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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Das Parkinson-Syndrom

Im Jahr 1817 beschrieb der englische Arzt James Parkinson in seinem ,,Essay iiber die
Schiittellahmung* erstmalig den Morbus Parkinson (MP) (Parkinson, 1817). Das Parkinson-
Syndrom (PS) ist definiert als Symptomkomplex aus Bradykinese oder Akinese
einhergehend mit einem der folgenden Kardinalsymptome: Posturale Instabilitit, Rigor und
Ruhetremor. Begleitend zeigen Patienten! hiufig eine autonome, emotionale und kognitive
Symptomatik. Als pathologisches Korrelat der motorischen Symptomatik wird der
Untergang dopaminerger Neurone in der Substantia nigra pars compacta (SNc) akzeptiert
(Hirsch, Graybiel und Agid, 1988), durch den ein Dopaminmangel in der nigrostriatalen
Projektion entsteht (Lang und Lozano, 1998). Atiologisch lisst sich das PS neben priméren
(MP), sekundiren und atypischen Formen in einen hereditdren Subtyp unterteilen (Bloem,
Okun und Klein, 2021). Diese monogenen Formen scheinen ungefdahr 14 % aller PS-Fille
auszumachen (Skrahina et al., 2021) und konnen sich klinisch bereits im frithen
Erwachsenalter als sog. early onset parkinson’s disease (EOPD) manifestieren (Kasten et
al., 2018) (Tab. 2). Zu den monogenen Formen z&hlt u.a. das phosphatase and tensin
homolog (PTEN)-induced kinase 1 (PINKI)-assoziierte PS, das den zentralen Bestandteil

dieser Arbeit darstellt. Es handelt sich um eine seltene genetische Form mit einer Prévalenz

Tab. 2.: Ausgewiihlte monogene Parkinsonformen (Marras ef al., 2016)

Gen Klinische Hinweise Erbgang
PARK-DJ-1 EOPD AR
PARK-Parkin EOPD:; oft mit Dystonie, oft in einer unteren Extremitit AR
PARK-PINK1  EOPD; hiufig mit psychiatrischen Symptomen AR
PARK-SNCA Missense-Mutation mit PS; Duplikation/Triplikation mit AD
EOPD und Demenz
PARK-LRRK2 PS; LOPD AD
PARK-VPS35  PS; LOPD AD

AD - autosomal dominant; AR — autosomal rezessiv; EODP — early-onset Parkinson’s disease; LODP — late-
onset Parkinson’s disease; LRRK?2 — leucine-rich repeat kinase 2; PINK1— PTEN-induced putative kinase 1;
PS — Parkinson-Syndrom; SNCA — a-Synuclein; VPS35 — vacuolar protein sorting 35

! Aus Griinden der besseren Lesbarkeit wird in dieser Arbeit das generische Maskulinum verwendet. Die
verwendeten Personenbezeichnungen beziehen sich auf alle Geschlechter, insofern dies nicht anderweitig
spezifiziert wird.
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von 4 - 7% in sporadischem EOPD (Kim und Alcalay, 2017). Zur Behandlung des PS stehen
bisher lediglich symptomatische Therapien zur Verfiigung. Diese bestehen grob umrissen
aus pharmakologischen und neurochirurgischen MaBnahmen. Die pharmakologische
Behandlungsform fiihrt zu Beginn der Therapie zu einer guten Symptomkontrolle. Mit
zunehmender Therapiedauer tritt jedoch eine Habituation gegeniiber den Medikamenten ein

(Bloem, Okun und Klein, 2021).

