °C fiir 5 min aufgekocht
und in die Tasche des Gels aufgetragen. Page Ruler Prestained Protein Ladder (Fermentas,
St. Leon-Rot) wurde als Grofdenmarker aufgetragen. Zur Synchronisierung der Proteine
liefen diese zunachst bei einer Spannung von 90 V in das vorangeschaltete Sammelgel ein
und trennten sich schlief3lich bei 120 Vim Trenngel auf. Daraufhin wurde das Gel auf eine

Tragermembran transferiert (2.4.8 Proteintransfer auf eine Tragermembran).
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Tabelle 6: Zusammensetzung der Trenn-und Sammelgele

Reagenz Trenngel 8% Trenngel 12%  Sammelgel 4%
40% Acrylamid/Bisacrylamid 2ml 3 ml 0,75 ml
(29:1)
Trenngelpuffer 2,5 ml 2,5 ml -
Sammelgelpuffer - - 2,5ml
ddH20 5,5 ml 5ml 6,5 ml
10 % APS 100 pl 100 pl 100 pl
(Ammoniumperoxodisulfat)
TEMED (Tetramethyldiamin) 10 pl 10 pl 10 pl
4x Ladepuffer:
0,25 mM Tris

8 % [m/v] SDS

40 % [v/v] Glycerol

0,04 % [v/v] Bromphenolblau
20 % B-Mercaptoethanol

1x Laufpuffer fiir SDS-PAGE:
25 mM Tris-HCI (pH 8,3)

250 mM Glycin

0,1 % [m/v] SDS

Trenngelpuffer:
1,5 M Tris-Base (pH 8,8)
0,4 % [m/v] SDS

Sammelgelpuffer:
0,6 M Tris-HCI (pH 6,8)
0,4 % [m/v] SDS

2.4.8 Proteintransfer auf eine Tragermembran

Beim Western-Blot handelt es sich um ein Verfahren zum Nachweis von Proteinen durch
einen elektrophoretischen Transfer von einem SDS-PAGE-Gel auf eine Nitrocellulose-

Membran.
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Das ,Blotting-Sandwich®, bestehend aus ,Sandwich-Klammern“, Wortmann-Paper,
Nitrocellulose-Membran und Gel samt darin aufgetrennter Proteine, wird in eine
passende mit 1x Transferpuffer befiillten Nassblot-Kammer (BioRad, Miinchen) zwischen
zwei Elektroden eingespannt. Der Transfer erfolgte bei einer Spannung von 30 V iiber
Nacht. Mit der Ponceau S-Farbung wurden die Proteinbanden nach dem Ubertrag auf die
Membran visualisiert und der Transfer auf Gleichmafdigkeit tiberpriift. Ponceau S gehort
zu den Azofarbstoffen und bindet an die positiv geladenen Aminogruppen der Proteine
was als rosaroter Bandenfarbstoff zu erkennen ist. Der reversibel gebundene Farbstoff

wurde anschlief3end mit ddH20 abgewaschen.

1x Transferpuffer:

250 mM Glycin

20 % [v/v] Mathanol

25 mM Tris-HCI (pH 8,3)

Ponceau S:

0,02 % [w/v] Ponceau S

0,3 % [w/v] Trichloracetat

0,3 % [w/v] Sulphosalicylsaure

2.4.9 Immundetektion Membran-gebundener Proteine

Der spezifische Nachweis einzelner, auf einer Nitrocellulose-Membran gebundener
Proteine, erfolgte via einer sogenannten ,indirekten Antikérperfarbung®. Dafiir wurden
alle unspezifischen Antikérperbindungsstellen auf der Nitrocellulose-Membran mit einer
4 %igen Milchlosung gesattigt. Nach einer Inkubationszeit von 1 h wurde die Membran
3x mit PBS-T gewaschen und tiiber Nacht bei 4 °C mit einem spezifischen
Primarantikorper, welcher an das Antigen des jeweiligen Proteins auf der Membran
binden konnte, inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Membran 3x 10 min mit PBS-T
gewaschen und fiir 1 h mit einem Sekundarantikorper (2.1.2.6 Antikorper; 1:10000 in 10
ml PBS-T) inkubiert. Dieser ist mit einer Meerettichperoxidase (Horseradish peroxidase,
HRP) konjugiert, welche dem indirekten Nachweis der Proteine diente. Nach Applikation
einer ECL-Losung (enhanced chemiluminescence) katalysiert die HRP die Umsetzung von
Luminol in seine oxidierte Form, die sich in Form eines Chemilumineszenzsignals
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detektieren lasst. Dieses proportional der Menge an vorhandenem Protein entstehende
Chemilumineszenzsignal wurde mithilfe des Gerats Fusion-SL 3500WL (Peqlab,
Erlangen) aufgenommen. Zur Entwicklung einer Membran wurde ein Ansatz aus ECL-
Losung A, ECL-Losung B und 30 % H202 hergestellt (Verhaltnis 1000:100:1) und
unmittelbar vor Detektion auf die Membran gegeben.

Die densitometrische Auswertung der Signale erfolgte mit dem Programm ImageJ. Zur
Bertuicksichtigung des Hintergrunds wurde ein Nullwert abgezogen. Eine weitere

Verrechnung der Werte erfolgte mithilfe des Programms Microsoft® Excel.

4 % Milchlosung (pH 7,4):
4 % [w/v] Magermilchpulver in PBS-T

1x PBS-T:

137 mM NacCl

2,7 mM KCI

10 mM NazHPO4 Anhydrat
1,8 mM KH2HPO4

0,05 % Tween20

ECL-Losung A:
0,1 M Tris-HCI (pH 6,8)
0,025 % [m/v] Luminol

ECL-Losung B:
0,11 % [m/v] para-Hydroxycumarinsaure in DMSO

2.5 Statistik

Zum statistischen Vergleich von zwei Gruppen, wurden Messwerte mittels des t-Tests fiir
unabhangige Stichproben mit dem Programm Microsoft® Excel 2016 analysiert. Eine
Irrtumswahrscheinlichkeit (p-Wert) wurde ausgeschlossen, wenn der Signifikanzwert
unter 0,05 lag. Der Unterschied der Messwerte zweier Gruppen wurde dann als statistisch
signifikant definiert, was durch (*) gekennzeichnet wurde. Fiir alle Auswertungen galten
folgende Signifikanzgrenzen: p = 0,05 (nicht signifikant), p < 0,05 (*, signifikant), p < 0,01
(**, hoch signifikant). Als Streuungsmaf3 (Varianz) wurde der Standardfehler (Standard
Error of the Mean, SEM) berechnet und angegeben.
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3.1 Charakterisierung der DNAJ-Doméne von DNAJC13

Aufgrund seiner zentral gelegenen DNAJ-Domidne gehort DNAJC13 zu der hoch
konservierten DNAJ/HSP40-Proteinfamilie. Die Mitglieder dieser Familie fungieren als
Co-Chaperone von HSP70 und regulieren tber ihre DNAJ-Domédne deren ATPase-
Aktivitdt, wodurch HSP70 seiner vielfdltigen Rolle in der Proteinhomdostase gerecht
werden kann (Wall, Zylicz and Georgopoulos, 1994; Tsai and Douglas, 1996; Chang, Hull
and Mellman, 2004; Qiu et al, 2006). In dieser Dissertation wurde nun die Fragestellung
bearbeitet, inwiefern die DNAJ-Domdne von DNAJC13 relevant fiir seine Funktion
innerhalb seiner autophagischen Aktivitat ist. Um dies zu analysieren, wurden zunéachst

Expressionsstudien unternommen.

3.1.1 Generierung und Untersuchung einer DNAJC13-DNA]J Expressions-

Mutanten

Untersuchungen sowohl im prokaryotischen als auch im eukaryotischen System zeigten,
dass das hoch konservierte HPD-Motiv (H=Histidin, P=Prolin, D=Aspartat) innerhalb
einer jeden DNAJ-Domadne essentiell fiir die Bindung und Stimulation der ATPase-
Aktivitat von DnaK/HSP70 ist (Wall, Zylicz and Georgopoulos, 1995; Tsai and Douglas,
1996). Die Substitution der Aminosaure Histidin zu Glutamin [(H1332Q)PD] fiihrte zu
einem Verlust der Bindung an HSP70 und damit auch der Stimulation der ATPase-
Aktivitat (Wall, Zylicz and Georgopoulos, 1995; Tsai and Douglas, 1996). Durch den
Einbau dieser [(H1332Q)PD]-Mutation (Abbildung 9) sollte im nachsten Schritt dieser
Arbeit die Expression von DNAJC13-DNAJ und dessen Interaktion mit HSP70 untersucht
werden. Zur Vereinfachung soll fortan unter der Bezeichnung DNAJC13-DNA]J
(pEFBos:DNAJC13-DNAJ[QPD]-Flag) immer die Mutante zu verstehen sein.
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Abbildung 9: Proteinstruktur der DNAJC13-DNAJ Mutante. In die Kernsequenz [HPD] der zentral
gelegenen DNAJ-Domédne wurde durch Substitution der Base Cytosin zu Guanin [C3996G] eine
Punktmutation [QPD] eingefiigt. Die DNAJC13-DNA] Mutante (pEFBos:DNAJC13-DNAJ[QPD]-Flag) ist
analog dem wildtypischen DNAJC13 Expressionskonstrukt (pEFBos:DNAJC13-Flag) 2243 Aminosauren
lang. Dargestellt sind die N-terminal gelegene PI-Domiane und vier IWN-Wiederholungssequenzen. C-
terminal wurde das Protein mit Flag konjugiert.

Bevor der Einfluss der DNAJ-Domane auf den autophagischen Flux untersucht wurde,
sollte zuvor lberprift werden, ob die spezifische QPD-Mutation innerhalb der DNA]J-
Doméine von DNAJC13 die Interaktion zu HSP70 verhindert. Nach Uberexpression in
HEK293T-Zellen konnte gezeigt werden, dass die DNAJC13-DNAJ Mutante im Gesamtlysat
(Abbildung 10) wie wildtypisches DNAJC13 ein spezifisches Molekulargewicht von 230
kDa aufweist. Nach der Co-IP mit einem a-Flag-Antikérper konnte eine Interaktion beider
DNAJC13-Varianten, der wildtypischen sowie der DNAJ Mutanten, mit HSP70 mithilfe
eines spezifischen Antikérpers im Western-Blot detektiert werden. Der Einbau der
spezifischen QPD-Mutation innerhalb der DNAJ-Domane flihrte somit zu keinem

Interaktionsverlust zu HSP70.

Plasmid:  DNAJC13-Flag DNAJC13-DNAJ-Flag
a-Flagg 1P IgG GL IP IgG GL
HSP70 | e — @ |- 70 kDa

Flag . - - # |-230KkDa

Abbildung 10: Co-IP der DNAJC13-DNAJ Mutante und HSP70. Nach Transfektion von pEFBos:DNAJC13-
Flag oder von DNAJC13-DNAJ-Flag in HEK293T-Zellen erfolgte die IP (Immunprazipitation) mit einem a-
Flag-Antikorper. IgG (Immunglobulin G; a-Maus) wurde als Negativkontrolle verwendet. GL zeigt das
jeweilige Gesamtlysat. Nach SDS-PAGE (10 % Laemmli-Trenngel) und Western-Blot wurden die Proteine
HSP70 und Flag mittels spezifischer Antikérper detektiert.
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3.1.2 Untersuchung des Einflusses der DNAJC13-DNAJ Mutante auf den

autophagischen Flux

Um die Frage zu kldren, ob die Punktmutation innerhalb der DNAJ-Domane einen Einfluss
auf die Funktion von DNAJC13 in der Autophagie hat, wurde der autophagische Flux
bestimmt. Nach Uberexpression der Proteine DNAJC13 sowie DNAJC13-DNA] in
HEK293T-Zellen wurden diese mit BafA1 behandelt. BafA1 verhindert die Ansduerung der
Lysosomen durch Inhibition der V-ATPase und inhibiert somit die autophagolysosomale
Proteindegradation. Dies hat zur Folge, dass Autophagosomen in der Zelle auflaufen.
Diese Ansammlung kann mittels Analyse der autophagosomalen Marker LC3B und p62
biochemisch detektiert werden. LC3B ist essentieller Bestandteil von Autophagosomen
und sowohl an der inneren als auch an der &dufieren Membran lokalisiert. Die
kaskadenartige Prozessierung der ATG8/LC3-Familie verldauft von proLC3 tuber
zytosolisches LC3-1 zu lipidiertem LC3-II (LC3-PE). An der inneren Membran lokalisiertes,
lipidiertes LC3B-II fungiert als Andockstelle fiir Autophagie-Rezeptoren. p62 ist ein
Autophagie-Rezeptor und vermittelt die spezifische Degradation von Autophagie-
Substraten, indem es zum einen ubiquitinierte Substrate bindet und zum anderen iiber
sein LIR-Motiv an LC3B-II bindet. Beide genannten Proteine sind zudem selbst Substrat
der Autophagie, entsprechend kénnen sie als Mafd3 der autophagischen Aktivitat bzw.
Degradation verwendet werden.

Die Quantifizierung des autophagischen Flux erfolgte durch Subtraktion der LC3B-II- und
p62-Kontrollwerte von den jeweiligen BafAi-behandelten Werten (Abbildung 11, B+C).
Anhand der Western-Blot Analyse von LC3B-II und p62 konnte gezeigt werden, dass ein
erhohter Proteinspiegel von DNAJC13, ebenso von DNAJC13-DNA]J, gegeniiber der
Kontrolle (Leervektor (Mock)) zu einem erh6hten autophagischen Flux fiihrt (Abbildung
11, A). Diese Daten deuten darauf hin, dass auch die DNAJC13-DNA]J Mutante die
Autophagie positiv moduliert. Des Weiteren bestatigen diese Daten den positiven Einfluss
von DNAJC13 auf die Autophagie und verifizieren die Untersuchungen unserer

Arbeitsgruppe (Besemer et al., in Begutachtung).

59



3 ERGEBNISSE

A
Plasmid: Mock DNAJC13- DNAJC13-
Flag DNAJ-Flag
BiifAl: - + - + - +

DNAJCI3 | s s - - Sa® B | _)30kDa

-18kDa

LC3BT | s - o | iikDa

LC3BII

PO2 | S S e e | - 62 kDa

o
(@]

)

Tubulin |y S SN SN S s - 50 kDa
300 4

250 4 200 4
200 -
50 4
100 -
- I

Mock DNAJC13-Flag ~ DNAJC13-DNAJ-Flag Mock DNAJC13-Flag  DNAJC13-DNAJ-Flag

() o
=] 23
(=] (=]

Jun
%
=)
@«
(=]

v
(=)

Autophagischer Flux [%)]
g

(LC3BII +BafA,) - (LC3B II -BafA
Autophagischer Flux [%]

(p62 +BafA,) - (p62 - BafA,)

=]
(=]

Abbildung 11: Die Uberexpression von DNAJC13 und der DNAJC13-DNAJ Mutante in HEK293T-Zellen
fithrt jeweils zu einem erhéhten autophagischen Flux. (A) HEK293T-Zellen wurden mit
pEFBos:DNAJC13-Flag, pEFBos:DNAJC13-DNA]J-Flag oder pEFBos:Leervektor (Mock) transfiziert und fiir 4
h mit DMSO oder 2 pM BafA1 behandelt. Die Protein-Auftrennung erfolgte in einem 4 - 12 % NuPAGE
Gradientengel. Die Detektion der Proteine DNAJC13, LC3B, p62 und Tubulin erfolgte mittels spezifischer
Antikorper. Bandenintensitidten wurden auf Tubulin normiert. (B+C) Quantifizierung des autophagischen
Flux mittels Subtraktion der LC3B-II- bzw. p62-Kontrollwerte von den jeweiligen BafAi1-behandlten LC3B-
II- bzw. p62-Werten. Mittelwert # SEM; n=3. t-Test: p = 0,1 (n.s.). Die Daten waren statistisch nicht
signifikant.

3.1.3 Subzellulire Lokalisation der DNAJC13-DNAJ Mutante

Sowohl endogenes als auch exogenes DNAJC13 liegt innerhalb von Zellen zytoplasmatisch
verteilt und mit endosomalen Membranen assoziiert vor. Es weist daher eine distinkt
gepunktete Verteilung auf (Fujibayashi et al, 2008; Xhabija et al,, 2011; Xhabija and
Vacratsis, 2015). Um die subzellulare Verteilung der DNAJC13-DNA] Mutante zu
analysieren, wurden die zwei DNA]JC13-Varianten (Wildtyp und Mutante) in HEK293A-
Zellen iiberexprimiert und mittels Immunfluoreszenzfirbung anhand ihrer Flag-

Markierung detektiert (Abbildung 12). Wildtypisches DNAJC13 zeigte, wie bereits
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beschrieben, eine physiologische Verteilung innerhalb intakter Zellen. Eine partielle
Kolokalisation konnte insbesondere nach BafAi1-Behandlung, mit dem autophagosomalen
Marker LC3B detektiert werden. Eine erfolgreiche BafAi-Behandlung war anhand des
verstarkten LC3B-Signals gegeniiber der Kontrolle zu erkennen. Die DNAJC13-DNA]J
Mutante hingegen lag nicht wie der Wildtyp zytoplasmatisch verteilt vor. Stattdessen
aggregierte das mutante Protein innerhalb intakter Zellen. Zusatzlich wurde,
insbesondere nach BafAi-Behandlung, eine Kolokalisation der Mutante mit LC3B

beobachtet (Abbildung 12).

Zusammenfassend konnte anhand mikroskopischer Analysen gezeigt werden, dass die
tiberexprimierte DNAJC13-DNA] Mutante akkumuliert. Dies konnte bedeuten, dass die
DNA] Mutante fehlgefaltet und somit destabilisiert vorliegt und aufgrund dessen,
entgegen der Literatur, stets eine Interaktion mit HSP70 zu beobachten war. Die Analyse
der Autophagie nach Uberexpression der DNAJ-Mutante zeigte einen gesteigerten
autophagischen Flux. Die QPD-Mutation innerhalb der DNAJ-Domaéne fiihrte somit zu
keiner Veranderung der Funktion von DNAJC13 beziiglich dessen Funktion innerhalb der

Autophagie.
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Abbildung 12: Analyse der Verteilung der DNAJC13-DNA]J Mutante nach Uberexpression in
HEK293A-Zellen. Mit pEFBos:DNAJC13-Flag bzw. pEFBos:DNAJC13-DNAJ-Flag transfizierte Zellen
wurden 48 h nach der Transfektion mit BafA:1 oder DMSO behandelt (4h). Da das Expressionskonstrukt mit
Flag konjugiert ist, wurde Flag (rot) und LC3B (griin) visualisiert. Innerhalb intakter Zellen zeigte
wildtypisches DNAJC13 eine punktierte Verteilung, die DNAJC13-DNA] Mutante bildet Aggregate. Die
Zellkerne wurden mit DAPI (blau) angefirbt. ,merge” zeigt die Uberlagerung der Kanile. Die
Fluoreszenzfarbstoffe wurden mit einem konfokalen Mikroskop visualisiert. Der Gréf3enbalken entspricht
20 pm.
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3.2 Untersuchung der Interaktion von DNAJC13 mit ATG8-Proteinen

Bislang konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass DNAJC13 ein positiver Modulator der
Autophagie ist. Allerdings ist iiber den Mechanismus bisher wenig bekannt.
Vorangegangene Arbeiten unterstiitzen die Hypothese, dass DNAJC13 mit der
Phagophore assoziiert vorliegt. DNAJC13 kolokalisiert partiell mit der essentiellen
Autophagie-Komponente ATG9 und beeinflusst deren Transport und/oder die
Lokalisation. ATG9 ist das einzig bekannte Transmembranprotein der
Autophagiemaschinerie und substanzielle Komponente fiir die Reifung der Phagophore.
Allerdings tragen geschlossene, reife Autophagosomen kein ATGY9, was bedeutet, dass
ATGY von dem reifenden Autophagosom entfernt werden muss (Orsi et al., 2012). PI3P
stellt ebenso eine essentielle Komponente bei der Bildung der Autophagosomen dar.
Interessanterweise tragt DNAJC13 ein N-terminal gelegenes PI-Bindemotiv, tiber das das
Protein mit Membranen assoziieren kann (Xhabija et al., 2011; Xhabija and Vacratsis,
2015). DNAJC13 moduliert zudem die partielle Kolokalisation von ATG9 und LC3B und
kolokalisiert selbst partiell mit LC3B (Orsi et al. 2012; Besemer et al, in Begutachtung).
Die genannten Aspekte unterstiitzen demnach die Hypothese, dass DNAJC13 mit
reifenden Autophagosomen bzw. ATG8-Mitgliedern assoziieren kénnte. Zur genaueren
Untersuchung einer direkten Protein-Protein-Interaktion von DNAJC13 mit ATG8-

Proteinen wurden Co-IPs durchgefiihrt.

