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Einleitung

1 Einleitung

Die Bevolkerung in Deutschland und vielen anderen Industrienationen wird immer
alter. Betrug der Anteil der Uber 65-Jahrigen im Jahr 1991 noch 15%, ist dieser seitdem
bis zum Jahr 2022 auf Gber 22% angestiegen (Statistisches Bundesamt, zitiert nach
de.statista.com, 2023) und dieser Trend wird sich auch in den kommenden Jahren und
Jahrzehnten weiter fortsetzen. Grund dafir ist neben dem Geburtenriickgang unter
anderem die steigende Lebenserwartung, welche sich auch auf die Pravalenz von
Krankheiten, insbesondere von altersabhangigen neurodegenerativen Erkrankungen
auswirkt. Hierzu z&hlt auch der Morbus Parkinson, dessen Pravalenz in Deutschland
mittlerweile auf Uber 400.000 Félle geschatzt wird (Heinzel et al., 2018). Die
verschiedenen Atiologien der Erkrankung werden unter dem Begriff ,Parkinson-
Syndrom“ zusammengefasst, allen gemeinsam ist jedoch, dass die dopaminerge
Neurotransmission zunehmend beeintrachtigt ist, was sich auf motorische, aber auch
psychische und vegetative Prozesse auswirkt. In den meisten Fallen ist die Genese
der Parkinson-Symptomatik unklar, weshalb diese auch als idiopathisches Parkinson-
Syndrom (IPS) bezeichnet werden. Es gibt jedoch auch eine Gruppe familiar
auftretender Formen dieser Erkrankung, welche auf Defekten bestimmter Gene
beruht, die unter anderem an intrazellularen Abbauprozessen, insbesondere der
Autophagie, beteiligt sind. Sind diese Abbauprozesse gestort, kommt es zur
Akkumulation krankheitsassoziierter Proteine wie dem a-Synuklein, das in
aggregierter Form in degenerierten dopaminergen Neuronen nachgewiesen wurde
(Baba et al., 1997).

Eine seltene, autosomal-dominant vererbbare Variante der Parkinson-Erkrankung wird
auf das Protein DNAJC13 zurlckgefuhrt (Vilarifo-Guell et al., 2014). Bisher wurden
mehrere Parkinson-assoziierte Mutationen dieses Proteins in Erkrankten identifiziert,
darunter die N855S- und die R903K-Mutation (Vilarifio-Guell et al., 2014; Gustavsson
et al., 2015; Gagliardi et al., 2018; Gialluisi et al., 2021). DNAJC13 ist eng mit dem
sogenannten Retromer-Komplex als Teil des lysosomal-endosomalen Systems
assoziiert und ist Teil eines Regulationssystems, welches den Transport von
Makromolekllen zum Lysosom oder retrograd zurlick zur Plasmamembran oder dem
Trans-Golgi-Netzwerk koordiniert (Popoff et al., 2009; Shi et al., 2009; Freeman et al.
2014). Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass DNAJC13 auch im Netzwerk der
Autophagie eine wichtige Rolle spielt und dabei mit dem Autophagie-assoziierten
Protein ATG9A interagiert (Besemer et al., 2021). ATG9A ist fur die Bildung der

1
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Phagophore, welche am Ende des autophagischen Degradationsweges
abzubauenden Cargo umschlie3t und als Autophagosom dem Lysosom zufihrt,

unerlasslich (Yorimitsu & Klionsky, 2005).

Gegenstand dieser Dissertation ist die weitere Charakterisierung der Funktion von
DNAJC13 im endosomalen System, insbesondere auch bei Verédnderung des
endosomalen Milieus, sowie die Untersuchung des funktionellen Zusammenhangs
zwischen DNAJC13 und ATGY9A.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Morbus Parkinson und das endosomale System
2.1.1 Molekulare Grundlagen des Morbus Parkinson

Das klinische Erscheinungsbild des Morbus Parkinson bzw. der Gruppe der Parkinson-
Syndrome wurde erstmals 1817 von dem britischen Arzt James Parkinson
beschrieben, nach dem diese neurodegenerative Erkrankung spater benannt wurde
(Parkinson, 1817). Es setzt sich klassischerweise aus den Symptomen Rigor,
Ruhetremor und Akinese sowie posturale Instabilitat zusammen, die von weiteren
fakultativen Symptomen wie psychiatrischen Storungen sowie Stérungen des
autonomen Nervensystems und der Sinneswahrnehmung begleitet sein konnen.
Unter dem Begriff Morbus Parkinson im engeren Sinne versteht man das idiopathische
Parkinson-Syndrom (IPS). Je nach Schwerpunkt der Symptomatik wird beim IPS
zwischen dem akinetisch-rigiden Typ, bei dem die Bewegungsstdrung im VVordergrund
steht, dem Tremordominanz-Typ mit vorrangig vorliegendem Ruhetremor und dem
Aquivalenz-Typ unterschieden, bei dem Rigor, Tremor und Akinese gleichermaRen

ausgepragt sind.

Eine weitere Gruppe stellen die familiaren Parkinson-Syndrome dar, welche
Bisher sind 23

Parkinson-assoziierte Genmutationen in unterschiedlichen Loci bekannt (PARK1-23),

pathophysiologisch auf monogenetischen Defekten beruhen.

die autosomal-rezessiv oder -dominant vererbt werden (Kouli et al., 2018). Klinisch
ahneln sie dem IPS, die Parkinson-Symptome kdénnen dabei in unterschiedlicher
Auspragung vorliegen. Der Zeitpunkt der Krankheitsmanifestation sowie der jeweilige

Verlauf sind individuell und abhéngig von dem jeweiligem Gendefekt.

PARK Gene Inheritance | Description Clinical Features
PARK1 SNCA AD a-synuclein Ranging from classical PD to early-
PARK4 onset cases with dementia,
autonomic dysfunction, and rapid
progression
PARK?2 PRKN AR parkin RBR E3 ubiquitin protein | Early-onset PD, slow progression,
ligase often features of dystonia
PARK5 UCHL1 AD ubiquitin C-terminal hydrolase | Classical PD - only one family,
L1 findings not since replicated
PARK6 PINK1 AR PTEN-induced putative kinase | Early-onset PD, slow progression
1
PARK?7 DJ-1 AR Parkinsonism-associated Early-onset PD, slow progression
deglycase
PARKS8 LRRK2 AD Leucine-rich repeat kinase 2 Classical PD with less frequent
dementia and slower progression
PARK9 ATP13A2 | AR Cation-transporting  ATPase | Early-onset (adolescence), atypical
13A2 parkinsonism with dementia,
spasticity and supranuclear palsy
(Kufor—Rakeb syndrome)
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PARK11 GIGYF2 AD GRB10 interacting GYF protein | Classical PD
2
PARK13 HTRA2 AR HtrA serine peptidase 2 Classical PD
PARK14 PLA2G6 | AR Calcium-independent Early onset with atypical features
phospholipase A2 enzyme (dystonia parkinsonism)
PARK15 FBX07 AR F-box protein 7 Early onset with atypical features
(pallido-pyramidal syndrome)
PARK17 VPS35 AD Vacuolar  protein  sorting- | Classical PD
associated protein 35
PARK18 EIF4G1 AD Eukaryotic translation initiation | Classical PD
factor 4 gamma 1
PARK19 DNAJC6 | AR HSP40 Auxilin Early-onset PD, slow progression
PARK20 SYNJ1 AR Synaptojanin 1 Parkinsonism with dystonia and
cognitive decline
PARK21 DNAJC13 | AD Receptor-mediated Classical PD
endocytosis 8 (RME-8)
PARK23 VPS13C | AR Vacuolar  protein  sorting- | Early-onset PD, rapid progression
associated
protein 13C
AD: autosomal dominant, AR: autosomal recessive. PARK3 PARK10, PARK12, PARK16, and PARK22 are
considered risk factors or the genes have not been identified yet and are not included in this table.

Tabelle 1: PARK-Gene und ihre klinische Auspragung (veréndert nach Kouli et al., 2018).

Zudem konnen Parkinson-Plus-Syndrome im Rahmen anderer neurodegenerativer
Erkrankungen auftreten, unter denen man die Multisystematrophie, die kortikobasale
Degeneration, die Lewy-Body-Demenz und die progressive supranukleéare Blickparese
zusammenfasst, sowie sekundare Parkinson-Syndrome, die z.B. metabolisch bedingt

oder medikamentds induziert sind.

Im Rahmen dieser Dissertation wird PARK21 untersucht, welches das Protein
DNAJC13 betrifft und dessen Mutationen zu einer Parkinson-Erkrankung mit
tendenziell spaterem Krankheitsbeginn (,/ate onset®) fuhren (Vilariio-Guell et al.,

2014). Dies wird in Kapitel 2.2.2 genauer thematisiert.

Pathophysiologisch beruht der Morbus Parkinson auf dem Untergang dopaminerger
Neurone in der Pars compacta der Substantia nigra, welche Bestandteil der im
Telencephalon gelegenen Basalganglienschleife ist. Diese dient der Steuerung und
Regulation von Bewegungsablaufen. Die Pars compacta der Substantia nigra fordert
die Motorik, indem sie den Neurotransmitter Dopamin ausschuttet, welcher Gber D2-
Rezeptoren einen hemmenden Einfluss auf das Striatum ausibt. Das Striatum hemmt
Uber den inhibitorisch wirkenden Neurotransmitter GABA (y-Aminobuttersaure)
wiederum das laterale Pallidum, das selbst Motorik-aktivierend wirkt. Die Motorik-
fordernde Wirkung der Substantia nigra wird folglich durch eine Hemmung der Motorik-
hemmenden Wirkung des Striatums vermittelt. Bei Degeneration der Neurone in der
Substantia nigra nimmt dieser Effekt durch den resultierenden Dopaminmangel ab und

die Bewegung wird gehemmt, da der Einfluss des Striatums tberwiegt. Dies liegt den
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sogenannten Minussymptomen zugrunde, zu denen die Brady- bzw. Akinese und
posturale Instabilitat durch Stérung der Haltereflexe gezéhlt werden. Zugleich kommt
es durch den Dopaminmangel zu einem relativen Acetylcholin-Uberschuss, was zu

den Plussymptomen Rigor und Tremor fuhrt.

2.1.2 Die Rolle von a-Synuklein in der Pathogenese des Morbus Parkinson

Histopathologisch lasst sich nicht nur eine Degeneration der dopaminergen Zellen in
der Pars compacta der Substantia nigra feststellen, sondern auch runde, eosinophile
Einschlusskoérperchen in den Perikarya der betroffenen Zellen. Diese sogenannten
Lewy-Korperchen bestehen hauptsachlich aus unldslichem, aggregiertem a-Synuklein
(Baba et al., 1997). Daher werden die Parkinson-Syndrome, aber auch die
Multisystematrophie und die Lewy-Body-Demenz unter dem Oberbegriff der

sogenannten Synukleinopathien zusammengefasst.

Die Aggregation von a-Synuklein wird durch verschiedene Faktoren begunstigt, z.B.
durch Mutation. Zwei der bisher bekannten 23 Parkinson-assoziierten Genloci
betreffen das SNCA-Gen, welches fir a-Synuklein codiert, beispielsweise die
autosomal-dominant vererbte A53T-Mutation (Polymeropoulos et al., 1997). Diese
begunstigt die Bildung von Amyloid-ahnlichen a-Synuklein-Fibrillen, welche gegen den

Abbau durch Proteasen resistent sind (Conway et al., 2000).

Doch auch erhdhte Spiegel des Wildtyp-Proteins, beispielsweise aufgrund einer
Genduplikation, kbnnen zu einer Akkumulation von a-Synuklein fihren (Eriksen et al.,
2003). Dieses ist teilweise monoubiquitiniert (Hasegawa et al., 2002). Das
entsprechende Ubiquitin-Molektdl wird durch das Enzym SIAH (ubiquitin-protein
isopeptide ligase seven in absentia homolog) Ubertragen und férdert die Bildung von
unférmigen, neurotoxischen Aggregaten (Rott et al., 2008), die sich morphologisch von
dem filamentésen a-Synuklein unterscheiden. Akkumuliertes a-Synuklein wirkt
neurotoxisch, da es bei dessen Aufnahme in Mikroglia mittels Phagozytose zur
Freisetzung freier Sauerstoffradikale kommt (Zhang et al., 2005). Zudem wurde
beobachtet, dass aggregiertes a-Synuklein auf benachbarte Zellen Ubergreifen kann,
vergleichbar mit dem Pathomechanismus von Prionproteinen. Nach ihrer Aufnahme
mittels Rezeptor-vermittelter Endozytose (Desplats et al., 2009) sind a-Synuklein-

Fibrillen imstande, eine Konformationsanderung von noch léslichem a-Synuklein in
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ebenfalls unldsliche, fibrillare Strukturen zu bewirken. Dies konnte eine Ursache fir die

Krankheitsprogression des Morbus Parkinson darstellen (Luk et al., 2009).

a-Synuklein ist sowohl im Zellkern als auch in der prasynaptischen Endigung von
Neuronen lokalisiert (Maroteaux et al., 1988). Die Funktion dieses Proteins ist noch
nicht vollstandig geklart, es ist jedoch u.a. am Transport von synaptischen Vesikeln
und damit an der Neurotransmission beteiligt, vor allem an der Clathrin-vermittelten
Endozytose zur Wiederaufnahme von Transmittern an der Préasynapse (Vargas et al.,
2014).

Am Abbau von a-Synuklein sind sowohl das Ubiquitin-Proteasom-System als auch das
endolysosomale bzw. autophagische System (Webb et al., 2003) beteiligt. Das
Proteasom ist in seiner proteolytischen Aktivitat in nigralen Zellen bei Patienten mit
idiopathischem Parkinson-Syndrom nachweislich eingeschrankt (McNaught & Jenner,
2001) und spielt auch bei familidren Parkinson-Syndromen eine Rolle, da die Mutation
PARK2 das Enzym Parkin, eine Ubiquitin-Protein-Ligase (Kitada et al., 1998) und
PARKS5 die Ubiquitin-Carboxyl-Terminal-Hydrolase L1 (UCH-L1) (Leroy et al., 1998)

betrifft, die beide Teil des Ubiquitin-Proteasom-Systems sind.

Der Abbau Uber das Autophagie-System spielt ebenfalls eine zentrale Rolle. Eine
Hemmung der Autophagosombildung durch 3-Methyladenin bewirkt eine Erhéhung
der a-Synuklein-Spiegel und damit der Aggregatbildung (Rott et al., 2008). Dieser
Effekt ist bei der A53T-Mutante im Vergleich zum Wildtyp noch ausgepragter, was
darauf hinweist, dass die Autophagie bzw. das endolysosomale System vor allem bei
dem Abbau von aggregiertem a-Synuklein eine wichtige Rolle spielen (Webb et al.,
2003; Lee et al.,, 2008). Umgekehrt fordert eine Induktion der Autophagie Uber
Rapamycin effektiv den Abbau von a-Synuklein, sowohl des Wildtyps als auch der
Mutante (Webb et al., 2003).

2.1.3 Uberblick tiber das endosomale System

Mehrere Parkinson-assoziierte Mutationen betreffen Komponenten des endosomalen
Systems, was zeigt, dass dieses eine zentrale Rolle in der Pathogenese dieser
Erkrankung einnimmt. Ist der endosomale Abbau an verschiedenen Stellen gestort,
begunstigt dies die Akkumulation von a-Synuklein in Lewy-Kdrperchen. Doch auch
umgekehrt kann ein UbermaR an o-Synuklein das endosomale System in seiner

Funktion beeintrachtigen.
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Molekule, die mittels Rezeptor- bzw. Clathrin-vermittelter Endozytose in die Zelle
aufgenommen werden sollen, werden durch Einstulpung der Zellmembran in Vesikel
eingeschlossen. Rab5, eine Rab-GTPase, ist an der Bildung von Clathrin-
beschichteten Vesikeln beteiligt (McLauchlan et al., 1998) und reguliert anschlielRend
den Transport der Vesikel zum frihen Endosom sowie die Fusion mit diesem (Bucci
et al., 1992; Rubino et al., 2000). Dies unterliegt unter anderem auch der Kontrolle
durch das Protein EEAl (Early Endosome Antigen 1), ein Marker des frihen
Endosoms, das den gerichteten Transport zu diesem Kompartiment koordiniert
(Rubino et al., 2000).

Ausgehend vom frihen Endosom kann das Cargo-Molekul unterschiedliche Wege
einschlagen, das frihe Endosom stellt somit einen Knotenpunkt des Transports
insbesondere von Membranproteinen dar. Proteine im frihen Endosom kdénnen zum
Lysosom weitertransportiert werden, um dort abgebaut zu werden. Es kann jedoch
auch zurtick zur Zellmembran transportiert werden, entweder auf direktem Wege,
vermittelt durch Rab4 (van der Sluijs et al., 1992), oder tber das Recycling-Endosom
bzw. das ERC (Endocytic Recycling Compartment). Das ERC ist ein perinuklear
lokalisierter Endosom-Komplex, der zum frihen Endosom zahit. Es sortiert Cargo und

reguliert das Recycling zur Zellmembran unter anderem tUber Rab11 (Ren et al., 1998).

Der lysosomale Abbau von Proteinen und anderen Makromolekilen Uber das
endosomale System setzt die Reifung des frihen Endosoms zum spéaten Endosom
voraus. Dieser Schritt geht mit einigen strukturellen Veranderungen einher (Abbildung
1). Zum einen wird der abzubauende, ubiquitinierte Cargo vom sogenannten ESCRT
(endosomal sorting complex required for transport) -Komplex erkannt (Hurley, 2010).
Der ESCRT st in der Membran des friilhen Endosoms lokalisiert und leitet den
Einschluss von Cargo in Vesikeln im endosomalen Lumen (intraluminal vesicles oder
ILV) in die Wege (Katzmann et al., 2001). Diese bilden die sogenannten MVBs

(multivesicular bodies) (Felder et al., 1990), welche das spate Endosom darstellen.

Zum anderen findet wahrend des Reifungsprozesses ein Austausch der Rab-GTPase
Rab5 durch Rab7 statt, was mit einer Verlagerung des Cargos in Richtung Zellinneres
und damit zum lysosomalen Kompartiment einhergeht (Rink et al., 2005). Rab7 ist fur
die Fusion des spaten Endosoms mit dem Lysosom erforderlich (Vanlandingham &
Ceresa, 2009).
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Abbildung 1: Reifungsprozess des frihen Endosoms zum spéaten Endosom. TSE = tubular sorting
endosome, TEN = tubular endosomal network (Klumperman & Raposo, 2014).

AulRerdem kommt es wahrend der weiteren Reifung des spaten Endosoms zu einer
endoluminalen Anséauerung. Der pH-Wert des frihen Endosoms liegt bei etwa 6,2-6,3,
wahrend er im spaten Endosom bei etwa 5,2-5,3 liegt (Maxfield & Yamashiro, 1987).
Der leicht saure pH im frihen Endosom dient vor allem der Separation von
endozytierten Rezeptoren von ihren Liganden, damit letztere zum Lysosom
transportiert und abgebaut werden kénnen, wahrend die Rezeptoren Uber ihren
jeweiligen Recycling-Mechanismus an die Zelloberflache zurlckzukehren kénnen
(Yamashiro & Maxfield, 1984).

Dies ist auch fur den Transport neu synthetisierter lysosomaler Enzyme vom Trans-
Golgi-Netzwerk (TGN) zum Lysosom relevant. Diese sind zunachst an Mannose-6-
Phosphat-Rezeptoren (M6PR) gekoppelt, wobei diese Bindung durch das saure Milieu
im endosomalen System aufgehoben wird. So kdnnen die sauren Hydrolasen das
Lysosom als Zielkompartiment erreichen und die Rezeptoren zum TGN zurtickkehren
(Sahagian & Neufeld, 1983). Ein pathogenetisch relevanter Ligand einer speziellen
Form des M6PR, der CI-MPR (cation-independent mannose 6-phosphate receptor),
ist das lysosomale Enzym Cathepsin D, welches fir den Abbau von a-Synuklein

verantwortlich ist (Sevlever et al., 2008).

Der erniedrigte endoluminale pH-Wert ist jedoch auch flir die Bildung von Vesikeln im

frihen Endosom, Uber die der abzubauende Cargo dem weiteren endosomalen Abbau
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zugefuhrt wird, erforderlich (Clague et al., 1994). Das saure Milieu im spaten Endosom
ist Voraussetzung fir die Aktivierung der dort gespeicherten hydrolytischen Enzyme,
da neben dem Lysosom auch bereits das spate Endosom am Abbau des Cargos
beteiligt ist (Tjelle et al., 1996). Im Lysosom betragt der pH schliel3lich ca. 4,5, wobei
dieser Wert Schwankungen in den alkalischeren Bereich unterliegen kann, um der
Bandbreite an pH-Optima der lysosomalen Enzyme gerecht zu werden (Butor et al.,
1995).

Verantwortlich for die Ansduerung des endosomalen Lumens wahrend des
Reifungsprozesses ist die vakuolare ATPase oder V-ATPase, eine Protonenpumpe,
welche in der endosomalen Membran lokalisiert ist (Yamashiro & Maxfield, 1984). Sie
setzt sich aus den zwei funktionellen Doménen V1 und Vo zusammen (Abbildung 2).
Die dem Zytoplasma zugewandte Vi-Untereinheit ist fir die Hydrolyse von ATP-
Molekilen verantwortlich, wahrend die membranstandige Vo-Untereinheit die
freigesetzte Energie zum Transfer von Protonen tber die Membran nutzt. Dies fihrt

zu einer pH-Senkung im endosomalen Lumen (Arai et al., 1988; Forgac, 2007).

Non-homologous
~ region of subunit A

Cytoplasm

Lumen

Abbildung 2: Aufbau der V-ATPase (Forgac, 2007).

Die V-ATPase ist nur dann funktionsfahig, wenn die Vi- und Vo-Doméanen miteinander
gekoppelt sind, sie kénnen jedoch auch reversibel voneinander dissoziieren. Die
Aktivitat der V-ATPase bzw. der endoluminale pH-Wert werden folglich unter anderem

durch das Ausmald an gekoppelten Vi- und Vo-Domanen bestimmt (Kane, 1995). Im
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Verlauf des Reifungsprozesses vom frihen zum spaten Endosom kommt es zu einer
Anreicherung von Vi-Domanen und damit einer hOoheren Anzahl an aktiven V-
ATPasen in Form von Vi-Vo-Komplexen (Lafourcade et al., 2008). Auf dieses

Phanomen ist die Ansauerung des Endosoms zuriickzuftihren.

2.2 DNAJC13 und der Retromer-Komplex
2.2.1 Aufbau und Funktion des Retromer-Komplexes

Der Retromer-Komplex ist ein Proteinkomplex, welcher funktionell zwischen das
endosomale System und das Trans-Golgi-Netzwerk geschaltet ist und an der
Sortierung und dem retrograden Transport von endosomalem Cargo bzw.
Membranproteinen zum TGN sowie der Plasmamembran beteiligt ist (Seaman et al.,
2004; Temkin et al., 2011).

Der Retromer-Komplex von Saugetieren besteht aus zwei Untereinheiten, zum einen
aus einem Proteintrimer, welches fir die Cargo-Selektion verantwortlich ist, zum
anderen aus einem Proteindimer, das die Formation von Vesikeln bzw. Tubuli initiiert
(Seaman et al., 1997; Horazdovsky et al., 1997; Seaman et al., 1998).

Das Trimer besteht aus den VPS (vacuolar protein sorting)-Proteinen VPS35, VPS29
und VPS26 (Seaman et al., 1998), die Cargo identifizieren, sortieren und in Vesikel
leiten. VPS35 ist das zentrale Glied des VPS-Trimers. Mit seinem C-terminalen Ende
bindet es an VPS29 und N-terminal an VPS26 (Shi et al. 2006; Gokool et al., 2007,
Hierro et al., 2007). VPS26 liegt in zwei Isoformen vor, welche zwei verschiedene
Retromer-Komplex-Typen mit unterschiedlicher Funktion definieren. Wahrend der
Retromer-Komplex mit VPS26A den eingangs beschriebenen, klassischen Komplex
darstellt, der vor allem mit dem frihen Endosom interagiert und fir den retrograden
Transport zum TGN zustandig ist, ist der VPS26B-Retromer-Komplex an der
Plasmamembran und dem spaten Endosom lokalisiert und scheint an der Regulation
von intrazellularen Transportprozessen zur Plasmamembran beteiligt zu sein (Kerr et
al., 2005; Bugarcic et al., 2011; Bugarcic et al., 2015). VPS29 ist zusammen mit VPS35
fir die Interaktion des VPS-Trimers mit dem Membran-formenden SNX-Dimer
erforderlich (Collins et al., 2005).

Das Retromer-Dimer setzt sich aus den SNX (sorting nexin)-Proteinen SNX1 oder
alternativ. SNX2, gepaart mit SNX5 oder SNX6, zusammen (Carlton et al. 2004;
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Wassmer et al., 2007; van Weering et al., 2012). Diese SNX-Proteine tragen an ihrem
C-terminalen Ende eine sogenannte BAR (Bin-Amphiphysin-Rvs)-Domane, die
aufgrund ihrer gebogenen Form andere gekrimmte Membranbereiche detektieren und
binden kann. Zudem ist sie auch selbst an der Umformung von Membranen zur Bildung
von Tubuli und Vesikeln im Rahmen endosomaler Transportprozesse beteiligt
(Horazdovsky et al., 1997; Carlton et al., 2004; Peter et al., 2004).

Das SNX-Dimer besitzt neben seiner BAR-Doméne ebenfalls eine PX (phox
homology)-Domane, Uber die es an PI3P in der endosomalen Membran andockt
(Cozier et al., 2002; Carlton et al., 2004).

Die Koordination des Retromer-Komplexes zum Endosom erfolgt fur die beiden
Untereinheiten unabh&ngig voneinander. Die Rekrutierung des VPS-Trimers wird
unter anderem durch die Rab-GTPase Rab7A und SNX3 vermittelt (Rojas et al., 2008;
Seaman et al., 2009; Harterink et al., 2011; Harrison et al., 2014).

Rab7A erreicht dies durch Bindung an VPS35, wobei VPS35 nur zur endosomalen
Membran rekrutiert werden kann, wenn es mit VPS26 assoziiert ist (Priya et al., 2015).
Die Aktivitdt von Rab7A wird dabei durch das Rab-GAP (GTPase-activating protein)
TBC1D5 (TBC1 Domain Family Member 5) reguliert. Dieses interagiert mit VPS29
(Harbour et al., 2010; Jia et al., 2016) und kann die Assoziation des Retromer-
Komplexes mit dem Endosom durch Uberfiihren von Rab7A in dessen inaktive Form

herunterregulieren (Seaman et al., 2009; Jia et al., 2016; Jimenez-Orgaz et al., 2018).

SNX3 bindet ebenfalls an VPS35 und koordiniert zusammen mit Rab7A den
Retromerkomplex zum Endosom (Harrison et al.,, 2014). Zudem gibt es Hinweise
darauf, dass SNX3 auch bei der Identifizierung von Cargo eine Rolle spielt (Lucas et
al., 2016).

Wahrend der Reifung zum spaten Endosom werden PI3P zunehmend durch PI3P, und
Rab5 durch Rab7 ersetzt, sodass der Aktivitdtsbereich des Retromer-Komplexes
wahrend des Ubergangs vom frithen zum spaten Endosom angesiedelt wird (Rojas et
al., 2008; Seaman, 2012). Hierfur spricht auch, dass die Ansduerung des
endosomalen Lumens wahrend des Reifungsprozesses bereits begonnen haben
muss, da die Dissoziation von Rezeptoren und ihren Liganden ein saures Milieu

voraussetzt (Sahagian & Neufeld, 1983).