1.2 Die mitochondriale Dysfunktion und das Parkinson-Syndrom

Durch das Auftreten eines PS bei jungen Heroinabhingigen durch das Nebenprodukt
1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP) wurde ein erster Bezug zur
mitochondrialen Beteiligung im PS postuliert (Davis et al.,, 1979). MPTP inhibiert in
dopaminergen Neuronen den Komplex-I der Atmungskette (ETK) (Singer ef al., 1988). Ein
dysfunktionaler Komplex-I vermindert die ATP-Produktion (Singer ef al., 1988) und senkt
die Freisetzung von Dopamin (Kitada et al., 2007). In PINKI-assoziertem PS steigert der
assoziierte Einbruch des mitochondrialen Membranpotentials die Freisetzung von
Cytochrom C (Morais et al, 2009) und leitet die Autophagozytose der defekten
Mitochondrien (Mitophagie) ein (Vives-Bauza et al., 2010) (Abb. 1).

Die gesteigerte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) durch defekte Mitochondrien
wird als wesentliche Ursache fiir den oxidativen Schaden im Rahmen des PS angesehen
(Dias, Junn und Mouradian, 2013) (Abb. 1). Bei ROS handelt es sich um eine Gruppe
besonders reaktiver, sauerstoffhaltiger chemischer Verbindungen (u.a. H-O», O2.", HO"), die

in der Lage sind, so gut wie jedes biologische Makromolekiil oxidativ zu schidigen (Perier

TBeschédigung von DNA,

Proteinen & Lipiden

iDopamin- —
Freisetzung 4 Apoptoseanfilligkeit

TOXidativer Stress
ATP- Dysregulierte
lProduktion Calcium-Homoéostase Cytochrom C
Freisetzung

o2
o Mitochondrialer Schaden —
Dysfunktionaler Mitochondriales
Komplex-I Membranpotential

Umweltfaktoren, Genmutationen fMitophagie
(z.B. PINK1, Parkin), Alter

Abb. 1: Faktoren und Konsequenzen der mitochondrialen Dysfunktion im Rahmen der Atiopathogenese

des Morbus Parkinson (adaptiert nach Surmeier, Obeso und Halliday, 2017)
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und Vila, 2012) (Abb. 1). Der Komplex-I scheint der Hauptverursacher der ROS zu sein
(Brand et al., 2004). Die Superoxiddismutase 2 (SOD2) ist mafigeblich am Abbau der ROS
beteiligt und kommt exklusiv in Mitochondrien vor (Zelko, Mariani und Rodney, 2002). Im
Sinne eines Kompensationsmechanismus fiir den oxidativen Stress scheint die Aktivitdt der
SOD2 im Gewebe der Substantia nigra von Parkinson-Patienten erh6ht zu sein (Saggu et al.,
1989). In neurodegenerative Krankheiten involvierte Neurone sind aufgrund geringer
bioenergetischer ~ Reservekapazitit  (Nicholls, = 2008) und  charakteristischer
zytomorphologischer Konstitution (Braak ef al., 2004; Bolam und Pissadaki, 2012)
besonders anfillig gegeniiber dysfunktionalen Mitochondrien (Abb. 1). Von allen bisher
erforschten vulnerablen Neuronen, weisen die dopaminergen Neurone der SNc das hochste
basale Niveau an mitochondrialem oxidativen Stress und freier zytosolischer Calcium-
Konzentration auf (Surmeier, Obeso und Halliday, 2017).

Im Rahmen dieser Arbeit wird im néchsten Unterkapitel gesondert auf das Gen PINKI und

die damit in Verbindung stehende mitochondriale Dysfunktion eingegangen.

1.3 Die Rolle von PINK]I in der mitochondrialen Dysfunktion
PINK]I besteht aus acht Exons, die das 581-Aminoséduren-lange Protein PINK1 kodieren
(Valente et al., 2004). N-terminal befindet sich eine mitochondrial targeting sequence

(MTS), gefolgt von einer transmembrane domain (TM) und einer C-terminalen Serin-

Threonin-Kinase-Domine (Valente et al., 2004) (Abb. 2).