3.2.1 Untersuchung der Interaktion von DNAJC13 mit LC3B

GFP (grin fluoreszierendes Protein) -LC3B wurde allein sowie in Kombination mit
DNAJC13-Flag in HEK293T-Zellen iiberexprimiert und die jeweiligen Lysate einer Co-IP
unterzogen. Die alleinige Expression von GFP-LC3B diente als Negativkontrolle, da die IP
mit einem a-Flag-Antikorper erfolgte (Abbildung 13). Entsprechend war DNAJC13-Flag
nur in doppelt-transfizierten Zellen (IP1) sowie im Gesamtlysat 1 nachweisbar. Eine
geringfiigig unspezifische Bindung an den a-Flag-Antikorper wurde von GFP-LC3B
sichtbar (IgG1, IP2 und IgG2; in Hohe von 48 kDa). Hingegen wurde eine deutliche
Interaktion von (GFP-) LC3B mit DNAJC13 beobachtet. Die Detektion von HSP70 (IP1)
bestatigte als weitere Positivkontrolle die Co-IP. Die durch diese Co-IP gewonnenen Daten

deuten darauf hin, dass DNAJC13 mit dem ATG8-Protein LC3B interagiert.
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Plasmid: DNAJC13-Flag
GFP-LC3B Gesamtlysat

a-Flag: IP1 IgG1 IP2 IgG2 1 2

HSpP70 | = od e | 70 kDa

Flag - - 230 kDa

Abbildung 13: Co-IP von LC3B mit DNAJC13. Nach Transfektion der HEK293T-Zellen mit pEGFP-LC3B
sowie pEGFP-LC3B mit pEFBos:DNAJC13-Flag erfolgte die IP mit einem a-Flag-Antikdrper. Prazipitate
wurden in einer SDS-PAGE (10 % Laemmli-Trenngel) aufgetrennt und die Proteine durch spezifische
Antikorper nach Western-Blot detektiert. HSP70 diente als Positiv- und IgG (a-Maus) sowie die GFP-LC3B-
transfizierten Zellen als Negativkontrolle.

3.2.2 Untersuchung der Interaktion von GST-ATG8 mit DNAJC13

Da in der obigen IP bereits gezeigt werden konnte, dass iliberexprimiertes DNAJC13
ebenso liberexprimiertes LC3B ko-prazipitiert, sollte dies mittels GST-ATG8-Pulldown auf
umgekehrte Weise bestatigt werden. Dazu wurde in HEK293T-Zellen DNAJC13-Flag
liberexprimiert und die entstandenen Zelllysate mit zuvor aufgereinigten GST-ATG8-
Proteinen (GST-LC3B oder GST-GABARAP) und Glutathionen-Agarose-Beads inkubiert.
Die prazipitierten Protein-Protein-Komplexe wurden mittels Western-Blot Verfahren
analysiert. Abbildung 14 zeigt deutliche Interaktionen beider ATG8-Familienmitglieder,
(GST-) LC3B sowie (GST-) GABARAP mit DNAJC13. An dieser Stelle sei zu betonen, dass
ein starkeres Signal/Co-Immunprazipitat von GST-GABARAP gegeniiber GST-LC3B durch
DNAJC13 detektiert wurde. Der Pulldown von nur Beads oder GST diente als Kontrolle und
bestatigte das Experiment. Es wurde lediglich eine schwache, unspezifische Bindung der

Beads an das DNAJC13 Protein detektiert.
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Gesamtlysat Pulldown: a-GST
GST- GST-
LC3B  GABARAP Beads GST
Flag | — -230 kDa

Abbildung 14: GST-ATG8 prazipitiert DNAJC13. HEK293T-Zellen wurden mit pEFBos:DNAJC13-Flag
transfiziert. Zelllysate wurden mit GST-ATG8 (LC3B oder GABARAP) und Glutathionen-Agarose-Beads
inkubiert. Mithilfe der Beads prazipitierte Protein-Komplexe wurden in einem 10 % Laemmli-Trenngel
aufgetrennt und mittels Western-Blot analysiert. Die Detektion der Proteine erfolgte mit einem spezifischen
Antikorper gegen Flag. Die Western-Blot Analyse des Gesamtlysats zeigt das Level der Uberexpression von
DNAJC13. Die Western-Blot Analyse des GST-LC3B-Pulldowns zeigt eine Interaktion von LC3B mit DNAJC13.
Der GST-GABARAP-Pulldown zeigt eine vergleichsweise intensivere Interaktion mit DNAJC13. Beads und
GST wurden als Kontrollen verwendet. Einzelne Bandenabschnitte wurden neu gruppiert, stammten jedoch
alle von einer Membran.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde dieses Experiment freundlicherweise in Kooperation mit
Dr. Jennifer Jung, unter der Laborleitung von Prof. Dr. Christian Behrends, Universitat

Frankfurt/Main, durchgefiihrt.

3.2.3 Subzellulire Lokalisation von DNAJC13 und ATGS8

Um die beobachteten Interaktionen von DNAJC13 mit (GFP-) LC3B und GST-ATGS8 zu
verifizieren, wurden Immunfluoreszenzfarbungen von DNAJC13-Flag-exprimierenden
HEK293A-Zellen angefertigt (Abbildung 15). Diese Immunfluoreszenzfarbungen sollten
weiteren Aufschluss dariiber liefern, ob DNAJC13 auch innerhalb von intakten Zellen mit
den ATG8-Proteinen LC3B und GABARAP kolokalisiert. Der autophagische Prozess stellt
einen sehr dynamischen und schnell ablaufenden Prozess dar und etwaige Protein-
Protein-Interaktionen sind oftmals von nur kurzer Dauer. Zudem sind generell unter
basalen Bedingungen (DMSO), im Vergleich zu BafAi-behandelten Zellen, wenige
autophagische Strukturen vorhanden. Um eine stattfindende Protein-Protein-Interaktion
erfolgreicher detektieren zu kénnen, wurden die Zellen mit BafA1 behandelt, somit eine
Akkumulation von autophagosomalen Markern (LC3B, GABARAP) verursacht, und diese
mittels spezifischer Fluoreszenz-gekoppelter Antikdrper mikroskopisch detektiert
(Abbildung 15, A+B bei BafA1). Entsprechend wurde unter basalen Bedingungen (DMSO)

weniger LC3B und GABARAP beobachtet (Abbildung 15, A+B bei DMSO0). Demzufolge
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konnte unter basalen Bedingungen eine nur sehr schwach partielle hingegen unter BafAi-
Bedingungen eine deutliche, partielle Kolokalisation von DNAJC13-Flag und LC3B bzw.
GABARAP  gezeigt werden (Abbildung 15, A+B bei BafAi). Diese
Immunfluoreszenzanalysen bestitigen demnach die zuvor gezeigte Interaktion von

DNAJC13-Flag mit LC3B.

A

ws]

Abbildung 15: Immunfluoreszenzfirbungen nach Uberexpression von DNAJC13 zeigen eine
partielle Kolokalisation von ATG8-Proteinen (LC3B und GABARAP) mit DNAJC13 nach BafA:-
Behandlung in HEK293A-Zellen. Mit dem Konstrukt pEFBos:DNAJC13-Flag transfizierte Zellen wurden
48 h nach der Transfektion mit DMSO oder BafA: behandelt (4 h). Mittels Immunfluoreszenzfarbungen
konnte (DNAJC13-) Flag (rot) sowie (A) LC3B und (B) GABARAP (griin) detektiert werden. Die Zellkerne
wurden mit DAPI blau angefirbt. ,merge” zeigt die Uberlagerung der Kanile. Die Fluoreszenzfarbstoffe
wurden mit einem konfokalen Mikroskop visualisiert. Der Grofdenbalken entspricht 20 pm.
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Zusammenfassend konnte mittels Co-IP gezeigt werden, dass liberexprimiertes LC3B mit
DNAJC13 interagiert. Der GST-ATG8-Pulldown bestatigte auf umgekehrte Weise, dass
DNAJC13 sowohl mit LC3B als auch mit GABARAP interagiert. Immunfluoreszenzanalysen
zeigten, insbesondere nach BafA1-Behandlung, eine partielle Kolokalisation von DNAJC13

mit beiden ATG8-Familienmitgliedern LC3B sowie GABARAP.

3.3 Charakterisierung putativer LIR-Motive von DNAJC13

Mittels eines LIR-Motivs interagieren Proteine mit ATG8-Familienmitgliedern (Kirisako
et al, 2000; Nair et al, 2012). Dazu zahlen Autophagie-Rezeptoren sowie Adaptor-
Proteine, von denen erstere mit auf der inneren und letztere mit auf der aufieren
autophagosomalen Membran lokalisierten ATG8-Proteinen in Verbindung treten
(Behrends et al., 2010; Pankiv et al., 2010; Popovic et al., 2012). Nachdem gezeigt werden
konnte, dass DNAJC13 mit LC3B und GABARAP interagiert, lag der ndchste Schritt in der
Identifizierung und funktionellen Charakterisierung von einem oder mehreren putativen
LIR-Motiven innerhalb von DNAJC13. Ein DNAJC13 Peptid Array sollte Aufschluss
bringen, ob ein oder mehrere putative LIR-Motive fiir eine potentielle ATG8-Interaktion

verantwortlich sein konnten.

3.3.1 Identifizierung von vier LIR-Motiven innerhalb von DNAJC13 mittels

eines Peptid Arrays

Ein Peptid Array ermoglicht die Identifizierung und Verifizierung bislang unbekannter
LIR-Motive in DNAJC13, iiber diese die bereits beobachtete Interaktion mit LC3B sowie
GABARAP stattfindet. Der hier verwendete Peptid Array besteht aus synthetisch
hergestellten 15mer DNAJC13 Peptidsequenzen, welche mit einem Versatz von drei
Aminosduren pro Peptidsequenz an eine Cellulose-Membran gebunden wurden
(Abbildung 16). Mittels der reversiblen Ponceau S-Farbung konnten die 748 Peptide auf
der Tragermembran visualisiert werden. Da der Azofarbstoff nur an positiv geladene
Aminosauren bindet, deuten jene Bereiche, in denen die Farbung ausblieb, auf Peptide

hin, die liberwiegend aus negativ geladenen Aminosduren bestehen (Abbildung 17, A).

67



3 ERGEBNISSE

DNAJC13 - schematische Darstellung Aminosauresequenz

Abbildung 16: Schematische Darstellung eines Peptid Arrays. Entsprechend der Sequenz des 2243
Aminosauren langen DNAJC13 Proteins wurden 748 15mer Peptide mit einem Versatz von drei
Aminosauren synthetisch hergestellt und an eine modifizierte Cellulose-Membran gebunden. Der Peptid
Array wurde von der Firma Intavis, Bioanalytical Instruments, Kéln bezogen.

Auf Grundlage der Co-IP-Daten (siehe 3.2.1) jedoch insbesondere aufgrund der GST-
ATG8-Pulldown-Daten (siehe 3.2.2) welche ein gegeniber dem GST-LC3B Co-
Immunoprazipitat starkeres GST-GABARAP Signal zeigen, sollen mit dem Peptid Array die
Peptide identifiziert werden, die mit GABARAP interagieren. Die Membran wurde mit
GST-GABARAP inkubiert und die gebundenen Proteine mittels Immundetektion
nachgewiesen. Aufgrund des Versatzes von drei Aminosauren pro 15mer Peptid sowie
der vier Aminosauren langen LIR-Kernsequenz wurden Signale von vier aufeinander
folgenden Peptiden als positives Signal gewertet. In diesem Peptid Array konnten vier
Peptidbereiche detektiert werden, an denen GST-GABARAP gebunden hat. Zur
Auswertung des Arrays wurden die vom Hersteller mitgelieferten Aminosauresequenz-
Codes mit den Ergebnissen der Analyse von DNAJC13 aus der iLIR-Datenbank (iLIR
Autophagy Database: https://ilir.warwick.ac.uk.) verglichen. Dieser Vergleich zeigte, dass
GST-GABARAP spezifisch nur an jene Peptidbereiche gebunden hat, welche durch die
iLIR-Datenbank als putative LIR-Motive von DNAJC13 berechnet wurden. Umgekehrt
wurden keine Peptidbereiche detektiert, an denen GST-GABARAP unspezifisch gebunden

hat, die nicht auch durch die Datenbank als putative LIR-Motive berechnet wurden. Der
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vorliegende Peptid Array wies somit eine enorm hohe Spezifitit auf und offenbarte vier

LIR-Motive innerhalb des DNAJC13 Proteins (Abbildung 17, B).
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Abbildung 17: Der Peptid Array identifizierte vier LIR-Motive innerhalb von DNAJC13. Gezeigt ist eine
Cellulose-Tragermembran mit 748 DNAJC13-15mer Peptiden. (A) Mit Ponceau S visualisierte Peptide auf
einer Cellulose-Membran. (B) Mittels HRP-gekoppeltem GST-Antikorper konnten vier Peptidbereiche (rote
Kastchen [.-1V.) anhand eines Chemilumineszenz-Signals nachgewiesen werden.

Abbildung 18 zeigt die Positionierung der mithilfe des Peptid Arrays identifizierten vier
LIR-Motive innerhalb der DNAJC13 Proteinstruktur. Interessanterweise sind alle vier
LIR-Motive, das LIR1-Motive (Aminosdureposition 159-163), das LIR2-Motiv
(Aminosaureposition 818-821), das LIR3-Motiv (Aminosdureposition 1188-1191) sowie
das LIR4-Motiv (Aminosaureposition 1303-1306), N-terminal der zentral gelegenen

DNA]J-Domane lokalisiert. Das vierte LIR-Motiv DNAJC13-LIR4 befindet sich innerhalb der
DNAJ-Domane.

'é\ rbo '\q’h o
ecF VD Lsp erevcY ECLee \EF‘E[{FSEI s\:\r'xn.-‘.YEVL
LIR LIR LIR
3 4
Ne= / / / /N: C
FPIEG 764IWN1 860 11921WN21284 DNA] 163;WN31?13 191qIWNJ;088 2243

1301 1566

1331 SNX1 1893

Abbildung 18: Positionierung der vier LIR-Motive innerhalb der DNAJC13 Proteinstruktur. Mithilfe
des Peptid Arrays identifizierte LIR-Motive von DNAJC13. Abgebildet sind die vier Motive LIR1 - LIR4 mit
ihrer jeweiligen, aus vier Aminosduren bestehenden, Kernsequenz sowie benachbarte, insbesondre saure
Aminosduren. Interessanterweise sind die vier LIR-Motive alle N-terminal der zentral gelegenen DNAJ-
Domane lokalisiert. Des Weiteren sind die zentral gelegene DNAJ-Doméne, vier sich wiederholende IWN-
Sequenzen sowie eine N-terminal gelegene PI-Doméne dargestellt. Der Sequenzbereich, der die Interaktion
mit SNX1 vermittelt, wird durch den lila farbigen Balken angedeutet.
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3.3.2 Untersuchung der DNAJC13 Proteinstruktur via PONDR

Die PONDR (Predictor Of Naturally Disordered Regions) Analyse ist ein auf Algorithmen
basierendes Verfahren, um die Struktur eines Proteins vorhersagen zu kénnen (Xue et al.,
2010). Mittels dieser Analyse lassen sich fiir DNAJC13 ,geordnete” sowie ,ungeordnete”
Bereiche vorhersagen. Als ,geordneter Bereich“ wird die erfolgte funktionelle Faltung des
Proteins in eine feste Tertidrstruktur bezeichnet, entsprechend handelt es sich bei
y,ungeordneten Bereichen“ um jene Bereiche eines Proteins, die nicht als feste
Tertidrstruktur, sondern lediglich in a-Helices und B-Faltblattern gefaltet vorliegen. Die
Literatur liefert Hinweise, dass ein LIR-Motiv vermutlich nur dann funktionell ist, wenn
es innerhalb eines ,ungeordneten“ Bereiches des Proteins gelegen ist (Popelka and
Klionsky, 2015a). Die PONDR Analyse von DNAJC13 zeigt, dass das vierte LIR-Motiv
(LIR4) in genau solch einem ,ungeordneten” Bereich lokalisiert ist. Die LIR-Motive LIR1,
LIR2Z und LIR3 hingegen sind in fest ,geordnete“ Tertidrstrukturen eingebettet
(Abbildung 19).
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Abbildung 19: PONDR Profil von DNAJC13. Die Vorhersage der Proteinstruktur (,geordnet” oder
sungeordnet“) von DNAJC13 beruht auf der Analyse mittels des PONDR Algorithmus (VLXT NNP Statistics;
www.pondr.com). Der PONDR Wert teilt das Protein bzw. dessen Aminosauresequenzen in ,geordnete” (<
0,5) und ,ungeordnete“ (> 0,5) Bereiche ein. (A) Graphische Darstellung der gesamten DNAJC13
Aminosauresequenz. (B) Vergroflerte bzw. gestreckte Darstellung der DNAJC13 PONDR Analyse mit den
vier eingezeichneten LIR-Motiven.

3.3.3 Das DNAJC13-LIR4-Motiv ist homolog zum LIR-Motiv in FUNDC1

Interessanterweise ergab eine Sequenzanalyse der LIR-Motive von DNAJC13, dass eine
100 %ige Identitat des LIR4-Motivs (YEVL) zu dem LIR-Motiv in FUNDC1 (YEVL) besteht
(Abbildung 20). FUNDC1 ist ein Protein, welches bei der Mitophagie eine Funktion
ausiibt und mittels seines LIR-Motivs an LC3A/B bindet. Diese Interaktion ist gestort,

wenn Punktmutationen innerhalb des Motives vorliegen (Liu et al,, 2012).

DNAJC13 1275 awkkevekkppmmsiddalyeviinlpggggphdeskirkayfrlagkyhpd
FUNDC1 1

———————————— esdddslyevldl--- - --——————-——————-————————

Abbildung 20: Der Vergleich der LIR-Motive in DNAJC13 und FUNDC1 zeigte eine 100 %ige
Homologie des DNAJC13-LIR4-Motivs zu dem FUNDC1-LIR-Motiv. Alignment der
Aminosauresequenzen von DNAJC13 und FUNDC1 demonstriert die 100 %ige Homologie der in roter Box
dargestellten YEVL-Sequenz. Homologe umliegende Aminosduren der beiden Proteine sind griin markiert.

Zusammenfassend konnten mithilfe des Peptid Arrays vier LIR-Motive innerhalb von
DNAJC13 identifiziert werden. Die PONDR Analyse zeigte, dass insbesondere das vierte
LIR-Motiv (LIR4) aufgrund seiner Lage innerhalb einer ungeordneten Struktur
funktionell sein konnte. Unterstiitzt wird diese Hypothese durch die 100 %ige Homologie

des DNAJC13-LIR4-Motivs zu dem LIR-Motive von FUNDCI.
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3.4 Charakterisierung der vier verschiedenen DNAJC13-LIR Mutanten

Mithilfe des Peptid Arrays konnten vier potentiell funktionelle LIR-Motive in DNAJC13
identifiziert werden. Die zusdtzliche PONDR Analyse lieferte aufgrund der Zuordnung der
LIR-Motive in ,geordnete” und ,ungeordnete” Bereiche erste Hinweise zur Funktionalitat
der jeweiligen LIR-Motive. Um weitere Analysen zur Charakterisierung und
Untersuchung der Funktionalitdt der jeweiligen LIRs durchfiihren zu kénnen, bestand der
nachste Schritt darin, vier Expressionsplasmide mit jeweils einem mutierten Motiv zu
generieren (Abbildung 21).

Ausgehend vom wildtypischen DNAJC13 Expressionsplasmid (pEFBos:DNAJC13-Flag),
mit C-terminal konjugierter Flag-Markierung, wurden vier verschiedene LIR-Mutanten
durch Substitution der entsprechenden randstandigen Basen generiert. Die Kernsequenz
eines LIR-Motives lautet definitionsgemaf3 [W/F/Y]XX[L/I/V] (X steht fiir eine beliebige
Aminosaure) (Pankiv et al., 2007; Ichimura, Kumanomidou, et al., 2008; Noda et al., 2008;
Birgisdottir and Johansen, 2013). Das im Bereich der Aminosduren 159-162 gelegene
erste LIR-Motiv [FVDL] wurde mittels Substitution entsprechender Basen in die
Aminosauresequenz [(F159A)VD(L162A)] mutiert. Analog wurden die jeweiligen
Aminosduren der {Ubrigen LIR-Motive LIR2Z, LIR3 und LIR4 mutiert: LIR2-
[(YB18A)EC(L821A)]; LIR3-[(F1188A)SE(I1191A)] und LIR4-[(Y1303A)EV(L1306A)].
Entsprechend der Abbildung 21 soll die Nomenklatur der entstandenen LIR Mutanten
von hier an mit DNAJC13-LIR1, DNAJC13-LIR2, DNAJC13-LIR3 und DNAJC13-LIR4
festgelegt werden. Alle Expressionskonstrukte wurden genau wie das wildtypische

DNAJC13 Konstrukt C-terminal mit Flag konjugiert.
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Abbildung 21: Proteinstruktur der DNAJC13-LIR Mutanten 1-4. Alle vier LIR Mutanten tragen zwei
Punktmutationen. Randstdndige, die LIR-Kernsequenz bildenden Aminosduren wurden gegen Alanin
ausgetauscht: pEFBos:DNAJC13-LIR1- [(F159A)VD(L162A)], pEFBos:LIR2- [(Y818A)EC(L821A)],
pEFBos:LIR3- ([F1188A)SE(11191A) und pEFBos:LIR4- ([Y1303A)EV(L1306A). Die DNAJC13-LIR
Mutanten unterscheiden sich strukturell nicht weiter von dem 2243 Aminosauren grof3en, wildtypischen
DNAJC13 Expressionskonstrukt. Zu sehen ist die N-terminal gelegene PI-Domaéne, die zentral gelegene
DNAJ-Domaéne und vier IWN-Wiederholungssequenzen. C-terminal sind die Proteine mit Flag konjugiert.