Eine wichtige Funktion des Retromer-Komplexes besteht im retrograden Transport des
CI-MPR zurtck zum TGN, nachdem dieser seinen Liganden, ein lysosomales Enzym

11
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wie z.B. Cathepsin D, zum Endosom transportiert hat (Arighi et al., 2004; Seaman,
2004). Voraussetzung fur den korrekten Transport von endosomalem Cargo ist dessen
Identifizierung durch das VPS-Trimer. Diese erfolgt anhand bestimmter Doménen, die
von VPS35 erkannt werden (Nothwehr et al., 2000).

Die Rab-GTPase Rab7 ist wie bereits erwahnt an der Rekrutierung des Retromer-
Komplexes beteiligt und wird durch das mit dem VPS-Trimer assoziierte Rab-GAP
TBC1D5 herunterreguliert. Hierin besteht eine weitere wichtige Funktion des
Retromers, da dieses das Bindeglied zwischen Rab7 und TBC1D5 darstellt, ohne das
sie nicht miteinander interagieren konnen (Jimenez-Orgaz et al., 2018). Fehlt der
regulierende Einfluss von TBC1D5 auf die Aktivitat von Rab7, beeintrachtigt dies
dessen Mobilitat zwischen verschiedenen Kompartimenten im lysosomalen System.
Dies hat unter anderem auch Folgen fiir das autophagische System (s. Kapitel 2.3.1
und 2.3.2).

2.2.2 Retromer und der WASH-Komplex

Der Retromer-Komplex ist eng mit dem sogenannten WASH-Komplex (Wiskott-Aldrich
Syndrome Protein and SCAR Homolog) assoziiert, welcher sich aus den Proteinen
WASH1, KIAA1033, Strumpellin, FAM21 und CCDC53 zusammensetzt (Derivery et
al., 2009; Harbour et al., 2010). Der Retromer-Komplex rekrutiert den WASH-Komplex
Uber VPS35 zum Endosom (Harbour et al., 2010). Dabei bindet VPS35 in Assoziation
mit VPS29 an das Protein FAM21 Uber dessen C-terminale Schwanzdoméane (Harbour
et al., 2012; Jia et al., 2012; Helfer et al., 2013).

WASH1 reguliert Gber Aktivierung des Arp2/3-Komplexes (Actin Related Protein 2/3
complex) die Bildung von Tubuli und Aktinnetzwerken an Endosomen (Derivery et al.,
2009; Gomez & Billadeau, 2009; Harbour et al., 2010), was dazu dient, endosomales
Cargo in bestimmten Mikrodoménen zu sammeln, zu sortieren und tber Koordinierung
in verschiedene Tubuli ihrem korrekten Transportziel zuzufihren (Puthenveedu et al.,
2010).

Wie der Retromer-Komplex spielt der WASH-Komplex eine wichtige Rolle bei dem
retrograden Transport von Membranproteinen wie z.B. dem CI-MPR und ist dabei fur
die Rekrutierung zum Endosom und der Selektion von Cargo auf den Retromer-

Komplex angewiesen. Der WASH-Komplex koordiniert endosomalen Cargo allerdings
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nicht zum TGN, sondern zur Zellmembran (Gomez & Billadeau, 2009; Harbour et al.,
2012).

Zudem sind sowohl der Retromer- als auch der WASH-Komplex neben dem
endosomalen auch in das autophagische System eingebunden. Hierauf wird in den
Kapiteln 2.3.1 und 2.3.2 naher eingegangen.

2.2.3 DNAJC13 als Retromer-assoziiertes Protein

RME-8 (Receptor-mediated endocytosis 8), im Menschen auch als DNAJC13
bezeichnet, ist ein Protein, welches an mehreren Stellen den retrograden Transport
von endosomalem Cargo zum TGN reguliert und insbesondere mit dem Retromer-
Komplex und dem WASH-Komplex interagiert, aber auch in der Autophagie eine

wichtige Rolle spielt.

Das auf Chromosom 3g22.1 kodierte (Girard et al., 2005) und ubiquitar exprimierte
DNAJC13 besitzt ein Molekulargewicht von ca. 230 kDa, eine Lange von 2243
Aminosauren und tragt eine namensgebende zentrale J-Domane von einer Lange von
60 Aminosduren, die ein  HPD-Kern-Tripeptid (H=Histidin,  P=Prolin,
D=Asparaginsaure) enthalt (Zhang et al., 2001). AuRerdem tragt DNAJC13 zu beiden
Seiten des Kern-Tripeptids je zweli, also insgesamt vier IWN-Doménen (I=lsoleucin,
W=Tryptophan, N=Asparagin) mit einer Lange von je 90 Aminosauren, die Uber

verschiedene Spezies konserviert sind (Zhang et al., 2001).

DNAJC13 ist ein hoch konserviertes Protein und wurde in verschiedenen vielzelligen
Spezies nachgewiesen, u.a. in C. elegans, Drosophila und in Saugern (Zhang et al.,
2001). Es zahlt aufgrund seiner J-Domane zu den HSP40 (heat shock protein 40 kDa)-
oder DNAJ-Proteinen, die als Co-Chaperone im Zusammenspiel mit den
Hitzeschockproteinen unter anderem an der Proteinfaltung beteiligt sind (Wild et al.,
1992). Fur DNAJC13 wurde eine Interaktion mit HSC70 bzw. HSP70 nachgewiesen
(Shi et al., 2009).

DNAJC13 besitzt zudem drei N-terminale PH (Pleckstrin-Homologie)-ahnliche
Doménen, die insgesamt eine Spanne von 400 Aminosauren umfassen (Norris et al.,
2022). Uber diese bindet es an PI3P in der endosomalen Membran (Fujibayashi et al.,
2008; Xhabija et al., 2011; Xhabija & Vacratsis, 2015).
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In der Immunfluoreszenzfarbung weist DNAJC13 intrazellular eine punktférmig
disseminierte Verteilung mit perinuklearer Akkumulation auf und kolokalisiert dabei mit
EEA1 als Marker fur das frihe Endosom, dem Recycling-Endosom und dem CI-MPR,
wohingegen keine Kolokalisation mit dem TGN oder dem Lysosom besteht (Girard et
al., 2005, Fujibayashi et al., 2008). Beziglich des spaten Endosoms bestehen
wahrscheinlich Spezies-spezifische Unterschiede, da in COS-7-Zellen aus Affen und
in Drosophila eine Kolokalisation beschrieben wurde (Girard et al., 2005; Chang et al.,
2004), in menschlichen HeLa-Zellen und C. elegans hingegen nicht (Fujibayashi et al.,
2008; Shi et al., 2009).

DNAJC13 ist hauptsachlich mit dem frihen Endosom assoziiert und koordiniert hier
auf verschiedenen Ebenen den retrograden Transport. Zum einen gibt es einige
Hinweise darauf, dass DNAJC13 zusammen mit HSC70 am ,Clathrin-uncoating®
beteiligt ist, also der Clathrindissoziation von Clathrin-beschichteten Vesikeln (Shi et
al., 2009; Popoff et al., 2009). Die Funktion von Clathrin am frihen Endosom ist dem
Einsatz des Retromer-Komplexes vorgeschaltet und spielt bei der Vorsortierung und
Anreicherung von Cargo in bestimmten Domanen eine wichtige Rolle (Abbildung 3).
Sie initiiert die Bildung von endosomalen Tubuli, bevor diese Funktion durch den

Retromer-Komplex ttbernommen wird (Raiborg et al., 2006; McGough & Cullen, 2013).

DNAJC13 reguliert diesen Prozess in Interaktion mit HSC70 bzw. HSP70 (Shi et al.,
2009; Popoff et al., 2009). HSC70 ist eine Clathrin-uncoating ATPase (Chappell et al.,
1986), die von DNAJC13, aber auch von anderen DNAJ-Proteinen wie z.B. DNAJC6
zum frihen Endosom rekrutiert wird (Ungewickell et al., 1995). Dabei bindet sie an
deren J-Doméne und reguliert das Gleichgewicht zwischen in der endosomalen
Membran gebundenem und frei im Zytosol vorliegendem Clathrin (Shi et al., 2009,
Popoff et al., 2009; Xhabija & Vacratsis, 2015).

Clathrin ist in Assoziation mit dem Protein HRS (Hepatocyte growth factor-regulated
tyrosine kinase substrate), eine Komponente des ESCRT-0-Komplexes, fur die
Einschleusung von Cargo in endosomale Tubuli erforderlich (Raiborg et al., 2006).
HRS bindet hierflr an PI3P in der Membran von friilhen Endosomen und rekrutiert
Clathrin in Interaktion mit SNX1 (Raiborg et al., 2001; Chin et al., 2001) fur die Bildung
von Clathrin-beschichteten Doméanen, in denen Cargo gesammelt wird (Raiborg et al.,
2002). DNAJC13 bewirkt anschlieend in Interaktion mit SNX1 und HSC70 die
Dissoziation von Clathrin und dem ESCRT-0, sobald der Retromer-Komplex zur

Membran des frihen Endosoms rekrutiert wird (Popoff et al., 2007; Popoff et al., 2009;
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Shi et al., 2009; McGough & Cullen, 2013; Norris et al., 2022). Die Rekrutierung des
Retromer-Komplexes kdnnte unter anderem durch eine nachgewiesene Interaktion
von HRS mit VPS35 vermittelt werden (Popoff et al., 2009).

Die Lokalisation von Clathrin und dem ESCRT-0 wird folglich durch die wechselnde
Interaktion von SNX1 mit HRS oder DNAJC13 als antagonistisch agierende Systeme
bestimmt (Popoff et al., 2009). Dies hat sich als essenziell fir die Separierung der
Mikrodoménen, in denen der ESCRT-0-Komplex und der Retromer-Komplex aktiv
sind, erwiesen. Diese Separierung ist wichtig, damit entgegengesetzte
Transportprozesse, ausgehend von dem frihen Endosom als gemeinsamer

Startpunkt, gleichzeitig stattfinden kénnen (Norris et al., 2017).

1.Cargo 1.Cargo
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Abbildung 3: Die Clathrin-Dynamik am Endosom (McGough & Cullen, 2013).

Die beiden Komplexe agieren also einerseits in voneinander isolierten endosomalen
Domanen, besitzen fur eine Abstimmung des lysosomalen Abbaus und retrograden
Transports jedoch auch eine gemeinsame regulatorische Schnittstelle, SNX1 und
DNAJC13 (Norris et al., 2017). Norris et al. stellten in diesem Zusammenhang ein

Modell auf, demzufolge die Aktivitdt von DNAJC13 am Endosom einem Zyklus
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unterliegt, der durch SNX1 und Autoinhibition von DNAJC13 uber Bildung von
Oligomeren reguliert wird (Norris et al., 2022). Bindet SNX1 als positiver Regulator an
den C-Terminus von DNAJC13, werden die DNAJC13-Oligomere aufgebrochen und
DNAJC13-Monomere mit freigelegten J-Domanen konnen nun HSC70 zum Endosom
rekrutieren, wo es die Dissoziation des ESCRT-0-Komplexes von der Mikrodomane
des Retromer-Komplexes herbeifthrt (Norris et al., 2022). Gemald dem Modell von
Norris et al. bewirkt die ATPase-Aktivitat von HSC70 zugleich auch eine Dissoziation
von SNX1, damit sich DNAJC13 wieder zu inaktiven Oligomeren zusammensetzen
und der Zyklus von Neuem beginnen kann. DNAJC13 nimmt Uber einen indirekten
Feedback-Mechanismus also auch Einfluss auf SNX1, sodass sich die beiden Proteine

wechselseitig regulieren (Norris et al., 2022).

Am Endosom fungiert DNAJC13 dariber hinaus als Bindeglied zwischen dem SNX-
Dimer des Retromer-Komplexes und dem WASH-Komplex sowie auch als Koordinator
dieser beiden Komplexe (Fujibayashi et al., 2008; Freeman et al. 2014) (Abbildung 4).
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Abbildung 4: DNAJC13 als Bindeglied zwischen dem Retromer- und WASH-Komplex (Seaman &
Freeman, 2014).

DNAJC13 bindet Uber eine C-terminale Region an die BAR-Domane von SNX1 (Shi
et al.,, 2009) und reguliert die Aktivitat von SNX1, indem es Einfluss auf dessen
Assoziation mit Membranen nimmt. Unter DNAJC13-Knockdown nimmt die Dynamik

von SNX1 ab und dissoziiert mit seiner BAR-Doméne langsamer von der endosomalen
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Membran, sodass der formédndernde Effekt des SNX-BAR-Dimers langer auf die
Membran einwirkt. Dadurch wurde bei Depletion von DNAJC13 eine Ubermallige
Bildung von endosomalen Tubuli beobachtet (Freeman et al. 2014), die zum Teil mit

dem TGN verbunden zu sein scheinen (Popoff et al., 2009).

Mit dem WASH-Komplex interagiert DNAJC13 uber dessen N-Terminus mit der
Schwanzdoméane von FAM21 (Freeman et al. 2014). Folglich ist DNAJC13 C-terminal
mit SNX1 assoziiert, das als Teil des SNX-BAR-Dimers die Bildung endosomaler
Tubuli fordert, wahrend der N-terminal gebundene WASH-Komplex endosomalen
Cargo in Mikrodomanen sammelt, das in die gebildeten Tubuli geleitet wird (Freeman
et al. 2014).

2.2.4 Retromer-unabh&ngige Funktionen von DNAJC13

Es gibt Hinweise darauf, dass DNAJC13 auch aul3erhalb des Retromer-Komplexes an

zellularen Transportprozessen beteiligt ist.

Gomez-Lamarca et al. zeigten, dass DNAJC13 als Regulator des Recyclings des
transmembranaren Notch-Rezeptors fungiert. Der Notch-Signalweg ist essenziell fur
die interzellulare Kommunikation sowie fiur die embryonale Entwicklung von
Organismen. Um den Erhalt des Signalwegs und eine korrekte Signaltransduktion zu
gewahrleisten, muss ein Teil der Notch-Rezeptoren nach ihrer Internalisierung zur
Plasmamembran zurticktransportiert werden. Dieser Recyclingprozess ist von
DNAJC13 abhangig, eine Depletion von DNAJC13 hat eine Akkumulation des Notch-
Rezeptors im Rab4-positiven, endosomalen Strukturen zur Folge (Gomez-Lamarca et
al., 2015). Rab4 ist zusammen mit dem Retromer-Komplex und SNX27 an einem
direkten Transportweg von Rezeptoren vom Endosom zur Plasmamembran beteiligt
(Temkin et al., 2011). Folglich kénnte DNAC13 seine regulatorische Funktion auf den
Notch-Transport als Teil des Retromer-Komplexes ausiben. Es wurde jedoch
beobachtet, dass ein Knockdown von VPS26 nur dann zu einer endosomalen
Akkumulation des Notch-Rezeptors fuihrte, wenn DNAJC13 ebenfalls fehlte, eine
alleinige Depletion von VPS26 hatte kaum Auswirkungen. Dies spricht laut Gomez-
Lamarca et al. fir eine Kompensation des VPS26-Knockdowns durch DNAJC13, was
impliziert, dass DNAJC13 auch unabhangig vom Retromer-Komplex im
Zusammenspiel mit weiteren Komponenten des endosomalen Systems in andere

retrograde Transportwege eingebunden ist, die noch nicht genauer definiert sind
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(Gomez-Lamarca et al., 2015). Mdgliche Interaktionspartner sind u.a. die ESCRT-0-
assoziierten Proteine HRS und STAM (Signal Transducing Adaptor Molecule), deren
Knockdown den Effekt einer Depletion von DNAJC13 und damit eine Akkumulation

des Notch-Rezeptors im Endosom zusatzlich verstarkt.

Die Rolle von DNAJC13 im endosomalen System wird schon seit der
Erstbeschreibung des Proteins vor tber 20 Jahren erforscht. Relativ neu dagegen ist
die Erkenntnis, dass DNAJC13 auch auf die autophagische Degradation von Proteinen
Einfluss nimmt (Besemer et al., 2021; Swords et al., 2023) und auch der assoziierte
Retromer- und WASH-Komplex an der Autophagie beteiligt sind. Dies wird im
nachsten Kapitel weiter erortert.

2.2.5 Assoziation von DNAJC13 und weiterer endosomaler Proteine mit dem
Morbus Parkinson

Das endosomale System spielt eine zentrale Rolle in der Pathogenese des Morbus
Parkinson, da eine Stérung des endolysosomalen Abbaus krankheitsrelevanter
Proteine, z.B. wie in diesem Fall von a-Synuklein, Ursache neurodegenerativer
Erkrankungen sein kann. Hierflr spricht auch die Tatsache, dass viele Parkinson-
assoziierte Genmutationen Proteine betreffen, welche in dieses System eingebunden
sind (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Parkinson-assoziierte Proteine im endosomalen System (Hasegawa et al., 2017).

Das Enzym LRRK2 (Leucine-rich repeat kinase 2) beispielsweise reguliert die Aktivitat
der Rab-GTPasen 8 und 10, welche an vesikuléren Transportprozessen beteiligt sind
(Steger et al., 2016). Durch Phosphorylierung wird die Dissoziation der Rab-GTPasen
von der Membran Giber Hemmung der Interaktion mit dem GDP-Dissoziations-Inhibitor
(GDI) verhindert. Die Parkinson-assoziierte LRRK2-Mutation G2019S (Genlocus
PARKS) fuhrt zu einer gesteigerten Kinaseaktivitat, infolgedessen kommt es zu einer
Akkumulation der membrangebundenen Rab-GTPasen, was deren Funktionsfahigkeit
beeintrachtigt (Steger et al., 2016; Gomez et al., 2019). Dieses Phanomen lasst sich
auch auf Rab5 im frihen Endosom Ubertragen. Gemaf Beobachtungen, dass Rab5 in
dopaminergen Neuronen von Parkinson-Patienten akkumuliert, koénnte eine
Ubermafige Phosphorylierung durch mutiertes LRRK2 eine Ursache hierflr darstellen
und zu einer Stérung des endosomalen Abbauweges filhren (Rocha et al., 2020).
LRRK2 fungiert zudem als Regulator der Aktivitat der endosomalen Form von Rab7.
Die LRRK2-Mutanten G2019S und R1441C fuhren dabei zu einer Ubermafigen
Herunterregulierung der Rab7-Aktivitat (GoOmez-Suaga et al., 2014). Dies fuhrt zu einer
Beeintrachtigung des endolysosomalen und autophagischen Systems, da Rab7 nicht

mehr von Membranen dissoziieren kann.

Auch eine Mutation des Gens, das fur die am Trans-Golgi-Netzwerk lokalisierte Rab-

GTPase Rab7L1, auch genannt Rab29, codiert, wird als pradisponierender Faktor flr
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die Parkinson-Erkrankung betrachtet (Satake et al., 2009). Rab29 ist unter anderem
an dem Transport des Mannose-6-Phosphat-Rezeptors vom Endosom zum TGN
beteiligt (Wang et al. 2014). Zudem ist Rab29 ebenfalls ein Substrat der LRRK2 und
kann deren Lokalisation beeinflussen sowie deren Kinase-Aktivitat regulieren (Purlyte
et al.,, 2018). Rab29 und LRRK2 scheinen also bezuglich ihrer Rolle in der
Pathogenese in engem Zusammenhang zu stehen, woflr auch die Beobachtung
spricht, dass ein Knockdown von Rab7L1 einen ahnlichen Phanotyp in neuronalen
Zellen hervorruft wie die LRRK2(G2019S)-Mutante (MacLeod et al. 2013).

Mutationen der Retromer-assoziierten Proteine VPS35 und DNAJC13 stellen ebenfalls
Ursachen fur familiare Parkinsonsyndrome dar. Die autosomal-dominant vererbbare
VPS35(D620N)-Mutation (PARK17) ist im C-terminalen Teil des Proteins lokalisiert
(Vilarino-Guell et al., 2011; Zimprich et al., 2011). Die Mutation fuhrt zu einem
beeintrachtigten Transport von Membranproteinen wie dem CI-MPR zum TGN
(McGough et al., 2014), aber auch seines Liganden Cathepsin D zum spaten Endosom
bzw. Lysosom, was potenziell einen eingeschrankten Abbau von a-Synuklein und
damit dessen Akkumulation zur Folge hat (Follett et al., 2014). Auch die Lokalisation
neuronaler Rezeptoren wie z.B. des AMPA-Rezeptors GluR1 in der Postsynapse bzw.
das Recycling von Neurotransmittern im Rahmen der Neurotransmission ist bei der
Loss-of-Function-Mutation D620N gestért (Munsie et al., 2015). Zudem ist die
Assoziation des VPS-Trimers mit dem WASH-Komplex durch eine verminderte
Bindungsaffinitat von VPS35 zum C-Terminus der WASH-Komponente FAM21
(McGough et al., 2014; Zavodszky et al., 2014) gemindert. Dies wirkt sich auch auf die
Lokalisation und Mobilitéat des Autophagie-assoziierten Proteins ATG9A (Autophagy-
related protein 9A) aus (Zavodszky et al., 2014).

Die R524W-Mutation ist eine weitere krankheitsrelevante VPS35-Mutation, die &hnlich
wie die D620N-Mutation die Assoziation des Retromer-Komplexes mit dem Endosom

und Interaktionspartnern wie dem CI-MPR beeintrachtigt (Follett et al., 2016).

Auch das DNAJC13-Gen (PARK21) ist mit einem familiaren Parkinson-Syndrom
assoziiert. Die Uber mehrere Spezies konservierte Missense-Mutation N855S,
lokalisiertin Exon 24 an Position ¢.2564A>G auf der cDNA und damit in der J-Domaéne,
wurde erstmals 2014 von Vilarino-Guell et al. beschrieben und fihrt zu einem
Austausch von Asparagin gegen Serin an Position 855 der Aminosauresequenz von
DNAJC13. Die Mutation folgt einem autosomal-dominanten Erbgang und wurde in

mehreren Familien unterschiedlicher Abstammung mit gehauftem Auftreten der
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Parkinson-Erkrankung nachgewiesen (Vilarifio-Guell et al., 2014; Gustavsson et al.,
2015; Lorenzo-Betancor et al., 2015).

Die Mutation R903K ist eine weitere DNAJC13-Mutation, die mit Parkinson in
Verbindung gebracht wird und erstmals 2015 von Gustavsson et al. beschrieben
wurde. Sie ist wie die N855S-Mutation in Exon 24 lokalisiert (Gustavsson et al., 2015;
Gagliardi et al., 2018).

Das bei den Mutationstragern prasentierte Parkinson-Syndrom betrifft mehr Manner
als Frauen und zeichnet sich durch einen im Vergleich zum IPS relativ spaten
Krankheitsbeginn aus. Die Progression der Erkrankung ist eher langsam. Klinisch
boten die Patienten die klassische Symptomtrias mit Tremor, Rigor und Bradykinese
sowie posturale Instabilitét mit asymmetrischer Auspragung. Insgesamt sind die
Symptome eher mild ausgepragt und sprechen gut auf eine Therapie mit Levodopa an
(Vilarino-Guell et al., 2014; Appel-Cresswell et al., 2014; Gagliardi et al., 2018).

Zudem gibt es Hinweise darauf, dass die N855S-Mutation in ihrer klinischen
Auspragung von dem klassischen Morbus Parkinson abweichen und z.B. zu einem
essenziellen Tremor ohne Parkinson-typische Symptome filhren kann (Rajput et al.
2015).

Auf molekularer Ebene zeigte sich bei Uberexpression der DNAJC13(N855S)-Mutante
in COS-7-Zellen im Vergleich zum Wildtyp in beiden Ansétzen eine reduzierte
Endozytose von Transferrin, bei der Mutante waren die endozytierten Vesikel jedoch
groRBer und wiesen eine hohere Dichte auf, was auf einen reduzierten endosomalen
Transport hinweisen kénnte (Vilarifio-Guell etal., 2014). Diese Beobachtungen wurden
durch Yoshida et al. bestatigt. Sie wiesen in COS-7-Zellen, die die DNAJC13-Mutante
exprimierten, ebenfalls eine verlangsamte Internalisierung des EGF (Epidermal
Growth Factor), gekoppelt an den EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), nach.

Zudem war der endosomale Transport des EGF beeintrachtigt (Yoshida et al., 2018).

Die N855S-Mutante wirkte sich auch auf den Transport von Transferrin vom frihen
zum Recycling-Endosom aus, dieser war im Vergleich zu den Kontrollzellen, welche
mit dem DNAJC13-Wildtyp transfiziert worden waren, deutlich eingeschrankt. Dies
kénnte auch auf einen gestorten Reifungs- sowie Recyclingprozess des Endosoms
zuruckzufihren sein, da die DNAJC13(N855S)-Mutante nicht nur mit Rab5, sondern
auch mit Rab7 und Rabll kolokalisierte. Zudem zeigte sich eine reduzierte

Kolokalisation der Mutante mit Aktin, was auf eine Storung der Aktinpolymerisation
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durch den WASH-Komplex und damit auf eine reduzierte WASH-vermittelte

Tubulibildung am Endosom hinweist (Yoshida et al., 2018).

Im Gegensatz dazu wurde die Bildung SNX1-positiver endosomaler Tubuli bei
Expression der DNAJC13(N855S)-Mutante angeregt. Dies beruht womaoglich auf einer
verminderten Aktivierung von HSC70 und somit einer reduzierten Dissoziation von
SNX1 von der endosomalen Membran, wodurch SNX1 langer auf die Membran
einwirkt (Follett et al., 2019). Auf die Proteinspiegel von DNAJC13 sowie die Interaktion
mit dem Retromer- und dem WASH-Komplex hatte die Parkinson-assoziierte Mutation
keinen Einfluss (Follett et al., 2019).

Die Beeintrachtigung des gesamten endosomalen Systems hat auch Auswirkungen
auf die intrazellularen a-Synuklein-Spiegel, was in direktem Zusammenhang mit der
Pathogenese des Morbus Parkinson steht. In Zellen, die die N855S-Mutante
exprimierten, kam es nicht zur Fusion von a-Synuklein-haltigen, endosomalen
Vesikeln mit dem spaten Endosom bzw. dem Lysosom, was eine Akkumulation und
damit eine erhdhte Zytotoxizitat des Proteins zur Folge hatte. In Drosophila fiihrte dies
zu einer Veranderung des Phanotyps und zu Einschrankungen der Motorik, was die
Hypothese, dass die DNAJC13(N855S)-Mutante eine intrazellulare Akkumulation von
a-Synuklein und den Untergang dopaminerger Neurone beglnstigt, untermauert
(Yoshida et al., 2018).

Auch eine Akkumulation von a-Synuklein selbst kann umgekehrt das endosomale
System in seiner Funktion beeintrachtigen, z.B. Uber die Stérung der Fusion von
Vesikeln, was sich auch negativ auf die Neurotransmission auswirken kann (Gitler et
al., 2008). Zudem hat sich gezeigt, dass extrazellular befindliche a-Synuklein-Fibrillen
mittels Rezeptor-vermittelter Endozytose in die Zelle aufgenommen werden und
anschlieend Uber den endosomalen Abbauweg den Lysosomen zugefihrt werden.
Dabei kolokalisieren sie mit EEAL als Marker fur das frihe und LAMP1 (Lysosomal
Associated Membrane Protein 1) als Marker fiir das spate Endosom (Lee et al., 2008)
sowie mit Rab5 und Rab7 (Desplats et al., 2009). In diesem Zusammenhang wurde
beobachtet, dass erhdhte a-Synuklein-Spiegel zu einer gesteigerten Aktivitdt der
beiden Rab-GTPasen flihrten, was eine VergréRerung von frihen Endosomen und
eine Beeintrachtigung des axonalen Transports, z.B. des Wachstumsfaktors BDNF
(brain-derived neurotrophic factor) zur Folge hat (Fang et al., 2017). Dies stellt ein

weiteres Phanomen dar, tber welches akkumuliertes a-Synuklein neurotoxisch wirkt.
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In  Anbetracht dieser Erkenntnisse lasst sich festhalten, dass sich eine
Beeintrachtigung des endosomalen Systems und die Akkumulation von a-Synuklein

gegenseitig beglnstigen bzw. aggravieren.