- -

i

34 94 11I 0 156 599 5?1
1 ! 1 1
\J ) \J 1

A103 - F104
Abb. 2.: Schematischer Aufbau des Proteins PINK1 (adaptiert nach Kawajiri et al., 2011)
Am N-Terminus befindet sich die MTS-Doméine und am C-Terminus die Proteinkinase-Doméne. Dazwischen
liegt die TM-Doméne. Die Protease PARL durchtrennt PINK1 zwischen den Aminoséduren A103 und F104.
MTS — mitochondrial targeting sequence; PARL — presenilin-associated rhomboid-like protein; PINK1 —

phosphatase and tensin homolog (PTEN)-induced kinase 1; TM — transmembrane domain

PINKI ist fiir die Aktivitit des Komplex-I essentiell, da es die Phosphorylierung von S250
in der Komplex-I-Untereinheit NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit A10 (NdufA10)
durchfiihrt. Dies befdhigt den Komplex-I zur Reduktion von Ubichinon und garantiert auf
diese Weise den Elektronfluss innerhalb der ETK. Bei dysfunktionalem PINKI und
unphosphorylierter NdufA10-Untereinheit wird entsprechend eine ATP-Depletion
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beobachtet (Morais et al., 2014). Ebenso reduziert eine dysfunktionale Kinase-Doméne {iber
bislang unklare Reaktionsschritte die Induktion der SOD2 und steigert den oxidativen Stress
(Chien et al., 2013).

PINK1 ‘Q& Parkin

®

: ®

Q’ y Ubiquitin \ S\Q
TOM ta OMM-Protein ‘ I - ‘ }
worm T e,

\ MPP B- \ MPP

Abb. 3.: Schematische Darstellung des PINK1-Parkin-Signalwegs an Mitochondrien (adaptiert nach
Pickrell und Youle, 2015)

A. 1) Bei regulirem MMP transloziert die TM von PINK1 zu der IMM. 2) Dort durchtrennen Proteasen die
MTS und die TM-Doméne. Das gespaltene PINK1 wird konsekutiv in das Zytosol freigesetzt und 3) der
proteasomalen Degradation zugefiihrt.

B. 1) Bei reduziertem MMP erfolgt keine Spaltung von PINK1. 2) PINK1 phosphoryliert sich und 3) Ubiquitin-
Molekiile von bereits ubiquitinylierten OMM-Proteinen. 4) Diese Schritte stimulieren die Rekrutierung von
Parkin und das Verlassen der autoinhibitorischen Konformation von Parkin. Die PINKI-vermittelte
Phosphorylierung von Parkin an S65 in der UBL-Domaéne stabilisiert dessen Ubiquitin-Ligase-Aktivitét.
IMM - innere mitochondriale Membran; IMR - Intermembranraum; MMP — mitochondriales
Membranpotential, MPP — mitochondrial processing peptidase; MTS — mitochondrial targeting sequence;
OMM - &uBlere mitochondriale Membran; PARL — presenilin-associated rhomboid-like protein; PINK1 —
phosphatase and tensin homolog (PTEN)-induced kinase 1; TIM — translocase of the inner membrane complex;
TM — transmembrane domain; TOM — translocase of the outer membrane complex; UBL — ubiquitin-like

domain

PINKI iiberwacht die Integritit des mitochondrialen Netzwerks (Pickrell und Youle, 2015)
und leitet zusammen mit Parkin die Mitophagie ein (Vives-Bauza et al., 2010) (Abb. 3).
Hierbei handelt es sich um eine Unterform der Phagozytose, die dysfunktionale
Mitochondrien erkennt, diese selektiv degradiert (Youle und Narendra, 2011) und so dem
neuronalen Zelluntergang entgegenwirkt (Palikaras, Lionaki und Tavernarakis, 2018). Bei
regulirem MMP wird PINK 1 an funktionalen Mitochondrien durch Proteasen gespalten und
ins Zytosol freigesetzt, wodurch die Mitophagie verhindert wird (Greene et al., 2012;
Yamano und Youle, 2013) (Abb. 3). Beit MMP-Reduktion bleibt PINK1 intakt (Okatsu et
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al.,2013) und rekrutiert Parkin zum dysfunktionalen Mitochondrium (Narendra et al., 2008,
2010), wo ein positives Feedback entsteht, das die Mitophagie fordert (Abb. 3) (Ordureau et
al., 2014).