3.4.1 Untersuchung des Einflusses der DNAJC13-LIR1-4 Mutanten auf den

autophagischen Flux

Nachdem die vier verschiedenen LIR-Mutationen-tragenden Expressionskonstrukte
generiert worden waren, wurde ihr Einfluss auf die Autophagie untersucht. Analog zu den
vorangegangenen Arbeiten wurden die jeweiligen DNAJC13-LIR Mutanten mittels der
entsprechenden Konstrukte in HEK293T-Zellen iiberexprimiert und via Western-Blot

analysiert. Diese Analyse zeigte, dass alle vier DNAJC13 Mutanten wie das wildtypische

73



3 ERGEBNISSE

DNAJC13 das spezifische Molekulargewicht (inklusive Flag) von ~230 kDa aufwiesen
(Abbildung 22, A).
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Abbildung 22: Die Uberexpression von DNAJC13 bzw. der LIR Mutanten fiihrt in allen Fillen zu
einem erhdéhten autophagischen Flux. (A) HEK293T-Zellen wurden mit pEFBos:DNAJC13-Flag oder einer
der vier LIR-Mutanten (pEFBos:DNAJC13-LIR1-Flag, -LIR2-Flag, -LIR3-Flag oder -LIR4-Flag) transfiziert
und fiir 4 h mit DMSO oder 2 uM BafA1 behandelt. Nach SDS-PAGE (4 - 12 % NuPAGE Gradientengel) und
Western-Blot wurden die Proteine (DNAJC13-) Flag, LC3B, p62 und Tubulin mittels spezifischer Antikorper
detektiert. Die Bandenintensititen wurden auf Tubulin normiert. (B+C) Quantifizierung des
autophagischen Flux mittels Subtraktion der LC3B-II- bzw. p62-Kontrollwerte von den jeweiligen BafA:-
behandlten LC3B-II- bzw. p62-Werten. Mittelwert + SEM; n=4; t-Test: p 2 0,1 (n.s.); p < 0,05 (*); p < 0,001

Auffallig war, dass die Expressionsspiegel von LIR1 und LIR4 gegeniiber sowohl dem
wildtypischen DNAJC13 als auch den LIR2Z und LIR3 Mutanten geringer ausfielen.
Unabhingig davon fiihrte die Uberexpression aller Mutanten zu einem erhéhten
autophagischen Flux, verglichen mit den mit Mock transfizierten Zellen. Die
Uberexpression von wildtypischen DNAJC13 fithrte zu einem signifikant erhéhten
autophagischen Flux, gemessen mittels LC3B-II-Analyse (Abbildung 22). Dies bestatigte
ebenfalls die bisherigen Analysen unserer Arbeitsgruppe (Besemer et al, in

Begutachtung).
74



3 ERGEBNISSE
3.4.2 Subzellulire Verteilung der DNAJC13-LIR Mutanten

Die subzelluldre Verteilung der neu gewonnenen DNAJC13-LIR Mutanten wurde nach
ihrer Uberexpression in HEK293A-Zellen mittels Immunfluoreszenzfirbung von Flag
mikroskopisch analysiert (Abbildung 23). Wie bereits erwahnt liegt sowohl endogenes
DNA]JC13 als auch uberexprimiertes DNAJC13-Flag im Zytosol intakter Zellen verteilt in
Form einer distinkten Punktierung vor. Die LIR1 Mutante weist eine homogene
Verteilung ohne distinkte Punktierung auf. Dies konnte darauf hindeuten, dass diese
Mutante vermutlich nicht mit membrandsen Strukturen assoziiert, sondern geldst in der
Zelle vorliegt. Die DNAJC13-LIR2 und -LIR3 Proteine sind in ihrer subzelluldren
Verteilung dem wildtypischen Protein dahnlich, jedoch wurde vermutlich abhédngig von
deren Expressionslevel eine Tendenz zur Aggregatbildung beobachtet. Die LIR4 Mutante

hingegen formt liberwiegend grof3e Aggregate (Abbildung 23).

DNAJC13- DNAJC13- DNAJC13- DNAJC13- DNAJC13-
Flag LIR1-Flag LIR2-Flag LIR3-Flag LIR4-Flag
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Abbildung 23: Charakterisierung der Verteilung der vier LIR Mutanten. Mit den Konstrukten
pEFBos:DNAJC13-Flag, -LIR1-Flag, -LIR2-Flag, -LIR3-Flag oder -LIR4-Flag transfizierte HEK293A-Zellen
wurden 48 h nach der Transfektion fixiert und mittels Immunfluoreszenzfarbung (DNAJC13-) Flag (rot)
detektiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI blau angefarbt. Die Fluoreszenzfarbstoffe wurden mit einem
konfokalen Mikroskop visualisiert. Der Grofienbalken entspricht 20 um.

Um eine mogliche Kolokalisation der DNAJC13-LIR Mutanten mit den autophagosomalen

Markern LC3B und p62 sowie dem ATG8-Protein GABARAP zu untersuchen, wurden
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HEK293A-Zellen mit DNAJC13-Flag bzw. DNAJC13-LIR1-Flag, -LIR2-Flag, -LIR3-Flag oder
-LIR4-Flag transfiziert. Fiir DNAJC13 sowie fiir die vier LIR-Motiv Mutanten konnte,
insbesondere nach BafAi-Behandlung, eine Kolokalisation mit p62 sowie eine partielle
Kolokalisation mit LC3B beobachtet werden (Abbildung 24). Im Hinblick auf die
Kolokalisation des Wildtyps mit p62 bestatigte diese Analyse die Daten unserer
Arbeitsgruppe (Besemer et al, in Begutachtung). Die DNAJC13-LIR4 Mutante lag auch in
dieser Kolokalisationsstudie aggregiert vor, es waren keine distinkten Punktae, sondern
lediglich grofie Aggregate zu detektieren. Diese Aggregate kolokalisierten bereits unter
Kontroll-Bedingungen (DMSO), genauso wie nach BafAi1-Behandlung mit LC3B sowie mit
p62. Ein vergleichbares Ergebnis konnte fiir das ATG8-Protein GABARAP erzielt werden.
Nach BafAi-Behandlung kolokalisierten alle DNAJC13-LIR Mutanten partiell mit diesem
Protein (Abbildung 25). Eine Ausnahme macht hier die DNAJC13-LIR4 Mutante; nach
BafAi1-Behandlung wurde keine Kolokalisation mit GABARAP festgestellt, hingegen eine
partielle Kolokalisation in der DMSO-Kontrolle. Die DNAJC13-LIR2 und -LIR3 Proteine
zeigten auch hier eine Tendenz zur Aggregation; insbesondere, wenn das DNAJC13-LIR3
Protein (+BafAi) verstarkt exprimiert und vermutlich demzufolge aggregiert vorlag,

kolokalisierte es mit GABARAP (Abbildung 25).

Abbildung 24: Untersuchung der Kolokalisation der DNAJC13-LIR Mutanten mit LC3B und p62. Mit
den Konstrukten pEFBos:DNAJC13-Flag, -LIR1-Flag, -LIR2-Flag, -LIR3-Flag oder -LIR4-Flag transfizierte
HEK293A-Zellen wurden 48 h nach der Transfektion mit BafA: (4 h) behandelt, fixiert und die Proteine
(DNAJC13-) Flag (rot), LC3B (griin) und p62 (blau) mittels Inmunfluoreszenzfarbung detektiert. Analysiert
wurden transfizierte, intakte Zellen, in denen die Proteine eine moglichst geringe Uberexpression zeigten.
Alle DNAJC13-LIR Mutanten kolokalisierten mit p62 und partiell mit LC3B nach BafAi-Behandlung im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Die Zellkerne wurden mit DAPI blau angefdrbt. ,merge“ zeigt die
Uberlagerung der Kanile. Die Fluoreszenzfarbstoffe wurden mit einem konfokalen Mikroskop visualisiert.
Der Groflenbalken entspricht 20 um.
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Abbildung 25: Immunfluoreszenzfirbungen der DNAJC13-Varianten mit GABARAP. Mit den
Konstrukten pEFBos:DNAJC13-Flag, -LIR1-Flag, -LIR2-Flag, -LIR3-Flag oder -LIR4-Flag transfizierte
HEK293A-Zellen wurden 48 h nach der Transfektion mit BafA1 (4 h) behandelt, fixiert und mittels
Immunfluoreszenzfarbung die Proteine (DNAJC13-) Flag (rot) und GABARAP (griin) detektiert. Analysiert
wurden transfizierte, intakte Zellen, in denen die Proteine eine méglichst geringe Uberexpression zeigten.
Die Zellkerne wurden mit DAPI blau angefirbt. ,merge“ zeigt die Uberlagerung der Kanile. Die
Fluoreszenzfarbstoffe wurden mit einem konfokalen Mikroskop visualisiert. Der Gréf3enbalken entspricht
20 pm.

Des Weiteren wurde die subzelluldre Verteilung der DNAJC13-LIR Mutanten im Hinblick
auf Kolokalisation mit bereits beschriebenen Proteinen untersucht. Mit Ausnahme der
DNAJC13-LIR1 Mutanten, kolokalisierten alle anderen LIR Mutanten von DNAJC13 wie
wildtypisches DNAJC13 mit VPS35 (Abbildung 26, A), einem Protein des Retromers und
ATG9 (Abbildung 26, B), einer essentiellen Komponente des autophagischen Prozesses

(McGough et al. 2014; Popoff et al. 2009; Besemer et al., in Begutachtung).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass nach Uberexpression aller DNAJC13-LIR
Mutanten, ebenso nach Uberexpression von wildtypischen DNAJC13, ein erhéhter
autophagischer Flux zu detektieren war. Nach BafA1-Behandlung konnte ebenfalls fiir alle
Konstrukte eine partielle Kolokalisation mit LC3B und GABARAP detektiert werden. Die
DNAJC13-LIR2 und -LIR3 Mutanten sind innerhalb intakter Zellen wie wildtypisches
DNAJC13 verteilt, zeigen jedoch eine Tendenz zur Aggregation. Im Vergleich lag die
DNAJC13-LIR1 Mutante nicht distinkt gepunktet, sondern sehr homogen im Zytosol der
Zelle vor. Die DNAJC13-LIR4 Mutante formte stets Aggregate. Auferdem konnte von LIR1
ein mafdig und von LIR4 ein stark vermindertes Expressionslevel beobachtet werden.
Immunfluoreszenzanalysen zeigten, dass, mit Ausnahme des DNAJC13-LIR1 Konstrukts,

alle anderen Konstrukte mit VPS35 und ATG9 kolokalisieren.

Abbildung 26: Alle DNAJC13-LIR Mutanten kolokalisieren mit VPS35 und ATG9. Mit den Konstrukten
pEFBos:DNAJC13-Flag, -LIR1-Flag, -LIR2-Flag, -LIR3-Flag oder -LIR4-Flag transfizierte HEK293A-Zellen
wurden 48 h nach der Transfektion fixiert und mittels Immunfluoreszenzfarbung die Proteine (DNAJC13-)
Flag (rot) und (A) VPS35 bzw. (B) ATG9 (griin) detektiert. Analysiert wurden transfizierte Zellen, in denen
die Proteine eine moglichst geringe Uberexpression zeigten. Ausgenommen der LIR1, kolokalisierten alle
DNAJC13-Varianten mit VPS35, einer Komponente des Retromer-Komplexes, und ATGY, einer essentiellen
Komponente des autophagischen Prozesses. Die Zellkerne wurden mit DAPI blau angefarbt. ,merge* zeigt
die Uberlagerung der Kanile. Die Fluoreszenzfarbstoffe wurden mit einem konfokalen Mikroskop
visualisiert. Der Grofdenbalken entspricht 20 um.
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3.5 Detaillierte Analyse des LIR-Motivs LIR4 von DNAJC13

Einen ersten Hinweis fiir die Funktionalitit des LIR4-Motivs innerhalb von DNAJC13
lieferte die PONDR Analyse, da diese darauf hindeutete, dass das LIR4-Motiv in einem
,2ungeordneten Bereich“ des Proteins liegt (Abbildung 19). Die 100 %ige Homologie des
LIR-Motivs LIR4 von DNAJC13 zu dem LIR-Motiv von FUNDC1 (Abbildung 20) war ein
weiterer Hinweis, dass das LIR4-Motiv innerhalb des autophagischen Prozesses
funktionell sein kénnte.

Die Charakterisierung der DNAJC13-LIR4 Mutante mittels Immunfluoreszenzanalyse
zeigte, dass diese Mutante aggregiert (Abbildung 23). Aufgrund der oben aufgefiihrten
Ergebnisse erfolgte eine spezifischere Analyse des vierten LIR-Motivs von DNAJC13.
Dafiir wurden verschieden mutierte und trunkierte DNAJC13-LIR4 Konstrukte generiert

und analysiert.

3.5.1 Generierung und Untersuchung der subzellularen Verteilung eines N-
und C-terminal trunkierten DNAJC13 Konstrukts sowie eines

DNAJC13-ALIR4 Konstrukts

Zur naheren Analyse des vierten LIR-Motivs von DNAJC13 wurde ein beidseitig
trunkiertes DNAJC13 Expressionskonstrukt (pEFBos:DNAJC13-AN(1-1167)-LIR4-
[(Y1303A)EV(L1306A)]-AC(1726-2243)-Flag, kurz: DNAJC13-AN-LIR4-AC; Kontrolle:
pEFBos:DNAJC13-AN(1-1167)-AC(1726-2243)-Flag, kurz: DNAJC13-AN-AQ)
(Abbildung 27, A) sowie ein DNAJC13 Expressionskonstrukt, in dem die gesamte, vier
Aminosduren lange LIR4-Sequenz deletiert wurde (pEFBos:DNAJC13-ALIR4(1303-
1306)-Flag, kurz: DNAJC13-ALIR4) (Abbildung 28, A), generiert. Beide Konstrukte
wurden  anschliefend  hinsichtlich  ihres  Aggregationsverhaltens  mittels
Immunfluoreszenzfarbung mikroskopisch untersucht. Dafiir wurden die entsprechenden
DNAJC13 Konstrukte in HEK293A-Zellen iliberexprimiert und anhand ihrer Flag-
Markierung gefarbt. Die Analyse dieser Inmunfluoreszenzfarbungen deutete darauf hin,
dass auch die AN-AC-trunkierte DNAJC13-LIR4 Mutante Aggregate bildet (Abbildung
27, B). Das N- und C-terminal verkiirzte DNAJC13 Protein (DNAJC13-AN-AC-Flag) war

81



3 ERGEBNISSE

wie die DNAJC13-LIR1 Mutante lokalisiert, es lag nicht distinkt gepunktet, sondern

homogen in der Zelle verteilt vor (Abbildung 27, B).

A sopaYEVL siopa| Y1303A]EV[L1306A]
N=_ 1WN2 DNA] = IWN3 =C N=_ IWN2 DNA] = IWN3 =C
567 567
B

pEFBos:DNAJC13-AN-AC-Flag pEFBos:DNAJC13-AN-LIR4-AC-Flag

Abbildung 27: Subzellulire Verteilung der AN-AC-trunkierten Proteine DNAJC13-AN-AC-Flag und
DNAJC13-AN-LIR4-AC-Flag. (A) Proteinstruktur von pEFBos:DNAJC13-AN-AC-Flag und
pEFBos:DNAJC13- AN-LIR4-AC-Flag, welche nach DNA-Amplifikation der AN-AC-trunkierten Versionen
in den pEFBos-Vektor kloniert und mit einer Flag-Sequenz konjugiert wurden. (B) HEK293A-Zellen wurden
mit den entsprechenden Konstrukten transfiziert und (DNAJC13-) Flag (griin) mittels
Immunfluoreszenzfarbung detektiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI blau angefarbt. Die
Fluoreszenzfarbstoffe wurden mit einem konfokalen Mikroskop visualisiert. Der GrofRenbalken entspricht
10 pm.

Die immunfluoreszenzmikroskopische Analyse der Deletionsmutante DNAJC13-ALIR4
ergab, dass auch dieses Protein aggregiert (Abbildung 28, B). Ko-Farbungen mit dem
ATG8-Protein LC3B zeigten unter basalen Bedingungen (DMSO) keine Kolokalisation mit
DNAJC13-ALIR4, ebenso konnte keine Kolokalisation nach BafAi-Behandlung
verzeichnet werden. Die Bildung von LC3B Punktae signalisierte, dass die BafAi-

Behandlung erfolgreich war (Abbildung 28, B).
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Abbildung 28: Subzelluliare Verteilung des DNAJC13-ALIR4-Flag Proteins. (A) Durch Deletion der
Basen 3906-3918 wurde DNAJC13-ALIR4 (pEFBos:DNAJC13-ALIR4-Flag) generiert. (B) HEK293A-Zellen
wurden mit pEFBos:DNA]JC13-ALIR4-Flag transfiziert und mit BafA: (4 h) behandelt, fixiert und mittels
Immunfluoreszenzfarbung (DNAJC13-) Flag (rot) und LC3B (griin) detektiert. Die Zellkerne wurden mit
DAPI blau angefarbt. Die Fluoreszenzfarbstoffe wurden mit einem konfokalen Mikroskop visualisiert. Der
Grofienbalken entspricht 20 pm.

Sowohl die AN-AC-trunkierte DNAJC13-LIR4 Mutante als auch die DNAJC13-ALIR4
Deletionsmutante, formte wie die DNAJC13-LIR4 Mutante Aggregate. Daher sind
fundierte Aussagen iiber diese DNAJC13-Varianten nicht sinnvoll. Um dennoch die Frage
der Funktionalitat klaren zu kénnen, wurden weitere DNAJC13 Expressionskonstrukte

generiert, mit denen eine entsprechende Analyse moglich sein kdnnte.

3.5.2 Generierung und Untersuchung der Subzellulire Verteilung von C-
terminal trunkierten DNAJC13-LIR4 Mutanten (TV1-3) und einer

DNAJC13 Triple LIR Mutante (TM)

Im néachsten Schritt wurden Expressionskonstrukte generiert, welche innerhalb des LIR4-
Motivs keine Mutation oder Deletion aufweisen, sondern nur C-terminal trunkiert sind.

Das vierte LIR-Motiv befindet sich am Anfang der DNAJ-Domaédne. Entsprechend
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entstanden drei C-terminal verkiirzte DNAJC13 Mutanten: Der DNAJC13-TV1 Mutante
(TV1=trunkierteVersionl; pEFBos:DNAJC13-AC(1301-2243)-Flag)) fehlt das vierte LIR-
Motiv, die DNAJ-Doméane und der C-terminale Bereich von DNAJC13; bei der DNAJC13-
TV2 Mutante (pEFBos:DNAJC13-AC(1315-2243)-Flag) wurde der C-terminale Bereich
von DNAJC13 direkt hinter dem LIR4-Motiv (inklusive der DNA]J Domane) deletiert; die
DNAJC13-TV3 Mutante (pEFBos:DNAJC13-AC(1424-2243)-Flag) verfiigt nicht iber den
C-terminale Bereich von DNAJC13 (Abbildung 29). Mit den drei generierten TV
Konstrukten von DNAJC13 sollte gewahrleistet sein, dass die Mutanten miteinander
vergleichbar sind und der Einfluss des vierten LIR-Motivs in Abhangigkeit von der DNA]J-
Domaine untersucht werden kann. Zusatzlich wurde eine DNAJC13 Triple LIR Mutante
(TM;  pEFBos:DNAJC13-  [LIR1(F159A)VD(L162A)]-  [LIRZ2(Y818A)EC(L821A)]-
[LIR3(F1188A)SE(I1191)]) generiert, in der LIR1, LIRZ und LIR3 mutiert sind. Mithilfe
dieses Konstrukts sollte eine mogliche Aggregation ausgeschlossen werden. Aufderdem
wirde durch die mutiert vorliegenden LIR1-3-Motive eine mogliche Kompensation des

vierten LIR Motivs durch die ersten drei LIR Motive ausgeschlossen sein.