2.3 Autophagie und die Rolle von ATG9A
2.3.1 Die Autophagie

Die Autophagie ist neben dem endosomalen Abbau ein weiteres intrazellulares

Degradationssystem, das ebenfalls in das lysosomale Kompartiment miindet.

Es ist in Eukaryoten konserviert und dient der zellularen Homoostase sowie der
Anpassung an zellularen Stress, beispielsweise ausgeldst durch einen Hungerzustand
der Zelle (Yorimitsu & Klionsky, 2005). Zudem ist es insbesondere bei dem Abbau von
Proteinaggregaten, z.B. bestehend aus akkumuliertem a-Synuklein, von Bedeutung
(Webb et al., 2003).

Das autophagische System wird weiter unterteilt in die Chaperon-vermittelte

Autophagie (CMA), die Mikroautophagie und die Makroautophagie (Cuervo, 2004).

Der Prozess der CMA erfolgt anhand eines bestimmten Motivs, anhand dessen
Substrate erkannt und zum Lysosom transportiert werden (Dice, 1990; Chiang et al.,
1989; Salvador et al. 2000; Agarraberes & Dice, 2001).

Unter der Mikroautophagie versteht man die direkte Aufnahme von Cargo in
Lysosomen, indem er von der lysosomalen Membran umschlossen und in Vesikel

eingeschlossen wird (Marzella et al., 1980; Mijaljica et al., 2011).

Bei der Makroautophagie, im Folgenden als Autophagie bezeichnet, kommt es zur
Bildung von Autophagosomen, die durch eine Doppelmembran begrenzt sind und den
abzubauenden Cargo zum Lysosom transportieren (Abbildung 6). Durch die Fusion
des Autophagosoms mit dem Lysosom zum Autolysosom kommt der Cargo mit den
lysosomalen Enzymen in Kontakt und kann so gespalten werden (Yorimitsu &
Klionsky, 2005).
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Abbildung 6: Die Phasen der Makroautophagie (Parzych & Klionsky, 2014).

Die Bildung von Autophagosomen beginnt in Hefen an einer sogenannten PAS
(phagophore assembly site), an der durch Elongation einer Doppelmembran, auch
Isolationsmembran genannt, eine Phagophore entsteht (Suzuki et al., 2001; Kim et al.,
2002; ltakura & Mizushima, 2010; Chen & Klionsky, 2011). Eine mit der PAS
vergleichbare Struktur in Saugern wurde noch nicht genau identifiziert, Konsens
besteht jedoch darin, dass Phagophoren im Zytoplasma von Saugern an mehreren
Stellen entstehen (Chen & Klionsky, 2011). Potenzielle Lipidquellen, die diskutiert
werden, sind z.B. das ER, die Mitochondrien, Endosomen und die Plasmamembran
(Axe et al., 2008; Kotani et al., 2018; Schmitt et al., 2022; Zhen & Stenmark, 2023).
Auch Lipidtropfchen stellen der Isolationsmembran Rab18-vermittelt Membranlipide

zur Verfigung (Bekbulat et al., 2020).
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Reguliert wird die Formation des Autophagosoms durch einen Induktionskomplex, u.a.
bestehend aus ULK1 oder 2 (Unc-51-like kinase) (Hosokawa et al., 2009; Jung et al.,
2009). Die Aktivitat des Induktionskomplexes wird durch dessen Assoziation mit dem
MTORC1 (mechanistic target of rapamycin complex 1) bestimmt (Loewith et al., 2002).
Wichtigster Bestandteil dieses Komplexes ist mTOR (mechanistic target of rapamycin),
eine Serin/Threoninkinase, die Uber Phosphorylierung von ULK1 bzw. 2 die Bildung
des Autophagosoms hemmt (Noda & Ohsumi, 1998; Schmelzle & Hall, 2000;
Hosokawa et al., 2009).

Weitere Regulatoren des Induktionskomplexes sind die Proteinkinase A (PKA), die
einen Autophagie-hemmenden Einfluss ausiibt, und die AMP-aktivierte Proteinkinase
(AMPK), die Autophagie-stimulierend wirkt (Stephan et al., 2010; Djouder et al., 2010).

AnschlieRend folgt die Nukleation der Phagophore, also die Rekrutierung weiterer
Autophagie-assoziierter Proteine zur PAS, darunter der Klasse-IlI-PI3K
(Phosphatidylinositol-3-Kinase)-Komplex, der fur die Phosphorylierung von
Phosphatidylinositol zu PI3P erforderlich ist (Burman & Ktistakis, 2010). Der Komplex
setzt sich aus einer spezifischen Untereinheit der PI3K, zwei Proteinen aus der VPS-
Familie und Beclin 1 zusammen (Panaretou et al., 1997; Liang et al., 1999; Schu et
al., 1993; Kihara et al., 2001; Itakura et al., 2008). Beclin 1 stellt hierbei einen
Ansatzpunkt flr regulatorische Proteine auf Ebene des PI3K-Komplexes dar (Pattingre
et al., 2005; Fimia et al., 2007).

PI3P wird fur die Rekrutierung weiterer Proteine bendtigt, die an der Expansion der
Phagophore beteiligt sind. ATG18 bindet an PI3P und fungiert in Interaktion mit ATG2,
welches mit dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) assoziiert ist, als Bindeglied
zwischen dem PAS und dem ER, was die Expansion der Phagophore erméglicht
(Kotani et al., 2018).

Ebenfalls essenziell fur die Entwicklung der Phagophore zum Autophagosom ist das
MAP1LC3B (Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3), kurz LC3B, das
strukturelle Ahnlichkeit zu Ubiquitin besitzt (Ubiquitin-like protein, kurz UBL) und zur
ATGB8-Proteinfamilie zahlt (Kirisako et al., 1999; Ichimura et al., 2000; Xie et al., 2008).
Die Bindung von LC3B an Phosphatidylethanolamin (PE), ein Phospholipid in der
Membran der Phagophore, wird auch als Lipidierung bezeichnet und ist fur deren
Elongation erforderlich (Kabeya et al., 2000; Nakatogawa et al., 2007). Sie wird u.a.

durch einen sogenannten E3-Ligase-Komplex, bestehend aus mehreren ATG-
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Proteinen, katalysiert (Mizushima et al., 1998; Mizushima et al., 1999; Kabeya et al.,
2004; Hanada et al., 2007; Fujita et al., 2008). Die lipidierte, also mit PE konjugierte
Form von LC3B, wird LC3B-II genannt (Kabeya et al., 2004).

Die Elongation der Phagophore geht mit einer zunehmenden Krimmung, am ehesten
vermittelt durch die Interaktion von LC3B mit PE, um das abzubauende Protein einher,
bis durch Verknipfung der beiden Enden der Phagophore ein geschlossenes, von
einer Doppelmembran umgebenes Autophagosom entsteht (Knorr et al., 2015;
Maruyama & Noda 2021). Nach Vollendung der Formation des Autophagosoms ist
ATG4 fur die Dekonjugation von LC3B-Il von der Membran der Phagophore
verantwortlich (Kirisako et al., 2000; Kabeya et al., 2004; Nair et al., 2012).

Als finaler Schritt des autophagischen Abbauweges fusioniert das Autophagosom mit
der Membran des Lysosoms und bildet ein gemeinsames Kompartiment, das
Autophagolysosom (Baba et al., 1994; Yorimitsu & Klionsky, 2005). Fir die Fusion des
Autophagosoms mit dem Lysosom ist unter anderem ein SNARE (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor)-Proteinkomplex verantwortlich.
Dieser Komplex bindet spezifisch an die aul3ere Membran vollstadndig geschlossener
Autophagosomen und vermittelt die Fusion mit dem Lysosom (Itakura et al., 2012).
Auch die Rab-GTPase Rab7 ist an der Fusion beteiligt (Kirisako et al., 1999; Jager et
al., 2004).

Im Autophagolysosom erfolgt die Degradation des Cargos, wobei die Spaltprodukte
wieder ins Zytoplasma freigegeben werden und fur den zellularen Stoffwechsel genutzt
werden konnen (Yorimitsu & Klionsky, 2005). Zur Aufrechterhaltung des
Lysosomenpools fiir weitere Autophagie-Zyklen schniren sich anschlieBend
protolysosomale Tubuli aus der Membran des Autophagolysosoms ab, die zu
Lysosomen heranreifen. Dieser Recyclingprozess wird auch als ALR (autophagic

lysosome reformation) bezeichnet (Yu et al., 2010).

Der gezielte Abbau von Proteinen setzt eine Ubiquitinierung und die Identifizierung der
ubiquitinierten Proteine durch bestimmte Autophagie-Rezeptoren voraus. Diese
ermoglichen den selektiven Abbau bestimmter Organellen und Proteinaggregate, was
insbesondere in Neuronen eine wichtige Rolle spielt. Defekte Mitochondrien
beispielsweise, welche durch die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies zu

oxidativem Stress beitragen konnen, werden durch Mitophagie eliminiert, der Umbau
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des ER wird durch die ERphagie ermoglicht und den Abbau aggregierter, fehlgefalteter

Proteine bezeichnet man als Aggrephagie (Stavoe et al. 2019).

Ein Beispiel in Bezug auf die Aggrephagie ist das Protein SQSTML1 (Sequestosom 1),
auch p62 genannt, welches eine LIR-Domane (LC3-interacting region) besitzt. Uber
dieses bindet es an LC3B und kann anschliel3end spezifisch Uber das autophagische
System abgebaut werden. Zudem besitzt p62 eine Ubiquitin-bindende Domane, mit
der es an ubiquitinierte Proteine bindet und Uber die Bindung an LC3B zum
Autophagosom rekrutiert (Vadlamudi et al., 1996; Bjgrkay et al., 2005; Lamark et al.,
2009). Ein weiterer Aggrephagie-assoziierter Rezeptor ist BAG3 (Bcl-2-associated
athanogene 3), ein Co-Chaperon von HSP70, der fehlgefaltete Proteine in Interaktion
mit HSP70 und Dynein zum Autophagosom koordiniert (Gamerdinger et al., 2011).
Auch BAG3 interagiert mit LC3B Uber mehrere potenzielle LIR-Doméanen (Kdrschgen
et al., 2023).

Eine durch verschiedene Mutationen bedingte Fehlfunktion dieser spezifischen
Abbauprozesse stellt eine Ursache fir familiare Formen neurodegenerativer
Erkrankungen wie Parkinson, aber auch der amyotrophen Lateralsklerose (ALS),
frontotemporalen Demenz, Ataxie und Dystonie dar (Fecto et al., 2011; Haack et al.,
2016, Stavoe et al., 2019).

2.3.2 Schnittstellen zwischen dem endosomalen und autophagischen System

Die Tatsache, dass sowohl das autophagische als auch das endosomale System in
das lysosomale Kompartiment miinden, sowie die Existenz von Amphisomen, also
Autophagosomen, die auf ihrem Weg zum Lysosom mit Endosomen fusionieren
(Tooze et al.,, 1990; Berg et al., 1998), zeigen, dass gemeinsame Schnittstellen
zwischen beiden Systemen bestehen. Ein bereits erwahntes Beispiel hierfur ist der
ESCRT-Komplex, der in beiden Degradationssystemen fiur Umformungs- bzw.
Abschnirungsprozesse von Membranen verantwortlich ist, oder die Beteiligung von
Rab-GTPasen.

Auch der Retromer-Komplex spielt neben dem endosomalen System in der
Autophagie eine wichtige Rolle. Ein Bindeglied zwischen dem autophagischen System
und dem Retromer-Komplex ist das Protein Beclin 1, das als Komponente des PI3K-

Komplexes in Interaktion mit weiteren Proteinen die autophagische Aktivitat reguliert
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(Liang et al., 1999; Fimia et al., 2007; Itakura et al., 2008). Beclin 1 ist an der
Endozytose, aber auch an dem retrograden Transport von Proteinen zum TGN
beteiligt. Bei einem Funktionsausfall von Beclin 1 aufgrund einer Mutation ist die
Reifung des spaten Endosoms beeintrachtigt (Ruck et al., 2011). Zudem wurde in
Zellen, die die Beclin 1-Mutante exprimieren, eine Stérung der Funktion des Retromer-
Komplexes, u.a. aufgrund einer verminderten Rekrutierung von DNAJC13 zum
Endosom nachgewiesen. Dies indiziert, dass Beclin 1 die Lokalisation von DNAJC13

am Endosom beeinflusst (Ruck et al., 2011).

Umgekehrt ist der Retromer-Komplex, insbesondere dessen VPS-Trimer, jedoch auch
die SNX-Proteine SNX3 und SNX6, fur den Aufrechterhalt der autophagischen Aktivitat
bei Induktion der Autophagie erforderlich (Dengjel et al., 2012; Maruzs et al., 2015).
Eine Expression der VPS35(D620N)-Mutante fuhrt zu einem verminderten
autophagischen Flux im Sinne einer gestdrten Autophagosombildung (Zavodszky et
al., 2014). Dies wird auf eine Stérung des intrazellularen Transports des Proteins
ATGO9A zurtckgefihrt (s. Kapitel 2.3.2).

Doch auch der Transport lysosomaler Enzyme bzw. das Recycling der
entsprechenden Rezeptoren wie z.B. dem CI-MPR ist beeintrachtigt (Arighi et al.,
2004; Seaman, 2004). Erreichen diese Enzyme aufgrund einer gestérten Funktion des
Retromer-Komplexes nicht das Lysosom, hat dies auch Auswirkungen auf die
autophagische Degradation und es kommt zur Bildung dysfunktionaler Autolysosomen
(Maruzs et al., 2015).

Auch das Rab-GAP TBC1D5, das uber die Bindung an VPS29 des Retromer-
Komplexes die Aktivitdit und Lokalisation von Rab7A reguliert (Jia et al., 2016;
Jimenez-Orgaz et al., 2018), scheint an der Bildung von Autophagosomen beteiligt zu
sein. Die Kopplung von TBC1D5 mit dem Retromer-Komplex wird bei einer Stimulation
der Autophagie aufgehoben, sodass es das Endosom verlasst und tber eine Bindung
an LC3B-ll zum Autophagosom rekrutiert werden kann. Hierfur besitzt es 2 LIR-
Doménen (Popovic et al., 2012). Eine Depletion von TBC1D5 wirkt sich negativ auf
den autophagischen Flux aus (Popovic et al., 2012). Umgekehrt kommt es bei einer
vermehrten Translokation von TBC1D5 zum Autophagosom zu einer Verstarkung des
retrograden Transports von Makromolekilen, da der hemmende Einfluss von TBC1D5
auf Rab7 und damit auf die Assoziation des Retromer-Komplexes mit dem Endosom
abnimmt (Roy et al., 2017). Dies dient bei einem Hungerzustand der Zelle, der mit

einer Induktion der Autophagie einhergeht, beispielsweise einer Forderung der
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Glucoseaufnahme durch einen verstarkten retrograden Transport von GLUT1
(Glucose transporter 1)-Rezeptoren zur Zelloberflache (Roy et al., 2017). Kvainickas
et al. zeigten, dass TBC1D5, dessen Aktivitdt von der Assoziation mit dem Retromer-
Komplex abhangt, ein positiver Regulator des MTORC1 ist und damit auch
Autophagie-hemmend wirken kann (Kvainickas et al. 2019). Eine Depletion des
Retromer-Komplexes bzw. TBC1D5 hingegen hat eine Disinhibition und folglich eine
Ubermafige Aktivitat von Rab7 zur Folge, die hemmend auf den MTORC1 wirkt
(Kvainickas et al. 2019). Somit nimmt der Retromer-Komplex auch auf diese Weise

Einfluss auf die Autophagie.

Auch der Retromer-assoziierte WASH-Komplex ist fir das autophagische System
relevant, da er an der Translokation des M6PR bzw. der hydrolytischen Enzyme zum
Lysosom beteiligt ist. Bei einem Knockdown von WASH sind diese Transportprozesse
eingeschrankt, was auch die Autophagie beeintrachtigt (King et al., 2013). Ist die
Rekrutierung des WASH-Komplexes durch den Retromer-Komplex beispielsweise
aufgrund der D620N-Mutante von VPS35 gestort, hat dies nachweislich geringere
LC3B-II-Spiegel zur Folge, die mit einer Stérung der Autophagosom-Bildung
einhergehen (Zavodszky et al., 2014).

Die namensgebende Komponente des WASH-Komplexes, das Protein WASH, spielt
in der Regulation der Autophagie eine weitere wichtige Rolle. Es kolokalisiert nicht nur
mit dem Endosom, sondern auch mit der Phagophore und inhibiert die autophagische
Degradation, indem es an Beclin 1 bindet und dessen Ubiquitinierung hemmt. Diese
ist fur die Aktivierung des PI3K-Komplexes und folglich die Expansion der Phagophore
erforderlich (Xia et al., 2013).

Auch das Retromer-assoziierte Protein DNAJC13 nimmt Einfluss auf die
autophagische Aktivitat. Eine Uberexpression von DNAJC13 (ibt einen stimulierenden
Effekt auf die Autophagie aus, wahrend ein Knockdown zu einer Reduktion des
autophagischen Fluxes fuhrt. Letzteres beruht zum einen auf einer Stérung des
intrazellularen Transports des Proteins ATG9 (s. Kapitel 2.3.2) (Besemer et al., 2021),
zum anderen ist DNAJC13 an der ALR beteiligt (Swords et al., 2023). Bei Depletion
von DNAJC13 ist die Abschnirung protolysosomaler Tubuli von der Membran des
Autophagolysosoms gestort, was zu einer Verringerung funktionsfahiger Lysosomen
fuhrt. Dies scheint Uber einen negativen Feedbackmechanismus den autophagischen
Flux zu beeintrachtigen (Swords et al., 2023). Zudem wurde bei reduzierten DNAJC13-

Spiegeln eine verstarkte Akkumulation krankheitsrelevanter und zur Aggregation
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neigender Proteine wie SOD1 beobachtet, was auf die beeintrachtigte autophagische

Degradation zurtickgefuhrt werden kdonnte (Besemer et al., 2021).

Die Parkinson-assoziierte DNAJC13-Mutation N855S hatte bei Uberexpression im
Gegensatz zum Wildtyp keinen férdernden Einfluss auf die Autophagie, was in Hinblick
auf den Abbau von akkumuliertem a-Synuklein bei der Parkinson-Erkrankung
pathogenetisch relevant sein kdnnte (Besemer et al., 2021).

2.3.3 Die Funktion von ATG9A im Prozess der Autophagie

ATGY9A, auch als APG9L1 (APG9-Like 1) bezeichnet, ist ein hochkonserviertes,
Autophagie-assoziiertes Protein welches ubiquitar exprimiert wird. (Noda et al., 2000;
Yamada et al., 2005; Young et al., 2006). Es ist von dessen Isoform ATG9B bzw.
APGYL2 abzugrenzen, welche bisher ausschlie3lich in Wirbeltieren in der Plazenta
und Hypophyse nachgewiesen wurde und wahrscheinlich in der embryonalen
Entwicklung eine Rolle spielt (Yamada et al., 2005).

ATGYA ist das einzige Transmembranprotein im autophagischen System (Noda et al.,
2000), welches fur den Transport von Lipiden von Donororganellen zur PAS bzw. zur
wachsenden Phagophore verantwortlich ist (Reggiori et al., 2004; Young et al., 2006;
He et al.,, 2008). Es besitzt 6 Transmembrandomanen, der N- und C-Terminus

befinden sich im Zytosol (Young et al., 2006).

Unter basalen Bedingungen wurde eine Kolokalisation von ATG9A mit dem TGN, dem
spaten Endosom und dem Endolysosom nachgewiesen (Young et al., 2006; Ravussin
et al., 2021). Wird die Autophagie stimuliert, werden ATG9A-positive Vesikel vom TGN
zur PAS rekrutiert und tragen dort zur Entwicklung einer Phagophore bei (Young et al.,
2006). Es wird angenommen, dass der anterograde Transport von ATG9A mit einer
Multimerisierung von ATG9A einhergeht (He et al., 2008). Laut Yamamoto et al.
werden in Hefen Membranbestandteile von ca. drei ATG9A-Vesikel pro Zyklus in die
auRRere Phagophorenmembran implementiert (Yamamoto et al., 2012). In der PAS
kolokalisiert ATG9A mit LC3B (Young et al., 2006).

Einem aktuellen Modell zufolge wird ATG9A nach dessen Autophagie-induzierter
Synthese im rauen ER zuné&chst Giber das TGN zur Plasmamembran transportiert und
Clathrin-vermittelt in Endosomen internalisiert, sodass es anschliel3end Uber den

endosomalen Transportweg das Recycling-Endosom erreicht (Ohashi & Munro, 2010;
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Longatti et al., 2012; Zhen & Stenmark, 2023). Dort fusionieren ATG9A-Vesikel mit
Vesikeln, die ATG16L1 enthalten, eine Komponente des E3-Ligase-Komplexes,
welcher an der Lipidierung von LC3B beteiligt ist. Das Recycling-Endosom wird als
eines von mehreren Membranreservoirs fur die Phagophore angesehen, von dem sich
ATGY9A-/ATG16L1-positive Vesikel abschniren, die zu der PAS transportiert werden
(Orsi et al., 2012; Puri et al., 2014; Imai et al., 2016).

Der ATG9A-vermittelte Membrantransport erfolgtin mehreren Zyklen, in denen ATG9A
ausgehend vom TGN zur Phagophore gelangt und anschlieBend wieder zum TGN
zurlickkehrt, damit es fur den néchsten Zyklus zur Verfigung steht (Ravussin et al.,
2021). Mit der Membran des vollstandig gebildeten Autophagosoms ist ATG9A nicht
mehr assoziiert, die Assoziation von ATG9A mit der Phagophore ist folglich nur

temporar (Orsi et al., 2012).

Parallel dazu tritt der PI3K-Komplex zu der PAS hinzu (Burman & Ktistakis, 2010), der
den Lipidtransport vom ER zur Phagophore koordiniert und zu deren Expansion
beitragt (Kotani et al., 2018). ATG9A interagiert an der Phagophore sowohl mit dem
PI3P-assoziierten ATG18 als auch mit ATG2, fir dessen Rekrutierung ATG9A
erforderlich ist (Wang et al., 2001; Reggiori et al., 2004; Papinski et al., 2014; van Vliet
et al., 2022; Chumpen Ramirez et al., 2023).

An der Phagophore fungiert ATG9A als Phospholipidtranslokator (,scramblase®),
indem es 2 Membranporen bildet, welche sich aus je einem ATG9A-Homotrimer
zusammensetzen (Matoba et al., 2020; Maeda et al., 2020). Es wird angenommen,
dass die Funktion dieser ATG9A-Poren darin besteht, die durch den ATG2-ATG18-
Komplex von dem ER zur PAS koordinierten Phospholipide zu der inneren Membran
der Phagophore umzuverteilen, damit die Elongation der inneren auf die der &ufReren
Membran abgestimmt ist (Matoba et al., 2020; Maeda et al., 2020; van Vliet et al.,
2022; Chumpen Ramirez et al., 2023). Anschlieend sind ATG2 und ATG18 an der
Freisetzung von ATG9A aus der PAS beteiligt (Reggiori et al., 2004; He et al., 2008).

2.3.4 Regulation der ATG9A-Aktivitat

Die Aktivitat bzw. Lokalisation von ATG9A unterliegt verschiedenen
Regulationsmechanismen. ULK1 beispielsweise ist am Transport von ATG9A zur
Phagophore beteiligt und fur die Interaktion mit ATG2 und ATG18 erforderlich
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(Reggiori et al., 2004; He et al., 2008). Bei einem Knockdown von ULK1 verbleibt
ATGYA trotz einer Stimulation der Autophagie am TGN (Reggiori et al., 2004; Young
et al., 2006). Doch auch der retrograde Transport von ATG9A zum TGN ausgehend
von der PAS ist in Abwesenheit von ULK1/ATG1 eingeschrankt (Reggiori et al., 2004,
Sekito et al., 2009).

Auch die SNX-Proteine SNX4 und SNX7 haben Einfluss auf die Lokalisation von
ATGO9A. Sie bilden ein Heterodimer, welches die Mobilisation von ATG9A am TGN
Uber das Recycling-Endosom zur Phagophore reguliert. SNX4, das mit seiner PX-
Domaéne uber PI3P zur Phagophore rekrutiert wird, kolokalisiert dort sowohl mit LC3B
als auch mit ATG9A am Recycling-Endosom. Bei einer Depletion von SNX4 oder
SNX7 ist die Rekrutierung von ATG9A zur PAS gestort (Antén et al., 2020; Ravussin
etal., 2021). SNX4 ist jedoch auch am Recycling von ATG9A von der PAS zuriick zum
TGN beteiligt, damit dieses in einen erneuten Zyklus der Autophagosombildung

eintreten kann (Ravussin et al., 2021).

Ein weiterer Regulator von ATG9A ist die Retromer-assoziierte Rab-GTPase TBC1D5
in Interaktion mit dem Adaptorproteinkomplex AP2 (Popovic et al., 2014). TBC1D5
interagiert sowohl mit VPS29 als auch mit LC3B und ist ebenfalls an dem Transport
von ATGY9A von der Plasmamembran bzw. dem endosomalen System zur PAS
beteiligt. Der AP2-Komplex ist unter anderem in die Internalisierung von ATG9A an
der Plasmamembran und Einleitung in das endosomale System involviert und damit
Voraussetzung fur die Interaktion zwischen ATG9A und TBC1D5 (Popovic et al.,
2014).

Nicht zuletzt ist ATG9A in dessen Funktion auch von dem Retromer-Komplex selbst
abhangig. Da ATG9A auf dem Weg zur PAS den endosomalen Transportweg
durchlauft, besteht zumindest temporar eine Assoziation mit dem frihen Endosom, wo
ATG9A unter anderem mit VPS35 kolokalisiert (Zavodszky et al., 2014). Bei einer
Depletion des Retromer-Komplexes wurde eine Einschrankung der Mobilitat von
ATG9A beobachtet, sodass ATG9A bei Autophagie-Induktion das TGN nicht verlassen
kann (Jimenez-Orgaz et al., 2018). Ein mdglicher Mediator der Interaktion zwischen
dem Retromer-Komplex und ATG9A ist Rab7. Die Rab-GTPase ist ohne ihre
Retromer-vermittelte Interaktion mit TBC1D5 in einem GTP-gebundenen, aktiven
Zustand gefangen, in dem sie dauerhaft mit der lysosomalen Membran assoziiert ist
und vermehrt abgebaut wird. Dies wirkt sich potenziell auf den Transport von ATG9A

aus (Jimenez-Orgaz et al., 2018).
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Ein weiteres Bindeglied zwischen dem Retromer-Komplex und ATG9A ist der WASH-
Komplex. ATG9A kolokalisiert mit einzelnen Komponenten des WASH-Komplexes am
Endosom (Zavodszky et al., 2014). Liegt ein Knockdown von WASH1 vor oder ist die
Rekrutierung des WASH-Komplexes zur endosomalen Membran z.B. durch die
D620N-Mutation von VPS35 gestort, ist der Transport von ATG9A zur Phagophore
und damit die Bildung des Autophagosoms beeintrachtigt. Zugleich kommt es zu einer
Akkumulation von ATG9A am TGN (Zavodszky et al., 2014; Ravussin et al., 2021).
Doch auch die Morphologie von Rabl11 andert sich, was den Transport von ATG9A
auch auf Ebene des Recycling-Endosoms mindern konnte (Zavodszky et al., 2014).
Insgesamt zeigen diese Beobachtungen, dass auch der WASH-Komplex mal3geblich

die Lokalisation und Funktion von ATG9A beeinflusst.