Mitochondrien sind dynamische Organellen, die sich fortwdhrend Fusions- und
Fissionszyklen unterziehen und ein zelldurchspannendes, tubuldres Netzwerk ausbilden.
Dieses Netzwerk wird durch ein ausgekliigeltes System reguliert, das auf einem fragilen
Gleichgewicht zwischen mitochondrialer Fusion und Fission basiert. Grundsitzlich kénnen
zwei oppositiondre Netzwerkformen mit einem hyperfusionierten, langstreckig-tubuléren
Netzwerk bei uneingeschrénkter Fusion einerseits und einem hyperfragmentierten Netzwerk
bei uneingeschriankter Fission andererseits unterschieden werden (Wai und Langer, 2016).
Aus physiologischer Sicht scheint die Fission der Sequestrierung mutierter mitochondrialer
DNA, der Segregation dysfunktionaler Mitochondrien aus dem mitochondrialen Netzwerk
und durch fissionsbedingte GroBenreduktion der Mitochondrien der Erleichterung der
Mitophagie zu dienen (Twig und Shirihai, 2011). PINK1 stimuliert durch eine direkte und
essentielle Phosphorylierung des pro-Fission-Protein Drpl an S616 die mitochondriale
Fission (Han et al., 2020).

Als pro-Fusion GTPasen regulieren Mitofusin 1 und 2 (Mfn1 und Mfn2) an der OMM bzw.
optic atrophy 1 (Opal) an der IMM die mitochondriale Fusion (Wai und Langer, 2016). Die
Fusion von Mitochondrien dient dem Austausch von Matrixmetaboliten, mitochondrialer
DNA-Kopien und Membrankomponenten und erschwert die Mitophagie (Twig und Shirihai,
2011). Mitochondrien mit dissoziiertem Membranpotential scheinen seltener zu fusionieren.
Diese Selektivitdt der Fusion wird als wichtiger Garant filir die zellulire Homoostase
gewertet, da die Fusion von intakten und dysfunktionalen Mitochondrien die Ausbreitung
mitochondrialer Defekte erhohen wiirde (Mouli, Twig und Shirihai, 2009; Twig und
Shirihai, 2011). Der PINK 1-Parkin-Signalweg inhibiert iiber die Aktivierung von Parkin die
mitochondriale Fusion, da Parkin Mfnl und Mfn2 ubiquitinyliert und so dem Proteasom
zufiihrt (Tanaka et al., 2010). Holistisch betrachtet, kippt der PINK 1-Parkin-Signalweg das
Gleichgewicht durch Stimulierung der Fission und Hemmung der Fusion in Richtung der
Fission.

Mitochondrial Rho (Miro) ist eine GTPase der OMM, die einen anterograden axonalen
Transport der Mitochondrien garantiert (Guo et al., 2005). PINK1 phosphoryliert Miro an
S156 und leitet zusammen mit Parkin die Degradierung durch das Ubiquitin-Proteasom-
System ein (X. Wang et al., 2011; Liu et al., 2012). So verhindert PINK1 den Transport und
die Ausbreitung dysfunktionalen Mitochondrien innerhalb der Zelle. Gleichzeitig erhoht die
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verminderte Mobilitit der Mitochondrien die Wahrscheinlichkeit der Mitophagie (Twig et
al., 2008; Twig und Shirihai, 2011).