DNAJC13-TV1:

A3 Gy B
YeFVDLs S YECLu:  wadFSEI
LIR LIR
2 3
N=P] IWN1 IWN2 C

764 860 1192 1284 1300
17 26

DNAJC13-TV2:

& &
~ecFVDLso - hYECL\ EE epexFSEI ‘\I]]DAYEVL
'Elsg 162 '8133 21 'EUES 1191 '”“1 e
N=PI IWN1 IWN'.Z

17 26

DNAJC13-TV3:

&
+FVDLso FF‘EU\YECLAEE EPF‘I\FSE] S]DDAYEVL
W W imi
No= IWNI IWN2 - C
Pl 1192 1284 DNA 1423
172 1301 1366
DNAJC13-TM:

F1188A]SE[l1191A]riee
EG[FISQA]VD[LIG-‘!A]SD EPE'\[ 1188. ] [ 1191 ]FLG FD

N=P] IWN1 TWN2  — DNA] = IWN3 IWN4
764 860 1192 1284 1632 1713 1919 2088 2243
w2 E 1301|; 1366
erevi| Ye18A] EC[ Lioz1A ] aze oo YEVL
1298

84



3 ERGEBNISSE

Abbildung 29: Proteinstrukturen der trunkierten Versionen 1-3 und der Triple LIR Mutante. Die TV
(TV=trunkierte Version) Konstrukte wurden, ausgehend von dem wildtypischen DNAJC13-Plasmid, C-
terminal verkiirzt (TV1: pEFBos:DNAJC13-AC(1301-2243)-Flag; TV2: pEFBos:DNAJC13-AC(1315-2243)-
Flag; TV3: pEFBos:DNAJC13-AC(1424-2243)-Flag). Zur Generierung der Triple LIR Mutante (TM);
pEFBos:DNAJC13-[LIR1(F159A)VD(L162A)]- [LIR2(Y818A)EC(L821A)]- [LIR3(F1188A)SE(11191)]-Flag)
wurden in den ersten drei LIR-Motiven entsprechende Mutationen eingefiigt, das vierte LIR-Motiv liegt
wildtypisch vor. C-terminal tragen die Proteine eine Flag-Markierung.

Nachdem die C-terminal trunkierten DNAJC13 Konstrukte TV1, TV2 und TV3 sowie die
DNAJC13 Triple LIR Mutante (TM) generiert worden waren, sollte die Frage geklart
werden, ob diese Proteine ebenso eine Tendenz zur Aggregation zeigen wiirden bzw.
welche subzellulare Verteilung sie aufweisen. Die subzelluldre Verteilung der neu
gewonnenen DNAJC13 Mutanten wurde nach Expression in HEK293A-Zellen mittels
Immunfluoreszenzfarbung mikroskopisch analysiert.

Wildtypisches DNAJC13 zeigte seine bekannte, distinkte Punktierung. Die TM war, analog
zur DNAJC13-LIR1 Mutante sowie zu dem beidseitig trunkierten DNAJC13 Protein
(DNAJC13-AN-AC), nicht distinkt gepunktet, sondern homogen im Zytosol der Zelle
verteilt. Dies deutete darauf hin, dass auch DNAJC13-TM geldst vorliegt, also nicht mit
membranodsen Strukturen assoziiert ist. TV1, TV2 und TV3 waren in ihrer subzellularen
Verteilung dem wildtypischen DNAJC13 dhnlich, jedoch wurde auch hier, vermutlich
abhingig vom Expressionslevel, eine Tendenz zur Aggregatbildung beobachtet

(Abbildung 30).
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Abbildung 30: Die C-terminal trunkierten DNAJC13 Konstrukte und die DNAJC13 Triple LIR Mutante
zeigen gegeniiber wildtypischem DNAJC13 eine teilweise andere subzellulire Verteilung. Mit den
Konstrukten pEFBos:DNA]JC13-Flag bzw. pEFBos:DNAJC13-TV1-Flag, -TV2-Flag, -TV3-Flag oder -TM-Flag
transfizierte HEK293A-Zellen wurden 48 h nach Transfektion fixiert und mittels Immunfluoreszenzfarbung
das Protein (DNAJC13-) Flag (rot) detektiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI blau angefarbt. Die
Fluoreszenzfarbstoffe wurden mit einem konfokalen Mikroskop visualisiert. Der Gréf3enbalken entspricht
20 pm.

SNX1 ist eine Komponente des Retromers und wurde breites als Interaktionspartner von
DNAJC13 beschrieben (Popoff et al,, 2009; Shi et al, 2009). SNX1 bindet im Bereich der
Aminosauren 1388-1950 an das C. elegans-RME-8 (Shi et al., 2009), was den Aminosauren
1331-1893 im humanen DNAJC13 Protein entspricht. Die Bindung von SNX1 an DNAJC13
erstreckt sich somit tiber einen Bereich von 562 Aminosauren. Den Konstrukten TV1 und
TV2 fehlt der gesamte SNX-1-Bindebreich. Das TV3 Konstrukt hingegen weist 92
Aminosauren auf, an die SNX1 binden kénnte. Um die vier DNAJC13 Mutanten hinsichtlich
ihrer Lokalisation an SNX1 zu untersuchen, wurden Immunfluoreszenzfarbungen
angefertigt. In HEK293A-Zellen, welche die DNAJC13 Mutanten exprimierten, wurde
sowohl (DNAJC13-) Flag als auch endogenes SNX1 mit spezifischen
Immunfluoreszenzantikdrpern markiert und mikroskopisch analysiert. Die Auswertung
von wildtypischem DNAJC13 zeigte eine Kolokalisation mit SNX1, die TM hingegen
kolokalisierte nicht mit SNX1. Fiir die Analyse der DNAJC13-TV Konstrukte wurden stets
intakte Zellen ausgewahlt, in denen die Proteine moglichst nicht aggregierten. Im Fall von
DNAJC13-TV1 und DNAJC13-TV2 konnte eine partielle Kolokalisation mit SNX1
beobachtet werden; fiir DNAJC13-TV3 konnte jedoch eine nahezu 100 %ige
Kolokalisation detektiert werden (Abbildung 31). Dies konnte darauf hindeuten, dass die
Interaktion von TV3 mit SNX1 womadglich tiber diese 92 Aminoséduren (TV3-Aminosaure-
Bereich 1331-1423) stattfindet bzw. dieser Bereich fiir eine Kolokalisation ausreichend

ware.
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Abbildung 31: Charakterisierung der C-terminal trunkierten DNAJC13 Konstrukte und der Triple
LIR Mutante mittels Ko-Firbung mit SNX1. Mit den Konstrukten pEFBos:DNAJC13-Flag, -TM-Flag, -TV1-
Flag, -TV2-Flag oder -TV3-Flag transfizierte HEK293A-Zellen wurden 48 h nach der Transfektion fixiert und
mittels Immunfluoreszenzfarbung die Proteine (DNAJC13-) Flag (rot) und SNX1 (griin) detektiert.
Analysiert wurden transfizierte, intakte Zellen, in denen die Proteine eine mdglichst physiologische
Verteilung zeigten. Die Zellkerne wurden mit DAPI blau angefirbt. ,merge“ zeigt die Uberlagerung der
Kanile. Die Fluoreszenzfarbstoffe wurden mit einem konfokalen Mikroskop visualisiert. Der Grofienbalken
entspricht 20 pm.



3 ERGEBNISSE

DMSO

e |
o

BafA1

ey Se[d-n.L Se[d-TAL 3e[4-ZAL 3e[d-eAL
-€TD[VNA  -€T12[¥Na  -€£12[¥Nd -€T12[VNAa -€12[VNa

-€T10[VNa

Seld-W.L
-€10[VNa

Sed-TAL
-€10[VNa

Seld-zAL
-€1DIVNa

Sefd-eAL
-€12[VNa

qED7]



3 ERGEBNISSE

DMSO

P bl
e KKKKK
e o2 )

Sefy Seld-nL Se[d-TAL Se[d-zAL Seld-eAL Sefy Seld-.L Se[d-TAL Sed-zAL Seld-eAL
-€ID[VNA  -€ID[VNA  -€£12[¥Nd -€1D[VNA -€10[VNa -€ID[VNA  -STD[VNA -€10[VNa -€ID[VNA  -€12[V¥Nd

BafA1

dViveavD



3 ERGEBNISSE

Abbildung 32: Charakterisierung der C-terminal trunkierten DNAJC13 Konstrukte und der Triple
LIR Mutante mittels Ko-Firbung mit LC3B bzw. GABARAP in BafAi-behandelten HEK293A-Zellen. Mit
dem Konstrukt pEFBos:DNAJC13-Flag bzw. pEFBos:DNAJC13-TM-Flag, -TV1-Flag, -TV2-Flag oder -TV3-
Flag transfizierte Zellen wurden 48 h nach der Transfektion mit BafA: behandelt (4 h; DMSO zeigt basale
Kontrollbedingungen). Mittels Immunfluoreszenzfarbungen konnte Flag (rot) sowie (A) LC3B bzw. (B)
GABARAP (griin) detektiert werden. Die Zellkerne wurden mit DAPI blau angefarbt. ,merge“ zeigt die
Uberlagerung der Kanile. Die Fluoreszenzfarbstoffe wurden mit einem konfokalen Mikroskop visualisiert.
Der Grofdenbalken entspricht 20 pm.

Die subzellulare Lokalisation der DNAJC13 Konstrukte (TM, TV1, TV2 und TV3) sollte
nach Expression in HEK293A-Zellen auf eine mogliche Kolokalisation mit den ATG8-
Proteinen LC3B und GABARAP untersucht werden. Wie zuvor fiir DNAJC13 gezeigt,
kolokalisierte dieses nach BafAi-Behandlung partiell mit endogenem LC3B (Abbildung
32, A) und GABARAP (Abbildung 32, B). Das DNAJC13-TM Protein lag homogen und
vermutlich geldst im Zytosol der Zelle verteilt vor; hier wurde keine Kolokalisation mit
den ATG8-Proteinen detektiert. TV1, TV2 und TV3 hingegen kolokalisierten nach BafA:-
Behandlung partiell mit LC3B und GABARAP. Auffillig war allerdings, dass mit
zunehmender Lange der Proteine (von TV1 nach TV3) auch das Mafd der partiellen
Kolokalisation mit den ATG8-Mitgliedern LC3B und GABARAP zunahm. Zusatzlich war zu
beobachten, dass wenn die DNAJC13-TV Konstrukte aggregiert vorlagen, diese auch in

den Kontrollbedingungen (DMSO) partiell mit LC3B und GABARAP assoziiert vorlagen.

3.5.3 Untersuchung des Einflusses der DNAJC13 Triple LIR Mutante TM
sowie der C-terminal trunkierten DNAJC13 Konstrukte TV1-3 auf den

autophagischen Flux

Anhand der Immunfluoreszenzanalysen konnte gezeigt werden, dass die entsprechenden
Proteine TV1-3 sowie die TM partiell mit LC3B und GABARAP kolokalisierten. Um den
Einfluss von DNAJC13-TM und von DNAJC13-TV1-3 auf die Autophagie zu untersuchen,
wurden die Konstrukte in HEK293T-Zellen exprimiert, mit BafA1 behandelt und der

autophagische Flux bestimmt.
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Das Expressionslevel des DNAJC13-TM Proteins war gegeniiber dem des Wildtyps in der
Western-Blot Analyse verringert (Abbildung 33, A). Fiir die DNAJC13-TV Konstrukte
konnte ihr entsprechendes spezifisches Molekulargewicht gezeigt werden (TV1: ~130
kDa; TV2: ~132 kDa und TV3: ~142 kDa). Generell ist fiir alle hier verwendeten
Konstrukte ein erhohter autophagischer Flux zu beobachten. Das wildtypische Protein,
das TM Protein sowie das TV1 Protein zeigten basierend auf der LC3B-II- und p62-Flux-
Analyse stets einen Anstieg. Im Fall von DNAJC13-TV2 war ein deutlicher Anstieg des
LC3B-II-Fluxes (Abbildung 33, A+B), hingegen ein minimaler Anstieg des p62-Fluxes im
Vergleich zu den Mock-transfizierten Zellen zu beobachten (Abbildung 33, A+C). Die mit
dem DNAJC13-TV3 Konstrukt transfizierten Zellen wiesen gegeniiber den DNAJC13-TV1-

und TV2-transfizierten Zellen eine geringere autophagischen Aktivitat auf.

A

Plasmid: Mock DNAJC13- DNAJC13- DNAJC13- DNAJC13- DNAJC13-

Flag TM-Flag TV1-Flag TV2-Flag TV3-Flag

BafA;: -+ - + - + -+ - + - +
— — - 230 kDa
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Abbildung 33: Die Uberexpression der C-terminal trunkierten DNAJC13 Konstrukte (TV1-3) sowie
die der Triple LIR Mutante (TM) fiihrt in allen Fillen zu einem tendentiell erhéhten autophagischen
Flux. (A) HEK293T-Zellen wurden mit pEFBos:DNAJC13-Flag bzw. pEFBos:DNAJC13-TM-Flag, -TV1-Flag, -
TV2-Flag oder -TV3-Flag transfiziert und fiir 4 h mit DMSO oder 2 pM BafA1 behandelt. Nach SDS-PAGE (4
- 12 % NuPAGE Gradientengel) und Western-Blot wurden die Proteine (DNAJC13-) Flag, LC3B, p62 und
Tubulin mittels spezifischer Antikérper detektiert. Die Bandenintensitdten wurden auf Tubulin normiert.
Aufgrund einer veradnderten Reihenfolge der Proben auf der Nitrocellulose-Membran wurde die
densitometrische Aufnahme nachtraglich mittig durchgeschnitten und hier gespiegelt dargestellt. (B+C)
Quantifizierung des autophagischen Flux mittels Subtraktion der LC3B-II- bzw. p62-Kontrollwerte von den
BafAi-behandelten LC3B-II- bzw- p62-Werten. Mittelwert + SEM; LC3B: n=3; p62: n=4; t-Test: p2 0,1 (n.s.).
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3.5.4 Differentielle Fraktionierung der DNAJC13 Konstrukte TV1-3 sowie

LIR4

In den vorangegangenen Versuchen wurde anhand der Immunfluoreszenzanalysen
beobachtet, dass die unterschiedlich mutierten oder trunkierten DNAJC13 Proteine (TV1-
TV3 sowie LIR4) eine Tendenz zur Aggregation zeigten. Daher wurde das
Aggregationsverhalten dieser Mutanten mittels differentieller Fraktionierung untersucht.
Dafiir wurden die entsprechenden Konstrukte in HEK293T-Zellen exprimiert und die
Zelllysate einer differentiellen Fraktionierung unterzogen. Dieses Verfahren
gewahrleistet mittels Zentrifugation eine Auftrennung des Zelllysats (Gesamtlysat=GL) in
eine l6sliche Fraktion (Uberstandsfraktion=U) und in eine Aggregat-angereicherte
Pelletfraktion (P). In der Pelletfraktion sind aufderdem unlésliche Bestandteile des
Zellkerns sowie Zellfragmente enthalten, weshalb die Reinheit der Fraktionierung
mithilfe des Kernproteins HistonH3 sowie anhand ldslichem SOD1 iiberpriift wurde.
Mittels Western-Blot konnte das DNAJC13-Flag-Level bzw. die Aggregationstendenzen
biochemisch analysiert werden (Witan et al., 2008, 2009).

Die Analyse der vier DNAJC13-Mutanten (TV1, TV2, TV3 und LIR4) ergab, dass im
Vergleich zur wildtypischen Kontrolle, alle getesteten DNAJC13-Varianten aggregierten
(Abbildung 34). Die untersuchten DNAJC13 Mutanten waren alle in der Pelletfraktion (P)
angereichert und nicht wie wildtypisches DNAJC13 in der I8slichen Fraktion (U).

Plasmid: DNAJC13- DNAJC13- DNAJC13- DNAJC13- DNAJC13-
Flag TV1-Flag TV2-Flag TV3-Flag LIR4-Flag
GL U P GL U P GL U P GL U P GL U P
-230kDa
Flag | e W == e -
- 142 kDa
‘ — - Q- -—
SDL W emas e e W S 18kDa
) -15kDa
Histon - Pr— - - . - —-—

Abbildung 34: Die differentielle Fraktionierung der iiberexprimierten C-terminal trunkierten
DNAJC13 Konstrukte TV1-TV3 sowie die der LIR4 Mutante zeigt, dass diese Proteine aggregieren.
HEK293T-Zellen wurden mit pEFBos:DNAJC13-Flag bzw. pEFBos:DNAJC13-TV1-Flag, -TV2-Flag, -TV3-Flag
oder -LIR4-Flag transfiziert. Die jeweiligen Gesamtlysate (GL) wurden mittels Zentrifugation in eine l16sliche
Uberstandsfraktion (U) und eine Aggregat-angereicherte Pelletfraktion (P) differentiell fraktioniert. Nach
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SDS-PAGE (4 - 12 % NuPAGE Gradientengel) und Western-Blot wurden die Proteine (DNAJC13-) Flag, SOD1
und HistonH3 mittels spezifischer Antikorper detektiert. SOD1 (Iosliche Fraktion) sowie HistonH3
(Aggregat-angereicherte Fraktion) reprasentieren entsprechende Marker bzw. dienen als Maf3 der Reinheit
der Fraktionen.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass alle DNAJC13 Expressionskonstrukte
bzw. Mutanten, die zur genaueren Analyse des vierten LIR-Motivs von DNAJC13 generiert
worden sind, eine starke Aggregationstendenz aufwiesen. Dies konnte anhand von
Immunfluoreszenzanalysen sowie einer differentiellen Fraktionierung fiir die TV1-TV3
Konstrukte demonstriert werden. Ebenso ergab die Analyse der Fraktionierung der
DNAJC13-LIR4 Mutante eine hohe Aggregationstendenz gegeniiber dem Wildtyp. Wie
bereits fiir die DNAJC13-LIR4 Mutante veranschaulicht wurde, war auch fiir das DNAJC13-
TM Protein ein vermindertes Expressionslevel (im Western-Blot) zu beobachten. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Expression aller trunkierten DNAJC13 Proteine

ebenso die des DNAJC13-TM Proteins zu einem erhohten autophagischen Flux fiihrte.
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Der Begriff Proteostase beschreibt die Aufrechterhaltung eines Protein-
Gleichgewichtszustands innerhalb einer Zelle. Bei anhaltenden Stressbedingungen,
wahrend des zelluldiren Alterns oder auch aufgrund von neurodegenerativen
Erkrankungen, kann es vermehrt zur Bildung fehlgefalteter Proteine kommen (Taylor and
Dillin, 2011; Hipp, Park and Hartl, 2014). Storungen innerhalb der Proteostase sind
demnach oft durch die Ansammlung von geschadigten und fehlgefalteten Proteinen
gekennzeichnet und pathologisches Merkmal vieler neurodegenerativer Erkrankungen.
Dazu zdhlen unter anderem die AD, die ALS oder die PD (Rubinsztein et al, 2005;
Rubinsztein, 2006; Kern et al., 2010; Hartl, Bracher and Hayer-Hartl, 2011; Morawe et al.,
2012). Um das Gleichgewicht zu erhalten, bedient sich die Zelle einem evolutionar hoch
konservierten Qualitatskontrollsystem, welches die molekularen Chaperone sowie zwei
Degradationssysteme, das UPS und das autophagolysosomale System, umfasst (Hartl,
Bracher and Hayer-Hartl, 2011; Morawe et al, 2012). Ein tiefgreifendes Verstindnis
beziglich der Organisation des Proteostase-Netzwerks ist Gegenstand derzeitiger
Forschung. Die Bedeutung dieses Forschungszweigs wird dadurch verdeutlicht, dass dem
Japaner Yoshinori Ohsumi im Jahr 2016 der Nobelpreis in Physiologie oder Medizin fiir
das molekulare Verstindnis auf dem Gebiet der Autophagie verliehen wurde.

Unsere Arbeitsgruppe ist daran interessiert, neue Modulatoren der Proteostase und der
Autophagie sowohl zu identifizieren als auch zu charakterisieren, um damit neue
Ansatzpunkte im Hinblick auf die Aufklarung ihrer Rollen bei neurodegenerativen
Erkrankungen zu erhalten. Mithilfe eines RNAi Screens in C. elegans, zur Identifizierung
von Regulatoren des Proteostase-Netzwerks, gelang es, neben weiteren interessanten
Kandidaten (Kern et al.,, 2018), rme-8/RME-8 zu identifizieren. Sowohl rme-8/RME-8 als
auch das humane Ortholog dnajc13/DNAJC13 wurden schlieflich durch unsere
Arbeitsgruppe als eine neue Komponente der Proteostase und Modulator der Autophagie
beschrieben (Besemer et al, in Begutachtung). Welche genaue Rolle RME-8/DNAJC13
allerdings innerhalb des autophagischen Prozesses einnimmt, blieb bisher weitestgehend

ungeklart und wurde im Rahmen dieser Dissertation genauer untersucht.