Fur ATG9A wurde somit sowohl eine Assoziation mit dem Retromer- als auch dem
WASH-Komplex nachgewiesen. Ein weiteres Protein, das nachweislich mit beiden
Komplexen interagiert, ist DNAJC13. Folglich ergab sich die Frage, ob auch DNAJC13
einen potenziellen Interaktionspartner von ATG9A darstellen kdnnte. Besemer et al.
zeigten, dass DNAJC13 in der Tat die Rekrutierung von ATG9A zur Phagophore
beeinflusst (Besemer et al., 2021). Ein Knockdown von DNAJC13 beeintrachtigt
sowohl den anterograden als auch den retrograden Transport von ATG9A zwischen
dem Recycling-Endosom und der PAS unter basalen und Autophagie-stimulierenden
Bedingungen. Zudem war die ATG9A-abhangige Lokalisation von ATG16L1 an der
Phagophore reduziert. Insgesamt hatte eine Depletion von DNAJC13 also eine
Stérung der Autophagosombildung und damit einen verminderten autophagischen

Flux zur Folge (Besemer et al., 2021).

2.4 Zielsetzung

Das Protein DNAJC13 spielt eine zentrale Rolle in der Proteinhomdostase und ist an
der Funktion und Regulation zweier wichtiger Degradationssysteme beteiligt, dem
endosomalen und dem autophagischen System. In Interaktion mit dem Retromer- und
dem WASH-Komplex koordiniert es den retrograden Transport von endosomalem
Cargo. Zugleich bildet DNAJC13 zusammen mit SNX1 und HSC70 einen
Regulationsmechanismus fur die Aufrechterhaltung des Gleichgewichts zwischen
lysosomalem Abbau und retrogradem Transport von Proteinen. Im autophagischen

System spielt DNAJC13 eine Rolle fur den korrekten Transport des Autophagie-
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assoziierten Proteins ATG9A und damit die Bildung von Autophagosomen. Dies hat in
der Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen Relevanz, die auf einer Stérung
der Proteinhomoostase und folglich einer Akkumulation bzw. Aggregation
krankheitsassoziierter Proteine beruhen, wie beispielsweise a-Synuklein in Lewy-
Korperchen von Parkinson-Patienten. Dass mindestens zwei Mutationen von
DNAJC13 nachgewiesen wurden, die mit familiaren Parkinson-Syndromen assoziiert
sind, zeigt, dass einer Beeintrachtigung der Funktion von DNAJC13 in der

Pathogenese der Erkrankung eine wichtige Bedeutung zukommit.

Ziel dieser Dissertation ist es, die Funktion des Proteins DNAJC13 im endosomalen
sowie insbesondere im autophagischen System weiter zu charakterisieren. Zum einen
wurden die Auswirkungen eines transienten Knockdowns bzw. eines stabilen
Knockouts von DNAJC13 auf das Aggregationsverhalten des Proteins SOD1 sowie
die Expression anderer Komponenten des Retromer-Komplexes und des Autophagie-
Netzwerks untersucht. Auch das Aggregationsverhalten der DNAJC13(N855S)-
Mutante wurde analysiert. Zum anderen sollte die Assoziation von DNAJC13 mit
ATGY9A weiter beleuchtet und geprift werden, ob eine funktionelle oder sogar direkte
Interaktion zwischen den beiden Proteinen besteht. Aul3erdem wurde mittels
Immunfluoreszenzfarbungen untersucht, welche Folgen eine Inhibition der
Ansduerung von Lysosomen fir die intrazellulare Verteilung verschiedener
Komponenten des Retromer-Komplexes und autophagischen Systems hat,

insbesondere bei Depletion von DNAJC13.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien
3.1.1 Zelllinien und Bakterien

3.1.1.1 Zelllinien

Name Firma/Ort
HEK293A - Zellen American Type Culture Collection, Manassas/USA
HEK293T- Zellen

HEK293-Zellen sind humane embryonale Nierenzellen (,human embryonal kidney
cells®). Die HEK293-Linien sind robust und eignen sich auf Grund ihrer relativ hohen
Replikationszahlen fur grundlegende zellbiologische Untersuchungen.

HEK293-A eignen sich aufgrund ihrer starkeren Adharenz und phé&notypischen
Eigenschaften fur Immunfluoreszenzfarbungen.

HEK293-T erméglichen eine vergleichsweise hohe Transfektionseffizienz, da sie das
sogenannte ,SV40 large T antigen® exprimieren, das die Replikation von Plasmiden,
welche den SV40-Replikationsursprung in ihrem jeweiligen Vektor tragen, induziert
(Pear et al. 1993). Sie sind daher besonders gut fir Western Blots und andere
proteinanalytische Methoden geeignet.

Die DNAJC13-Knockout-Zelllinien (die HEK293-T-Klone D7 und H11 und die HEK293-
A-Klone B3 und G4) wurden im Labor Uber CRISPR/Cas9 etabliert.

3.1.1.2 Bakterien

Name Firma/Ort Genotyp
DH5a (New American Type Culture fhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA
England Biolabs, Collection, Manassas/USA | ginvV44 ®80A (lacZ)M15 gyrA96
Frankfurt a.M.) recAl relAl endAl thi-1 hsdR17

3.1.2 Plasmide

Bezeichnung Vektor Resistenz
pCMV-HA-N7-ATG9 pCMV Ampicillin
pEFBos:DNAJC13-Flag pEFBos Ampicillin

pEFBo0s:DNAJC13-GFP
pEFBos:DNAJC13-N855S-Flag
pEFB0s:DNAJC13-N855S-
GFP

pEGFP-N1:G85R-SOD1 pPEGFP-N1 Kanamycin
pEGFP-N1:WT-SOD1
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3.1.3 Antikdrper

3.1.3.1 Priméare Antikorper

Anti- GrolRe Spezies Lage- Firma Bestellnr. | Verdin-
korper des rungs- nung
Proteins temp.
[kDa] [°C]
Western Blot
ATG9 100-110 | Kaninchen | -20 Cell 13509S 1:1000
Signaling
Beclin 60 Kaninchen | -20 Cell 3495S 1:1000
Signaling
FLAG-M2 |1 Maus -20 Sigma F1804 1:1000
HA-Tag 1 Maus -20 Cell 2367 1:500
Signaling
Histon 3 18 Maus -20 Cell 14269 1:1000
Signaling
HSP 70/72 | 70 Maus -20 Enzo ADI-SPA- 1:1000
810-F
LC3 (I+1l) | 16-18 Kaninchen | -20 novus NB100- 1:1000
2220
p62 (C- 62 Meer- -20 Progen GP62-C 1:1000
terminal schwein-
specific) chen
DNAJC13 | 220 Kaninchen | -20 Protein- Eigenpro- | 1:10000
tech duktion
SNX1 74 Maus -20 BD 611482 1:1000
Trans-
duction
Laborator
ies
SNX2 72 Kaninchen | -20 Sigma F1804 1:1000
SOD1 16 Kaninchen | -20 abcam ab51254 1:2000
Tubulin 50 Maus -20 Sigma T9026 1:1000
aDM1A
ULK 1 150 Kaninchen | -20 Cell 8054 1:1000
(D8H5) Signaling
VPS35 92 Ziege -20 LSBio LS-B5909/ | 1:1000
55567
WASH 70 Kaninchen | +4 Millipore | ABS72 1:1000
Immunfluoreszenzen
ATGO9A 100-110 | Kaninchen | -20 abcam ab108338 | 1:200
EEAl 180 Maus -20 BD 610457 1:100
Trans-
duction
Labora-
tories
Flag 1 Maus -20 Sigma F1804 1:400
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HA 1 Maus -20 abcam ab18181 1:200
LC3 (I+Il) | 16-18 Kaninchen | -20 novus NB100- 1:200
2220
LC3 clone Maus -20 nano 0260-100 | 1:100
2G6 tools
M6PR 250 Maus -20 abcam Ab8093 1:200
SNX1 74 Maus -20 BD 611482 1:400
Trans-
duction
Labora-
tories
TfR 95 Maus -20 Invitrogen | 13-6800 1:500
TGN46 80-100 Schaf +4 Biorad AHP500 1:200
VPS35 92 Ziege -20 LSBio LS-B5909/ | 1:200
55567
3.1.3.2 Sekundare Antikorper
Anti- Spezies Lage- Firma Bestellnr. Verdun-
korper rungs- nung
temp.
[°C]
Western Blot
HRP Goat | Esel -20 Rockland 605-703-002 | 1:10000
IgG
HRP Anti- | Esel -20 Jackson 706-035-148 | 1:10000
Guinea Immuno-
Pig IgG Research
HRP Anti- | Esel -20 Dianova (Jackson | 711-035-152 | 1:10000
Rabbit IgG Immuno-
research)
HRP Anti- | Esel -20 Dianova (Jackson | 715-035-151 | 1:10000
Mouse Immuno-
IgG research)
Immunfluoreszenzen
Cy 5 Anti- | Esel -20 Dianova (Jackson | 715-175-150 | 1:200
Mouse Immuno-
research)
Cy 3 Anti- | Esel -20 Jackson Immuno- | 711-165-152 | 1:200
Rabbit IgG research
Cy 3 Anti- | Esel -20 Jackson 703-163-14 1:200
Goat Immuno-
Research
Alexa Esel -20 Jackson 711-605-152 | 1:200
Fluor 647 Immuno-
Rabbit Research
Cy 3 Anti- | Esel -20 Jackson 713-165-147 | 1:200
Sheep Immuno-
Research
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3.1.4 Chemikalien

Die in den Versuchen verwendeten Chemikalien wurden jeweils direkt mit der

Bezugsquelle angegeben und den Herstellerangaben entsprechend gelagert.

3.1.5 Kits und Standards

Name

Firma/Ort

Gel

EZview™ Red ANTI-FLAG® M2 Affinity

Sigma-Aldrich, Darmstadt

MassRuler DNA Ladder Mix

PageRuler Prestained Protein Ladder

Pierce™ Anti-HA Magnetic Bead

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Pierce™ Protein A/G Magnetic Beads

Thermo Scientific, Dreieich

PureLink HiPure Plasmid Maxiprep Kit

Invitrogen, Carlsbad/Kalifornien

3.1.6 Gerate

Name

Firma/Ort

Agarose Gel Electrophoresis System
Agagel Mini

Biometra, Gottingen

Amersham Imager 600

GE Life Sciences, Freiburg

Bakterieninkubator 37°C

Memmert, Schwabach

Blotschuttler IKA-VIBRAX-VXR

IKA, Staufen

Brutschrank 60°C

Bachofer

Dynabeads™MPC-S
Partikelkonzentrator

Thermo Scientific, Dreieich

Gefrierschranke (-20°C)

Liebherr, Biberach an der RiR3

Gefrierschranke (-80°C)

Heraeus, Hanau

Heracell™ 240i CO2-Inkubator

Thermo Scientific, Dreieich

Inversmikroskop CKX41

Olympus, Hamburg

Kihlschranke 4°C

Liebherr, Biberach an der RiR3

Laser-Scanning-Mikroskop LSM 710

Zeiss, Oberkochen

Magnetrithrer Combimag RCO

IKA, Staufen

Mikrotiterplatten-Photometer
MULTISKAN RC

Thermo Scientific, Dreieich

Mini Trans-Blot® Electrophoretic
Transfer Cell

Bio-Rad, Feldkirchen

Mini-PROTEAN 3 Electrophoresis
System

Bio-Rad, Feldkirchen

Multifuge 3SR

Heraeus, Hanau

pH-Messgeréat inoLab pH Level 1

WTW, Weilheim

Plattformschittler DUOMAX 1030

Heidolph, Schwabach

PowerPac Basic Power Supply

Bio-Rad, Feldkirchen

Powersupply BIO105 LVD

Biometra, Gottingen

Quintix 124-1S Analysenwaage

Sartorius, Gottingen

Shaking Incubator NB-205

Biotek, Winooski (USA)

Sonifikator UP50H

Hielscher, Teltow
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Spektrophotometer Nanodrop 1000 Peqglab, Erlangen
Sterilbé&nke Heraeus, Hanau
Test-Tube-Rotator Snijders, Tilburg (NL)
ThermoStat Comfort mit ThermoBlock Eppendorf, Hamburg
2.0 ml

VACUSAFE Absaugsystem Integra, Biebertal
VARIOCLAV Dampfsterilisator HP Medizintechnik, Oberschlei3heim
Vortexer IKA Vortex Genius 3 IKA, Staufen

Waage PL 1200 Mettler-Toledo, Giel3en
Wasserbad VWB2 18 VWR, Darmstadt
Zahlkammer Neubauer- Improved Optik Labor

Zentrifuge 5415D Eppendorf, Hamburg
Zentrifuge MIKRO 200 Hettich, Tuttlingen
Zentrifuge Universal 32R Hettich, Tuttlingen

3.1.7 Software

Programm Anwendung
Corel Draw 2018 V5 Erstellung von Grafiken fur Western Blot
und Immunfluoreszenz
Ascent Software for Fluoroskan/ Photometrische Messungen
Multiskan V2.6
SPSS Statistics 23 V5R Statistische Auswertung
AIDA Image Analyser Auswertung Western Blot
ZEN 2011 SP2 (black edition) Version Software Konfokalmikroskop
8.0

3.2 Methoden
3.2.1 Zellbiologische Methoden
3.2.1.1 Zellkultivierung und -passage

Die Zellen wurden in einem Inkubator bei 37°C, 5% CO2 und bei 100% Luftfeuchtigkeit
in 10 cm-Kulturschalen mit 10 ml DMEM-Nahrmedium (,Dulbecco‘s Modified Eagle
Medium®) kultiviert. Um eine zu hohe Zelldichte zu vermeiden, wurden die Zellen je
nach Wachstumsgeschwindigkeit alle 2-3 Tage passagiert.

Dafir wurde zunéchst das Nahrmedium, in dem die Zellen kultiviert wurden,
abgesaugt. Danach wurde 1x PBS (phosphatgepufferte Salzlosung) vom Rand der
Schale her hinzugegeben, um die Zellen zu waschen, ohne sie abzulésen. Nach
Absaugen des PBS erfolgte die Trypsinierung der Zellen. Hierzu wurde in eine 10 cm-
Schale ca. 2 ml, in 6 cm-Schalen ca. 0,5 ml 1x Trypsin (Invitrogen, Karlsruhe) gegeben.
Durch Zugabe der dreifachen Trypsin-Menge an N&ahrmedium wurde die

Trypsinreaktion nach etwa 1 min abgestoppt. Der Inhalt der Schale mitsamt den
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abgeldsten Zellen wurde in ein 15 ml Falcon tberfihrt und 5 min lang bei 4°C und
311g abzentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurde das Zellpellet in 1 ml
frischem Nahrmedium resuspendiert. Ein definiertes Volumen dieser Zellsuspension,
abhangig von der jeweiligen Verdinnung, wurde schlief3lich in eine neue Kulturschale
mit vorpipettiertem frischem Medium gegeben.

War ein Mediumwechsel erforderlich, wurde das alte Medium wie vor der Zellpassage
abgesaugt, die Zellen vorsichtig mit 1x PBS gewaschen und anschlie3end wieder mit

frischem Nahrmedium bedeckt.

DMEM-N&ahrmedium (Dulbecco’s PBS (phosphatgepufferte
Modified Eagle Medium) Salzlésung, pH=7,4)
10% Aktives Kalberserum 137 mM NacCl
1% Antibiotika/Antimykotika (100- 2,7 mM KCI
fach)
1% Natriumpyruvat 10 mM Naz:HPO4

1,8 mM KH2PO4

3.2.1.2 Lagerung der Zellen und Inkulturnahme

Die Zellen wurden in Einfriermedium (Medium mit 10% DMSO) in flissigem Stickstoff
bei -196°C in speziellen Kryo-Réhrchen (VWR, Darmstadt) gelagert. Nach Entnahme
der Rohrchen aus dem Stickstofftank wurden sie im 37°C warmen Wasserbad unter
leichtem Schutteln langsam aufgetaut. In 15 ml Plastikréhrchen wurden je 6 ml
Nahrmedium vorpipettiert und mit einer Pasteurpipette der gesamte Inhalt je eines
Kryo-R6hrchens gegeben. Nach mehrmaligem Resuspendieren wurden die Falcons
fir 5 min bei 4°C und 311g abzentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. In 10 cm-
Kulturschalen wurden 10 ml Medium vorgelegt. Das Zellpellet wurde mit einer
Pasteurpipette und einem Teil des Mediums aufgenommen und nach erneutem
Resuspendieren in die Kulturschale gegeben. Nach 24h wurde ein Mediumwechsel
durchgefiihrt, um abgestorbene und damit nicht an der Schale anhaftende Zellen

abzuspulen.

3.2.1.3 Transfektion mittels Calcium-Phosphat-Prazipitation

Unter Transfektion versteht man das Einbringen von rekombinanter DNA in
eukaryontische Zellen. Eine der am haufigsten verwendeten Methoden hierbei ist die
Calcium-Phosphat-Prazipitation. Diese beruht auf der Verwendung einer

Calciumchloridlésung, die mit der einzubringenden DNA versetzt und anschlieR3end mit
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einer Natriumphosphatldsung gemischt wird. Nachfolgend kommt es zu einer
gemeinsamen Fallungsreaktion des unldslichen Calciumphosphats mit der DNA in
Form Kkleiner Prazipitate. Die Zellen nehmen diese Prazipitate durch unspezifische
Endozytose auf und werden so dazu angeregt, die in der fremden DNA kodierten
Proteine zu exprimieren.

Fur einen einfachen Ansatz der Transfektionslésung fur eine 10cm-Schale wurden
zunachst 420 pl H20 und auf 37°C temperierte 60 pl einer zweimolaren CaCl>-Ldsung
in ein Reaktionsgefal} pipettiert. Nach kurzem Schutteln zur Vermischung der beiden
Komponenten wurden 10 pg des jeweiligen Plasmids hinzugegeben. Wurden zwei
verschiedene Plasmide ko-transfiziert, wurde die Gesamtmenge auf beide Plasmide
aufgeteilt, wobei die Anteile je nach Transfektionseffizienz gegebenenfalls angepasst
wurden. Zwei Minuten nach Zugabe des Plasmids wurden tropfenweise 480 pl 2x HBS
(HEPES-gepufferte Salzldsung) in die Losung pipettiert. Dies erfolgte nach jedem
Tropfen unter vorsichtigem Schitteln des Rohrchens, um die sich bildenden
Prazipitate moglichst klein zu halten und damit deren Aufnahme in die Zellen zu
erleichtern.

Die Transfektionslésung inkubierte fir 30 Minuten bei Raumtemperatur. Um die
Prazipitate, die sich wahrenddessen gebildet hatten, nicht zu zerstéren, wurde die
Ldsung nach Ablauf der Inkubationszeit nur vorsichtig resuspendiert. 1 ml der Lésung
wurde in das Medium einer 10 cm-Schale hinzugegeben.

Fur eine Schale mit 6 cm oder 15 cm Durchmesser wurden der halbe bzw. doppelte
Ansatz gewahlt. Bei der Transfektion von Deckglaschen in 24-Napf-Platten entsprach
ein einfacher Ansatz 12 Deckglaschen.

24 Stunden nach der Transfektion wurde ein Mediumwechsel vorgenommen; hierbei
wurde die Prazipitatidsung abgesaugt und nach einem Waschschritt mit temperiertem
N&hrmedium durch frisches Medium ersetzt. 48 h nach der Transfektion wurden die

Zellen behandelt, geerntet oder direkt fir andere Versuche genutzt.

Transfektionsldsung (einfacher 2x HBS (HEPES-gepufferte
Ansatz fir 10cm-Schale) Salzlésung, pH=7,12)
420ul H20O 280 mM NaCl
60pl CaClz (2M) 50 mM NaCl
480ul 2x HBS 50 mM Na:HPO4
10ug DNA 1,5 mM Na:HPO4
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3.2.1.4 Behandlung mit Bafilomycin Ai/Rapamycin

Bafilomycin A1 hemmt spezifisch die vakuolare H*-ATPase, die fur die Ansauerung von
Lysosomen verantwortlich ist, und inhibiert damit auch den Abbau von Proteinen
(Yoshimori et al. 1991). Das Auflaufen von Proteinen nach Bafilomycin A;-Behandlung,
die durch Autophagie abgebaut werden, erméglicht die Bestimmung des
autophagischen Fluxes. Eines dieser Proteine ist LC3B-Il (Klionsky et al. 2016). Die
Differenz der Proteinspiegel von LC3B-II in Zellen, die vor der Ernte mit Bafilomycin
behandelt wurden, und den unbehandelten Kontrollen ist ein Mal3 fur den
autophagischen Flux.

Rapamycin induziert Autophagie, indem es tber Hemmung von mTOR (,mechanistic
target of rapamycin®) einen Hungerzustand (,starvation“) simuliert. mMTOR hemmt
abhangig vom Erndhrungszustand der Zelle die Aktivitat von ULK1, welches
seinerseits wiederum die Bildung des Autophagosoms initiiert (Kim et al. 2011). Wird
MTOR durch Rapamycin inhibiert, wird dessen hemmender Effekt auf ULK1
aufgehoben und die autophagische Aktivitat der Zelle stimuliert.

Vor der Behandlung wurde zunachst das Medium, in dem die Zellen kultiviert worden
waren, abgesaugt. Bafilomycin A: (Biozol, Eching) wurde in der Endkonzentration 4
pmol/l, Rapamycin (Enzo, Lorrach) in der Endkonzentration 10pumol/l in frischem
Nahrmedium verdinnt und auf die Zellen gegeben. DMSO (Dimethylsulfoxid) als
Negativkontrolle wurde jeweils in derselben Verdinnung wie die angewandte
Behandlung verwendet, da sowohl Bafilomycin A:; als auch Rapamycin in DMSO
angesetzt werden. Die Gesamtmenge des Mediums zur Behandlung entsprach der
Halfte der Mediummenge, die zur Kultivierung verwendet worden war.

Nach 4 Stunden Inkubationszeit wurden die Zellen geerntet, fixiert oder unmittelbar

danach fiur einen Versuch verwendet.

3.2.1.5 Zellernte

Alle Schritte der Zellernte erfolgten auf Eis. Die Zellen wurden zuerst mit kaltem 1x
PBS gewaschen. Mit einer Pasteurpipette wurden die Zellen anschlieRend mit ca. 1,5
ml PBS von dem Boden der Schale abgespilt oder mit einem Zellspachtel abgeschabt
und in ein Eppendorf-Gefal3 abgefillt. Anschliel3end wurden die Zellen bei 4°C fur 5
Minuten bei 311g abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellpellets wurden

bei -80°C gelagert.
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3.2.2 Molekulargenetische Methoden
3.2.2.1 Transformation E. coli

Die Transformation, also die Aufnahme rekombinanter DNA in Form eines Plasmids
durch Bakterienzellen, dient der Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen, in diesem
Fall in DH5a-kompetenten E. coli Bakterien (New England BioLabs, Frankfurt a.M.).
Der Vektor, in den die zu vermehrende DNA eingebettet ist, enthalt in der Regel ein
bestimmtes Resistenzgen, z.B. gegen Ampicillin. Dieses sorgt daftir, dass selektiv nur
die Bakterien in ampicillinhaltigem Nahrmedium Uberleben kénnen, die das Plasmid
aufgenommen haben. Anschlie3end werden sie auf eine Agarplatte transferiert und
kénnen dort Zellkolonien bilden, die Klone. Ein einzelner Klon wird dann zur weiteren
Vermehrung und Extraktion der DNA verwendet.

Die DH5a-kompetenten E. coli Bakterien wurden bei -80°C gelagert und zunachst
aufgetaut. 20 pl dieser Bakteriensuspension wurden mit 0,5-1 pl aufgereinigtem
Plasmid mit der zu vermehrenden DNA versetzt und 30 Minuten auf Eis gestellt.
Danach wurde die Suspension fir 30 Sekunden bei 42°C erwarmt und danach wieder
auf Eis gestellt. 300 ul 37°C warmes LB-Medium (s.u.) mit Ampicillin (Sigma Aldrich,
Taufkirchen) wurden zu der Bakteriensuspension hinzugegeben. Diese inkubierte 45
Minuten bei 37°C auf dem Schittler. 350 pl der Suspension wurden auf eine
vorbereitete LB-Agarplatte (LB-Medium + 1,5% Agar) mit einem Spatel ausgestrichen
und in einen Inkubator bei 37°C Uber Nacht gestellt.

Am néchsten Tag konnten die auf dem Agar gewachsenen Klone gepickt werden.
Hierfir wurde zunachst je ein Erlenmeyerkolben pro verwendetes Plasmid mit 200 ml
LB-Medium befillt. Mit einer Pipettenspitze wurde ein einzelner Klon auf der Platte
aufgenommen und diese in das LB-Medium gelegt. Der Kolben inkubierte in einem
Bakterienschttler bei 37°C und 200 rmp tGber Nacht.

LB-Medium (,,lysogeny broth“)

1% Bacto™ Trypton (Thermo Fisher Scientific, Dreieich)
0,5% Hefeextrakt

1% NacCl

100 pg/pl Ampicillin
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3.2.2.2 Plasmidaufreinigung

Zur Extraktion der DNA aus den Bakterien wurde das PureLink HiPure Plasmid
Maxiprep Kit (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien) verwendet. Dieses verwendet
Schwerkraftfluss-Séaulen nach dem Prinzip der Anionenaustausch-Chromatographie.
Im letzten Schritt wird die DNA mit 70% Ethanol gefallt, und das getrocknete DNA-
Pellet in Milli-Q-Wasser gelost.

Fur die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung des aufgereinigten Plasmids wurde
das Spektrophotometer Nanodropl000 (Peqglab, Erlangen) verwendet. Das
Absorptionsmaximum von Nukleinsduren betragt 260 nm, von Proteinen 280 nm. Bei

einem Axzso/Azgo-Quotienten von tber 2,0 gilt die DNA als ausreichend rein.

3.2.2.3 Restriktionsverdau

Um sicherzustellen, dass das richtige Plasmid aufgereinigt wurde, wurden zur
Uberprifung Restriktionsenzyme eingesetzt, die das Plasmid an definierten DNA-
Sequenzen schneiden. Auf diese Weise war es mdglich, ein Plasmid anhand der
Lange seiner spezifischen Fragmente zu identifizieren. Die Enzyme wurden so
gewahlt, dass sich die Plasmidfragmente deutlich in ihrer Lange unterschieden und
mittels Agarosegelelektrophorese analysiert werden konnten.

In der Online-Datenbank ,NEBcloner‘ sind die Protokolle zu den bendtigten
Restriktionsenzymen abrufbar, mit Angaben zu den erforderlichen Puffern,
Inkubations- und gegebenenfalls Hitzeinaktivierungszeiten.

1 pg der zu testenden DNA wurden mit der im Protokoll festgelegten Menge an Puffer
und Enzymen versetzt und mit Milli-Q-Wasser auf 50 ul Gesamtvolumen aufgefillt. Im
Anschluss inkubierte die Probe unter den vorgegebenen Bedingungen und wurde

danach, falls nétig, mit Hitze inaktiviert.