Alternativ zu der Degradierung eines ganzen Mitochondriums im Rahmen der Mitophagie,
besitzt PINK1 die Fahigkeit, defekte mitochondriale Proteine zu sequestrieren (Soubannier
et al., 2012; McLelland et al., 2014). Als Folge von oxidativem Stress entstechen mit der
beschéidigten Fracht beladene Vesikel, sog. mitochondrial-derived vesicles (MDV), von der
mitochondrialen Membran aus (McLelland et al., 2014). Diese MDVs werden PINK1- und
Parkin-abhingig den Lysosomen zur Degradierung zugefiihrt (McLelland et al., 2014).

1.4 Ceramid und das Parkinson-Syndrom

Ungefdhr 50 % des Trockengewichts des Gehirns ldsst sich auf dessen Lipidgehalt
zurlickfithren. Somit stellt das Gehirn nach dem Fettgewebe das Organ mit der hochsten
Lipidkonzentration dar (Hamilton et al., 2007). Das Sphingolipid Ceramid riickt dabei
immer weiter in den Forschungsfokus (Plotegher et al., 2019; Vos, Klein und Hicks, 2023),
u.a. da MP-Patienten erhdhte Sphingolipidspiegel nachweisen (Mielke et al., 2013).

@ B
de-novo-Stoffwechselweg Sphingomyelin-Hydrolyse-Stoffwechselweg
Palmitoyl-CoA + Serin Sphingomyelin
Serin-Palmitoyltransferase | —— lace® Sphingomyelinsynthase] Sphingomyelinase
3-Ketosphinganin ’
‘L Cerebrosidase -
3-Keto-Sphinganinreductase —— b Ceramid ——— GIUCOSYI —> Gangliosid
ceramid
‘ T GlcCer-Synthase
Sphinganin j
Dihydroceramid-
Ceramidsynthase dehydrogenase Ceramidase | | Ceramidsynthase
Dihydroceramid Q Sphingosin
salvage-Stoff- 4
wechselweg

Sphingosinkinase | | Sphingosin-1-P-Phosphatase
\4

Sphingosin-1-P

Abb. 4.: Illustration der verschiedenen Ceramid-Stoffwechselwege und Ansatzpunkt von lace®
Ersichtlich sind die Edukte, Produkte und die beteiligten Enzyme der Ceramid-Synthese. Die hypomorphe
Mutation lace® reduziert die Aktivitit der Serin-Palmitoyltransferase. CoA — Coenzym A; GlcCer-Synthase —
Glucosylceramidsynthase; Sphingosin-1-P — Sphingosin-1-Phosphat

Als Grundbaustein aller Sphingolipide spielt Ceramid eine zentrale Rolle im

Sphingolipidmetabolismus (Patwardhan, Beverly und Siskind, 2015) (Abb. 4). Die Ceramid-

16



Einleitung

Synthese wird hauptsédchlich von drei Stoffwechselwegen libernommen: dem de-novo-
Stoffwechselweg, dem Sphingomyelin (SM)-Hydrolyse-Stoffwechselweg und dem salvage-
Stoffwechselweg (Abb. 4) (Plotegher et al, 2019). Die Reaktionen des de-novo-
Stoffwechselweg finden auf der zytoplasmatischen Seite des glatten endoplasmatischen
Retikulums (sER) (Mandon et al., 1992) sowie in den Mitochondrien statt (Bionda ef al.,
2004). Der erste und gleichzeitig geschwindigkeitsbestimmende Schritt besteht in der
Synthese von 3-Ketosphinganin aus Palmitoyl-CoA und Serin durch die Serin-
Palmitoyltransferase (SPT) (Schilling et al., 2013). Die SPT wird durch die Gene serine
palmityoltransferase, long chain base subunit 1 (SPTLCI) und serine palmityoltransferase
long chain base subunit 2 (SPTLC2) kodiert und setzt sich aus den gleichnamigen
Untereinheiten zusammen. In Drosophila (D.) melanogaster wird das SPTLC2-Monomer
durch das Ortholog lace kodiert (Adachi-Yamada et al., 1999; Goyal et al., 2019). Lace-
Mutationen in D. melanogaster fithren zu morphologischen und funktionellen Defiziten von
Synapsen (West et al., 2018) und zu einer signifikant reduzierten Ceramid-Produktion
(Goyal et al., 2019). Diese Arbeit beschéftigt sich mit den Auswirkungen der hypomorphen
Punktmutation lace® (Goyal et al., 2019) bei pinkI-Mutation.