94



4 DISKUSSION

4.1 Die DNAJ-Domine von DNAJC13 bestimmt die Konformation des

Proteins

DNAJC13 enthdlt eine zentral gelegene DNAJ-Domane tiber die es als Co-Chaperon mit
HSC70/HSP70 interagiert und dadurch dessen Aktivitat reguliert. Demnach wurde dem
DNAJC13 Protein innerhalb des endosomalen Vesikeltransports bzw. im Prozess der
Clathrin-abhangigen Endozytose eine Funktion zugeschrieben (Chang, Hull and Mellman,
2004; Girard et al.,, 2005). In dieser Dissertation sollte nun untersucht werden, inwiefern
die DNAJ-Domane in DNAJC13 moglicherweise einen Einfluss auf den autophagischen
Prozess ausiibt. Dafiir wurde zunichst eine H1332Q-Mutation in das HPD-Motiv
innerhalb der hoch konservierten DNAJ-Domane eingefiigt. Wall und Kollegen
untersuchten bereits in den 1990er Jahren die kooperative Funktion der E. coli
Hitzeschockproteine Dna] und DnakK, den prokaryotischen Homologen von DNAJ/HSP40
und HSP70. Die zentrale biochemische Funktion des molekularen Co-Chaperons Dna] ist
die Interaktion mit DnaK, wodurch dessen ATPase-Aktivitat stimuliert wird (Wall et al.,
1994; Tsai and Douglas, 1996). Wall und Kollegen fiihrten in vitro Untersuchungen mit
einer Mutante durch, die eine Punktmutation innerhalb der DNAJ-Domaéne aufwies. Es lag
ein Austausch von Histidin [H] zu Glutamin [Q] im HPD-Motiv innerhalb der DNA]J-
Domane vor. Thre Ergebnisse beziiglich der Interaktion und somit der Stimulation der
ATPase-Aktivitat von DnaK durch die DnaJ-Mutante zeigten, dass sowohl die Interaktion
zu DnaK als auch die Stimulation der ATPase-Aktivitat von DnaK aufgehoben war (Wall et
al., 1994, 1995). Sie argumentierten, dass das HPD-Motiv innerhalb der DNAJ-Domane in
zwei putative a-Helices eingebettet vorkommt und eine essentielle Rolle fiir die
physikalische Interaktion mit DnaK spielt. Lag das HPD-Motiv mutiert vor [QPD], war die
Konformation der zwei putativen a-Helices verandert und die Interaktion zu DnaK gestort
(Wall, Zylicz and Georgopoulos, 1994, 1995; Tsai and Douglas, 1996).

Unsere Analysen zeigten, dass DNAJC13 auch mit seiner mutierten DNAJ-Domaéne mit
HSP70 interagierte. Die Analyse der Immunfluoreszenzfirbungen der DNAJC13-DNAJ
Mutante in HEK293A-Zellen ergab, dass die Mutation innerhalb der DNAJ-Domaéne die
Konformation des Proteins bestimmte. Die DNAJC13-DNA] Mutante lag fehlgefaltet und
somit destabilisiert vor. Dies flihrte zur Aggregation des Proteins. Diese Beobachtung der
Aggregation stimmt mit Studien von Norris und Kollegen aus C. elegans tiberein. Die

Expression einer rme-8 [HPD-AAA]-DNAJ Mutante in Coelomocyten von C. elegans filihrte
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zu einem, vom Wildtyp abweichenden, Aggregat-dhnlich geformten Protein (Norris et al,
2017).

Die beobachtete Aggregation der DNAJC13-DNAJ Mutante ist demnach eine mogliche
Erklarung fiir die Interaktion mit HSP70. HSP70 ist nicht nur fiir die korrekte Faltung von
Proteinen verantwortlich, sondern auch in der Lage, den Transport von zum Abbau
markierten Substraten iliber verschiedene Wege zu verschiedenen Zielorten zu
vermitteln: zum UPS oder zum Lysosom via der CMA oder der selektiven Autophagie tiber
BAG3 (Lamark and Johansen, 2012). Durch das UPS werden 80-90 % aller, insbesondere
kleine, kurzlebige und ubiquitinierte Proteine abgebaut, welche zuvor in einen loslichen
Zustand entfalten werden miissen (Benaroudj et al., 2001; Navon and Goldberg, 2001;
Lilienbaum, 2013). Die CMA dient dem selektiven Abbau ldslicher, mit einer KFERQ-
Sequenz markierten Proteine in Lysosomen (Arias and Cuervo, 2011; Kaushik and
Cuervo, 2012). Proteinaggregate hingegen werden bevorzugt iiber den Weg der
selektiven Autophagie (Aggrephagie) abgebaut (Lamark and Johansen, 2012; Khaminets,
Behl and Dikic, 2016).

Das Auftreten der Aggregate an einem Ort innerhalb der Zellen kdnnte darauf hindeuten,
dass es sich bei der aggregierten DNAJC13-DNA]J Mutante um eine Akkumulation des
Proteins in einem Aggresom bzw. in einer Aggresom-ahnlichen Struktur handeln kénnte.
In der Literatur wird diskutiert, dass es sich bei der Bildung des Aggresoms um einen
regulierten Schutzmechanismus der Zelle handelt, durch den toxisch-wirkende
Proteinaggregate aus der Zelle entfernt werden (Arrasate et al., 2004; Tanaka et al., 2004;
Tyedmers, Mogk and Bukau, 2010). Aggresome bilden sich um das Mikrotubuli-
Organisations-Zentrum durch die Akkumulation von Proteinaggregaten, welche durch
Dynein entlang des Mikrotubuli-Netzwerks dorthin transportiert werden (Kopito, 2000).
Dafiir werden Proteinaggregate entweder durch Polyubiquitinierung oder tliber einen
Ubiquitin-unabhdngigen Mechanismus dem Aggresom zugefiihrt (Johnston, Ward, and
Kopito 1998; Kawaguchi et al. 2003; Khaminets, Behl, and Dikic 2016).
Interessanterweise enthiillte unsere Arbeitsgruppe einen chaperon-based aggresome-
targeting Mechanismus, welcher auf der Wirkung von dem HSP70 Chaperon und seinem
Co-Chaperon BAG3 beruht, Proteinaggregate zum Aggresom zu dirigieren (Gamerdinger
et al, 2011). BAG3 iibertragt das an HSP70 gebundene, fehlgefaltete Proteinsubstrat
direkt auf Dynein, welches somit auf das Aggresom gerichtet wird. Gamerdinger

beschrieb aufderdem, dass es sich bei dem Aggresom um einen Ort hoher autophagischer
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Aktivitat handelt, was durch ein vermehrtes Aufkommen an autophagischen Markern wie
p62 und LC3 gekennzeichnet ist (Gamerdinger et al,, 2011).

Damit Ubereinstimmend konnte insbesondere nach BafAi-Behandlung eine
Kolokalisation der aggregierten DNAJC13-DNA] Mutante mit LB3B sowie mit p62 (p62-
Daten nicht gezeigt) detektiert werden. Der beobachtete Anstieg des autophagischen Flux
nach Uberexpression der DNAJ-Mutante unterstiitzt zusitzlich diese Hypothese. Die
genannten Aspekte deuten demnach darauf hin, dass die aggregierte DNAJC13-DNA]J
Mutante durch das HSP70 Co-Chaperon BAG3 zum Aggresom vermittelt werden kénnte
und dort der Autophagie unterliegt. Um diese Hypothese zu bestitigen, sind weitere
Untersuchungen wie Ko-Farbungen mit beispielsweise BAG3, HSP70, Ubiquitin und dem

Aggresom-Marker Vimentin notwendig.

Die in dieser Dissertation durchgefiihrten Untersuchungen zeigten, dass die QPD-
Mutation innerhalb der DNAJ-Doméane die Konformation des DNAJC13 Proteins
grundlegend beeinflusste. Es kam zu einer Destabilisierung und Aggregation des Proteins,
was verdeutlichte, dass die Struktur des Proteins fiir seine Funktion essentiell ist. Die
QPD-Mutation eignete sich somit nicht, den Einfluss der DNAJ-Domaéne auf die Autophagie

zu untersuchen.

4.2 DNAJC13 beeinflusst die Proteostase durch Regulation der Autophagie

DNAJC13 beeinflusst die Autophagie positiv (Besemer et al., in Begutachtung), jedoch ist
der dieser Regulation zugrundeliegende Mechanismus weitestgehend ungeklart. Um die
Rolle von DNAJC13 innerhalb des autophagischen Prozesses im Detail zu verstehen,
wurden zundchst Interaktionsstudien sowie Immunfluoreszenzfarbungen von DNAJC13

mit ATG8-Proteinen angefertigt und analysiert.

4.2.1 DNAJC13 interagiert mit ATG8-Proteinen

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals mittels eines Peptid Arrays von DNAJC13 sowie
mittels Interaktionsstudien gezeigt werden, dass DNAJC13 mit ATG8-
Familienmitgliedern interagiert. Des Weiteren kolokalisiert es nach BafAi-Behandlung

partiell mit LC3B sowie mit GABARAP. Aufgrund dieser Ergebnisse kann die Hypothese
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aufgestellt werden, dass DNAJC13 mittels einer funktionellen, temporéaren Interaktion mit
ATG8-Proteinen die Autophagie positiv beeinflussen kdnnte, indem es moglicherweise als
Autophagie-Rezeptor oder Adaptor-Protein wirkt.

ATG8-Proteine wie LC3 und GABARAP sind von zentraler Bedeutung fiir die Bildung von
Autophagosomen. Im Sauger existieren sechs ATG8-Homologe, welche alle essentieller
Bestandteil der Autophagosomen sind und vermutlich unterschiedliche, aber auch
liberlappende Funktionen aufweisen (Shpilka et al., 2011; Rogov et al., 2017). Kovalent
an die autophagosomale Membran konjugierte ATG8-Proteine dienen der Rekrutierung
von Autophagie-Rezeptoren und Adaptor-Proteinen (Nakatogawa, Ichimura and Ohsumi,
2007; Weidberg et al., 2011; Rogov et al, 2017). Autophagie-Rezeptoren binden an die
auf der Innenseite von heranreifenden Autophagosomen lokalisierten ATG8-Proteine und
vermitteln selektiv die iiber das Lysosomen bestimmte Degradation von Substraten. Die
Funktion der Interaktion von Adaptor-Proteinen mit ATG8-Proteinen auf der Auf3enseite
von Autophagosomen ist vielfiltig. Sie dient der Regulation der Bildung von
Autophagosomen, dem Transport von Autophagosomen, der Fusion von
Autophagosomen mit dem Lysosom und der Interaktion mit dem endosomalen Netzwerk
(Pankiv and Johansen, 2010; Kraft et al., 2012; Popovic et al., 2012; McEwan et al., 2015).
Es ist bekannt, dass Adaptor-Proteine, welche stets auf der Aufdenseite wirken, selbst
nicht Substrat der Autophagie sind. Dies ist damit zu erklaren, dass ihre
Interaktionspartner, also auf der dufderen autophagosomalen Membran lokalisierte
ATG8-Proteine durch eine ATG4B-Protease wieder entfernt werden (Kabeya, 2004).
Hingegen werden Autophagie-Rezeptoren wie beispielsweise p62 und NBR1, selbst
autophagolysosomal degradiert (Bjgrkgy et al, 2005; Pankiv et al, 2007; Kirkin et al,
2009). Die Untersuchung des Einflusses von DNAJC13 auf den autophagischen Flux zeigte,
dass nach BafAi-Behandlung kein Anstieg sowohl des endogenen als auch des
liberexprimierten DNAJC13 Proteinlevels im Western-Blot zu beobachten war. Dieses
Ergebnis stimmte mit Daten unserer Arbeitsgruppe iiberein (Besemer et al, in
Begutachtung). Wiirde DNAJC13 ein Substrat der Autophagie darstellen, ware ein Anstieg
des Proteinlevels nach BafAi-Behandlung zu erwarten gewesen (Yamamoto et al., 1998).
Der fehlende Anstieg des DNAJC13-Proteinlevels ldsst den Riickschluss zu, dass DNAJC13
selbst kein Substrat der Autophagie darstellt. Weiterfiihrend kénnten diese Daten darauf

hindeuten, dass die Interaktion von DNAJC13 mit ATG8-Proteinen vermutlich auf der
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Aufenseite von heranreifenden und reifen Autophagosomen stattfindet und DNAJC13 als

ein Adaptor-Protein im autophagischen Prozess wirken konnte.

4.2.2 DNAJC13 enthilt vier LIR-Motive

Die Interaktion mit ATG8-Proteinen wird durch das LIR-Motiv innerhalb der Autophagie-
Rezeptoren und Adaptor-Proteine vermittelt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals
mithilfe eines Peptid Arrays gezeigt werden, dass DNAJC13 vier LIR-Motive enthdlt, tiber
die es mit ATG8 bzw. GABARAP interagiert. Die Kernsequenzen der vier, mittels des
Peptid Arrays identifizierten LIR-Motive lauten: LIR1-FVDL, LIR2-YECL, LIR3-FSEI und
LIR4-YEVL (Abbildung 18).

Das LIR-Motiv wurde urspriinglich in p62 von Pankiv und Kollegen entdeckt. Sie
beobachteten eine 22 Aminosauren lange Sequenz, welche fiir die Interaktion mit LC3A
sowie LC3B verantwortlich ist (Pankiv et al,, 2007; Ichimura, Kominami, et al., 2008; Noda
etal., 2008). Weiterfiihrende Studien anderer Arbeitsgruppen identifizierten weitere LIR-
Motiv-enthaltende Proteine und engten den zur Interaktion mit ATG8-Proteinen
verantwortlichen Bereich auf das typisch lineare LIR-Motiv mit der Kernsequenz
[WFY]XX[LIV] weiter ein (Mohrliider et al, 2007; Ichimura, Kumanomidou, et al., 2008;
Noda et al.,, 2008; Alemu et al., 2012). Basierend auf neuesten Insilico-Analyse-Verfahren,
konnte die Definition des LIR-Motivs bzw. die LIR-Kernsequenz zu einem aus sechs
Aminosauren bestehenden xLIR-Motiv spezifiziert werden ([ADEFGLPRSK] [DEGMSTV]
[WFY] [DEILOTV] [ADEFHIKLMPSTV] [LIV]) (Jacomin and Al, 2016). Dabei wurden
experimentell als funktional verifizierte LIR-Motive diverser Proteine bertcksichtigt.
Weitere Strukturanalysen entschliisselten den Mechanismus der Interaktion eines LIR-
Motivs mit ATG8-Proteinen (LIR:ATG8/LC3/GABARAP): Der jeweilige Seitenrest, der an
Position eins bzw. drei vorkommenden aromatischen Aminosdure [WFY] sowie der an
Position vier bzw. sechs vorkommenden konservierten hydrophoben Aminosaure [LIV],
welche die LIR-Kernsequenz bilden, interagiert iiber eine nicht-kovalente Bindung mit
jeweils einer hydrophoben Tasche, die durch eine Ubiquitin-dhnliche Struktur des ATG8-
Proteins gebildet wird. Diese Interaktion wird auferdem durch die negative Ladung von
sauren und phosphorylierten Aminosauren [S/T/E/D] unterstiitzt, welche unmittelbar N-
terminal der Kernsequenz lokalisiert sind (Ichimura, Kumanomidou, et al., 2008; Wild et

al, 2011; Rogov et al.,, 2013; Zhu et al., 2013).
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Die jeweilige Kernsequenz der innerhalb von DNAJC13 identifizierten LIR-Motive wurde
gegen die iLIR-Datenbank (iLIR Autophagy Database: https://ilir.warwick.ac.uk.)
abgeglichen. Die iLIR-Datenbank listet putative LIR-Motive eines beliebigen Proteins auf
und ermoglicht somit einen Abgleich gegen die beispielsweise mittels eines Peptid Arrays
identifizierten Aminosduresequenzen. Dabei wird zwischen dem XLIR-Motiv und dem
typisch linearen LIR-Motiv mit der Kernsequenz [WFY]XX[LIV], hier (von der iLIR-
Datenbank) auch als WxxL-Motiv bezeichnet, unterschieden. XLIR steht fiir extended LIR
motif, also die von dem WxxL-Motiv abgeleitete, zu sechs Aminosauren erweiterte LIR-

Kernsequenz (Jacomin and Al., 2016).

Der iLIR-Datenbank zufolge entspricht das erste LIR-Motiv von DNAJC13 (DNAJC13-
LIR1) mit der Sequenz EGFVDL einem echten xLIR. Die Sequenzen des zweiten, dritten
und vierten LIR-Motives von DNAJC13 (DNAJC13-LIR2, -LIR3 und -LIR4) entsprechen
jeweils dem WxxL-typischen LIR-Motiv. Das bedeutet, dass aufgrund dieser
Sequenziibereinstimmung insbesondere das erste LIR-Motiv beziiglich seiner Funktion

innerhalb des autophagischen Prozesses von Bedeutung sein kénnte.

4.2.3 Charakterisierung der vier LIR-Motive innerhalb von DNAJC13

DNAJC13 stellt einen positiven Modulator der Autophagie dar (Besemer et al, in
Begutachtung) und kolokalisiert partiell mit GABARAP und LC3B nach BafA1-Behandlung.
Ebenso konnte eine Interaktion von DNAJC13 mit dem ATG8-GABARAP beobachtet
werden. Ein Peptid Array von DNAJC13 mit dem ATG8-Protein GABARAP ergab, dass
diese Interaktion mittels vier LIR-Motive in DNAJC13 vermittelt wird. Um die
Funktionalitdt der vier LIR-Motive genauer zu untersuchen und dadurch einen Einblick in
einen moglichen Mechanismus zu erlangen, wurden in der vorliegenden Dissertation
zundchst vier verschiedene DNAJC13-LIR-Motiv Mutanten, durch Punktmutationen der
beiden randstindigen, aromatischen Aminosduren der Kernsequenz, generiert
(Abbildung 21) und diese beziiglich deren Einfluss auf die Autophagie untersucht.

Es konnte bereits mehrfach gezeigt werden, dass entsprechende Punktmutationen
innerhalb der LIR-Motiv-tragenden Proteine zu einer Storung der Interaktion zu ATG8-
Proteinen und folglich zu einer Reduktion des autophagischen Flux fiihrten (Behrends et
al, 2010; Liu et al, 2012). Die Analyse des autophagischen Flux aller vier generierten
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DNAJC13-LIR Mutanten zeigte, dass ihre Uberexpression in HEK293T-Zellen stets zu
einer gesteigerten Autophagie fiihrte. Wiirde der positive Einfluss von DNAJC13 auf die
Autophagie Uber ausschliefllich eines der vier LIR-Motive vermittelt werden, ware
vermutlich keine Steigerung stattdessen eine Minderung des autophagischen Flux bei
einem der mutanten DNAJC13 Proteine zu erwarten gewesen. Moglicherweise konnte
eine gegenseitige Kompensation der vier DNAJC13-LIR-Motive untereinander eine
Erklarung fiir den Anstieg des autophagischen Flux sein.

Das Rab GTPase-aktivierende Protein TBC1D5 beispielsweise enthilt zwei LIR-Motive,
das TBC1D5-LIR1-Motiv und das TBC1D5-LIR2-Motiv (Popovic et al., 2012). Popovic und
Kollegen konnten zeigen, dass wahrend basal ablaufender Autophagie TBC1D5 an
endosomalen Strukturen lokalisiert vorliegt und iiber sein LIR1-Motiv an die Retromer-
Komponente VPS29 bindet. TBC1D5 {ibt eine Funktion beim Retromer-vermittelten
retrograden Transport von physiologisch wichtigen Membranproteinen wie
beispielsweise dem CI (Cation-independent) -M6PR aus (Harbour et al., 2010; Popovic et
al, 2012). Bei Nahrstoffmangel-induzierter Autophagie hingegen findet eine
Lokalisationsdanderung von TBCID5 von endosomalen Strukturen hin zu
autophagosomalen Strukturen statt. TBC1D5 bindet zunachst iiber sein LIR2-Motiv an
ATG8 wodurch es weiter zur autophagosomalen Membran rekrutiert wird, bis es
schliefilich auch mit seinem LIR1-Motiv an ATG8-Familienmitglieder bindet. Popovic und
Kollegen argumentierten, dass TBC1D5 als molekularer Schalter zwischen endosomalem
und autophagosomalem Transport agieren konnte und letztendlich an der
Reprogrammierung von Vesikeltransporten nach Autophagie-Induktion beteiligt ist. Die
iberlappende Bindung von Retromer- und ATG8-Proteinen an das TBC1D5-LIR1 kénnte
Grundlage fiir die TBC1D5-Translokation von Endosomen zu Autophagosomen bei
Induktion der Autophagie sein (Popovic et al, 2012). Aufschluss liber eine mogliche
Kompensation der vier DNAJC13-LIR-Motive untereinander bzw. eine Beteiligung
mehrerer DNAJC13-LIR-Motive konnte die Untersuchung des Einflusses von Doppel- und
Dreifach-LIR-Motiv Mutanten auf die Autophagie erbringen.

Die Immunfluoreszenzanalysen in HEK293A-Zellen verdeutlichten, dass die subzellulare
Verteilung aller vier LIR Mutanten gegeniiber dem wildtypischen DNAJC13 Protein
verandert war. Insbesondere die zwei Punktmutationen [F159A] und [L162A] innerhalb
des xLIR LIR1-Motivs von DNAJC13 fiihrten zu einem vom Wildtyp abweichenden Bild.
Die DNAJC13-LIR1 Mutante lag stets homogen im Zytosol der Zellen verteilt vor.
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Wildtypisches DNAJC13 hingegen zeigt eine distinkte Punktierung und liegt innerhalb
von Zellen Membran-gebunden vor (Fujibayashi et al, 2008; Xhabija et al, 2011).
Aufgrund dieser veranderten, homogenen Verteilung der DNAJC13-LIR1 Mutante lasst
sich mutmafien, dass die Bindung an membrandsen Strukturen gestort war und das
Protein geldst in der Zelle vorlag.