3.2.2.4 Agarosegelelektrophorese von Nukleinsauren

Uber eine Agarosegelelektrophorese werden DNA-Fragmente, die zuvor mit
Restriktionsenzymen geschnitten wurden, nach ihrer Lange aufgetrennt und durch
Verwendung von Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar gemacht. Je geringer das
Molekulargewicht der negativ geladenen Nukleinsduren, desto weiter wandern sie
Richtung Anode. Fur die Auftrennung wurden Agarosegele verwendet, deren
Konzentration einen sinnvollen Trennbereich fir die zu untersuchenden DNA-

Fragmentlangen darstellen.
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Zur Herstellung eines 0,8% Agarose-Gels wurden 0,8 g Agarose in 100 ml TAE-Puffer
(s.u.) geldst und in einem Erlenmeyerkolben in der Mikrowelle vorsichtig erhitzt, bis
das Gemisch aufkochte. Sobald sich die Agarose vollstandig im Puffer aufgel6st hatte,
wurde das Gel in die Kammervorrichtung gefillt und ein Tropfen Ethidiumbromid
hinzugefugt. Ethidiumbromid interkaliert in die Nukleinsauren und bildet mit diesen
einen Komplex, der mit UV-Licht angeregt und sichtbar gemacht werden kann.
Sobald das Gel erstarrt war, wurde es mit TAE-Puffer bedeckt und mit 5 pl MassRuler
DNA Ladder Mix (Thermo Scientific, Dreieich) als Marker fir die Lange der DNA-
Fragmente sowie den Proben aus dem Restriktionsverdau beladen. Diese wurden
vorher mit Ladepuffer (Gel Loading Dye 6x, New England BioLabs) versetzt. Es wurde
eine Stromstarke von 70 mA eingestellt und der Gellauf gestartet.

Um die Banden nach Abschluss der elektrophoretischen Auftrennung sichtbar zu
machen, wurde das Gel mit UV-Licht bestrahlt und als Bild dokumentiert.

50x TAE-Puffer
(TRIS-Acetat-EDTA-Puffer)

50mM EDTA
2M Tris
1M Natriumacetat-Trihydrat

3.2.3 Proteinanalytik
3.2.3.1 Zelllyse

Um Extrakte fur die Auftrennung und Analyse von Proteinen zu gewinnen, missen die
in PBS geernteten Zellen zunéchst lysiert, also aufgebrochen werden. Hierbei werden
chemische sowie mechanische Lysemethoden kombiniert.

Zur Herstellung eines Zelllysats wurden die Zellen in 1x Lysispuffer aufgenommen.
Beim Aufschluss der Zellen wird die Kompartimentierung im Zellinneren aufgehoben,
daher kdnnen Proteine und Enzyme wie z.B. Proteasen aufeinandertreffen, die unter
physiologischen Bedingungen nicht miteinander in Kontakt kommen wirden. Um einer
Autolyse und dem Verlust von Proteinen vorzubeugen, war es wichtig, die Proben stets
auf Eis zu stellen und zu der Extraktionslosung EDTA-free Protease Inhibitor Cocktalil
(PIC) (Roche, Mannheim) hinzuzufigen. Zum Ansetzen einer PIC-Stammlésung
wurde eine Tablette PIC nach Angaben des Herstellers in 2 ml Wasser gelost und

konnte fur insgesamt 50 ml Extraktionslésung verwendet werden.
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3x Lysispuffer Fur 5 ml Extraktionslésung:
187,4 mM Tris-HCI 1,66 ml 3x Lysispuffer
6% SDS 3,33 ml Aqua dest.
10 mM NazHPOsa, 200 pl PIC-Stammldsung
1,8 mM KH2PO4 Ggf. 1 Tbl. PhosSTOP (Roche)

Das Zellpellet wurde in ca. 100 pl Extraktionslésung aufgenommen, die Menge
variierte abhangig von der Pelletgrof3e. Nach dieser chemischen Lyse erfolgte die
Sonifizierung der Proben fur dreimal 10 Sekunden bei einer Amplitude von ca. 70%
mit einem Stabhomogenisator (Hielscher, Teltow), bei der die Zellen zusatzlich
mechanisch aufgeschlossen wurden. Aufgrund der dabei resultierenden
Warmebildung wurden die Proben auch hier nach jedem Sonifizierungsschritt sofort
mit Eis gekuhlt.

3.2.3.2 Proteinbestimmung

Um die Proteinkonzentration photometrisch bestimmen zu konnen, wurde das
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Dreieich) verwendet.
Peptidbindungen reduzieren Cu?*- unter alkalischen Bedingungen zu Cu*-lonen. Diese
reagieren mit BCA (,bicinchoninic acid“) zu einem violetten Kupferkomplex, dessen
Absorptionsmaximum bei 562 nm liegt. Die Konzentration dieser Komplexverbindung
ist proportional zur Ausgangs-Proteinkonzentration.

Fur die Quantifizierung der Proteinmenge musste zunachst eine Standardreihe mit
Albumin angesetzt werden. Hierfur wurde Albumin (2 mg/ml) im ersten Schritt 1:10 und
dann nacheinander in separaten Reaktionsgefal3en achtmal 1:2 mit Wasser verdinnt.
Aus den Extinktionswerten der einzelnen Verdinnungen wurde eine Eichgerade
abgeleitet, anhand derer die Proteinkonzentration berechnet werden konnte. 50 pl der
Standardreihe wurden in absteigender Konzentration auf eine 96-Napf-Platte
pipettiert. Auf dieselbe Platte wurden im zweifachen Ansatz 50 pul der zu
analysierenden Proben in der Verdinnung 1:10 pipettiert. Die Doppelbestimmung
diente spater der Ermittlung eines Mittelwerts aus den beiden gemessenen
Extinktionswerten einer Probe. Die Proben wurden mit den Reagenzien A und B aus
dem BCA Protein Assay Kit versetzt und inkubierten in der Platte fir 30 Minuten bei
60°C. Im Mikrotiterplatten-Photometer wurde die Proteinkonzentration der Proben auf
Grundlage des Lambert-Beer‘'schen Gesetzes aus den Extinktionswerten der Proben

anhand der Albumin-Eichgeraden errechnet.
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Lambert Beer'sches Gesetz: E =¢-c-d

E = Extinktion

€ = molarer Extinktionskoeffizient [mol/l-cm]

¢ = Konzentration der absorbierenden Substanz [mol/l]
d = Schichtdicke / Weglange des Lichts [cm]

3.2.3.3 Western Blot

Um bestimmte Proteine nachzuweisen und quantitativ analysieren zu kdnnen, wird das
Verfahren des Western Blots angewendet. Dieses gliedert sich grundsatzlich in drei
Abschnitte: Im SDS-PAGE werden die Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht
in einem elektrischen Feld in Polyacrylamidgelen aufgetrennt und liegen als definierte
Banden vor. Beim Nass-Blot werden diese Banden auf eine Nitrozellulosemembran
elektrophoretisch transferiert. Schlie3lich werden spezifische Proteinbanden auf der
Membran mithilfe von Antikdrpern nach dem Prinzip der Immundetektion sichtbar

gemacht.

3.2.3.3.1 SDS-PAGE

Die SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) beruht auf der Denaturierung
von Proteinen sowie der Verwendung von SDS (,sodium dodecyl sulfate®) als
Detergens, welches die Eigenladung der Proteine nach aul3en abschirmt und durch
eine negative Ladung ersetzt, sodass sie in der nachfolgenden Gelelektrophorese
ausschlief3lich nach ihrer GroRe aufgetrennt werden. Zudem wurden die Proteine unter
reduzierenden Bedingungen (Zugabe von beta-Mercaptoethanol) durch Hitze
denaturiert.

Bei allen durchgefuihrten Western Blots wurden ausschlieRlich 1,5 mm Laemmli-Gele
verwendet, die sich aus einem Sammel- und einem Trenngel zusammensetzen. APS
(Ammoniumperoxodisulfat) und TEMED (Tetramethylethylendiamin) setzen die
Polymerisation des Acrylamids in Gang. Der GréRenbereich des Molekulargewichts
der aufzutrennenden Proteine wird Uber die Acrylamidkonzentration festgelegt. Je
hoéher sie ist, desto besser kbnnen kleinere Proteine aufgetrennt werden.

Die Aufteilung in Sammel- und Trenngel sorgt flir schmélere, schérfere Banden, da die
Proteine im Sammelgel zundchst aufkonzentriert werden, bevor sie durch das

Trenngel laufen.
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4x Trenngelpuffer 4x Sammelgelpuffer
(pH=8,8) (pH=6,8)
1,5M TRIS 0,6M TRIS
0,4% SDS 0,4% SDS
Trenngel H20 Trenngelpuffer = Acrylamid 10% TEMED
(4x) APS

8% 5,5 ml 2,5 ml 2 mi 100 pl 10 pl

10% 5 ml 2,5 ml 2,5 ml 100 pl 10 pl

15% 3,75ml  2,5ml 3,75 ml 100 pl 10 pl

Sammelgel 6,5 ml 2,5 ml 0,75 ml 100 pl 10 pl
(Sammelgel-
puffer 4x)

Nach abgeschlossener Polymerisation konnten die Geltaschen mit den Proben
beladen werden. Standardmafig setzten sich diese aus 15 pg Lysat und 5 pl
Ladepuffer zusammen, die mit Wasser auf 20 pl Endvolumen aufgefillt und far 2
Minuten bei 99°C aufgekocht wurden.

Zur GréRenorientierung der aufgetrennten Proteinbanden wurden neben die Proben 5
pl PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, Dreieich) aufgetragen.
Diese Proteinlésung lauft ebenfalls durch das Trenngel und teilt sich in unterschiedlich
farbige Banden auf, die die Position definierter Molekulargewichte auf dem Gel und

spater auf der Membran kennzeichnen.

4x Ladepuffer 10x Laufpuffer
(pH=8,8) (pH=9,1)
0,25 M TRIS 250 mM TRIS
8% SDS 1,92 M Glycin
40% Glycerin 1% SDS

0,04% Bromphenolblau
20% beta-Mercaptoethanol

Das Gelelektrophoresesystem wurde durch Anschluss an eine Spannungsquelle
(PowerPac Basic Power Supply, Bio-Rad) gestartet. Die durch das SDS negativ
geladenen Proteine wanderten durch das Gel in Richtung Anode, die sich in der
Laufkammer unten befindet. Dabei wurde zun&chst eine Spannung von 80 V
eingestellt, bis die Proben das Trenngel erreicht hatten, und dann auf 100-120 V
erhoht. Sobald die Lauffront, markiert durch das in den Proben enthaltene

Bromphenolblau, durchgelaufen war, war die Gelelektrophorese abgeschlossen.
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3.2.3.3.2 Nass-Blot

Anschlieend folgte der Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran nach dem Prinzip des Nass-Blots. Hierbei wurde das Gel auf
die Membran gelegt und durch eine entsprechende Halterung und mithilfe von
Filterpapieren und diinnen Schwammen zusammengepresst. Die Ubertragung erfolgte
in einer mit Transferpuffer (s.u.) gefullten Kammer erneut mittels Elektrophorese unter
einer Spannung von 30 V Uber Nacht.

Um zu Uberprifen, ob die Proteine erfolgreich auf die Membran tbertragen worden
waren, wurde diese am nachsten Tag fur zwei Minuten mit Ponceaulésung bedeckt,

welches die aufgetrennten Proteinbanden unspezifisch und reversibel anfarbte.

Transferpuffer Ponceauldsung
(pH=8,3)
250 mM Tris-HCI 0,02% Ponceau S
2,5 M Glycerin 0,3% Trichloracetat
20% Methanol 0,3% Sulfosalicylsdure

Danach wurde der Farbstoff mit Wasser wieder abgewaschen und die Membran mit
5%-Milchpulverlésung fir eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schittler
inkubiert, um freigebliebene Proteinbindungsstellen zu blockieren. Anschliel3end

wurde die Membran dreimal nach je 10 Minuten mit 1x TBST gewaschen.

1x TBST 5%-Milchpulverlédsung
1,37 M NaCl 5% Magermilchpulver in 1x TBST
27 mM KCI
28 mM Tris Base
0,22 M Tris-HCI

0,05 % Tween-20

3.2.3.3.3 Immundetektion mittels Chemilumineszenz

Das Prinzip der Immundetektion beruht auf der Verwendung zweier Antikérper. An das
nachzuweisende Protein bindet ein spezifischer Primarantikérper, an den wiederum
ein gegen ihn gerichteter Sekundarantikdrper bindet. Der sekundare Antikorper ist
kovalent mit einem Enzym gekoppelt, die Meerrettich-Peroxidase. Deren Aktivitat kann

man durch ein Substrat wie Luminol in Form eines Lichtsignals nachweisen. Auf diese
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Weise werden spezifische Proteinbanden auf der Membran sichtbar gemacht und
konnen entsprechend ihrer Intensitat auch quantitativ ausgewertet werden.

Der auf das Zielprotein ausgerichtete primare Antikérper wurde in der jeweils
vorgegebenen Verdinnung (s. 3.1.3.1) in 10 ml 1x TBST angesetzt. Zur
Haltbarmachung wurden zusatzlich 100 pl 2%-NaNs hinzugegeben. Die Blotmembran
wurde mit der Antikdrperldsung bedeckt und inkubierte auf einem Kippschiuittler bei 4°C
tber Nacht.

Am nachsten Tag folgte nach dreimaligem Waschen mit TBST fur je 10 Minuten die
einstundige Inkubation mit dem sekundaren Antikdrper, 1:10000 in 1x TBST verdinnt.
Nach einem erneuten Waschvorgang konnte der Blot entwickelt werden. Hierfir wurde
eine ECL (,enhanced chemiluminescence®)-Loésung angesetzt, bestehend aus den

Lésungen A, B und C.

ECL-LOsSung

Losung A L6ésung B L6sung C
0,1 M Tris-HCI 0,025% Luminol 30% H20:2
(pH=8,6)

0,11% para-

Hydroxycoumarin-

saure in DMSO

Menge pro | 1000 pl 100 pl 1l

Membran

Zur Darstellung der Banden wurde die Membran vollstdndig mit der ECL-LAsung
bedeckt und das Chemilumineszenz-Signal im Amersham Imager 600 (GE Life
Sciences, Freiburg) gemessen. Fir die densitometrische Auswertung wurde das

Programm AIDA verwendet.

3.2.3.4 Immunfluoreszenzfarbung

Die Immunfluoreszenzfarbung dient der Visualisierung und Analyse spezifischer
Proteine in Zellen und Geweben. Hierzu transfiziert man die Zellen entweder mit einem
bestimmten Protein, das mit einem fluoreszierenden Marker wie z.B. GFP (,green
fluorescent protein®) gekoppelt ist, oder man nutzt den immunologischen Nachweis
mittels Antikorper, um endogene Proteinverteilungsmuster darzustellen. Dabei bindet
der primare Antikdrper an ein bestimmtes Protein und der gegen ihn gerichtete

sekundare Antikdrper ist an einen Fluoreszenzfarbstoff gebunden.
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Es wurden HEK293A-Zellen verwendet, die auf Deckglasern in einer 24-Well-Platte
kultiviert und je nach Versuch mittels Calcium-Phosphat-Prazipitation transfiziert
wurden. Um Zellen lichtmikroskopisch untersuchen zu kdnnen, wurden sie 48h nach
Transfektion zunachst fixiert. Bei der Fixation mit Paraformaldehyd werden die
zellularen Proteine vernetzt, was zur Inaktivierung der Enzyme und damit zum Erliegen
des Stoffwechsels und zum Erhalt der zellularen Strukturen fihrt. Zudem sorgt es
dafir, dass die Zellen starker am Deckglas haften.

Nach Absaugen des Mediums wurde auf die Deckglaser je ca. 1 ml kaltes 1x PBS
gegeben. Im nachsten Schritt wurde das PBS mit einer Pasteurpipette abgezogen und
bei 4°C gelagertes 4% PFA gegeben, sodass das Deckglas grol3zligig bedeckt war.
Die Deckglaser inkubierten 15 min bei Raumtemperatur, danach wurde das PFA
wieder abgezogen und die Deckglaser dreimal mit PBS gewaschen. Die fixierten
Platten konnten direkt zur Fluoreszenzfarbung weiterverwendet oder im Kuhlschrank
bei 4°C gelagert werden.

Die Deckglaser wurden mit einer Pinzette vorsichtig aus der 24-Well-Platte genommen
und sofort mit frischem PBS bedeckt, um eine Austrocknung der Zellen zu verhindern.
Dies war wahrend des gesamten Farbevorgangs erforderlich. Danach wurden die
Zellen dreimal mit PBS gewaschen und anschlielend zur Permeabilisierung mit 50 pl
90% Methanol pro Deckglas fur 5 Minuten bei -20°C inkubiert. Das Methanol erhoht
die Durchlassigkeit der Zellmembran und sorgt dafiir, dass die im Anschluss
verwendeten Antikdrper in das Innere der Zelle eindringen kdnnen. Die Deckglaser
wurden erneut dreimal mit PBS gewaschen und im néachsten Schritt mit 50 pl primarem
Antikdrper bedeckt. Dieser wurde mit Verdinnungspuffer (PBS mit 10% FCS) in der
jeweiligen Verdunnung (s. Kap. 3.1.3.1) angesetzt.

Nach zwei Stunden Inkubationszeit im Dunkeln und dreimaligem Waschen mit PBS
erfolgte die Inkubation mit dem sekundéaren Antikorper, der standardmafdig in der
Verdunnung 1:200 ebenfalls in Verdinnungspuffer angesetzt wurde. Die Deckglaser
inkubierten erneut unter Lichtausschluss eine Stunde mit dem sekundéaren Antikorper.
Anschliel3end wurde ohne weitere Waschschritte DAPI (4,6-Diamidino-2-Phenylindol-
dihydrochloridhydrat) in 1x PBS in der Konzentration 500 pg/upl fur 5 Minuten zum
Anfarben der Zellkerne auf den Deckglasern belassen, erst danach erfolgten erneut
drei Waschgange mit PBS.

Pro Deckglas wurde je ein Tropfen Eindeckmedium auf dem Objekttrager platziert und
das Deckglas moglichst luftblasenfrei aufgesetzt. Zum Schluss wurden die Rander mit

Roti®-Seal (Carl Roth) versiegelt und die Objekttrager bei -20°C gelagert.
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Eindeckmedium in 1x PBS
(pH=8,5)

1 mg/ml p-Phenylendiamin
70 % Glycerol

3.2.3.5 Anreicherung der Proteinaggregate

Um das Aggregationsverhalten von bestimmten Proteinen zu tberprifen, wurde das
Verfahren der differentiellen Zentrifugation angewendet. Bei diesem werden Zelllysate
durch mehrere Zentrifugationsschritte in Uberstand und Sediment getrennt. Der
Uberstand stellt die zytosolische, das Sediment die Aggregat-angereicherte Fraktion
dar. Danach werden die Spiegel des untersuchten Proteins mittels Western Blot in
beiden Fraktionen quantifiziert und verglichen. Aggregiert es, ist das unldsliche
Aggregat vermehrt im Sediment nachweisbar. Die Bestimmung des Verhaltnisses zur
Proteinmenge im Uberstand erlaubt eine Aussage Uber das Aggregationsverhalten
und den Vergleich zu anderen Proteinen.

Das in PBS geerntete Zellpellet wurde zunéchst in 300 pl 1x PBS + Protease Inhibitor
Cocktail (PIC) resuspendiert und viermal je 4 Sekunden sonifiziert, wobei alle Schritte
auf Eis durchgefiihrt wurden. Danach wurde die Zellsuspension fur 4 Minuten bei 4°C
und 17000g zentrifugiert und die Uberstande in separate Eppendorf-GefaRe fur den
Western Blot aufbewahrt. Nach erneutem Waschen in 100 pl PBS wurde das Pellet fir
15 Minuten bei 17000g und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
Sediment in 150 ul SDS-Lysispuffer resuspendiert und viermal 10 Sekunden
sonifiziert. Die Zellsuspension wurde anschlie3end 5 Minuten bei 95°C unter leichtem
Schitteln auf dem Heizblock erhitzt und sofort danach wieder auf Eis gestellt.

Nach Durchfithrung eines BCA-Assays wurden die Uberstande und Sedimente der
Zelllysate jeweils mit 25% 4-fach Ladepuffer und beta-Mercaptoethanol versetzt und
nach 5 Minuten Inkubationszeit bei 99°C auf 8% bzw. 15%-Gele geladen. Um
nachzuweisen, dass die Fraktionen sauber getrennt wurden, dienten SOD1 fiur die

zytosolische und Histon 3 fiir die Aggregat-anreichernde Fraktion als Markerproteine.

3.2.3.6 Co-Immunprazipitation

Die Co-Immunprazipitation dient dem Nachweis einer direkten Interaktion zweier

Proteine. Eine mit Antikdrper-gekoppelte Matrix, die sogenannten ,Beads®, die aus
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Agarose besteht oder ferromagnetisch sein kann, binden spezifisch an ein Protein
bzw. eine an ihn gebundene Tag-Sequenz und filtern es Uber Zentrifugation oder
Magnetismus aus einem Zelllysat. Diesen Vorgang der Prazipitation eines Antigen-
Antikdrper-Komplexes bezeichnet man auch als ,Pulldown®. Dabei ist es moglich,
einen Interaktionspartner eines Proteins zusammen mit diesem zu prazipitieren, sofern
eine direkte Wechselwirkung besteht. AnschlieRend werden die Proteine im Préazipitat
mittels Western Blot nachgewiesen.

Fur diesen Versuch wurden drei 15 cm-Schalen mit HEK293T-Zellen angesetzt. Eine
Schale wurde mit DNAJC13-WT-FLAG, eine mit HA-ATG9 und eine mit beiden
Plasmiden mittels Calcium-Phosphat-Prazipitation transfiziert. Hierfur wurde der 2,5-
fache Ansatz verwendet. Nach 48 Stunden wurden die Schalen mit kaltem PBS auf

Eis gewaschen und mit 1,5 ml IP-Lysispuffer versetzt.

Puffer fur Co-IP
(pH=7,4)
50 mM HEPES-NaOH
150 mM NacCl
10% Glycerol
2,5 mM EDTA
1% Triton
1 Thbl. Proteaseinhibitor
1 Tbl. Phosphataseinhibitor

Mit dem Lysispuffer inkubierten die Schalen fiir 20 Minuten bei 4°C unter langsamem
Schwenken. Danach wurden die lysierten Zellen mit einem Zellspachtel abgeschabt
und in ein "Low Retention"-Mikrozentrifugengefal? (Kisker) Uberfihrt. Um den
Aufschluss der Zellen zu unterstiitzen, wurden die Lysate mehrmals mit einer U-40-
Spritze (Omnican® 40, Braun) resuspendiert. Dieses schonende mechanische
Vorgehen sollte verhindern, dass eine mogliche Bindung zweier Proteine zerstort wird.
Anschliel3end wurden die Lysate flr 20 min bei 18.000g und 4°C abzentrifugiert.

Die Pellets wurden verworfen, mit den Uberstanden der drei Ansatze wurde ein BCA-
Assay durchgefihrt.

Es folgte die Vorinkubation der Proben mit Protein-A/-G-Beads, um unspezifisch
bindende Proteine herauszufiltern, die eine Interaktion vortduschen konnten. Hierfur
wurden 2x 1000 pg Protein pro Ansatz in zwei Reaktionsgefal3en mit Lysispuffer auf 1
ml aufgefullt und mit 25 pl Pierce™ Protein A/G Magnetic Beads (Thermo Scientific)

versetzt. Diese waren vorher dreimal mit dem Lysispuffer resuspendiert und nach
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jedem Waschschritt in ein Rack, einen magnetischen Partikelkonzentrator
(Dynabeads™ MPC™-S, Thermo Scientific), gestellt worden, um die magnetischen
Beads zu pelletieren und den Lysispuffer abnehmen zu kdnnen. Die Proben rotierten
fur eine Stunde mit den Beads bei 4°C.

Wahrenddessen wurden die FLAG-Sepharosebeads (EZview™ Red ANTI-FLAG® M2
Affinity Gel, Sigma-Aldrich) und HA-Magnetobeads (Pierce™ Anti-HA Magnetic
Beads, Thermo Scientific) dreimal mit dem Lysispuffer gewaschen. Die nicht
magnetischen FLAG-Beads wurden nach jedem Waschschritt bei 1000g fur 3 Minuten
abzentrifugiert.

Dann erfolgte der Pull-down mittels Zentrifugation bei den Sepharose-Beads und
Magneten bei den magnetischen Beads. Auf diese Weise wurden die Beads mit ihrem
Zielprotein vom restlichen Lysat isoliert, die Sepharose-Beads mit DNAJC13 tber den
Flag-Tag und die magnetischen Beads mit ATG9A Uber den HA-Tag.

Hierfur wurden die Proben nach Ablauf der Inkubationszeit mit den Protein-A/-G-Beads
in das Rack gestellt und der Uberstand abgenommen. Dieser wurde in die
ReaktionsgefalRe mit den Flag- und HA-Beads pipettiert, wobei je eine Probe pro
Transfektionsansatz mit den Flag-Beads und eine mit den HA-Beads versetzt wurde.
Die Proben rotierten erneut fur eine Stunde bei 4°C. Danach wurden die Beads Uber
Separation im Rack oder per Zentrifugation von den Uberstanden getrennt, diese
wurden diesmal verworfen. Die Beads, die an die zu analysierenden Proteine
gebunden haben, wurden als Nachstes dreimal mit dem Lysispuffer gewaschen und
anschlielend in 20 pl 2xSDS + beta-Mercaptoethanol gelést. Zum Schluss wurden alle
Proben fur 10 Minuten bei 60°C erhitzt. Dies hat sich als entscheidender Faktor
erwiesen, da ATG9A bei héheren Temperaturen im Western Blot spater nicht mehr
nachweisbar gewesen ware.

Die Proben wurden eine Minute lang bei 18.000g zentrifugiert und nur der Uberstand

mit den von den Beads geldsten Proteinen fur die Gelelektrophorese verwendet.

3.3 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der Daten wurde das Programm SPSS Statistics 23 V5R
verwendet. Mit dem Shapiro-Wilk-Test wurden die Daten auf Normalverteilung gepruft.
War diese gegeben, wurden bei dem Vergleich der Mittelwerte von Datensatzen
zweier Gruppen der t-Test fur unabhangige Stichproben zur Bestimmung der

zweiseitigen Signifikanz berechnet, bei mehr als 2 Gruppen die einfaktorielle ANOVA
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(,analysis of variance®) mit einem nachtraglichen Post-Hoc-Test, z.B. dem Bonferroni-
Test. Das Signifikanzniveau wurde auf 5% festgesetzt, mit folgenden Abstufungen: p
<0,05=%* p<0,01=*p<0,001=** Zur Uberprifung der Varianzgleichheit wurde
der Levene-Test angewendet.

Waren die Daten nicht normalverteilt, wurde der nicht-parametrische Mann-Whitney-

Test berechnet.
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4 Ergebnisse

4.1 Aggregationsverhalten der ALS-assoziierten SOD1(G85R)-
Mutante unter transientem DNAJC13-Knockdown

Um die Rolle von DNAJC13 fir die Homdostase von Proteinen zu charakterisieren,
wurde zunachst dessen Einfluss auf das Aggregationsverhalten der SOD1(G85R)-
Mutante untersucht. Diese ist eine von mehreren bekannten Mutanten, welche mit der
Amyotrophen Lateralsklerose, kurz ALS, assoziiertist. Die Akkumulation des mutierten
Proteins und die durch sie vermittelte Schadigung von Astrozyten sind zentral an der
Pathogenese dieser neurodegenerativen Erkrankung beteiligt (Bruijn et al. 1997).