Diese Hypothese wird durch Studien von Fujibayashi und Kollegen unterstiitzt. Sie
konnten zeigen, dass eine DNAJC13-AN Mutante, der die ersten 453 Aminosauren fehlte,
diffus im Zytoplasma von COS-1-Zellen verteilt vorlag, da die Fahigkeit, an Membranen zu
binden, aufgehoben war (Fujibayashi et al, 2008). DNAJC13 besitzt N-terminal
(Aminosdure 17-26) eine PI-Domadne, iiber die es an Pls, insbesondere an PI3P und
PI(3,5)P2, bindet (Xhabija et al, 2011). Fraglich ist demnach, ob die LIR1-Mutation
womoglich die Funktionalitit der N-terminal gelegenen PI-Domaine beeinflusst. Die
Mutation innerhalb des LIR1-Motivs von DNAJC13 koénnte Ursache fiir eine
Konformationsanderung innerhalb des N-terminalen Bereichs von DNAJC13 sein. Diese
mutationsbedingte Anderung der Konformation kénnte ebenso zu einer Anderung oder
zu einem Verlust der Funktionalitat der PI-Domane gefiihrt haben, sodass die Bindung an
Membranen tber Pls reduziert oder aufgehoben war und die DNAJC13-LIR1 Mutante
gelost im Zytosol der Zelle verteilt vorlag. Dartiber hinaus wurde nach BafAi1-Behandlung
von allen DNAJC13 Mutanten eine partielle Kolokalisation mit den ATG8-Proteinen LC3B
und GABARAP beobachtet. Dies konnte ein weiterer Hinweis sein, dass die Funktionalitat
eines der LIR-Motive eventuell durch ein oder mehrere der anderen drei LIRs
kompensiert bzw. ibernommen wurde.

Die Immunfluoreszenzanalysen der DNAJC13-LIR2, -LIR3 und -LIR4 Mutanten zeigte,
dass diese mutanten Proteine eine Neigung zur Aggregation aufwiesen. In allen das
DNAJC13-LIR4 Konstrukt tiberexprimierenden HEK293A-Zellen wurden DNAJC13-LIR4-
Aggregate detektiert. Die Akkumulation in Zellkernndhe sowie die Kolokalisation mit
LC3B und p62 kénnen darauf hindeuten, dass es sich, wie bei der DNAJC13-DNA] Mutante,
um eine Aggresom-dhnliche Struktur handelt. Aufgrund der konstant auftretenden
Aggregation des DNAJC13-LIR4 Proteins liegt die Vermutung nahe, dass die Aggregation
in erster Linie durch die Punktmutationen hervorgerufen wurde. Demgegeniiber lagen
die DNAJC13-LIR2 und -LIR3 Mutanten in einigen Zellen aggregiert und in anderen Zellen
punktiert, dhnlich dem wildtypischen Protein, vor. Diese unterschiedliche Verteilung

deutet auf eine Dosis-Abhdngigkeit der Aggregation hin. In den Zellen, in denen die
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DNAJC13-LIR2 und -LIR3 mutanten Proteine normal verteilt vorlagen, wurden diese
hinsichtlich ihrer Ko-Lokalisation mit der Retromer-Komponente VPS35 sowie dem
ATG9-Membranprotein untersucht.

ATGY9 ist von allen bisher bekannten ATG-Proteinen das einzig bekannte
Transmembranprotein und essentielle Komponente der autophagosomalen Biogenese
(Orsi et al, 2012; Reggiori and Tooze, 2012; Yamamoto et al, 2012). Unter basalen
Bedingungen ist ATG9 an endosomalen Kompartimenten wie dem TGN, dem spaten und
dem Recycling-Endosom lokalisiert (Orsi et al., 2012). Nach Induktion der Autophagie
pendelt ATG9 zwischen dem TGN, dem Endosom und der Phagophore (Young, 2006). Eine
neuere Studie von Popovic und Dikic zeigte, dass der ATG9-Transport nach Induktion der
Autophagie u.a. durch TBC1D5 reguliert wird (Popovic and Dikic, 2014). DNAJC13 nimmt
eine essentielle Rolle innerhalb der endosomalen Proteinsortierung, der Ausbildung von
endosomalen Ausstiilpungen sowie dem retrograden Transport vom Endosom zum TGN
ein (Girard et al., 2005; Fujibayashi et al., 2008; Girard and McPherson, 2008; Popoff et al,
2009; Shi et al.,, 2009; Freeman, Hesketh and Seaman, 2014). Durch unsere Arbeitsgruppe
konnte gezeigt werden, dass DNAJC13 partiell mit ATG9 kolokalisiert sowie die
intrazelluldre Lokalisation von ATG9 am spaten und Recycling-Endosom sowie an LC3-
positiven  Strukturen beeinflusst (Besemer et al, in Begutachtung). Die
Immunfluoreszenzanalysen der vier DNAJC13-LIR Mutanten und ATG9 zeigten, dass die
LIR2, LIR3 und LIR4 Mutanten genau wie wildtypisches DNAJC13 mit ATG9 partiell
kolokalisieren. Eine Ausnahme bildete die LIR1 Mutante. Da sie homogen im Zytoplasma
der Zelle verteilt vorliegt, war eine Aussage beziiglich einer Kolokalisation mit ATG9 nicht
moglich. Jedoch war die punktierte Verteilung von ATG9 innerhalb transfizierter Zellen
durch die veranderte Lokalisation der LIR1 Mutante nicht beeinflusst. Lagen die Mutanten
Proteine allerdings aggregiert vor, kolokalisierten diese stets mit ATG9, was auf eine
Umverteilung des ATG9 Proteins hindeutet (Abbildung 26; weitere Daten von DNAJC13-
LIR2, -LIR3 und -LIR4 Aggregaten nicht gezeigt). Grundlegend waren an dieser Stelle
quantitative Kolokalisationsstudien sowie biochemische Analysen hinsichtlich einer
Interaktion von DNAJC13 mit ATG9 hilfreich, um einen tieferen Einblick beziiglich des
Einflusses von DNAJC13 und den mutanten Formen auf ATG9 und dessen Verteilung zu
erhalten.

Analoge Ergebnisse wurden fiir die Analyse aller vier DNAJC13-LIR Mutanten mit VPS35
beobachtet. Wie das wildtypische Protein kolokalisierten die DNAJC13-LIR2, -LIR3 und -
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LIR4 mutanten Proteine partiell mit VPS35. Auffillig war auch hier, dass ebenso die
aggregierten Formen der Mutanten VPS35 mit in das Aggregat hineinzogen (Abbildung
26; weitere Daten von DNAJC13-LIR2, -LIR3 und -LIR4 Aggregaten nicht gezeigt). Das

bedeutet, dass deren Aggregation zu einer Umverteilung von VPS35 fiihrte.

4.2.4 Das DNAJC13-LIR4-Motiv

Das Hauptaugenmerk beziiglich der Analyse der Funktionalitit eines DNAJC13-LIR-
Motivs lag auf LIR4. Dafiir gab es zwei entscheidende Hinweise. Die PONDR Analyse von
DNAJC13 deutete darauf hin, dass das LIR4-Motiv in einem ,ungeordneten Bereich“
vorkommt. Popelka und Klionsky beobachteten, dass ein LIR-Motiv innerhalb eines
Proteins dann funktionell sein kénnte, wenn es in einem intrinsisch ,ungeordneten
Bereich” eines Proteins lokalisiert ist (Popelka and Klionsky, 2015a). Das bedeutet, dass
nur jene LIR-Motive, welche nicht innerhalb einer Tertidrstruktur eines Proteins
eingebettet vorkommen, eine Funktionalitit beziiglich der ATG8-Interaktion aufweisen.
Des Weiteren wies das LIR4-Motiv von DNAJC13 eine 100 %ige Homologie gegeniiber
dem LIR-Motiv des mitochondrialen Transmembranproteins FUNDC1 auf. Zusatzlich
zeigten auch die umliegenden Aminosduren der beiden LIR-Motiv-tragenden Proteine
eine hohe Homologie zueinander. Interessanterweise wurden von Liu und Kollegen
bereits Versuche beziiglich des Proteins FUNDC1 durchgefiihrt, das an der aufderen
Mitochondrien-Membran lokalisiert ist. Ihre Untersuchungen zeigten, dass FUNDC1 ein
Autophagie-Rezeptor fiir Hypoxie-induzierte Mitophagie darstellt. FUNDC1 bindet zum
einen zum Abbau via Mitophagie bestimmte Mitochondrien, zum anderen bindet es
gleichzeitig ATG8-Proteine, die an heranreifenden Autophagosomen lokalisiert sind (Liu
etal.,2012). Die Interaktion von FUNDC1 mit ATG8 wird durch das in FUNDC1 enthaltene
LIR-Motiv [YEVL] vermittelt. Die zwei Punktmutationen [Y18A] und [L21A] innerhalb des
LIR-Motivs flihrten zu einer Verminderung der Interaktion von FUNDC1 zu den ATG8-
Proteinen LC3B und GABARAP. Folglich war die Induktion des autophagischen Flux
reduziert (Liu et al, 2012).

Die Immunfluoreszenzanalysen der DNAJC13-LIR4 Mutante deuteten allerdings konstant
darauf hin, dass die Mutation innerhalb des LIR4-Motivs die Konformation von DNAJC13

storte, da das mutierte Protein aggregierte. Auch sei an dieser Stelle noch einmal zu
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erwdhnen, dass die Kernsequenz des vierten LIR-Motivs innerhalb der zentralen DNAJ-
Domane liegt. Erstaunlicherweise fithrte, unabhingig der Mutation (also LIR4-Motiv oder
DNAJ-QPD-Sequenz), eine veranderte Aminosdauresequenz innerhalb der evolutionir
konservierten DNAJ-Doméane zur Aggregation der Proteine. Diese Beobachtung der
Aggregation der DNAJC13-LIR4 Mutante konnte anhand einer differentiellen
Fraktionierung bestatigt werden. Die Mutation innerhalb des vierten LIR-Motivs von
DNAJC13 eignete sich demnach nicht, das LIR4-Motiv auf seine Funktionalitat innerhalb
des autophagischen Prozesses zu untersuchen. Um dennoch eine detaillierte Analyse auf
eine mogliche Funktionalitit des LIR4-Motivs durchzufiihren, wurden entsprechend

verschieden mutierte und trunkierte DNAJC13 Konstrukte generiert.

4.2.5 Charakterisierung der verschieden mutierten und trunkierten

DNAJC13-LIR4 Konstrukte

Zur detaillierteren Untersuchung des vierten LIR-Motivs wurde sowohl ein wildtypisches
als auch ein LIR4-Motiv-mutiertes, N- und C-terminal trunkiertes DNAJC13 Konstrukt
sowie ein DNAJC13-ALIR4 Deletionskonstrukt generiert.

Die mit dem DNAJC13-AN-AC und dem DNAJC13-AN-LIR4-AC Konstrukt angefertigten
Immunfluoreszenzen zeigten ein, mit in dieser Dissertation bereits gewonnen Daten,
interessantes Ergebnis. Das DNAJC13-AN-AC Protein verhielt sich analog zu der
DNAJC13-LIR1 Mutante; es lag homogen in den HEK293A-Zellen verteilt vor. Wie bereits
oben vermutet und diskutiert wurde, konnte die Mutation innerhalb des LIR1-Motivs
einen Einfluss auf die Funktionalitit der PI-Domane ausiiben. Dem DNAJC13-AN-AC
Protein fehlte die PI-Domaéne, wodurch die Bindung an Membranen tiber PIs unterbunden
wurde (Fujibayashi et al., 2008). Hingegen zeigten die mikroskopischen Aufnahmen der
trunkierten DNAJC13-AN-LIR4-AC Mutante, dass die Mutation innerhalb des vierten LIR-
Motivs konstant zu einer Aggregation des Proteins flihrte. Diese beobachtete Aggregation
der trunkierten Mutante stimmte mit der beobachteten Aggregation der DNAJC13-LIR4
Mutante tiberein.

Ebenso sehr interessant ist, dass Liu und Kollegen, neben den Analysen mit der FUNDC1-
LIR-[Y18A]-[L21A] Mutante, weitere Analysen mit einer @FUNDC1-ALIR
Deletionsmutante durchgefiihrt haben. Sie konnten zeigen, dass die Deletion des
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FUNDC1-LIR-Motivs zu einem vollstandigen Verlust der Interaktion von FUNDC1 zu LC3B
filhrte. Die Induktion der Mitophagie durch das wildtypische FUNDC1 Protein war bei
Uberexpression des FUNDC1-ALIR Deletionskonstrukts in HeLa-Zellen vollstindig
aufgehoben (Liu et al, 2012). lhrer Analyse zufolge schien die FUNDC1-ALIR
Deletionsmutante nicht zu aggregieren. Im Gegensatz dazu, aggregierte die DNAJC13-
ALIR4 Deletionsmutante und eignete sich damit nicht zur detaillierteren Untersuchung

hinsichtlich ihrer Funktion innerhalb des autophagischen Prozesses.

Schliefllich sollte sowohl eine DNAJC13 Dreifachmutante, die Triple LIR Mutante (TM),
mit einem mutierten LIR1-, LIR2- und LIR3-Motiv als auch C-terminal trunkierte DNAJC13
Versionen (TV) ohne mutierte Bereiche helfen, die Funktionalitit des vierten LIR-Motivs
zu untersuchen. Dazu wurden drei verschiedene DNAJC13-TV Konstrukte generiert,
denen der gesamte C-terminale Bereich einschliefslich des vierten LIR-Motivs (DNAJC13-
TV1), der gesamte C-terminale Bereich ausschlief3lich des vierten LIR-Motivs (DNAJC13-
TV2) und der gesamte C-terminale Bereich bis zur DNAJ-Domane (DNAJC13-TV3) fehlten
(Abbildung 29). Durch die Generierung des DNAJC13-TV3 Konstrukts sollte
gewahrleistet sein, dass womoglich ein Einfluss der DNAJ-Domane auf die Funktionalitit
des vierten DNAJC13-LIR-Motivs detektiert werden konnte.

Zunichst wurden auch diese Konstrukte nach Uberexpression in HEK293A-Zellen
hinsichtlich ihres Aggregationsverhaltens untersucht. Erstaunlicherweise zeigte die
Immunfluoreszenzanalyse des DNAJC13-TM Proteins, dass dieses nicht aggregiert,
sondern, sowohl wie DNAJC13-AN-AC als auch DNAJC13-LIR1, homogen im Zytosol der
Zellen verteilt vorlag. Diese Beobachtung verdeutlichte erneut, dass die Mutation
innerhalb des LIR1-Motivs vermutlich einen Einfluss auf die PI-Doméane und somit auf die
Bindung an Membranen ausiibt. Die Mutation innerhalb des LIR1-Motivs wies
offensichtlich einen dominanten Effekt auf die Verteilung des Proteins gegeniiber den
Mutationen innerhalb des zweiten und dritten LIR-Motivs auf.

Beziiglich der drei C-terminal trunkierten DNAJC13 Proteine ldsst sich anhand der
Immunfluoreszenzen auch an dieser Stelle vermuten, dass deren Verteilung, von normal
punktiert bis aggregiert, auf einem Dosis-Effekt der Uberexpression beruht. Eine
differentielle Fraktionierung entsprechender HEK293T-Zelllysate bestatigte auch hier,
dass alle drei DNAJC13-TV Proteine aggregiert vorlagen. Entsprechend wurden méglichst
nur innerhalb von HEK293A-Zellen tiberexprimierte DNAJC13-TV Proteine analysiert, die
wie der Wildtyp eine distinkte Punktierung zeigten.
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In der Literatur bereits beschrieben, interagiert DNAJC13 mit dem Retromer-Komplex
tiber dessen Komponente SNX1 (Popoff et al, 2009; Shi et al., 2009). Grundlegend sind
SNX-Proteine fir die Bildung tubuldrer Strukturen an den Endosomen verantwortlich
und unterstiitzen dadurch die effiziente Sortierung von Molekiilen (Carlton et al., 2004;
Van Weering et al,, 2012). Von Shi und Kollegen wurden bereits Untersuchungen mit
verschieden N- und C-terminal trunkierten RME-8 Proteinen in C. elegans hinsichtlich
einer physikalischen Interaktion mit der Retromer-Komponente SNX1 durchgefiihrt.
Ihnen gelang es den fiir die Interaktion mit SNX1 verantwortlichen Bereich innerhalb von
RME-8 auf die Aminosduren 1388-1950, d.h. auf die orthologe Region der Aminosauren
1331-1893 im humanen DNAJC13 Protein, einzuengen (Shi et al., 2009). Entsprechend
wurden die DNAJC13-TV Proteine im Hinblick auf eine Kolokalisation mit SNX1
mikroskopisch analysiert. Interessanterweise konnte fiir alle DNAJC13-TV Proteine eine
partielle Kolokalisation mit der Retromer-Komponente SNX1 gezeigt werden. Das
DNAJC13-TV1 Protein umfasst die Aminosduren 1-1300 und das TV2Z Protein die
Aminosauren von 1-1314. Demnach ware fiir diese beiden Proteine keine Kolokalisation
mit SNX1 zu erwarten gewesen. Das DNAJC13-TV3 Protein ist 1423 Aminosduren lang,
was bedeutet, dass ein Uberlapp von 92 Aminosiuren fiir eine Kolokalisation von
DNAJC13 mit SNX1 ausreichen konnte. Diese Ergebnisse wiirden den durch Shi und
Kollegen auf das humane Protein bezogenen definierten Bereich der verantwortlichen
Aminosauren (1331-1893) innerhalb von DNAJC13 zur Interaktion mit SNX1 einengen.
Allerdings scheint diese Aussage jedoch zu generalisierend. Xhabija und Kollegen fiihrten
Kolokalisationsstudien mit einer, den SNX1-Bindebereich fehlenden, DNAJC13-A1165
Deletionsmutante und SNX1 durch. Thre Analysen zeigten, dass genau wie in dieser
Dissertation beobachtet, stets eine, dem Wildtyp gegeniiber verminderte Kolokalisation
von DNAJC13-A1165 und SNX1 vorlag. Weitere Depletionsversuche verrieten, dass fiir
eine rdumliche Nahe an endosomalen Strukturen keine direkte Interaktion der beiden
Proteine erforderlich ist (Xhabija and Vacratsis, 2015). Demnach sei die hier beobachtete
Kolokalisation damit zu erkldaren, dass DNAJC13 mittels seiner PI-Domédne und SNX1
mittels seiner BAR- sowie seiner charakteristischen PX- Domane an PI3P endosomaler
Strukturen gebunden vorlag. Ein weiterer interessanter Datenpunkt ist, dass wenn die
DNAJC13 Mutanten aggregiert vorlagen, deren Aggregation scheinbar zu einer
Umverteilung der SNX1 Proteine fiihrte, da diese stets mit SNX1 kolokalisierten
(Abbildung 31; weitere Daten von DNAJC13-TV Aggregaten nicht gezeigt).
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Des Weiteren wurden Immunfluoreszenzaufnahmen von den Mutanten mit den ATG8-
Proteinen analysiert. Das DNAJC13-TM Protein war stets homogen im Zytosol von
HEK293A-Zellen verteilt, entsprechend konnte keine Kolokalisation mit LC3B oder
GABARAP detektiert werden. Dies konnte allerdings auch damit zu erklaren sein, dass
unter basalen Bedingungen generell wenige autophagosomale Proteine angereichert
vorliegen. Jedoch konnte auch nach BafAi-Behandlung keine Kolokalisation von
DNAJC13-TM und LC3B oder GABARAP detektiert werden. Hingegen kolokalisierten
interessanterweise alle trunkierten DNAJC13-TV Proteine unter basalen Bedingungen
und insbesondere nach BafAi-Behandlung partiell mit beiden ATG8-Mitgliedern.
Allerdings ware keine Kolokalisation des DNAJC13-TV1 Proteins mit LC3B oder GABARAP
zu erwarten gewesen, wenn davon ausgegangen werden konnte, dass das vierte LIR-
Motiv innerhalb von DNAJC13 alleinig funktional ist. Das DNAJC13-TV3 Protein
kolokalisierte partiell starker mit LC3B und GABARAP als das DNAJC13-TV2 und -TV1
Protein. Dies konnte darauf hindeuten, dass eine Funktionalitit des DNAJC13-LIR4-
Motivs durch eine funktionale DNAJ-Domane verbessert ware.

Diese Kolokalisationsstudien lieferten weitere Hinweise, dass der positive Einfluss von
DNAJC13 auf die Autophagie moglicherweise alleinig in der Funktion des LIR4-Motivs
liegen konnte. Diese Aussage muss allerdings unter Vorbehalt gemacht werden, denn
auch die biochemischen Analysen hinsichtlich des Einflusses der DNAJC13-TV Mutanten
auf den autophagischen Flux und somit die Aussagen iiber die Funktionalitit des vierten
LIR-Motivs konnten diesen Hinweis nicht weiter bekraftigen. Sowohl sei die Dosis-
Abhingigkeit der Uberexpression und die daraus resultierende unterschiedliche
Verteilung (normal punktiert bis aggregiert) als auch der unterschiedliche Zelltyp
(HEK293A und HEK293T) zu beriicksichtigen. Die Flux-Analysen wurden stets in
HEK293T-Zellen durchgefiihrt, da diese die Konstrukte wesentlich besser als die
HEK293A-Zellen aufnahmen und exprimierten. Wie durch die differentielle
Fraktionierung bestatigt, lagen die mutanten Proteine insbesondere in den HEK293T-
Zellen aggregiert vor, weshalb ein Anstieg des autophagischen Flux zu erwarten war. Es
konnte demnach davon ausgegangen werden, dass die Analyse des Fluxes nach
Uberexpression der DNAJC13-TV Mutanten aufgrund deren Aggregation nicht deren
wahren Einfluss auf die Autophagie widerspiegelte.

Ebenso war es sehr gewagt, anhand der biochemischen Untersuchung des DNAJC13-TM

Proteins und dessen Einfluss auf die Autophagie eine Bekraftigung unserer Hypothese
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anzunehmen. Seine Uberexpression fiihrte zwar, genau wie die des Wildtyps, zu einem
gesteigerten autophagischen Flux, was darauf hindeuten wiirde, dass alleinig das LIR4-
Motiv flr diese Steigerung ausreicht bzw. verantwortlich ist. Jedoch muss diese Aussage
mit grofder Vorsicht betrachtet werden, da, wie bereits oben erwéhnt, das mutierte LIR1-
Motiv einen dominanten Effekt auf das gesamte Protein und dessen Stabilitat hinsichtlich

seiner Lokalisation in der Zelle ausiibte.

Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Dissertation gezeigt, dass keine der
generierten DNAJC13-Varianten zu einer konstruktiven Aussage beziiglich der
Funktionalitit der vier LIR-Motive fiihren konnten. Stattdessen offenbarten die
verschiedenen Mutationen innerhalb des DNAJC13 Molekiils eine enorme Sensibilitat

hinsichtlich seiner Konformation und somit seiner Verteilung innerhalb der Zelle.

4.2.6 Die Konformation des multifunktionalen Proteins DNAJC13

Fiir das hoch konservierte DNAJC13 Protein wurden bereits eine Reihe von funktionellen
Domadnen und damit einhergehend eine Reihe von Interaktionspartnern verschiedener
Funktionen beschrieben, weshalb hier von einem facettenreichen und multifunktionalen
Protein gesprochen werden kann (Abbildung 35). Die zentral gelegene DNAJ-Domane ist
fiir die Interaktion und somit fiir die Regulation der Aktivitit des Chaperons HSP70
verantwortlich. Dadurch nimmt DNAJC13 eine wichtige Funktion innerhalb des
endosomalen Vesikeltransports ein (Chang, Hull and Mellman, 2004; Girard et al., 2005).
Aufierdem tragt es eine N-terminal gelegene PI-Domaéne, woriiber es mit membrandsen
Strukturen interagiert (Fujibayashi et al, 2008; Xhabija and Vacratsis, 2015). Des
Weiteren ist DNAJC13 mit dem Retromer-Komplex assoziiert und libernimmt eine
entscheidende Rolle innerhalb des retrograden Transports von Rezeptoren wie die des
M6PRs oder des EGFRs (Girard et al., 2005; Girard and McPherson, 2008; Popoff et al.,
2009; Shi et al, 2009).

In dieser Dissertation wurden erstmals vier LIR-Motive (LIR1, LIRZ, LIR3 und LIR4)
innerhalb des DNAJC13 Proteins identifiziert und in Ansatzen deren Funktion im
Autophagie-Prozess untersucht. Die Expression der verschiedenen DNAJC13 Mutanten
filhrte zu Veranderungen des Aggregationszustands der mutierten Proteine in der Zelle.
Die Proteinaggregation steht im Zusammenhang mit fehlgefalteten Proteinen und
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pathologischen Erscheinungsformen wie beispielsweise der PD. Daher ist die

Identifikation neuer Modulatoren der Abbauprozesse von grofder Wichtigkeit.

LIR-Motive ¥t
Zzur Interaktion mit

ATG8-Proteinen
— Autophagie

Membran-
Assoziation

endosomale
Membran

Autophagosom
GABARAP d? O O
Q Endosomaler
LC3 I O Vesikeltransport

LIR \UR/  \LIR/ \LIR/ DNAJC13
A A=
nfr DNAJ| c ]

Ausbildung
tubulirer
Strukturen

RETROMER KOMPLEX Retrograder
Transport

Abbildung 35: Uberblick iiber das multifunktionale DNAJC13 Protein. DNAJC13 ist ein positiver
Modulator der Autophagie. Es enthalt vier LIR-Motive {iber die es potentiell mit ATG8-Familienmitgliedern
(LC3 und GABARAP) interagieren kann. Eine N-terminal gelegene PI-Bindedoméine dient der Assoziation
mit Phosphatidylinositolen (z.B.: PI3P) und daher der Membran-Assoziation. DNAJC13 interagiert mit
seinem N-Terminus mit dem FAM21-Schweif, einer Komponente des WASH-Komplexes und reguliert die
Ausbildung tubulirer Strukturen. Uber seinen SNX1-Bindebereich interagiert DNAJC13 mit dem SNX-
Dimer des Retromer-Komplexes und reguliert den retrograden Transport wichtiger Rezeptoren (z.B.:
M6PR, EGFR). Die DNAJ-Bindedoméane dient der Interaktion und dadurch der Regulation der ATPase-
Aktivitat von HSP70 und hat daher eine Funktion im endosomalen Vesikeltransport.

Jedes Protein faltet sich nach bzw. auch schon wahrend seiner Synthese in seine native,
dreidimensionale Konformation (Dobson and Karplus, 1999; Dobson, 2003).
Insbesondere grofde Proteine sind dabei auf die Hilfe molekularer Chaperone angewiesen,
um schlief3lich ihre dreidimensionale und somit spezifische, funktionelle Konformation
einzunehmen und biologisch aktiv zu sein. In seltenen Fallen erfolgt die Faltung sehr
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kleiner Proteine autonom und wird durch einen sogenannten hydrophoben Effekt
angetrieben, der die Abkehr hydrophober Seitenketten vom wassrigen Milieu ins Innere
des mehrdimensional gefalteten Proteins beschreibt (Hartl, Bracher and Hayer-Hartl,
2011). Extrinsische Faktoren wie oxidativer Stress oder ein ungiinstiger pH-Wert, aber
auch intrinsische Faktoren wie Mutationen innerhalb der Aminosauresequenz kénnen zu
einer anormalen Faltung und zur Destabilisierung von Proteinen fiihren (Tyedmers, Mogk
and Bukau, 2010). Ein Merkmal fiir die Bildung und Struktur von Proteinaggregaten sind
insbesondere bei Faltungsintermediaten auftretende exponierte hydrophobe Bereiche.
Diese konnen sowohl untereinander als auch mit exponierten hydrophoben Bereichen
anderer Proteine intramolekulare Wechselwirkungen eingehen, was dartiiber hinaus zu
weitreichenden Schaden der Zelle fiihren kann. Grundlegend kann die Aggregation zur
Bildung von Einschlusskoérpern, Amyloidfibrillen sowie Faltungsaggregaten fiihren (Fink,
1998). Einschlusskorper bilden sich haufig, wenn Proteine tiberexprimiert werden. Eine
starke Uberexpression kann zur Folge haben, dass ein Zellsystem kollabiert und somit die
normale Faltung der Proteine nicht mehr gewahrleisten werden kann. Des Weiteren
finden sich Einschlusskérper und verwandte unldsliche nicht-geordnete
Proteinaggregate auch bei bestimmten neurodegenerativen Krankheiten wieder, wie
beispielsweise der ALS, der PD oder der AD. Proteinaggregate stellen demnach ein
pathologisches Merkmal von neurologischen Krankheitsbildern dar und konnen die

Proteinhomdostase stark herausfordern (Soto, 2003; Ross and Poirier, 2004).

Die eingefligten Punktmutationen innerhalb der vier DNAJC13-LIR-Motive resultierten in
einer gegeniiber dem Wildtyp veranderten homogenen Verteilung (DNAJC13-LIR1 und -
TM) oder Aggregation (DNAJC13-LIR4, -ALIR4 sowie -DNAJ) der verschiedenen
Mutanten. Daraus lassen sich Schlussfolgerungen iiber die Proteinstabilitdt von DNAJC13
ziehen. Offensichtlich iibt die veranderte Aminosduresequenz jeder einzelnen Mutante
einen Einfluss auf die Konformation des DNAJC13 Proteins aus. Jedoch ist hier eine
differenzierte Betrachtung der einzelnen Mutanten notwendig.

Die Aggregation der DNAJC13-LIR2, -LIR3, -TV1, -TV2 und -TV3 Mutanten ist vermutlich
auf einen Dosis-Effekt zuriickzufiihren. Die transienten Transfektionen fiihrten zu sehr
starken Uberexpressionen der Mutanten innerhalb der einzelnen Zellen, was schliellich
deren Aggregation bedingte.

Die DNAJC13-LIR4, -ALIR4 sowie -DNA] Proteine aggregierten jedoch konstant. Das

bedeutet, dass die entsprechend eingefligten Punktmutationen oder die Deletion
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mafgeblich die Konformation des jeweiligen DNAJC13 Proteins beeinflussten. Die DNA]J-
Domine sowie das darin eingebettete LIR4-Motiv sind offensichtlich von enormer
Bedeutung hinsichtlich der Stabilitdt des Proteins.

Die DNAJC13-LIR1 und -TM Proteine hingegen wiesen stets eine homogene Verteilung
durch das Zytosol der Zellen auf. Wie bereits oben diskutiert, konnte dieses Phdnomen im
Zusammenhang mit einer Beeinflussung der PI-Domane stehen, sodass die Assoziation
mit Membranen eventuell gestort war. Interessant ist allerdings auch, dass die
Moglichkeit tiber die SNX1-Bindestelle mit Membranen zu assoziieren scheinbar auch
gestort war. Ein denkbarer Versuchsansatz um dies genauer zu untersuchen konnte eine
Lebendzellextraktion sein. Zytosolische Komponenten lassen sich mit milden
Detergenzien wie Saponin oder Digitonin extrahieren, sodass moglichst membrandse
Strukturen erhalten bleiben, welche dann hinsichtlich einer Interaktion von DNAJC13-
LIR1 und -TM mit ATG8-Proteinen mikroskopisch analysiert werden konnten. Auch die
Superauflésungs-Mikroskopie ware eine Moglichkeit einen noch besseren Einblick in
diesen Prozess zu bekommen.

Trotz der bisher diskutierten Mutanten, die die Aggregation von DNAJC13 verursachten,
sind in der Literatur Mutationen fiir DNAJC13 beschrieben, welche nicht zu einer
Anderung seiner Konformation fiihrten, sondern diese ahnlich wie der Wildtyp
exprimiert vorlagen. Dazu zdhlt beispielsweise die Mutation [N855S] innerhalb von
DNAJC13, welche in einem kausalen Zusammenhang mit der familidren PD steht
(Vilarifio-Giiell et al., 2014). Die Expression der DNAJC13-[N855S] Mutante fiihrte zu
keiner Aggregation, hingegen aber zu einer veranderten Lokalisation mit endosomalen
Kompartimenten. Der resultierende negative Effekt auf endosomale Sortierprozesse
aufderte sich durch einen beeintrachtigten Transport von beispielsweise Transferrin,
EGF/EGFR oder a-Synuklein (Hasegawa et al, 2018; Yoshida et al, 2018). Auch die
Mutationen [K8A] oder [K25A] innerhalb der PI-Domane von DNAJC13, welche durch
Xhabija und Kollegen zur Entschliisselung dieser generiert wurden (Xhabija and
Vacratsis, 2015) hatten keinen Einfluss auf eine verdnderte Verteilung des Proteins
innerhalb von Zellen. Hingegen zeigten die Mutationen [K17A], [W20A], [Y24A] und
[R26A] exakt dieselbe homogene Verteilung wie die DNAJC13-LIR1 und -TM Proteine was

einmal mehr die Sensibilitit des Proteins unterstreicht.
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4.3 Ausblick

In dieser Dissertation konnten erstmals vier LIR-Motive innerhalb von DNAJC13
aufgedeckt und beschrieben werden. Fiir einige der zur Untersuchung dieser vier LIR-
Motive eingefligten Mutationen (-LIR1, -LIR4, -TM) konnte gezeigt werden, dass diese die
Struktur des Proteins destabilisieren. Um jedoch einen besseren Einblick und Aufklarung
der Funktionalitdt der vier LIR-Motive innerhalb von DNAJC13 zu erbringen, waren
diverse Ansatze denkbar. Beispielsweise verlagert sich der Schwerpunkt der
bioinformatischen Wissenschaften immer mehr in Richtung der Fragestellung nach der
Proteinfaltung und Strukturvorhersage bei gegebener Aminosduresequenz. Demnach
konnten solche Insilico-Analysen im Hinblick auf die Konformation von DNAJC13 bzw. der
jeweiligen Sequenzbereiche fiir ein besseres Verstandnis hilfreich sein. Aufgrund der
Dosis-Abhangigkeit der Expression der verschiedenen Konstrukte (-LIRZ, -LIR3, -TV1-3)
und daraus resultierend deren Lokalisation bzw. Aggregation war auch hier keine
Aussage beziiglich der Funktionalitat der LIR-Motive mogliche. Neben der Umklonierung
in einen weniger stark die Proteine exprimierenden Vektor sei die Generierung von
stabilen mutierten und verkiirzten DNAJC13-Linien mittels des CRISPR/Cas Verfahrens
denkbar. Dadurch wiirde gewahrleistet, dass die Konstrukte unter einem endogenen
Promotor exprimiert und somit in einem endogenen Expressionspiegel vorliegen. Dieses
System wiirde dazu beitragen, weitere Analysen zur Funktionalitit der LIR-Motive
innerhalb DNAJC13 hinsichtlich seiner ATG8-Interaktionspartner durchzufiihren. Dazu
sollten mogliche Unterschiede zwischen der Interaktion von DNAJC13 zu LC3B und
GABARAP untersucht werden. Auch sollte analysiert werden, inwiefern die LIR-Motive
einen moglicherweise sekundaren Einfluss auf die ATG9-Verteilung ausiiben. Unsere
Arbeitsgruppe postulierte bereits, dass DNAJC13 die ATG9-Lokalisation an
autophagosomalen Strukturen moduliert (Besemer et al, in Begutachtung).
Moglicherweise fungiert DNAJC13 als ein Bindeglied zwischen ATG9 und der Phagophore
bzw. dem Autophagosom. Weitere Studien im Kontext des Retromer-Komplexes bzw.
SNX1 wiirden Aufschluss iiber eine mogliche Bedeutung des Komplexes fiir die

Autophagie erbringen.
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5.1 Zusammenfassung

Die Aufrechterhaltung der zelluliren Proteinhomdostase ist fiir das Uberleben eines
Organismus sowie seiner Funktion von entscheidender Bedeutung. Um das Gleichgewicht von
Proteinsynthese, -stabilisierung und -abbau zu erhalten, bedient sich die Zelle einem hoch
konservierten Qualitidtskontrollsystem, welches sich aus molekularen Chaperonen sowie den
beiden Protein-Degradationswegen, dem Ubiquitin-Proteasom-System und dem (autophago-
) lysosomalen System, zusammensetzt. Wahrend des autophagischen Prozesses werden
zytoplasmatische Komponenten von einer vesikuldaren Doppelmembran, dem Autophagosom,
umschlossen; nach seiner Reifung fusioniert das Autophagosom mit dem Lysosom. In
letzterem enthaltene Hydrolasen sorgen schlief3lich fiir die Degradation der Substrate. Unsere
Arbeitsgruppe konnte das bisher mit dem retrograden Transport von endosomalen Vesikeln
assoziierte DNAJ/HSP40 Protein DNAJC13 als einen positiven Regulator der Autophagie
identifizieren.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde die Rolle von DNAJC13 innerhalb des autophagischen
Prozesses detaillierter untersucht. Sowohl Lokalisations- als auch Interaktionsstudien
zeigten, dass DNAJC13 mit den ATG8-Familienmitgliedern LC3B und GABARAP interagiert.
Generell wird die Interaktion zwischen ATG8-Proteinen und deren Interaktionspartnern
durch das LIR (LC3-interacting region) -Motiv vermittelt. Mit Hilfe eines Peptid Arrays
konnten innerhalb von DNAJC13 vier LIR-Motive identifiziert werden, die spezifisch mit dem
ATG8-Protein GABARAP interagieren. Zur Untersuchung der Funktionalitit dieser LIR-
Motive sowie der DNAJ-Doméane von DNAJC13 wurden verschiedene DNJAC13 Mutanten
generiert (u.a. DNAJC13-LIR1-4,-TV1-3,-TM, -DNAJ). Die detaillierte Analyse dieser Mutanten
ergab, dass Punktmutationen innerhalb von DNAJC13 hinsichtlich ihrer Konformation zu
enorm sensiblen und somit destabilisierten Proteinen fiihrten. Punktmutationen innerhalb
der DNAJ-Domane sowie des vierten LIR-Motivs oder die Deletion des vierten LIR-Motivs
(DNAJC13-DNAJ, -LIR4 sowie -ALIR4) bewirkten die Aggregation von DNAJC13.
Punktmutationen im zweiten oder dritten LIR-Motiv von DNAJC13 sowie die C-terminale
Trunkierung von DNAJC13 (DNAJC13-TV1-3) hatten eine Dosis-abhdngige Aggregation des
Proteins zur Folge. Interessanterweise resultieren andere Punktmutationen in DNAJC13, wie
beispielsweise die pathologisch bedeutsame Parkinson-assoziierte N855S-Mutation, nicht in
der Aggregation des Proteins. Eine Punktmutation im ersten LIR-Motiv (DNAJC13-LIR1 und -
TM) beeinflusste die Assoziation von DNAJC13 mit Membranen; dies lasst auf einen
dominanten Effekt des ersten LIR-Motivs (LIR1) auf das Protein und dessen Konformation
schliefden.

Im Zuge der funktionellen Charakterisierung des HSP40 Proteins DNAJC13 konnten im
Rahmen dieser Dissertation innerhalb DNAJC13 vier LIR-Motive identifiziert werden. Durch
Mutation dieser putativ funktionellen Motive sowie Trunkierungen von DNAJC13 wurden
Mutanten generiert, die eine Analyse der Funktion von DNAJC13 als positiven Regulator der
Autophagie erlauben. Die in dieser Arbeit erlangten Resultate werden damit nicht nur zur
weiteren detaillierteren Charakterisierung des HSP40 Proteins DNAJC13 selbst, sondern auch
zur Aufklarung seiner Rolle im autophagischen Prozess beitragen.
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5.2 Summary

The maintenance of cellular protein homeostasis is of vital importance for the survival of an
organism and its cellular function. To maintain the balance of protein synthesis, stabilization,
and degradation, cells are equipped with a highly conserved quality control system consisting
of molecular chaperones as well as two protein degradation pathways: the ubiquitin-
proteasome system and the (autophago-) lysosomal system. During the autophagic process,
cytoplasmic components are engulfed by a vesicular double membrane, the so-called
autophagosome. The mature autophagosome fuses with the lysosome and its content is
subsequently degraded by lysosomal hydrolases.

Our group identified the DNAJ/HSP40 protein DNAJC13 which was previously described in
the retrograde transport of endosomal vesicles, as a positive regulator of autophagy.

In the present study, the role of DNAJC13 within the autophagic process was investigated in
more detail. Localization as well as interaction studies revealed that DNAJC13 interacts with
the ATG8 family members LC3B and GABARAP. In general, the interaction between ATG8
proteins and their interaction partners is mediated by the LIR (LC3-interacting region) motif.
Using a peptide array, four LIR motifs within DNAJC13 were identified which specifically
interact with the ATG8 protein GABARAP. In order to study the functionality of these LIR
motifs and the DNAJ domain of DNAJC13, various DNJAC13 mutants were generated
(including DNAJC13-LIR1-4, -TV1-3, -TM, -DNAJ). Detailed analysis of these mutants revealed
that point mutations within DNAJC13 led to a highly sensitive and thus destabilized protein
conformation. Point mutations in the DNAJ domain or in the fourth LIR motif as well as the
deletion of the fourth LIR motif (DNAJC13-DNAJ, -LIR4 and - A LIR4) caused the aggregation
of DNAJC13. Point mutations in the second or third LIR motif of DNAJC13 as well as the
truncation of its C-terminus (DNAJC13-TV1-3) resulted in a dose-dependent aggregation of
the protein. Interestingly, other point mutations in DNAJC13, such as the pathologically
significant Parkinson-associated N855S mutation, did not result in the aggregation of the
protein. A point mutation in the first LIR motif (DNAJC13-LIR1 and -TM) negatively influenced
the association of DNAJC13 with membranes which suggests a dominant effect of the first LIR
motif (LIR1) on protein conformation.