Fur den Versuch wurden HEK293-T-Zellen mit sSiRNA zum transienten Knockdown von
DNAJC13 und dem SOD1 Wildtyp oder der SOD1(G85R)-Mutante ko-transfiziert, zwei
weitere Ansatze mit nonsense-siRNA dienten jeweils als Negativkontrollen. Im
Anschluss wurden die Zelllysate Uber eine Zentrifugation-basierte Fraktionierung
aufgetrennt. Die Proteinspiegel des SOD1-Wildtyps und der Mutante wurden im
Uberstand (zytosolische Fraktion) und dem Pellet (Aggregat-angereicherte Fraktion)

mittels Western Blot quantifiziert (Abbildung 7).

Es zeigte sich, dass die G85R-Mutante von SOD1 unter DNAJC13-Knockdown
vermehrt im Aggregat-angereicherten Pellet nachweisbar war, was im Vergleich zur
Kontrolle eine signifikante Zunahme der Akkumulation bzw. Aggregation der
SOD1(G85R)-Mutante indizierte. Dieser Effekt konnte fir den SOD1-Wildtyp nicht
beobachtet werden, hier fand sich SOD1 sowohl bei normalen als auch bei reduzierten
DNAJC13-Spiegeln fast ausschlieBlich im Uberstand. Somit ergab sich in beiden
Fallen kein Unterschied im Aggregationsverhalten des Wildtyps, was darauf hinwies,
dass der DNAJC13-Knockdown die Aggregation der G85R-Mutante begtinstigte, nicht
aber des SOD1-Wildtyps.

Zur Uberpriifung der korrekten Durchfiihrung der Fraktionierung war der Nachweis
erforderlich, dass das Pellet und der Uberstand sauber getrennt worden waren. Hierzu
dienten der Histon H3-Antikorper als Marker fur die Aggregatfraktion und der SOD1-
Antikorper fur die zytosolische Fraktion, mit dem endogenes SOD1 nachgewiesen
wurde. Wie im Blot in Abbildung 1A zu sehen, war im Pellet kein endogenes SOD1
detektierbar, was fir eine effiziente Trennung unléslicher Bestandteile von der

I6slichen Fraktion spricht.

56



Ergebnisse

Im Uberstand war in geringen Mengen Histon H3 zu finden, das als Marker der
unléslichen Fraktion gilt. Dies ist moglicherweise darauf zurlckzufiihren, dass die
Histonkomplexe bei der Sonifizierung zum Aufschluss der Zellen teilweise in ihrer
Struktur zerstort wurden und Histon H3 infolgedessen teilweise in den Uberstand

Ubergegangen war.

Doch auch bei nicht vollstandiger Trennung der zytosolischen von der Aggregatfraktion
sind die Ergebnisse eindeutig, da die Verunreinigung des Uberstandes durch Histon
H3 nur geringfugig war.
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Abbildung 7: Aggregationsverhalten von SOD1-Varianten unter transientem DNAJC13-
Knockdown. HEK293-T-Zellen wurden mit SOD1 Varianten und DNAJC13 oder nonsense SiRNA
transfiziert und die Lysate in eine losliche Uberstandsfraktion (U) und eine Aggregat-beinhaltende
Pelletfraktion (P) durch Zentrifugation fraktioniert. A Mit Western Blots wurden die Proteinspiegel von
SOD1 und Histon H3 in den unterschiedlichen Fraktionen detektiert. B Der Western Blot der
Gesamtlysate zeigt die Spiegel von DNAJC13, SOD1 und Tubulin als Ladekontrolle. C Quantifizierung
des Western Blot in A. Das Verhaltnis der SOD1-Spiegel in der unléslichen zur Iéslichen Fraktion zeigt
das Aggregationsverhalten (Mittelwert +/-SD, n=3, Students-t-Test, *: p<0,05).
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4.2 Aggregationsverhalten der Parkinson-assoziierten
DNAJC13(N855S)-Mutante

Neben der Frage, inwiefern reduzierte DNAJC13-Spiegel das Aggregationsverhalten

anderer  krankheitsassoziierter Proteine  verandert, war  auch das

Aggregationsverhalten von DNAJC13 selbst, insbesondere im Vergleich zur N855S-

Mutante, von Interesse.

Um dieser Fragestellung nachzugehen, erfolgte auch hier eine Transfektion von
HEK293-T-Zellen, diesmal mit DNAJC13(WT)-GFP und der Mutante
DNAJC13(N855S)-GFP. Darauf folgte eine Fraktionierung der Zelllysate und Uber
Western Blots die Quantifizierung der Proteinspiegel der getaggten DNAJC13-

Varianten im Uberstand und Pellet, um das AusmaR der Aggregation zu bestimmen.

Beide DNAJC13-Varianten waren nach der Fraktionierung fast ausschlie3lich im
Uberstand nachweisbar (Abbildungen 8A und C), woraus sich ableiten lasst, dass
sowohl DNAJC13(WT) als auch die DNAJC13(N855S)-Mutante unter diesen
Bedingungen nur in einem sehr geringen Mal3e zur Aggregation neigen. Die jeweiligen
relativen Proteinspiegel im Uberstand waren signifikant hoher als im Pellet. Dies
scheint auch auf das endogen vorliegende DNAJC13 Ubertragbar zu sein, welches im
Western Blot in Abbildung 8A aufgrund des niedrigeren Molekulargewichts als diinne
Bande unterhalb der Uberexprimierten, GFP-getaggten Form zu sehen ist. Die
Quotienten aus den DNAJC13-Spiegeln in Pellet und Uberstand zur Darstellung des
Aggregationsverhaltens waren zwischen dem Wildtyp und der N855S-Mutante
vergleichbar (Abbildung 8D).

Analog zu Versuch 4.1 wurden Western Blots mit dem urspringlichen Zelllysat und
den beiden daraus gewonnenen Fraktionen durchgeftihrt, um nachzuweisen, dass die
Fraktionierung erfolgreich durchgefuihrt worden war. Dabei wurden ebenfalls die
Antikorper von Histon H3 zum Nachweis der Aggregatfraktion und SOD1 als

Markerprotein fir die zytosolische Fraktion verwendet (Abbildung 8B).

In der Aggregatfraktion war kein SOD1 nachweisbar, umgekehrt jedoch konnte die
zytosolische Fraktion nicht vollstdndig vom Pellet getrennt werden, Histon H3 lag hier

in geringen Mengen vor (Abbildung 8B).
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Abbildung 8: Aggregationsverhalten der Parkinson-assoziierten DNAJC13(N855S)-Mutante im
Vergleich zum Wildtyp. HEK293-T-Zellen wurden mit dem DNAJC13-Wildtyp oder der
DNAJC13(N855S)-Mutante transfiziert und die Lysate in eine losliche Uberstandsfraktion (U) und eine
Aggregat-beinhaltende Pelletfraktion (P) durch Zentrifugation fraktioniert. A-B: Die Western Blots
zeigen die Proteinspiegel des transfizierten DNAJC13-Wildtyps und der DNAJC13(N855S)-Mutante
sowie der endogenen SOD1- und Histon H3-Spiegel in Uberstand (U) und Pellet (P) nach Fraktionierung
dar. C: Die relativen DNAJC13-Spiegel sind sowohl bei dem Wildtyp als auch bei der N855S-Mutante
im Uberstand signifikant hoher als im Pellet. D: Quantifizierung des Western Blot in B. Das Verhaltnis
der DNAJC13-Wildtyp- und N855S-Spiegel in der unldslichen zur I8slichen Fraktion zeigt das
Aggregationsverhalten. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante
nachgewiesen werden (Mittelwert +/-SD, n=4, Students-t-Test, *: p<0,05).
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4.3 Autophagischer Flux in stabilen DNAJC13-Knockout-Zelllinien

Die Verwendung stabiler DNAJC13-Knockout-Zelllinien ermdglichte durch den
Vergleich mit den entsprechenden Wildtyp-Zellen die Erforschung der Funktion von
DNAJC13 im Autophagie-System. Dabei waren insbesondere die Auswirkungen eines
Fehlens von DNAJC13 auf den autophagischen Flux von Interesse. Dieser wird nach
Bafilomycin Ai-Behandlung quantifizierbar durch den Nachweis der Anreicherung von
Proteinen, die durch Autophagie abgebaut werden (z.B. LC3B-ll).

In dem entsprechenden Versuch wurden mittels Western Blot die LC3B-II-Spiegel in
HEK293-T-Zellen bestimmt, sowohl im Wildtyp als auch in zwei DNAJC13-Knockout-
Klonen, D7 und H11. Hierbei konnte nachgewiesen werden, dass in den Knockout-
Klonen signifikant weniger LC3B-II unter Bafilomycin A:-Behandlung akkumulierte als
in den Wildtyp-Zellen, was einen reduzierten autophagischen Flux unter Abwesenheit
von DNAJC13 impliziert (Abbildung 9). Diese Daten bestatigen Untersuchungen, die
einen verminderten autophagischen Flux bei transienter Reduktion der DNAJC13-
Proteinspiegel durch siRNA zeigen (Besemer et al., 2021).
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Abbildung 9: Autophagischer Flux in stabilen DNAJC13-Knockout-Zelllinien. HEK293-T-Zellen
und die DNAJC13-Knockout-Klone D7 und H11 wurden mit Bafilomycin A1 oder DMSO als Kontrolle
behandelt. A: Der Western Blot zeigt die Proteinspiegel von LC3B-II fir HEK293-T und die Knockout-
Klone sowie Tubulin als Ladekontrolle. B: Der autophagische Flux der drei untersuchten Zelllinien wird
mittels der Differenz der LC3B-II-Spiegel nach Bafilomycin Ai- und DMSO-Behandlung quantifiziert. Der
autophagische Flux ist bei den Knockout-Klonen D7 und H11 im Vergleich zu den HEK293-T-Zellen
signifikant reduziert (Mittelwert +/-SD, n=3, Students-t-Test, *: p<0,05).

4.4 Einfluss des DNAJC13-KOs auf Komponenten des Retromer-
Komplexes und des Autophagienetzwerks

4.41 Einfluss unter basalen Bedingungen

DNAJC13 ist funktionell mit den Retromer- und WASH-Komplexen verbunden und
bindet direkt an SNX1 (Popoff et al., 2009; Shi et al., 2009) sowie an FAM21 (Freeman
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et al., 2014). Um zu untersuchen, ob der stabile Knockout von DNAJC13 zu einer
Veranderung der Proteinspiegel von Komponenten der beiden Komplexe und des
Autophagie-Netzwerks unter basalen Bedingungen fuhrt, wurden Western Blots
durchgefuhrt. Dazu wurden Gesamtlysate von HEK293-T- und HEK293-A-Knockout-
Linien und den entsprechenden naiven Zelllinien mittels Western Blot analysiert.
Hinsichtlich des Retromer-Komplexes wurden HSP70, VPS35, SNX1 und WASH
Uberprift. AuRerdem wurden die Spiegel der an der Autophagie beteiligten Proteine
p62, ULK1 und Beclin bestimmt.

Im Vergleich der naiven HEK293-T- und -A-Zellen mit ihren jeweiligen Knockout-
Klonen konnte bei keinem der Giberpruften Komponenten ein signifikanter Unterschied

hinsichtlich der relativen Proteinspiegel nachgewiesen werden (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Einfluss des DNAJC13-Knockouts auf Komponenten des Retromer-Komplexes
und des Autophagie-Netzwerks unter basalen Bedingungen. A-D: Die Western Blots zeigen die
Spiegel von Retromer-assoziierten Proteinen (HSP70, VPS35, SNX1, WASH) in den einzelnen
Zelllinien. Die Saulendiagramme zeigen die relativen Proteinspiegel, die naiven HEK293-T- und -A-
Zellen dienen dabei als Referenz (= 100%). E-G: Western Blots und Saulendiagramme zu den
Proteinspiegeln der Komponenten des Autophagie-Netzwerks (p62, ULK1, Beclin) (Mittelwert +/-SD,
n=4, Students-t-Test, *: p<0,05).

4.4.2 Einfluss unter Autophagie-stimulierenden Bedingungen

DNAJC13 wie auch VPS35 als Bestandteil des Retromer-Komplexes und WASH als
Bestandteil des WASH-Komplexes sind als Modulatoren der Autophagie beschrieben
(Zavodszky et al., 2014; Maruzs et al., 2015). Um zu Uberprifen, ob die Proteinspiegel
von Retromer- und WASH-Komplexproteinen nach Stimulation der Autophagie in
Abhangigkeit von DNAJC13 verandert sind, wurden die Zelllinien mit Rapamycin
behandelt. Rapamycin hemmt die Aktivitat von mTOR, was zu einer Steigerung des
autophagischen Fluxes fuhrt. In friheren Arbeiten aus unserer Arbeitsgruppe wurde
gezeigt, dass der autophagische Flux auch nach Induktion der Autophagie durch
Rapamycin bei transientem Knockdown von DNAJC13 reduziert ist (Besemer et al.,
2021).
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Es wurden die Proteinspiegel von WASH, SNX1 und SNX2, welche mit dem Retromer-
Komplex assoziiert sind, sowie von ATG9A, ULK1 und Beclin als Bestandteile des

Autophagie-Systems analysiert.

In der Auswertung wurden die relativen Proteinspiegel betrachtet, wobei hier die funf
Zelllinien isoliert voneinander analysiert wurden. Die jeweiligen Spiegel der
untersuchten Proteine bei vorangegangener Rapamycin-Behandlung wurden ins

Verhaltnis zu der Kontrollbehandlung mit DMSO gesetzt, welche als Referenz diente.

Bei ULK1, Beclin, WASH, SNX1 und SNX2 konnte bei den Proteinspiegeln nach
Rapamycin-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle kein signifikanter Unterschied
nachgewiesen werden, sowohl bei den naiven HEK293-T und -A-Zellen als auch bei
ihren DNAJC13-Knockout-Klonen (Abbildung 11B-E).

Wie in Abbildung 11A zu sehen, war ATG9A hingegen in naiven HEK293-T-Zellen
nach Rapamycin-Behandlung jeweils in Bezug auf die jeweilige Kontrolle signifikant

reduziert. Bei naiven HEK293-A-Zellen lield sich dieser Effekt nicht nachweisen.
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Abbildung 11: Einfluss des DNAJC13-Knockouts auf Komponenten des Retromer-Komplexes
und des Autophagie-Netzwerks unter Autophagie-stimulierenden Bedingungen. Naive HEK293-
T-Zellen sowie die DNAJC13-Knockout-Klone D7 und H11l wurden mit Rapamycin behandelt und
anschlieRend mittels Western Blots untersucht. A-C: Die Western Blots zeigen die Proteinspiegel von
Komponenten des Autophagie-assoziierten Proteinen (ATG9A, ULK1, Beclin) in den einzelnen
Zelllinien. Die Saulendiagramme zeigen die relativen Proteinspiegel, als Referenz (= 100%) dienen die
jeweiligen Spiegel bei DMSO-Behandlung als Kontrolle. D-F: Western Blots und Saulendiagramme zu
den Spiegeln der Retromer-assoziierten Proteine (WASH, SNX1, SNX2) (Mittelwert +/-SD, n=4,
Students-t-Test, **: p<0,01).

4.5 Untersuchung der Interaktion zwischen ATG9A und DNAJC13

Grundlage der Untersuchung einer mdglichen Interaktion zwischen DNAJC13 und
ATG9A waren vorangegangene Beobachtungen von Besemer et al., dass in
immunhistochemischen Farbungen die Lokalisation von ATG9A am spaten und
Recycling-Endosom unter transientem DNAJC13-Knockdown reduziert war. Dies

basierte auf einer verminderten Kolokalisation von ATG9A mit dem TGN, sowie Rab7
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und Rabll. Zudem verblieb ATG9A, welches nach Autophagiestimulation durch
Rapamycin normalerweise vom Recycling-Endosom wegdiffundiert, unter DNAJC13-

Knockdown an Ort und Stelle (Besemer et al. 2021).

Dies weist darauf hin, dass der Transport von ATG9A selbst beeintrachtigt sein konnte,
und dass dieser Prozess mdglicherweise von DNAJC13 abhé&ngt. Auf eine funktionelle
Interaktion zwischen ATG9A und DNAJC13 weisen auch die oben gezeigten
Ergebnisse hin. Bei wildtypischen HEK293-T-Zellen sind die ATG9A-Spiegel nach
Rapamycin-Behandlung reduziert, wéhrend sie in den beiden Knockout-Linien

unverandert bzw. leicht erhoht sind.

4.5.1 Untersuchung einer funktionellen Interaktion zwischen ATG9A und
DNAJC13

Zunachst wurde analysiert, ob eine funktionelle Interaktion zwischen DNAJC13 und
ATG9A vorliegt. Hierzu wurde untersucht, ob die Uberexpression von ATG9A einen
Knockout von DNAJC13 und die damit einhergehende Reduktion der autophagischen

Aktivitat kompensieren kann.

Wie im Versuch 4.3 bereits gezeigt, ist der autophagische Flux in DNAJC13-KO-Zellen
signifikant reduziert. Um zu testen, ob eine Erh6hung der ATG9A-Spiegel in diesen
Zellen den Flux wieder steigern kann, wurden naive HEK293-T- und der Knockout-
Klon H11 mit HA-getaggten ATG9A-Konstrukten transfiziert. Danach wurde der
autophagische Flux nach Behandlung der Zelllysate mit Bafilomycin A1 bestimmt und
die LC3B-II-Spiegel von Zellen mit und ohne ATG9A-Uberexpression mittels Western

Blot quantifiziert und verglichen.

Die Transfektionseffizienz wurde mittels Immunfluoreszenzfarbungen gepruft, wobei
HEK293-T-Zellen auf mit Polyornithin beschichteten Deckglasern kultiviert wurden.
Mittels Konfokalmikroskopie konnte das Fluoreszenzsignal der erfolgreich
transfizierten Zellen festgehalten werden. Dabei zeigte sich, dass die Zellen, die das
Plasmid aufgenommen hatten, nur einen geringen Anteil der Gesamtzellzahl
ausmachten und sich zudem morphologisch verandert hatten, was darauf hinweist,

dass sie nicht mehr vital waren (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Transfektionseffizienz von HA-ATG9 in naiven HEK293-T-Zellen und dem
DNAJC13-Knockout-Klon H11. Darstellung durch immunhistochemische Farbungen. In beiden
Zelllinien hat nur ein geringer Anteil der Zellen das HA-ATG9-Plasmid aufgenommen. Die transfizierten
Zellen sind zum groRten Teil morphologisch verandert.

Bei Vergleich der Zellen mit Uberexpression von ATG9A mit den nicht-transfizierten
Kontrollen konnte weder in den HEK293-T-Zellen noch im Knockout-Klon H11 eine
signifikante Veranderung des autophagischen Fluxes nachgewiesen werden
(Abbildung 13).
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Abbildung 13: Untersuchung einer funktionellen Interaktion zwischen ATG9A und DNAJC13. Die
Western Blots zeigen die ATG9A-Uberexpression sowie die Proteinspiegel von LC3B-ll nach
Behandlung mit Bafilomycin A; oder DMSO. Die Saulendiagramme zeigen den autophagischen Flux
von naiven HEK293-T-Zellen und dem DNAJC13-Knockout-Klon H11 als Differenz der LC3B-II-Spiegel
nach Bafilomycin A:- und DMSO-Behandlung (Mittelwert +/-SD, n=4, Students-t-Test, *: p<0,05).

4.5.2 Untersuchung einer direkten Interaktion zwischen DNAJC13 und ATG9

Um eine potenzielle direkte Interaktion zwischen DNAJC13 und ATGY9A

nachzuweisen, wurde eine Co-Immunprazipitation (Co-IP) durchgefihrt.

Das Prinzip dieser Methode besteht darin, ein Protein mit seinem Bindungspartner
mittels eines sogenannten Pulldowns aus dem Zelllysat herauszufiltern und diesen
Bindungspartner anschlieRend im Western-Blot mit dem entsprechenden spezifischen
Antikdrper nachzuweisen. Der Pull-down erfolgt mithilfe von Antikdrpern, die an
sogenannte Beads gekoppelt sind und eine Anreicherung mit physikalischen

Methoden wie Zentrifugation oder Magnetfelder ermdglichen.

Die verwendeten HEK293-T-Zellen wurden zunachst mit Flag-getaggtem DNAJC13

und mit HA-getaggten ATG9A transfiziert. Die Lysate von parallelen Anséatzen wurden
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zum einen mit Sepharose-Beads, an die anti-FLAG-Antikorper gekoppelt waren,
versetzt, zum anderen wurden ferromagnetische Beads, an die anti-HA-Antikérper
gekoppelt waren, hinzugegeben. Die Prazipitate wurden anschlie3end tGber Western

Blot analysiert.

Bestuinde eine direkte Wechselwirkung zwischen ATG9A und DNAJC13, ware ATG9A
mit den Flag-Beads im Pull-down mitgezogen worden und anschlie3end im Western
Blot Uber HA-Antikorper nachweisbar gewesen. Umgekehrt hatten die HA-Beads uber
ATG9A DNAJC13 prazipitiert, welches im Nachhinein mit Flag-Antikdrpern

detektierbar gewesen ware.

Zur Validierung der Methode musste Uberprift werden, dass einerseits die an die
Beads gekoppelten Flag— und HA-Antikorper ihre spezifischen Antigene prazipitieren.
Andererseits musste sichergestellt werden, dass die Beads nicht den moglichen

Interaktionspartner binden.

Die Positivkontrollen zeigten, dass die HA-Beads spezifisch an das transfizierte HA-
ATGY9A und die Flag-Beads an DNAJC13-Flag gebunden hatten (Abbildung 14A). Im
Vergleich zu den Ausgangslysaten, die fur den Versuch verwendet worden waren,
wurde aul3erdem ersichtlich, dass die Beads ihre Zielproteine effizient aus dem Lysat
gezogen und damit aufkonzentriert hatten. Zur Durchfiihrung der Negativkontrolle
wurden HA-ATG9-Lysate mit Flag-Beads und DNAJC13-Flag-Lysate mit HA-Beads
versetzt und die Prazipitate mittels Western Blot Uberprift. In beiden Fallen wurden

keine relevanten Proteine gefallt (Abbildung 14B).

Die Co-IP wurde mit Lysaten von mit HA-ATG9 und DNAJC13-Flag ko-transfizierten
Zellen durchgefuhrt. Nach der Fallung mit HA- oder Flag-Beads konnte in beiden
Fallen keine Interaktion zwischen DNAJC13 und ATG9A nachgewiesen werden. In
den doppelt transfizierten IP-Proben, die mit Flag-Beads inkubierten, wurde kein
ATG9A im Pull-down mitgezogen, umgekehrt zogen die HA-Beads kein DNAJC13 mit.

Um zu demonstrieren, dass die Co-IP bei einer existierenden Bindung der Proteine
funktioniert hatte und die Bindung durch das angewandte Versuchsprotokoll nicht
zerstort worden ware, wurde HSP70, ein etablierter Interaktionspartner von DNAJC13,
nachgewiesen. HSP70 wurde nur in den Flag-Bead-Préazipitaten aus DNAJC13-Flag-
Lysaten nachgewiesen, nicht aber in HA-Bead-Prazipitaten aus HA-ATG9-Lysaten

(Abbildung 14C). Dies zeigt einerseits, dass Co-IPs grundsétzlich unter den gewéhlten
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Bedingungen durchfihrbar sind und andererseits, dass die HA-Beads und Flag-Beads

hinreichend spezifisch sind.

Es wurde der Versuch unternommen, das Experiment durch Erhoéhung der
Transfektionseffizienz von DNAJC13 zu optimieren, da die doppelt transfizierten Zellen
bevorzugt HA-ATG9 exprimierten. Dies konnte unter anderem auf das wesentlich
geringere Molekulargewicht von HA-ATG9 zurlickzufiihren sein. Die Uberexpression
von DNAJC13 war nur sehr gering und ging kaum tber die endogenen Werte hinaus.
Um auszuschliel3en, dass eine zu geringe Menge an exprimiertem DNAJC13 fir den
fehlenden Interaktionsnachweis verantwortlich ist, wurden die Plasmidmengen
angepasst und die Menge an eingebrachtem DNAJC13-Plasmid von 50% auf 75% der
Gesamtmenge erhoht, wahrend HA-ATG9 entsprechend reduziert wurde. Doch auch
damit liel sich die Expressionsrate nicht wesentlich erhéhen. Daher wurden die Zellen
in einem weiteren Ansatz anstelle einer Ko-Transfektion mit HA-ATG9 und DNAJC13-
Flag nur mit DNAJC13-Flag transfiziert, um die Expression von DNAJC13 zu férdern.
Dabei wurde eine mégliche Bindung mit endogenem ATG9A geprift. Auch hier zeigte
sich keine direkte Interaktion zwischen DNAJC13 und ATG9A.
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Abbildung 14: Untersuchung der direkten Interaktion zwischen DNAJC13 und ATG9A mittels Co-
IP. HEK293-T-Zellen wurden mit HA-ATG9 und DNAJC13-Flag-Konstrukten einzeln oder in
Kombination transfiziert. Lysate wurden mit Beads, an die entweder Antikorper gegen HA oder Flag
gekoppelt wurden, versetzt. Die Lysate und Prazipitate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
mittels Western Blot analysiert, wobei die beiden Blots in A und B jeweils dieselben Membranen
darstellen, die mit unterschiedlichen Antikdrpern entwickelt wurden. Gezeigt ist eines von mindestens
drei unabhangigen Experimenten. A: Gezeigt ist die Spezifitat der HA- und Flag-Beads, die jeweils nur
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die spezifischen Antigene préazipitierten. B: Die Analyse von mit HA-ATG9 und DNAJC13-Flag ko-
transfizierten Zelllysaten zeigt, dass diese nur Uber die jeweiligen spezifischen Beads, nicht aber im
Komplex, préazipitiert wurden. C: Positivkontrolle der Co-IP mit HSP70 als Interaktionspartner von
DNAJC13. Die Membran aus A wurde mit dem HSP70-Antikorper entwickelt.

4.6 Die Rolle von DNAJC13 bei der Aufrechterhaltung der
endosomalen Integritat bei verandertem endosomalem Milieu

4.6.1 Veranderung des intrazellularen pH-Wertes durch Bafilomycin A;

DNAJC13 ist ein fur das endosomale System essenzieller Regulator, der auf Ebene
des frihen Endosoms agiert und in Assoziation mit dem Retromer-Komplex,
insbesondere dessen Komponente SNX1, den retrograden Transport von
endosomalem Cargo und die Einleitung in den lysosomalen Abbauweg aufeinander
abstimmt (Popoff et al., 2009; Shi et al., 2009; Norris et al., 2017; Norris et al., 2022).

Um die Rolle von DNAJC13 in der endosomalen Homdostase weiter zu erortern,
wurde untersucht, wie sich eine Verédnderung des dort vorliegenden Milieus, z.B.
beziglich des jeweiligen pH-Werts, auf das endosomale System auswirkt und
inwiefern DNAJC13 an der Aufrechterhaltung der endosomalen Kompartimente

beteiligt ist.

Naive HEK293-A-Zellen wurden erneut den DNAJC13-Knockout-Klonen B3 und G4
gegentbergestellt, diesmal mittels immunhistochemischer Farbungen. Hierfiir wurden
HEK293-A-Zellen und die Knockout-Klone fur die Fluoreszenzfarbungen auf
Deckglasern kultiviert und vor der Fixierung fur 4 Stunden mit Bafilomycin A1 bzw.
DMSO als Kontrolle inkubiert.

Bafilomycin A; ist ein Antibiotikum der Gruppe der Makrolide und zudem ein haufig
eingesetzter Inhibitor des autophagischen Fluxes (Yoshimori et al., 1991), da es die
Ansauerung der Lysosomen Uber Hemmung der vakuolaren H*-ATPase verhindert
(Bowman et al., 1988). Doch auch das zunehmend saure Milieu vom friihen bis zum
spaten Endosom ist auf diese H*-ATPase zurtckzufihren, wobei der pH-Wert auf
varilerenden Anteilen ihrer V1 und Vo Untereinheit beruht. Der Vi-Anteil steigt im
Verlauf vom frihen bis zum spaten Endosom (Lafourcade et al., 2008). Die Vi-
Untereinheit Gbernimmt die eigentliche Funktion der H*-ATPase, wahrend die Vo-
Untereinheit an der Translokation von Protonen Uber die Membran und an der Fusion

von Vesikeln beteiligt ist (Arai et al., 1988; Forgac, 1999). Bafilomycin A; bindet an die
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Vo-Doméane (Zhang et al., 1994), speziell an deren c-Untereinheit (Bowman &
Bowman, 2002).

Zunachst wurde der Effekt der Behandlung mit Bafilomycin A; auf unterschiedliche
endosomale Kompartimente analysiert, sowohl in naiven HEK293-A-Zellen als auch in
den DNAJC13-Knockout-Klonen B3 und G4. Hierfur wurde die intrazellulare
Lokalisation bzw. Verteilung von ATG9A sowie von verschiedenen Markerproteinen
der einzelnen Kompartimente untersucht, EEA1 als Marker fir das frihe Endosom,
der Transferrin-Rezeptor (TfR), der den Transportweg von der Zelloberflache zum
frihen Endosom markiert, TGN46 als Marker fur das trans-Golgi-Netzwerk und der
Mannose-6-Phosphat-Rezeptor (M6PR) als Cargo zwischen dem TGN und den

Endosomen.

Das Verteilungsmuster aller untersuchten Proteine nach Bafilomycin Ai-Behandlung
unterschied sich dabei in den Knockout-Zelllinien B3 und G4 deutlich von den naiven
HEK293-A-Zellen. Nur unter Depletion von DNAJC13 war beispielweise ATG9A nach
Hemmung der vakuolaren H*-ATPase nicht mehr als isolierte Punkte in der gesamten
Zelle verteilt, sondern akkumulierte in einzelnen grof3en Aggregaten (s. Abbildungen
15-18). Denselben Effekt hatte die endosomale pH-Wert-Anderung bei den Klonen B3
und G4 auf EEA1 (Abbildung 15), den Transferrin-Rezeptor (Abbildung 16), TGN46
(Abbildung 17) und den Mannose-6-Phosphat-Rezeptor (Abbildung 18). Auch bei

diesen Proteinen kam es zu einer klar abgrenzbaren, vereinzelten Akkumulation.

Eine wichtige Beobachtung ist hierbei, dass mit Ausnahme des TGN-Markers alle
untersuchten Proteine in denselben Aggregaten akkumulierten und somit
kolokalisierten, jedoch nur in den Knockout-Klonen und unter Einfluss von Bafilomycin
A1. Das TGN akkumuliert in den Zelllinien B3 und G4 nach Bafilomycin Ai;-Behandlung
ebenfalls, bildet aber, wie in Abbildung 17 zu sehen, ein separates Aggregat, welches
sich in der Nahe der anderen aggregierten Komponenten des endosomalen Systems
befindet, jedoch nicht mit ihnen kolokalisiert. Auch das TGN scheint also durch die pH-

Veranderung strukturell verandert worden zu sein.

Diese Veranderung des intrazellularen Verteilungsmusters der verschiedenen
Markerproteine konnte auf einem Kollaps des endosomalen Systems beruhen, der in

voller Auspragung allerdings nur aufzutreten scheint, wenn DNAJC13 fehit.

In den naiven HEK293-A-Zellen, die DNAJC13 exprimieren, blieb die punktuelle

Verteilung unter Einwirkung von Bafilomycin A1 noch weitestgehend erhalten, wenn
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auch teilweise schon merklich kondensierter als unter Kontrollbedingungen (s.
Abbildungen 15-18). Auch hier schien sich die Bafilomycin A:-Behandlung also bereits
auf die intrazellulare Verteilung der untersuchten Proteine auszuwirken, es kam jedoch

nicht zur Bildung von deutlich abgrenzbaren Aggregaten wie in den Knockout-Zellen.

DMSO

HEK293A

ATG9A

HEK293A
-KO(B3)

HEK293A
-KO(G4)

Abbildung 15: Auswirkung einer Veranderung des pH-Wertes durch Bafilomycin A; in naiven
HEK293-A-Zellen und deren DNAJC13-Knockout-Klone B3 und G4 auf die intrazelluléare
Verteilung von ATG9A und EEA1. Darstellung durch immunhistochemische Farbungen. In beiden
Klonen aggregierten und kolokalisierten ATG9A und EEA1 nach Bafilomycin A;-Behandlung.
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DMSO Bafi

HEK293A

20 ym ATG9A

HEK293A
-KO(B3)

HEK293A
-KO(G4)

Abbildung 16: Auswirkung einer Veranderung des pH-Wertes durch Bafilomycin Ai in naiven
HEK293-A-Zellen und deren DNAJC13-Knockout-Klone B3 und G4 auf die intrazellulare
Verteilung von ATG9A und dem Transferrin-Rezeptor (TfR). Darstellung durch

immunhistochemische Farbungen. ATG9A und der TfR bildeten in beiden Knockout-Klonen nach
Bafilomycin A;-Behandlung gemeinsame Aggregate.
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DMSO Bafi

HEK293A

20pm TGN46

HEK293A
-KO(B3)

HEK293A
-KO(G4)

Abbildung 17: Auswirkung einer Veranderung des pH-Wertes durch Bafilomycin Ai in naiven
HEK293-A-Zellen und deren DNAJC13-Knockout-Klone B3 und G4 auf die intrazellulare
Verteilung von ATG9A und TGN46. Darstellung durch immunhistochemische Farbungen. TGN46
akkumulierte wie ATG9A nach Bafilomycin A;-Behandlung, kolokalisierte dabei jedoch nicht mit dem
ATG9A-Aggregat.
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HEK293A

20um ATGOA

HEK293A
-KO(B3)

HEK293A
-KO(G4)

Abbildung 18: Auswirkung einer Veranderung des pH-Wertes durch Bafilomycin A: in naiven
HEK293-A-Zellen und deren DNAJC13-Knockout-Klone B3 und G4 auf die intrazellulare
Verteilung von ATG9A und dem Mannose-6-Phosphat-Rezeptor (M6PR). Darstellung durch
immunhistochemische Farbungen. Auch der M6PR akkumulierte unter Einfluss von Bafilomycin A;
zusammen mit ATG9A in denselben Aggregaten.

4.6.2 Veranderung des intrazellularen pH-Wertes durch Concanamycin A

Um nachzuprifen, ob die veranderte intrazellulare Verteilung der analysierten Proteine
spezifisch auf die Hemmung der vakuolaren H*-ATPase zurlckzufihren ist, wurde
getestet, ob sich der Effekt von Bafilomycin A: insbesondere in den DNAJC13-
Knockout-Zellen mit einem anderen Inhibitor reproduzieren lasst. Hierfir wurde
Concanamycin A gewahlt, welches Bafilomycin A strukturell sehr &hnlich ist und

ebenfalls zu den Makrolid-Antibiotika zahlt. Auch Concanamycin A ist ein spezifischer
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und sogar potenterer Inhibitor der vakuolaren H*-ATPase (Drose et al., 1993) und

bindet wie Bafilomycin A1 an die c-Untereinheit der Vo-Doméne (Huss et al., 2002).

HEK293-A-Zellen und der DNAJC13-Knockout-Klon B3 wurden analog zu den
Fluoreszenzfarbungen mit Bafilomycin A: diesmal fur 4 Stunden mit 0,5 pM

Concanamycin A behandelt und danach fixiert.

Auch nach Behandlung mit Concanamycin A kam es vor allem im Knockout-Klon B3
zur Bildung von Aggregaten durch akkumuliertes ATG9A, welche morphologisch
denen nach Bafilomycin A;-Behandlung entsprachen (Abbildung 19). Ahnlich wie bei
den Versuchen mit Bafilomycin A; kam es auch in den HEK293-A-Zellen teilweise

bereits zu einer lokalen Verdichtung der intrazellularen ATG9A-Verteilung.

Da Concanamycin A Uber Inhibierung der vakuoldren H*-ATPase ebenfalls die
Ansauerung der Lysosomen und damit den Abbau von LC3, genauer LC3B-II, hemmt,
fuhrte dies wie bei Bafilomycin A; zu einem Auflaufen dieses Proteins. Daher
verstarkte sich das Fluoreszenzsignal von LC3 bzw. LC3B-II sowohl in den HEK293-
A-Zellen als auch im DNAJC13-Knockout-Klon B3. Zudem fallt bei Vergleich des
oberen mit dem unteren vergroRerten Bildausschnitt in Abbildung 19 auf, dass LC3B-
Il in den Knockout-Zellen nicht mehr wie in den HEK293-A-Zellen disseminiert in der
gesamten Zelle verteilt war, sondern sich in der Nahe des ATG9A-Aggregats
ansammelte. Es zeigt sich also, dass sich die intrazellulare Verteilung von LC3B-II

unter Einfluss von Concanamycin A ebenfalls verandert.
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DMSO ConcA

HEK293A

20 pm

HEK293A
-KO(B3)

Abbildung 19: Veranderung des intrazellularen pH-Wertes durch Concanamycin A als
alternativer Inhibitor der vakuolaren H+-ATPase und Auswirkung auf die intrazellulare Verteilung
von ATGY9A und LC3 bzw. LC3B-Il in naiven HEK293-A-Zellen und dem DNAJC13-Knockout-Klon
B3. Darstellung durch immunhistochemische Farbungen. Entsprechend der Beobachtungen mit
Bafilomycin A; bildete ATG9A nach Behandlung mit Concanamycin A im Knockout-Klon B3 einzelne
Aggregate. Das Fluoreszenzsignal von LC3 war unter Einfluss von Concanamycin sowohl in den
HEK293-A- als auch im Knockout-Klon B3 verstéarkt. Zudem sammelte sich LC3B-Il in den Knockout-
Zellen in der Nahe des ATG9A-Aggregats an (s. unterer Bildausschnitt).

4.6.3 Kompensation der Bafilomycin A;-Effekte auf das endosomale System
durch DNAJC13

Basierend auf den Beobachtungen beziiglich der Auswirkungen einer Hemmung der
vakuoldren H+-ATPase durch Bafilomycin A:; oder Concanamycin A auf das
endosomale System wurde Uberprift, ob die strukturellen Veranderungen spezifisch
auf dem Fehlen von DNAJC13 in den Knockout-Klonen beruhen. Hierfur wurde der
Knockout-Klon B3 sowohl mit dem Wildtyp von DNAJC13 als auch mit der N855S-
Mutante transfiziert und die Folgen einer Wiederaufnahme der Expression von
DNAJC13 analysiert. Zudem wurde dabei der Einfluss von Bafilomycin A; auf die

Lokalisation von zwei weiteren Proteinen, SNX1 und VPS35, untersucht.

Auch die beiden Komponenten des Retromer-Komplexes waren nach Behandlung mit
Bafilomycin Az in der DNAJC13-Knockout-Zelllinie B3 nicht mehr disseminiert in der
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Zelle verteilt, sondern akkumulierten in denselben Aggregaten wie ATG9A und
kolokalisieren folglich auch mit den anderen untersuchten endosomalen Markern (s.
Abbildung 20B und 21B).

Es zeigte sich, dass es in den Knockout-Zellen, die erfolgreich mit DNAJC13wt-GFP
transfiziert worden waren und folglich dieses Protein wieder exprimierten, nicht zur
Akkumulation kam und die Lokalisation von SNX1, VPS35 und ATG9A der in den
naiven Zellen glich, die Proteine waren punktformig disseminiert verteilt. Dies ist im
oberen vergréRerten Bildausschnitt in Abbildung 21B dargestellt. Es lasst sich also
eine Art Recovery-Effekt feststellen, der weiter untermauert, dass die Auspragung der
Auswirkungen der Bafilomycin A:-Behandlung von der Anwesenheit von DNAJC13

abhéngig zu sein scheinen.

Weiterfuhrend stellte sich die Frage, ob sich bezlglich der Recovery-Fahigkeit in den
Knockout-Zellen Unterschiede zwischen einer Transfektion der Wildtyp- und der
N855S-Variante von DNAJC13 feststellen lassen. Vergleicht man den oberen und
unteren gezoomten Bildausschnitt in Abbildung 21B, fallt auf, dass es in mit der
N855S-Mutante transfizierten Zellen trotzdem zur Bildung eines Aggregats aus VPS35
und SNX1 zu kommen scheint. Auch Abbildung 20B impliziert, dass der Effekt von
Bafilomycin A:; im Knockout-Klon B3 durch die N855S-Mutante im Gegensatz zum

Wildtyp nicht verhindert werden kann und ATG9A und SNX1 aggregieren.
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DNAJC13wt-GFP

DNAJC13(N855S)-GFP

HEK293A

B DMSO Bafi

DNAJC13wt-GFP

DNAJC13(N855S)-GFP

HEK293A-KO(B3)

Abbildung 20: Auswirkung einer Veranderung des pH-Wertes durch Bafilomycin A; in naiven
HEK293-A-Zellen und deren DNAJC13-Knockout-Klon B3 auf die intrazellulare Verteilung von
ATG9A und SNX1. Darstellung durch immunhistochemische Farbungen. A: HEK293-A-Zellen nach
Bafilomycin A;- und Kontrollbehandlung mit DMSO, vereinzelt transfiziert mit DNAJC13wt-GFP oder
DNAJC13(N855S)-GFP. Die intrazellulare Verteilung von ATG9A und SNX1 blieb unter Einfluss von
Bafilomycin A; weitgehend bestehen. B: Farbungen analog zu A, hier mit HEK293-A-KO(B3)-Zellen. Im
Gegensatz zur Kontrolle akkumulierten sowohl ATG9A als auch SNX1 nach Behandlung mit Bafilomycin
A: gemeinsam in grofRen vereinzelten, intrazellularen Aggregaten (vgl. Bildausschnitte 1 und 2).
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A DMSO Bafi

DNAJC13wt-GFP

DNAJC13(N855S)-GFP

HEK293A

B DMSO Bafi

DNAJC13wt-GFP

DNAJC13(N855S)-GFP

HEK293A-KO(B3)

Abbildung 21: Auswirkung einer Veranderung des pH-Wertes durch Bafilomycin A; in naiven
HEK293-A-Zellen und deren DNAJC13-Knockout-Klon B3 auf die intrazellulare Verteilung von
VPS35 und SNX1.
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Darstellung durch immunhistochemische Farbungen. A: HEK293-A-Zellen nach Bafilomycin A:- und
Kontrollbehandlung mit DMSO, vereinzelt transfiziert mit DNAJC13wt-GFP oder DNAJC13(N855S)-
GFP. Die intrazellulare Verteilung von VPS35 und SNX1 war unter Bafilomycin A;-Behandlung bereits
stellenweise verdichtet. B: Farbungen analog zu A, hier mit HEK293-A-KO(B3)-Zellen. Wie in Abb. 20
kolokalisierten SNX1 und auch VPS35 nach Behandlung mit Bafilomycin A; in denselben Aggregaten.
In den mit DNAJC13wt-GFP transfizierten Knockout-Zellen konnte eine Akkumulation und Aggregation
der beiden Proteine trotz Einfluss von Bafilomycin A; verhindert werden (s. oberer Bildausschnitt).
Dieser protektive Effekt scheint bei Knockout-Zellen, die mit DNAJC13(N855S)-GFP worden waren,
eingeschrankt zu sein, es kam dennoch zur Bildung eines Aggregats (s. unterer Bildausschnitt).
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5 Diskussion

5.1 Die Depletion von DNAJC13 begunstigt die Aggregation der ALS-
assoziierten SOD1(G85R)-Mutante

Die Ergebnisse von Besemer et al. sowie Swords et al. zeigten eine Einflussnahme
von DNAJC13 auf den autophagischen Flux und die Lokalisation von ATG9A
(Besemer et al., 2021; Swords et al., 2023). Weiterfihrend stellte sich die Frage,
welche Auswirkungen eine funktionelle Beeintrachtigung von DNAJC13 auf den Abbau
krankheitsassoziierter, aggregationsanfalliger Proteine wie z.B. der a-
Synuklein(A53T)-Mutante oder der ALS-auslosenden SOD1(G85R)-Mutante hat.
Bezuglich des endosomalen Systems wurde in Zusammenhang mit der Parkinson-
assoziierten DNAJC13(N855S)-Mutante bereits eine  Einschrdnkung des
endosomalen Transports (Vilarifio-Guell et al., 2014; Yoshida et al.,, 2018), eine
Storung der WASH-Komplex- und SNX1-vermittelten Bildung von Tubuli (Yoshida et
al., 2018; Follett et al., 2019) sowie eine Inhibition der Fusion von a-Synuklein-haltigen

Vesikeln mit dem Lysosom (Yoshida et al., 2018) beschrieben.

Bei der Degradation von Proteinaggregaten spielt das autophagische System eine
wesentliche Rolle (Webb et al., 2003; Lee et al., 2008). Die Aggregate werden durch
Autophagie-Rezeptoren wie p62 erkannt, die ebenfalls Bestandteil von
Einschlusskoérperchen wie z.B. den Lewy-Kdrperchen sind (Kuusisto et al., 2001).
Diese Rezeptoren leiten die von ihnen gebundenen Proteinaggregate schlie3lich Gber
deren LC3-bindende LIR-Domane zur Phagophore. Nach Reifung zum Autophagosom

fuhrt die Fusion mit Lysosomen zum Abbau der Aggregate (Lamark et al., 2009).

Die ALS-assoziierte SOD1(G85R)-Mutation neigt wie das mutierte a-Synuklein
ebenfalls zur Aggregation und wurde daher stellvertretend als Modellprotein fur die
Untersuchung des Effektes eines transienten DNAJC13-Knockdowns herangezogen.
Die durchgefiihrte Zentrifugation-basierte Fraktionierung ergab ein gesteigertes
Auftreten von SOD1(G85R) Aggregaten bei Depletion von DNAJC13, was eine
Stoérung der autophagischen Degradation impliziert. Dies wurde durch die Bestimmung
des autophagischen Fluxes in zwei unabhangigen stabilen HEK-Zelllinien, die kein
DNAJC13 exprimieren, weiter untermauert. Hier zeigte sich eine signifikante
Reduktion der autophagischen Aktivitat im Vergleich zu den Zellen, welche den
DNAJC13-Wildtyp exprimierten. Diese Beobachtung entspricht auch den Ergebnissen

von Besemer et al. und Swords et al., die ebenfalls eine Abnahme des autophagischen
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Fluxes bei einem Knockdown von DNAJC13 verzeichneten (Besemer et al., 2021,
Swords et al.,, 2023). Dies spricht dafur, dass DNAJC13 eine Rolle bei der

Aufrechterhaltung der autophagischen Degradation spielt.

Darliber hinaus ist die beobachtete Abh&ngigkeit der autophagischen Aktivitat von
DNAJC13 als Retromer-assoziiertes Protein in Zusammenhang mit den Ergebnissen
von Zavodszky et al. zu setzen. Sie zeigten, dass die D620N-Mutation der Retromer-
Komponente VPS35 bzw. die durch die Mutation bedingte verminderte Rekrutierung
des WASH-Komplexes zum Endosom &hnliche Auswirkungen wie das Fehlen von
DNAJC13 auf die Autophagie hatten (Zavodszky et al., 2014). Wie VPS35 interagiert
auch DNAJC13 mit dem WASH-Komplex uber eine Bindung an das Protein FAM21
(Freeman et al. 2014). Somit konnte ein Funktionsausfall von DNAJC13 aufgrund einer
Depletion oder Mutation ebenfalls auf einer beeintrachtigten Rekrutierung des WASH-
Komplexes beruhen. Dies hat eine Beeintrachtigung des Transports von ATG9A zur
Phagophore und somit eine Stérung der Autophagosomenbildung zur Folge
(Zavodszky et al., 2014), was einen Erklarungsansatz fur die nachgewiesene
Verminderung des autophagischen Fluxes und die gesteigerte Aggregation der
SOD1(G85R)-Mutante bei Depletion von DNAJC13 bieten kénnte.

5.2 Die DNAJC13(N855S)-Mutante neigt nicht zur Aggregation

Eine mogliche pathologische Wirkung der Parkinson-ausldsenden DNAJC13(N855S)-
Mutante ist eine verstarkte Neigung zur Bildung von Aggregaten. Dies konnte
einerseits die Anzahl der verfligbaren Moleklle verringern oder eine fehlerhafte

Interaktion mit anderen Proteinen fordern.

Die Fraktionierung der Zelllysate, welche mit DNAJC13(WT)-GFP oder der Mutante
DNAJC13(N855S)-GFP transfiziert worden waren, ergab keinen signifikanten
Unterschied bezlglich des Aggregationsverhaltens beider DNAJC13-Varianten. Die
DNAJC13(N855S)-Mutante zeigte somit keine vermehrte Tendenz zur Aggregation im
Vergleich mit dem DNAJC13-Wildtyp.

Eine verstarkte Aggregation hétte insbesondere Auswirkungen auf die Funktion von
DNAJC13 als Regulator des retrograden Transports im Zusammenspiel mit SNX1 und
HSC70 (Shi et al., 2009; Norris et al., 2017; Norris et al., 2022). Das Modell von Norris

et al. besagt, dass mehrere DNAJC13-Molekile im Rahmen eines
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Autoinhibitionszyklus Oligomere bilden, die durch Assoziation mit SNX1 aufgebrochen
werden konnen. Erst die DNAJC13-Monomere sind dann in der Lage, mit ihren
zuganglichen J-Doméanen an HSC70 zu binden und es zum Endosom rekrutieren. Hier
bewirkt HSC70 die Dissoziation des ESCRT-0-Komplexes zugunsten des retrograden
Transports von endosomalem Cargo, jedoch auch die Dissoziation von SNX1, sodass

sich DNAJC13 wieder zu Oligomeren zusammenlagern kann (Norris et al., 2022).

Follett et al. stellten die Theorie auf, dass die DNAJC13(N855S)-Mutante HSC70 in
geringerem Ausmall zum Endosom rekrutiert und aktiviert, was eine verzigerte
Dissoziation von SNX1 zur Folge hat (Follett et al., 2019). Die DNAJC13-Molekiile
waren somit langer als Monomere zusammen mit HSC70 aktiv und konnten das
Verhéltnis von retrogradem Transport zu lysosomalem Abbau von Proteinen

zugunsten von ersterem verschieben.

Die durchgefiihrte Fraktionierung zeigte zwar keinen signifikanten Unterschied in der
Aggregationsneigung der DNAJC13-Mutante und des Wildtyps, dies kénnte jedoch
auch auf die von Follett beobachtete verlangerte Assoziation von SNX1 mit der
endosomalen Membran bzw. DNAJC13 zuriickzufuhren sein (Follett et al., 2019), die
DNAJC13 oder deren N855S-Mutante an der Zusammenlagerung zu Oligomeren
hindert.

Es ist somit nicht auszuschliel3en, dass die DNAJC13(N855S)-Mutante sogar weniger
zur Aggregation bzw. Oligomerisierung neigt als der Wildtyp. Folglich wére sie in ihrer
Fahigkeit zur Autoinhibition eingeschrankt, sodass es zu einem Ubermaligen
retrograden Transport von Proteinen wie beispielsweise a-Synuklein kommt, die
eigentlich dem lysosomalen Abbau zugefiuihrt werden sollten. Dies kdnnte einen
Pathomechanismus der DNAJC13(N855S)-Mutante in Bezug auf die a-Synuklein-

Homoostase darstellen.

5.3 Ein Knockout von DNAJC13 hat keinen Einfluss auf die Expression von
Proteinen des Retromer-Komplexes oder des Autophagie-Systems

DNAJC13 interagiert als Regulator des retrograden Transports direkt oder indirekt mit
verschiedenen Komponenten des Retromer-Komplexes. Als Co-Chaperon von HSC70
bzw. HSP70 und Interaktionspartner von SNX1, an das es C-terminal bindet, nimmt

DNAJC13 Einfluss auf die Clathrindynamik und damit auf das Gleichgewicht zwischen
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dem retrograden Transport von endosomalem Cargo und dessen lysosomalen Abbau
(Popoff et al., 2009; Shi et al., 2009; Norris et al., 2017; Norris et al., 2022). Mit seinem
N-Terminus bindet DNAJC13 direkt an FAM21 als Bestandteil des WASH-Komplexes
(Freeman et al. 2014). VPS35 ist kein direkter Interaktionspartner von DNAJC13, ist
jedoch eine weitere essenzielle Komponente des Retromer-Komplexes und als
zentrales Glied des VPS-Trimers an der Cargo-Selektion beteiligt (Seaman et al.,
1998; Hierro et al., 2007).

Eine direkte Interaktion von DNAJC13 mit Proteinen des Autophagie-Netzwerks wurde
bisher noch nicht nachgewiesen, aufgrund des beobachteten Effekts eines DNAJC13-
Knockouts auf den autophagischen Flux wurden jedoch auch die Proteinspiegel

wichtiger Autophagie-assoziierter Proteine analysiert.

ULK1 ist ein Teil des Induktionskomplexes, welcher die Autophagosombildung initiiert
und dabei einen Ansatzpunkt fir verschiedene Regulationsmechanismen darstellt
(Hosokawa et al., 2009; Jung et al., 2009). Beclin ist eine Komponente des PI3K-
Komplexes, der fur die Expansion der Phagophore verantwortlich ist (Liang et al.,
1999; Itakura et al., 2008), und p62 ist ein Autophagie-Rezeptor (Lamark et al., 2009).

Die genannten Retromer- und Autophagie-assoziierten Proteine waren Gegenstand
der Fragestellung, ob ein stabiler Knockout von DNAJC13 Einfluss auf die Expression
und somit die Spiegel dieser Proteine nimmt. Dies héatte einen mdglichen
Pathomechanismus darstellen kénnen, auf dem die Reduktion des autophagischen
Fluxes bei Depletion von DNAJC13 und folglich eine beglnstigte Akkumulation

aggregationsanfalliger Proteine wie a-Synuklein beruht.

In dem durchgefiihrten Assay konnten unter basalen Bedingungen keine signifikanten
Veranderungen der analysierten Proteinspiegel in den DNAJC13-Knockout-Klonen
festgestellt werden, was indiziert, dass der DNAJC13-Knockout die Aktivitat der
untersuchten Proteine des endosomalen und autophagischen Systems nicht auf

Expressionsebene beeinflusst.

Ahnlich verhielt es sich unter Stimulation der Autophagie durch Rapamycin, auch hier
hatte die Depletion von DNAJC13 keine signifikanten Auswirkungen auf die relativen
Proteinspiegel von WASH, SNX1, SNX2, ULK1 und Beclin.