In the course of the functional characterization of the HSP40 protein DNAJC13, four LIR motifs
of DNAJC13 could be identified. Analysis of the mutation or truncation of these putative
functional motifs led to a deeper understanding of the role of DNAJC13 as a positive regulator
of autophagy. The results obtained in this study contribute not only to further
characterization of the HSP40 protein DNAJC13, but also to the elucidation of its role in the
autophagic process.
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7.2 Abkiirzungsverzeichnis
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etal.
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AMP activating protein kinase

Autophagy related
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Chaperon-mediated autophagy
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7.3 Plasmidkarte und DNAJC13-Sequenz

pEFBos:DNAJC13-Flag:

12030 bp
DNAJC13

DNA-Sequenz von pEFBos:DNAJC13-Flag (DNAJC13, Flag)

ATGAACATAATTAGGGAAAATAAGGATCTGGCATGTTTCTACACAACAAAACATTCATGGAGGGGGAAGTATAAGCGTGTCTT
TTCAGTTGGAACTCATGCGATTACTACATATAATCCCAATACCTTAGAAGTAACAAATCAGTGGCCTTATGGAGACATTTGCA
GCATCAGCCCTGTTGGAAAAGGACAAGGAACGGAGTTCAACCTCACATTTCGTAAAGGCAGTGGAAAAAAGTCAGAAACTTTA
AAATTTTCTACAGAGCACAGAACAGAACTTCTTACAGAAGCATTGAGATTTAGAACTGATTTTTCAGAGGGAAAAATCACAGG
AAGGAGATACAACTGCTATAAGCATCACTGGAGTGACTCAAGAAAACCTGTAATTTTGGAAGTAACTCCAGGAGGCTTTGACC
AAATTAATCCTGCAACCAACAGAGTACTCTGTTCCTATGACTATAGAAATATTGAAGGATTTGTAGATCTCTCAGATTATCAA
GGAGGATTTTGTATACTTTATGGAGGATTTAGTAGATTGCATTTATTTGCGTCAGAGCAAAGAGAAGAGATTATTAAAAGTGC
AATAGACCATGCTGGTAACTACATAGGTATTTCATTGCGGATCAGGAAAGAGCCTTTAGAATTCGAGCAATATTTGAATCTTC
GCTTTGGAAAATACAGCACTGATGAATCCATCACATCTTTAGCAGAGTTTGTAGTCCAAAAAATATCACCTAGACATTCGGAG
CCTGTTAAAAGAGTTCTAGCACTTACAGAAACATGTTTAGTAGAACGTGATCCGGCAACCTATAATATTGCAACATTGAAGCC
TTTAGGAGAAGTATTTGCGTTGGTCTGTGACTCAGAAAATCCACAACTTTTTACCATTGAATTTATAAAAGGGCAAGTACGGA
AATATTCTTCAACAGAGAGAGATTCCTTATTAGCAAGTTTGCTGGATGGAGTAAGAGCCTCTGGTAATAGAGATGTTTGTGTA
AAAATGACACCAACCCATAAAGGTCAGCGATGGGGGTTACTCAGCATGCCTGTTGATGAGGAAGTAGAGAGCCTTCACCTCAG
GTTCTTAGCTACGCCTCCAAATGGCAACTTTGCAGATGCTGTATTCAGGTTCAATGCTAATATTTCATACAGTGGAGTCCTACA
TGCAGTAACACAGGATGGTCTCTTCTCAGAAAACAAAGAAAAACTGATCAATAATGCCATAACAGCATTACTGTCCCAAGAAG
GGGATGTCGTTGCTTCAAATGCGGAACTTGAGAGTCAGTTCCAGGCTGTGAGGAGGCTTGTGGCATCCAAAGCTGGTTTCCTGG
CTTTCACTCAGCTTCCAAAGTTTCGCGAGCGTCTAGGGGTGAAGGTAGTAAAAGCACTCAAAAGAAGCAACAACGGAATAATC
CATGCAGCAGTTGATATGCTTTGTGCCCTTATGTGTCCCATGCATGATGACTATGACTTAAGACAAGAACAGTTGAACAAAGCT
TCTCTTCTCTCGTCAAAGAAGTTTCTGGAAAACTTACTGGAGAAATTTAATTCCCATGTGGATCATGGGACTGGTGCCCTAGTT
ATTAGTTCGCTCTTGGACTTCCTTACCTTTGCCCTCTGTGCTCCATATAGTGAGACAACTGAAGGGCAGCAGTTTGATATGCTC
TTGGAGATGGTAGCATCCAATGGAAGAACCCTTTTTAAACTTTTTCAGCATCCTTCCATGGCAATAATAAAAGGAGCTGGGTT
GGTTATGAAGGCAATAATAGAGGAAGGTGATAAAGAAATTGCTACAAAAATGCAGGAGCTTGCCCTAAGTGAAGGTGCCTTAC
CTCGACACTTGCATACTGCGATGTTTACAATAAGCTCAGATCAAAGGATGCTTACAAATAGACAGCTAAGTAGACATTTAGTG
GGACTCTGGACAGCTGATAATGCAACTGCAACAAACTTGTTGAAACGCATTTTGCCGCCAGGCTTGCTGGCATACTTGGAAAGC
TCAGATCTCGTACCTGAGAAGGATGCTGATCGGATGCATGTTAGAGACAATGTGAAAATAGCAATGGATCAGTATGGAAAATT
TAATAAAGTTCCAGAGTGGCAAAGACTAGCTGGAAAAGCTGCTAAAGAAGTTGAAAAATTTGCCAAAGAAAAAGTGGATCTTG
TATTGATGCACTGGAGGGATAGGATGGGCATTGCTCAAAAAGAGAATATAAATCAGAAGCCAGTGGTTCTTCGAAAGAGAAGA
CAAAGAATAAAAATAGAAGCAAATTGGGATCTCTTCTATTATAGGTTTGGTCAAGACCATGCCAGGTCAAACCTTATTTGGAA
TTTCAAAACACGAGAAGAACTGAAAGATACTCTTGAATCTGAAATGAGAGCATTTAATATTGACAGAGAACTTGGAAGTGCAA
ATGTGATCTCCTGGAACCACCATGAGTTTGAGGTTAAATATGAGTGCCTGGCAGAGGAAATTAAAATAGGAGACTATTACCTG
AGACTACTATTGGAGGAAGATGAGAATGAAGAAAGTGGATCAATTAAGAGATCGTATGAATTTTTCAATGAGCTTTATCATCG
CTTCTTGCTCACCCCAAAAGTAAACATGAAGTGTTTATGTTTACAAGCCCTTGCTATTGTTTATGGCAGATGTCACGAAGAAAT
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AGGACCTTTTACAGATACCAGATATATCATTGGAATGTTAGAGAGGTGCACAGATAAACTTGAACGAGATAGGTTGATTCTCT
TCCTTAACAAGTTGATCCTTAATAAGAAAAATGTTAAGGATCTCATGGATTCAAATGGAATAAGAATCCTTGTGGACTTGCTT
ACCCTTGCACATCTCCATGTAAGCCGAGCTACAGTACCACTGCAAAGCAATGTAATTGAAGCTGCTCCAGATATGAAAAGAGAG
AGTGAAAAGGAATGGTATTTTGGCAACGCAGACAAAGAAAGGAGTGGCCCGTATGGATTTCATGAGATGCAAGAATTGTGGAC
CAAAGGAATGTTAAATGCAAAAACCAGATGCTGGGCTCAAGGCATGGATGGATGGCGACCACTTCAGTCCATACCCCAGCTTA
AGTGGTGTCTCTTAGCCAGTGGACAGGCTGTCCTGAATGAAACTGACCTTGCTACCCTTATATTGAACATGTTGATCACAATGT
GTGGATATTTTCCAAGCAGGGATCAAGACAATGCCATCATTCGGCCTCTACCCAAAGTGAAAAGACTGCTGTCAGATAGCACTT
GCCTTCCCCATATTATTCAGCTACTGCTGACCTTTGACCCTATCCTTGTTGAGAAGGTTGCTATTTTGTTATACCATATCATGC
AAGATAACCCACAGTTACCCCGCCTTTATCTGAGTGGAGTATTTTTCTTTATCATGATGTACACAGGTTCCAATGTGCTTCCTG
TTGCTCGATTTTTGAAATACACACATACCAAACAGGCTTTCAAGTCAGAAGAGACAAAAGGACAAGATATTTTTCAGAGAAGT
ATACTTGGGCACATTCTACCTGAAGCAATGGTTTGTTACTTAGAAAATTATGAACCTGAAAAGTTTTCTGAGATTTTTCTAGG
AGAATTTGATACTCCAGAAGCAATCTGGAGCAGTGAAATGAGGCGCCTGATGATAGAGAAGATTGCTGCCCATCTCGCGGATT
TCACACCTCGTCTTCAGAGTAACACAAGAGCACTTTATCAGTATTGCCCCATTCCTATAATCAACTATCCACAACTCGAAAATG
AACTATTTTGTAATATTTATTACCTCAAACAACTGTGTGATACACTCCGGTTTCCAGATTGGCCAATTAAAGACCCGGTTAAGC
TTCTAAAAGATACCCTTGATGCCTGGAAGAAAGAAGTAGAAAAGAAGCCACCTATGATGTCAATAGATGATGCTTATGAAGTG
CTTAATCTGCCTCAAGGACAGGGACCGCATGATGAGAGCAAGATTAGGAAAGCTTACTTCAGACTTGCACAAAAGTACCACCCT
GATAAGAATCCAGAAGGGAGGGACATGTTTGAAAAAGTAAATAAAGCATATGAATTTTTATGTACCAAATCAGCAAAAATAG
TGGATGGGCCAGATCCAGAGAATATAATTTTAATTCTAAAAACACAGAGCATCCTCTTCAACCGTCATAAAGAAGATTTACAG
CCTTATAAATATGCAGGATACCCCATGCTTATTCGGACTATAACAATGGAAACTTCAGATGACCTCCTTTTCTCAAAAGAATCA
CCATTGTTGCCTGCGGCTACAGAGCTAGCTTTCCATACTGTCAACTGTTCAGCCCTCAATGCTGAAGAGCTCAGAAGAGAGAAT
GGACTAGAGGTGTTACAAGAGGCATTTAGTCGCTGTGTGGCTGTCTTGACTCGTGCTAGTAAACCAAGTGACATGTCAGTACA
GGTGTGTGGATACATAAGTAAATGCTACAGTGTGGCTGCTCAGTTTGAGGAATGCCGAGAGAAGATCACGGAAATGCCTAGCA
TCATCAAGGATCTCTGTCGGGTACTATATTTTGGCAAGAGTATTCCCCGCGTAGCTGCTCTTGGGGTAGAATGTGTCAGTTCTT
TTGCTGTGGATTTCTGGCTACAGACACACCTATTTCAGGCTGGAATTTTGTGGTATCTCCTTGGTTTTCTGTTTAATTATGACT
ACACACTAGAAGAGAGTGGCATTCAGAAAAGTGAAGAAACAAACCAGCAGGAGGTAGCAAACAGCCTTGCCAAACTGAGTGTC
CATGCTCTGAGTCGCCTTGGAGGGTATTTGGCTGAAGAACAAGCAACTCCAGAAAATCCAACCATAAGGAAAAGCTTAGCTGG
CATGCTGACACCCTATGTTGCTAGAAAACTTGCTGTGGCTAGTGTGACTGAGATTTTGAAGATGCTTAACAGCAACACAGAAA
GTCCATATTTGATATGGAACAATTCTACAAGAGCAGAATTACTTGAATTTCTTGAATCCCAACAAGAAAACATGATTAAAAAA
GGTGATTGTGACAAAACTTATGGATCAGAATTTGTCTACAGTGATCATGCCAAAGAACTTATTGTAGGGGAGATTTTTGTTAG
GGTGTATAATGAAGTTCCTACTTTCCAACTGGAGGTTCCAAAAGCATTTGCTGCAAGTCTCTTGGATTATATAGGCTCGCAGGC
CCAATACTTGCACACATTCATGGCCATCACACACGCGGCAAAAGTGGAGTCAGAGCAACATGGAGATCGCTTACCGAGAGTAGA
AATGGCTTTGGAGGCTCTGAGAAATGTCATAAAATACAATCCAGGTTCTGAGAGTGAATGCATTGGGCACTTTAAGTTGATAT
TTTCTCTTCTCCGAGTTCATGGAGCTGGTCAAGTGCAGCAGTTGGCTTTAGAGGTTGTGAATATAGTGACATCTAACCAAGACT
GTGTCAACAATATTGCTGAATCAATGGTTTTGTCCAGTTTATTGGCTCTTCTACATTCATTGCCATCAAGTCGTCAGCTTGTTC
TGGAAACTCTTTATGCTTTGACATCGAGTACAAAAATAATCAAAGAAGCAATGGCAAAGGGTGCTTTGATCTATTTACTGGAT
ATGTTCTGCAATTCAACACATCCACAGGTTCGAGCCCAAACAGCAGAACTTTTTGCCAAAATGACAGCAGATAAACTGATAGGT
CCAAAGGTTCGAATTACGTTAATGAAATTTCTACCAAGCGTTTTCATGGATGCTATGAGAGACAATCCTGAAGCTGCTGTACA
TATTTTTGAAGGAACTCATGAAAATCCTGAGTTAATTTGGAATGATAATTCCAGAGATAAAGTGTCCACAACAGTTAGGGAAA
TGATGCTAGAGCACTTTAAAAATCAGCAGGACAACCCTGAGGCAAACTGGAAGTTGCCTGAAGATTTTGCTGTGGTGTTTGGA
GAAGCAGAGGGTGAACTTGCTGTTGGAGGAGTCTTCTTGAGGATCTTTATTGCACAACCAGCCTGGGTTCTAAGAAAGCCTAG
AGAATTTCTTATTGCCCTGTTAGAAAAATTAACTGAGCTCCTAGAGAAGAACAATCCTCATGGAGAAACTCTGGAAACCTTGA
CAATGGCAACAGTGTGTCTCTTCAGCGCACAACCTCAGCTGGCAGATCAGGTCCCGCCATTGGGCCATCTTCCCAAAGTTATCC
AGGCAATGAATCATAGGAACAATGCCATTCCTAAGAGTGCCATTCGGGTTATCCATGCCTTGTCTGAAAATGAGCTGTGTGTTC
GAGCCATGGCATCTTTAGAGACCATTGGCCCACTGATGAATGGAATGAAAAAGCGAGCAGATACTGTTGGTCTAGCCTGTGAA
GCAATTAATCGAATGTTTCAGAAGGAGCAGAGTGAATTAGTAGCACAAGCCCTGAAAGCAGATTTGGTTCCATACCTCTTAAA
ATTACTCGAAGGCATTGGCCTTGAAAACCTGGACAGCCCAGCAGCCACTAAGGCTCAGATTGTTAAAGCTCTCAAGGCAATGAC
TCGAAGTTTGCAGTATGGAGAACAGGTGAATGAAATCCTGTGCCGTTCTTCAGTCTGGAGTGCCTTCAAAGATCAGAAACATG
ATTTGTTCATTTCTGAGTCACAAACAGCAGGATACCTCACAGGACCTGGAGTTGCTGGCTACCTTACCGCAGGTACATCTACAT
CAGTCATGTCTAACCTGCCACCTCCTGTAGACCATGAGGCAGGCGACCTTGGCTATCAGACTCACCGGCCGCCCGGGGATCCGAT
CATGGACTACAAGGATGACGATGACAAATAATCTAGAGTGAGGGTCCCCACCTGGGACCCTTGAGAGTATCAGGTCTCCCACGT
GGGAGACAAGAAATCCCTGTTTAATATTTAAACAGCAGTGTTCCCCATCTGGGTCCTTGCACCCCTCACTCTGGCCTCAGCCGA
CTGCACAGCGGCCCCTGCATCCCCTTGGCTGTGAGGCCCCTGGACAAGCAGAGGTGGCCAGAGCTGGGAGGCATGGCCCTGGGG
TCCCACGAATTTGCTGGGGAATCTCGTTTTTCTTCTTAAGACTTTTGGGACATGGTTTGACTCCCGAACATCACCGACGCGTCT
CCTGTTTTTCTGGGTGGCCTCGGGACACCTGCCCTGCCCCCACGAGGGTCAGGACTGTGACTCTTTTTAGGGCCAGGCAGGTGCC
TGGACATTTGCCTTGCTGGACGGGGACTGGGGATGTGGGAGGGAGCAGACAGGAGGAATCATGTCAGGCCTGTGTGTGAAAGG
AAGCTCCACTGTCACCCTCCACCTCTTCACCCCCCACTCACCAGTGTCCCCTCCACTGTCACATTGTAACTGAACTTCAGGATAA
TAAAGTGCTTGCCTCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAATTAATTCACTGGCCGTCGTTTTA
CAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGC
GAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACG
CATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATACGTCAAAGCAACCATAGTACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGG
TGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTT
CGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAA
ACTTGATTTGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTT
TAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGGCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGAT
TTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTTAT
GGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACG
GGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATC
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ACCGAAACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGT
CAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGA
GACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCT
TTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCAC
GAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCA
CTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTC
AGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCC
ATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAAC
ATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATG
CCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGG
ATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGT
GAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGT
CAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGT
TTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCA
TGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTT
TTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAA
CTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACT
TCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTC
TTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCT
TGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGG
ACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGT
CCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGC
AACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATA
ACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGG
AAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGA
AAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTC
GTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTAATTCCCTCC
CCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAA
CTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGA
GCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTTTGCAAAGATGGATAAAGTTTTAAAC
AGAGAGGAATCTTTGCAGCTAATGGACCTTCTAGGTCTTGAAAGGAGTGCCTCGTGAGGCTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAG
CGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGGTCGGCAATTGAACCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAAC
TGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAAC
GTTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGTAAGTGCCGTGTGTGGTTCCCGCGGGCCTGGCCTCTTTACGGGTTAT
GGCCCTTGCGTGCCTTGAATTACTTCCACCTGGCTGCAGTACGTGATTCTTGATCCCGAGCTTCGGGTTGGAAGTGGGTGGGAG
AGTTCGAGGCCTTGCGCTTAAGGAGCCCCTTCGCCTCGTGCTTGAGTTGAGGCCTGGCCTGGGCGCTGGGGCCGCCGCGTGCGA
ATCTGGTGGCACCTTCGCGCCTGTCTCGCTGCTTTCGATAAGTCTCTAGCCATTTAAAATTTTTGATGACCTGCTGCGACGCTT
TTTTTCTGGCAAGATAGTCTTGTAAATGCGGGCCAAGATCTGCACACTGGTATTTCGGTTTTTGGGGCCGCGGGCGGCGACGGG
GCCCGTGCGTCCCAGCGCACATGTTCGGCGAGGCGGGGCCTGCGAGCGCGGCCACCGAGAATCGGACGGGGGTAGTCTCAAGCT
GGCCGGCCTGCTCTGGTGCCTGGCCTCGCGCCGCCGTGTATCGCCCCGCCCTGGGCGGCAAGGCTGGCCCGGTCGGCACCAGTTG
CGTGAGCGGAAAGATGGCCGCTTCCCGGCCCTGCTGCAGGGAGCTCAAAATGGAGGACGCGGCGCTCGGGAGAGCGGGCGGGTG
AGTCACCCACACAAAGGAAAAGGGCCTTTCCGTCCTCAGCCGTCGCTTCATGTGACTCCACGGAGTACCGGGCGCCGTCCAGGC
ACCTCGATTAGTTCTCGAGCTTTTGGAGTACGTCGTCTTTAGGTTGGGGGGAGGGGTTTTATGCGATGGAGTTTCCCCACACTG
AGTGGGTGGAGACTGAAGTTAGGCCAGCTTGGCACTTGATGTAATTCTCCTTGGAATTTGCCCTTTTTGAGTTTGGATCTTGGT
TCATTCTCAAGCCTCAGACAGTGGTTCAAAGTTTTTTTCTTCCATTTCAGGTGTCGTGAGGAATTCGGTACC
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7.5 Publikationsleistung

Publikation in Fachzeitschrift:

G - o QR

G -
Begutachtung): Receptor-mediated endocytosis 8 (RME-8)/DNAJC13 is a new component

of the proteostasis network and modulates autophagy

Posterprasentationen auf wissenschaftlichen Konferenzen:

1. Maus QN (2 ¢)
Characterization of hRMES, a newly identified regulator of protein homeostasis.

-FTN Status-Meeting, Mainz

) Maus QD
G 01 7): Characterization

of hRMES, a newly identified regulator of protein homeostasis.
- FTN-Retreat, Mainz.

- EMBO conference “Autophagy- From molecular principles to human diseases”, Kroatien.

- Collaborative Research Center 1080, Frankfurt.
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7.6 Danksagung