Eine Ausnahme bildete ATG9A. Die ATG9A-Spiegel waren nach Rapamycin-
Behandlung in naiven HEK293-T-Zellen signifikant reduziert. Rapamycin simuliert
einen Hungerzustand der Zelle, der im autophagischen System zu der Dissoziation

86



Diskussion

des MTORC1 von dem Induktionskomplex fuhrt. Bei Autophagie-Stimulation wird
ATGY9A ausgehend vom TGN verstarkt mobilisiert und ATG9A-Vesikel zur PAS
rekrutiert, die dort zu der Expansion der Phagophore beitragen (Sekito et al., 2009;

Yamamoto et al., 2012).

Die Beobachtung, dass die ATG9A-Spiegel in naiven Zellen nach Stimulation der
Autophagie reduziert sind, stimmt nicht mit den Ergebnissen von Yamamoto et al.
Uberein, die eine gesteigerte Expression von ATG9A nach Rapamycin-Behandlung
feststellten (Yamamoto et al., 2012). Da die reduzierten ATG9A-Spiegel nur bei der
HEK293T-Zelllinie nachgewiesen werden konnten, nicht jedoch in den ebenfalls
untersuchten HEK293A-Zellen, ist hierbei am ehesten von einem zellspezifischen

Phanomen auszugehen.

5.4 Es konnte weder eine funktionelle noch eine direkte Interaktion von
DNAJC13 mit ATG9A nachgewiesen werden

Die Ergebnisse von Besemer et al. implizieren, dass der intrazellulare Transport von
ATGY9A, dessen Funktion als Membranlieferant und Phospholipidtransiokator an der
Phagophore fur das autophagische System unabdingbar ist, von DNAJC13 abhéangt
(Reggiori et al., 2004; Young et al., 2006; Matoba et al., 2020; Maeda et al., 2020;
Besemer et al., 2021). Basierend auf den Beobachtungen, dass der autophagische
Flux in stabilen DNAJC13-Knockout-Klonen reduziert ist, wurde zunachst der

funktionelle Zusammenhang zwischen ATG9A und DNAJC13 weiter untersucht.

In dem durchgefuhrten Versuch konnte weder in den naiven Zellen noch in einem
DNAJC13-Knockout-Klon eine Steigerung des autophagischen Fluxes bei
Uberexpression von ATGO9A festgestellt und folglich keine Kompensation eines

Fehlens von DNAJC13 nachgewiesen werden.

Allerdings sind diese Ergebnisse vor dem Hintergrund zu bewerten, dass die
Transfektionseffizienz von dem eingebrachten HA-ATG9-Plasmid in beiden
untersuchten Zelllinien sehr niedrig war. Zudem hatte die Transfektion Einfluss auf die
Morphologie und somit wahrscheinlich auch die Vitalitat der transfizierten Zellen.
Daher ist fraglich, ob der ausgebliebene Effekt der ATG9A-Uberexpression auf den
autophagischen Flux in dem Klon H11l die tatsédchlichen Gegebenheiten in vivo
widerspiegelt oder ob die erzielte Transfektionseffizienz von ATG9A lediglich nicht

ausgereicht hat, um einen Einfluss auf die autophagische Aktivitat zu nehmen.
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Erganzend zu dem ATG9A-Uberexpressionsversuch wurde eine Co-IP durchgefiihrt,
um eine mogliche direkte Interaktion zwischen ATG9A und DNAJC13 nachzuweisen,
die im Rahmen einer Beteiligung von DNAJC13 am Transport von ATG9A denkbar
ware. Trotz mehrfacher Modifikations- bzw. Optimierungsversuche des

Versuchsaufbaus liel3 sich keine Bindung zwischen den beiden Proteinen nachweisen.

Dennoch schliet dies eine indirekte Interaktion keineswegs aus. Es ware
beispielsweise moglich, dass der funktionelle Zusammenhang zwischen DNAJC13
und ATG9A durch weitere Proteine vermittelt wird. Hier kdonnte man mehrere
potenzielle Mediatoren in Betracht ziehen, z.B. das Rab-GAP TBC1D5.

TBC1D5 besitzt zwei LIR-Domanen, Uber die es sowohl mit VPS29 des Retromer-
Komplexes als auch mit LC3B-II in der Membran des Autophagosoms assoziiert ist
(Popovic et al., 2012; Jia et al., 2016; Jimenez-Orgaz et al., 2018). Es reguliert nicht
nur die Assoziation des Retromer-Komplexes mit dem Endosom (Jia et al., 2016;
Jimenez-Orgaz et al., 2018), sondern ist auch fur die Bildung des Autophagosoms
unerlasslich und an der Regulation der autophagischen Aktivitat beteiligt, wobei beide
Funktionen durch die Interaktion von TBC1D5 mit Rab7A vermittelt werden (Popovic
et al., 2012; Kvainickas et al. 2019). Die Lokalisation von TBC1D5 wird durch die
autophagische Aktivitat bestimmt. Ist diese beispielsweise durch einen Hungerzustand
der Zelle erhoht, wird TBC1D5 vermehrt von Endosomen zu Autophagosomen
rekrutiert (Popovic et al., 2012). Dabei interagiert es mit ATG9A-Vesikeln, flr deren
Bildung der AP2-Komplex erforderlich ist, und fordert den Transport von ATG9A zur
PAS (Popovic et al., 2014). Gleichzeitig hat die verstarkte Assoziation von TBC1D5 mit
dem Autophagosom zur Folge, dass der Retromer-Komplex vermehrt zu der
endosomalen Membran rekrutiert wird, sodass bei einer Autophagie-Stimulation auch

der retrograde Transport zunimmt (Roy et al., 2017).

Ein direkter funktioneller Zusammenhang zwischen TBC1D5 und DNAJC13 ist bisher
noch nicht bekannt. Beide Proteine sind jedoch molekulare Schaltstellen, TBC1D5
zwischen dem autophagischen und dem endosomalen System und DNAJC13
zwischen dem endosomalen Abbau und retrograden Transport. Aufgrund ihrer
gemeinsamen Lokalisation am frihen Endosom und engen Assoziation mit dem
Retromer-Komplex ware denkbar, dass sich ein Knockout von DNAJC13 auch auf die
Aktivitat von TBC1D5 bzw. dessen Lokalisation auswirkt. Dies konnte sich z.B. in einer
reduzierten Translokation von TBC1D5 zur Phagophore auf’ern und somit den

Transport von ATG9A zur Phagophore beeintrachtigen.
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Ein weiterer potenzieller Mediator, der sowohl mit DNAJC13 als auch mit ATG9A
assoziiert ist, ist der WASH-Komplex. Auch dieser tragt mal3geblich zum Transport von
ATGO9A zur PAS bei (Zavodszky et al.,, 2014). Voraussetzung hierfur ist die
Rekrutierung des WASH-Komplexes zum Endosom durch Interaktion von VPS35 mit
dem C-Terminus der WASH-Komponente FAM21 (McGough et al., 2014; Zavodszky
et al., 2014). Zavodszky et al. zeigten in diesem Zusammenhang, dass in Zellen, die
die Parkinson-assoziierte VPS35(D620N)-Mutante exprimierten, der autophagische
Flux als Folge der gestorten WASH-Rekrutierung und damit des beeintrachtigten
ATGY9A-Transports reduziert war (Zavodszky et al., 2014). Auch DNAJC13 ist direkt
mit FAM21 assoziiert (Freeman et al. 2014) und kdnnte wie VPS35 an der Rekrutierung
des WASH-Komplexes zum Endosom beteiligt sein. Hierfur spricht, dass der WASH-
Komplex wahrscheinlich in derselben Mikrodomane am Endosom aktiv ist wie der
Retromer-Komplex. Dessen Lokalisation wird durch das System aus SNX1, DNAJC13
und HRS bestimmt, welches die Rekrutierung des ESCRT-0 und des Retromer-
Komplexes koordiniert (Popoff et al., 2009; Shi et al., 2009). Somit kdnnte ein Knockout
oder eine Mutation von DNAJC13 ahnliche Auswirkungen haben wie die D620N-
Mutation von VPS35 (Zavodszky et al., 2014).

Auch SNX4 ist ein Protein, das potenziell den funktionellen Zusammenhang zwischen
DNAJC13 und ATGO9A herstellen kdnnte. SNX4 koordiniert in Interaktion mit anderen
SNX-Proteinen ATG9A-haltige Membranen zur PAS und tragt so zur Reifung der
Phagophore bei. Dabei kolokalisiert es mit ATG9A am Recycling-Endosom, das eines
von mehreren Membranreservoirs im Autophagie-Netzwerk darstellt (Orsi et al., 2012;
Anton et al., 2020). Ravussin et al. konnten keine direkte Interaktion zwischen ATG9A
und SNX4 nachweisen, stellten jedoch die Hypothese auf, dass beide Proteine Teil
eines grofleren, Ubergeordneten Komplexes sein kdnnten (Ravussin et al., 2021). In
Anbetracht der Tatsache, dass SNX4 auch fiur den Transport von ATG9A von der PAS
zum TGN erforderlich ist, damit ATG9A einen erneuten Zyklus des Membrantransports
zur Phagophore durchlaufen kann (Ravussin et al., 2021), ware auch eine Beteiligung
des Retromer-Komplexes bzw. DNAJC13 an diesem Prozess denkbar.
Moglicherweise kdnnte die indirekte Interaktion zwischen DNAJC13 und ATG9A also

im Rahmen dieses Multiproteinkomplexes stattfinden.
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5.5 DNAJC13 st essenziell fur die Aufrechterhaltung endosomaler
Kompartimente bei Milieuanderungen

Der endosomale pH-Wert ist eine entscheidende Einflussgrof3e im Prozess der
endosomalen Degradation, da er im Verlauf der Reifung des Endosoms die einzelnen
Kompartimente voneinander abgrenzt. In der Entwicklung vom friihen bis zum spéaten
Endosom sinkt der endoluminale pH und definiert die jeweilige Funktion des
Endosoms (Yamashiro & Maxfield, 1984; Maxfield & Yamashiro, 1987). Wahrend das
leicht saure Milieu im frihen Endosom dazu beitragt, endozytierte Rezeptoren und
deren Liganden voneinander zu trennen, dient der saurere pH-Wert um 5,5 im spaten
Endosom bereits dem enzymatischen Abbau von endosomalem Cargo, der im
Lysosom bei einem pH-Wert um 4,5 schlieBlich fortgesetzt wird (Yamashiro &
Maxfield, 1984; Tjelle et al., 1996).

Festgelegt wird der jeweilige endoluminale pH-Wert durch die Kompartiment-
spezifische Struktur der membranstandigen V-ATPase, welche als Protonenpumpe
fungiert und deren Aktivitdt von der Anzahl miteinander assoziierter Vi- und Vo-
Doméanen abhangt (Yamashiro & Maxfield, 1984; Kane, 1995). Hemmt man die V-
ATPase durch Einsatz eines Inhibitors wie Bafilomycin A1, verhindert man nicht nur die
Ansauerung von Lysosomen, sondern greift auch in das endosomale Milieu ein,
sodass samtliche Reifungs- und Transportprozesse beeintrachtigt sind (Lafourcade et
al., 2008).

Mittels der angefertigten Immunfluoreszenzfarbungen verschiedener endosomaler
Marker sowie Retromer- und Autophagie-assoziierter Proteine konnte gezeigt werden,
dass ein Knockout von DNAJC13 das System anfalliger zu machen scheint und die
Auswirkungen einer endosomalen Dysfunktion, z.B. aufgrund einer Hemmung der V-
ATPase, aggraviert. Nur in den beiden DNAJC13-Knockout-Klonen kam es bei
Behandlung der Zellen mit Bafilomycin A: zur Bildung von gro3en Aggregaten, die
EEAL, den TfR und den M6PR, aber auch die Retromer-Proteine VPS35 und SNX1
und das autophagische Transmembranprotein ATG9A enthielten. All diese Proteine
verloren ihr disseminiertes Verteilungsmuster in der gesamten Zelle und ballten sich
in vereinzelten, kondensierten Konglomeraten zusammen. Auch die intrazellulare
Verteilung des TGN-Markers TGN46 und des Autophagie-assoziierten Proteins LC3B
anderte sich. Diese kolokalisierten nicht mit den anderen untersuchten

Markerproteinen, akkumulierten jedoch auch in raumlicher N&he des grol3en
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Aggregats. Der spezifische Effekt der inhibierten V-ATPase wurde durch Anwendung

eines zweiten Inhibitors, Concanamycin A, bestatigt.

Die Auswirkungen einer Erhohung des endosomalen pH-Werts in naiven Zellen auf
Marker des TGN sowie den M6PR wurden bereits durch Reaves und Banting
beschrieben. Sie zeigten, dass sowohl bei Behandlung der Zellen mit Chloroquin,
welches durch seine basischen Eigenschaften den endoluminalen pH-Wert in
Zellorganellen unspezifisch anhebt, als auch mit Bafilomycin A: die untersuchten TGN-
Marker auf Ebene des frihen Endosoms akkumulierten, was zu einer Veranderung
des intrazellularen Verteilungsmusters fihrte. Der M6PR akkumulierte unter
denselben Bedingungen (Reaves & Banting, 1994). Auch wenn nicht der Einfluss von
DNAJC13 untersucht wurde, bestatigt es dennoch die hier erhobenen Ergebnisse,
dass die Verteilung der untersuchten Proteine auch in den naiven Zellen bei

Bafilomycin A:-Behandlung bereits kondensierter war.

Dies konnte darauf zurtickzufihren sein, dass der saure pH-Wert im frihen Endosom
fur die Bildung von intraluminalen Vesikeln erforderlich ist, die schliel3lich den MVB
bzw. das spate Endosom bilden (Felder et al., 1990; Clague et al., 1994; Katzmann et
al., 2001). Wird die Ansauerung inhibiert, akkumuliert endosomaler Cargo wie der
M6PR oder auch der TfR im frihen Endosom. Somit konnte das in den
Immunfluoreszenzfarbungen nachgewiesene Aggregat am ehesten ein kollabiertes
frihes endosomales Kompartiment darstellen, welches auch die Retromer-
Komponenten VPS35 und SNX1 enthalt, da der Retromer-Komplex ebenfalls mit dem

frihen Endosom assoziiert ist.

Es gibt Hinweise darauf, dass sich eine eingeschrankte Ansduerung auch auf das
endosomale Recycling auswirkt. Sie verhindert den Transport von endosomalem
Cargo wie z.B. Transferrin zum Recycling-Endosom nicht ganzlich, geht jedoch mit
einer Verlangsamung des Prozesses einher (Johnson et al., 1993; Baravalle et al.,
2005). Erforderlich fiur das Recycling ist die Bildung endosomaler Tubuli, vermittelt
durch die Retromer-Komponente SNX1 in Interaktion mit DNAJC13 und dem WASH-
Komplex (Freeman et al. 2014). SNX1 und DNAJC13 definieren an der Membran des
frihen Endosoms Mikrodoménen fur den retrograden Transport, in denen SNX1 durch
Assoziation mit der Membran fur die Tubulibildung verantwortlich ist. Zugleich stellt
DNAJC13 das Bindeglied zwischen SNX1 und dem WASH-Komplex dar, welcher

endosomales Cargo in diesen Mikrodomanen bzw. Tubuli sammelt und so dem
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retrograden Transportweg zufiihrt (Popoff et al., 2009; Shi et al., 2009; Freeman et al.
2014; Norris et al., 2017).

Harbour et al. zeigten in diesem Zusammenhang, dass eine Hemmung der V-ATPase
durch Bafilomycin A: die SNX1-vermittelte Bildung von endosomalen Tubuli fast
vollstandig unterbindet (Harbour et al., 2012), was einen Erklarungsansatz fir den
Effekt von Bafilomycin A; auf endosomale Transportprozesse und insbesondere das

Recycling von endosomalem Cargo darstellt.

DNAJC13 hat ebenfalls Einfluss auf die Tubulibildung, indem es die Assoziation von
SNX1 mit der endosomalen Membran reguliert. Im Gegensatz zu Bafilomycin A; fuhrt
ein Knockdown von DNAJC13 zu einer gesteigerten Bildung von Tubuli, da SNX1
langer an der Membran des frihen Endosoms verbleibt (Freeman et al. 2014).
Kombiniert man die Auswirkungen einer Depletion von DNAJC13 mit denen einer
Bafilomycin A:-Behandlung, kénnte Bafilomycin A: den Tubuli-férdernden Effekt von
DNAJC13 vermindern, wahrend die Mobilitat von SNX1 und womdglich des gesamten
Retromer-Komplexes am friihen Endosom durch das Fehlen von DNAJC13
eingeschrankt sind. Dies konnte ebenfalls erklaren, warum Retromer-assoziierte
Proteine in den beobachteten Aggregaten akkumulierten und dariber hinaus, warum
Bafilomycin A: vor allem in den DNAJC13-Knockout-Zellen zum Kollaps des friihen

Endosoms fiihrte.

Daneben ist ATG9A ebenfalls Bestandteil des gebildeten Aggregats in Bafilomycin A;-
behandelten Knockout-Zellen. Grund hierflr kdnnte der intrazellulare Transportweg
dieses Proteins sein. ATG9A wird im rauen ER synthetisiert und gelangt anschlieRend
Uber das TGN zur Plasmamembran. Dort wird es endozytiert und wird tber das frihe
Endosom zum Recycling-Endosom transportiert, welches den Ausgangspunkt fur den
Membrantransport zur Phagophore darstellt (Ohashi & Munro, 2010; Longatti et al.,
2012; Zhen & Stenmark, 2023). Auch ATG9A durchlauft also den frihen endosomalen
Transportweg und koénnte dort akkumulieren, da der Transport zum Recycling-

Endosom durch Bafilomycin A: beeintrachtigt wird.

Hinzu kommt, dass auch DNAJC13 mit ATG9A assoziiert ist und insbesondere fur den
bidirektionalen Transport von ATG9A zwischen dem Recycling-Endosom und der
Phagophore von Bedeutung ist (Besemer et al., 2021). Es konnte bereits gezeigt
werden, dass diese Transportprozesse bei einem DNAJC13-Knockdown so

beeintrachtigt sind, dass der autophagische Flux abnimmt (Besemer et al., 2021,
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Swords et al., 2023). Auch dies kdnnte zu einer Akkumulation von ATG9A auf Ebene
des frihen Endosoms beitragen und demonstrieren, wie sich die Auswirkungen einer
Behandlung mit Bafilomycin A; und einer Depletion von DNAJC13 wechselseitig

verstarken.

Ist der ATGO9A-vermittelte Membrantransport gestort, hat das womoglich auch
Auswirkungen auf die Verteilung von LC3B. Am Recycling-Endosom kommt es
normalerweise zu einer Fusion von ATG9A- mit ATG16L1-Vesikeln (Puri et al., 2014).
ATG16L1 ist ein Bestandteil des E3-Ligase-Komplexes, der an der Lipidierung von
LC3B beteiligt ist (Ichimura et al., 2000; Hanada et al., 2007; Fujita et al., 2008). Die
Lokalisation von ATG16L1 an der Phagophore ist folglich von ATG9A abh&ngig. Ist
der ATGY9A-Transport unter Einfluss von Bafilomycin A: bzw. einem DNAJC13-
Knockout gestort, gelangt ATG16L1 nicht zusammen mit ATG9A zur Phagophore.
Eine Reduktion der Rekrutierung von ATG16L1 zur Phagophore bei einem Knockdown
von DNAJC13 wurde bereits beobachtet (Besemer et al., 2021). Dies kénnte die
Lipidierung und damit die Rekrutierung von LC3B zur PAS negativ beeinflussen und
somit auch das intrazelluléare Verteilungsmuster von LC3B verandern, sodass es sich
in der Nahe des Aggregats ansammelt. Zugleich wird der lysosomale Abbau von
bereits lipidiertem LC3B-1l durch Bafilomycin A inhibiert, was zu einem Auflaufen des

Proteins und zu einem verstarkten Fluoreszenzsignal fuhrt (Klionsky et al. 2016).

Die aus den Immunfluoreszenz-Versuchen abgeleiteten Ergebnisse sprechen folglich
dafur, dass DNAJC13 eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der endosomalen
Kompartimentierung spielt, insbesondere wenn dieses durch Faktoren wie die
Veranderung des pH-Werts beeinflusst wird. Dartber hinaus liel3 sich
interessanterweise ein Recovery-Effekt in DNAJC13-Knockout-Zellen feststellen,
welche mittels Transfektion des entsprechenden Plasmids das Protein DNAJC13
wieder exprimierten. Die Wiederaufnahme der DNAJC13-Expression konnte die
Auswirkungen der Bafilomycin A:;-Behandlung so effektiv kompensieren, dass die
intrazellulare Verteilung der untersuchten Proteine wieder weitgehend der in den
naiven Zellen entsprach. In den transfizierten Zellen waren die vereinzelten
endosomalen Aggregate nicht mehr nachweisbar, stattdessen waren sowohl die
Retromer-assoziierten Proteine SNX1 und VPS35 als auch ATG9A wieder
disseminiert in der Zelle verteilt. Der Effekt eines DNAJC13-Knockouts kdnnte also

potenziell reversibel sein.
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In diesem Zusammenhang war eine weitere relevante Beobachtung, dass sich
bezlglich des Recovery-Effekts Unterschiede zwischen einer Transfektion des
DNAJC13-Wildtyps und der Parkinson-assoziierten N855S-Mutante feststellen lie3en.
In DNAJC13-Knockout-Zellen, die mit der Mutante transfiziert worden waren, blieben
die Aggregate weiterhin bestehen, was darauf hinweist, dass das endosomale Milieu
und somit die Kompartimentierung des endosomalen Systems nicht oder zumindest
nicht ausreichend wiederhergestellt werden konnten. Dies konnte einen weiteren
pathophysiologischen Mechanismus darstellen, tber den die N855S-Mutante zur
Krankheitsentstehung beitragt. Eine verminderte Fahigkeit der Mutante, den Effekt
einer Anderung des endosomalen pH-Werts oder womdglich auch weiterer
Milieufaktoren zu kompensieren, konnte z.B. mit einer erhdhten Vulnerabilitat von
Neuronen gegenuber &ufRReren Einflissen einhergehen. Sind folglich in den
betroffenen Zellen das endosomale bzw. autophagische Degradationssystem
beeintrachtigt, wirde dies die Akkumulation aggregationsanfalliger Proteine wie a-

Synuklein im Rahmen der Parkinson-Erkrankung begtnstigen.
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Abbildung 22: Einfluss der Bafilomycin Ai-Behandlung und der Depletion von DNAJC13 auf
verschiedene Proteine im endosomalen und autophagischen System. Bafilomycin Ax
beeintrachtigt insbesondere in DNAJC13-Knockout(KO)-Zellen die Aufrechterhaltung endosomaler
Subdomanen sowie die endosomale Reifung. Dadurch kommt es zu einer Akkumulation verschiedener
Proteine des endosomalen und autophagischen Systems im friihen endosomalen Kompartiment, u.a.
VPS35 und SNX1 als Retromer-assoziierte Proteine, der M6PR und TfR als Cargoproteine und ATG9A.
Der Knockout von DNAJC13 beeintrachtigt die Mobilisation von ATG9A zur Phagophore und hemmt die
Dissoziation von SNX1 von der Membran des friihen Endosoms, wahrend Bafilomycin A; den damit

einhergehenden Tubuli-férdernden Effekt von SNX1 vermindert (verandert nach Hasegawa et al.,
2017).
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6 Zusammenfassung

DNAJC13 ist eines von bisher 23 identifizierten Proteinen, das bei Vorliegen einer
Mutation mit der heterogenen Gruppe der familidren Parkinson-Syndrome assoziiert
wird, die sich in ihren Vererbungsmodi und klinischen Auspragung unterscheiden. Um
die Rolle von DNAJC13 im endosomalen und autophagischen System bzw. die
Auswirkungen  der  Parkinson-assoziierten =~ DNAJC13(N855S)-Mutante  zu
charakterisieren, wurden verschiedene Versuche mithilfe zellbiologischer,
biochemischer und molekulargenetischer Methoden durchgefiihrt. Aufbauend auf den
Ergebnissen von Besemer et al. konnte gezeigt werden, dass eine Depletion von
DNAJC13 mit einer signifikanten Reduktion des autophagischen Flusses einhergeht
(Besemer et al., 2021). Auf die Spiegel von Proteinen des endosomalen bzw.
autophagischen Systems hatte der Knockout von DNAJC13 dabei keinen Einfluss,
weder unter basalen noch unter Autophagie-stimulierenden Bedingungen. Der
verminderte autophagische Flux in Abwesenheit von DNAJC13 hat eine gesteigerte
Aggregation krankheitsassoziierter Proteinen zur Folge, was exemplarisch anhand der
ALS-assoziierten SOD1(G85R)-Mutante im Rahmen einer Zentrifugation-basierten
Fraktionierung nachgewiesen werden konnte. Die DNAJC13(N855S)-Mutante selbst

zeigte kein gesteigertes Aggregationsverhalten.

Vor dem Hintergrund der Ergebnisse von Besemer et al., welche zeigten, dass
DNJAC13 mal3geblich fur den intrazellularen Transport von ATG9A erforderlich ist
(Besemer et al., 2021), wurden beide Proteine auf eine mogliche funktionelle oder
direkte Interaktion untersucht. Eine Kompensation des Fehlens von DNAJC13 durch
eine Uberexpression von ATG9A und somit eine Steigerung des autophagischen
Fluxes in den Knockout-Zelllinien konnte nicht nachgewiesen werden. Darlber hinaus
ergab die durchgefiihrte Co-Immunpréazipitation keine direkte Interaktion zwischen
DNAJC13 und ATGY9A, was darauf hindeutet, dass DNAJC13 entweder vermittelt
durch andere Proteine oder durch eine gestorte Integritit der endosomalen
Kompartimente den zellularen ATG9A-Transport beeinflusst. Mithilfe von
Immunfluoreszenzfarbungen konnte gezeigt werden, dass das Fehlen von DNAJC13
insbesondere bei Veranderung des endosomalen pH-Werts Auswirkungen auf das
endosomale und autophagische System hat. Bei einer Stérung der Ansduerung der
endosomalen Kompartimente konnte in DNAJC13-Knockout-Zellen die Integritat der

endosomalen Subdomanen nicht aufrechterhalten werden. Interessanterweise konnte
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dieser Phanotyp durch die Expression des DNAJC13-Wildtyps, nicht aber durch die
DNAJC13(N855S)-Variante kompensiert werden.

Mit zunehmender Kenntnis Uber die vielfaltigen Funktionen von DNAJC13 wird
deutlich, dass die Rolle dieses Proteins in intrazellularen Transport- und
Degradationsprozessen weitreichender ist, als bisher angenommen und tber dessen
Assoziation mit dem Retromer- und WASH-Komplex hinausgeht. DNAJC13 ist nicht
nur in das endosomale System eingebunden, sondern spielt auch fur die Autophagie
eine wesentliche Rolle, insbesondere Uber die Beeinflussung der Lokalisation von
ATG9A, wobei die Art der Interaktion dieser beiden Proteine noch weiter zu

untersuchen ist.

Als Parkinson-assoziiertes Protein ist die Charakterisierung der Funktion von
DNAJC13 von besonderer Bedeutung. Die hier dargestellten Ergebnisse sollen einen
Beitrag zur Aufklarung der Pathogenese der Parkinson-Erkrankung und woméglich
auch weiterer neurodegenerativer Krankheiten leisten, welche auf einer dysregulierten
Proteinhomoostase und somit einer Akkumulation von Proteinen wie a-Synuklein
beruhen. Ein besseres ganzheitliches Verstandnis der involvierten intrazellularen
Prozesse ebnet den Weg flr spezifischere, effektivere und in Zukunft vielleicht sogar

kausale Therapieméglichkeiten im Hinblick auf neurodegenerative Erkrankungen.
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