Der MP wird mit einer Dysregulation der Apoptose in Verbindung gebracht (Mattson,
2000). Bei der Apoptose handelt es sich eigentlich um einen essentiellen und kontrollierten
Vorgang zur Entfernung dysfunktionaler Zellen. Mitochondrien konnen eine zentrale
Stellung in der Apoptose einnehmen. Diverse zytotoxische Reize, wie z.B. oxidativer Stress,
fihren zur Stimulierung proapoptotischer Proteine und initileren durch die
Permeabilisierung der OMM die Freisetzung von Cytochrom C in das Zytosol und so
schlieBlich die Aktivierung von Effektorcaspasen. Ceramid kann die Apoptose auf
unterschiedlichen Wegen induzieren, zu denen auch der Zusammenschluss zu Cytochrom-
C-freisetzenden Kanélen (ceramide channels) zahlt (Siskind, Kolesnick und Colombini,
2002). Ein spezifischer Ceramid-Pool in Mitochondrien kann ebenfalls die Einleitung der
Apoptose auslosen (Birbes et al., 2001). Durch Inhibition des Komplex-I, -IIT und -1V der
ETK lost Ceramid eine vermehrte ROS-Produktion in Mitochondrien aus (Di Paola, Cocco
und Lorusso, 2000). Die Produktion von ROS stellt einen bedeutenden Faktor der Ceramid-
vermittelten Apoptose dar (Andrieu-Abadie et al., 2001). Zusitzlich fiihrt die Ceramid-
induzierte ROS-Produktion zum Zusammenbruch des MMP (Quillet-Mary et al., 1997).
Bei der Mitophagie handelt es sich um eine Unterform der Autophagozytose (Lemasters,
2005). Die sich ausbildende Isolationsmembran (Phagophor) verbindet sich mediiert durch
microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3 (LC3)-phosphatidylethanolamine
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conjugate (LC3-II) mit an mitochondriale Ubiquitinketten gebundenen Autophagie-
Rezeptoren (Nguyen, Padman und Lazarou, 2016) (Abb. 5). Durch Fusion des
Autophagosoms mit Lysosomen wird das defekte Mitochondrium degradiert (Vives-Bauza
et al., 2010) (Abb. 5). Cis-Ceramid 16st die Mitophagie durch Stimulation der LC3-II-
Produktion und durch direkte Bindung des LC3-II-Autophagosoms durch in der OMM-
verankertes Cis-Ceramid aus (Sentelle et al., 2012).

A6
Ngg,.\?. &

L =lysosom ¢ =~ =LC3 L/(/ =LC3-ll \/ = Autophagierezeptoren ? = Ubiquitinketten

Abb. 5.: Schematische Darstellung der Formation eines Autophagosoms im Rahmen der Mitophagie
LC3 wird im Zytosol anhand diverser Enzyme zu LC3-II konjugiert und kann anschlieend als Adapter
zwischen dem Phagophor und an Ubiquitinketten gebundene Autophagierezeptoren fungieren. Dies ermdglicht
durch schrittweisen Schluss des Phagophors die Ausbildung eines Autophagosoms um das defekte
Mitochondrium. Die Fusion von Lysosomen mit dem Autophagosom leitet die Degradierung ein.

Atg — autophagy-related, LC3 — microtubule-associated proteins 14/1B light chain 3; LC3-11 — LC3-

phosphatidylethanolamine conjugate

1.5 Der pinkl-Phéanotyp in Drosophila melanogaster

D. melanogaster ist ein etabliertes und potentes Modell in der genetischen Forschung, das
als Modellorganismus diverse Vorteile mit sich bringt. Die geringe Grofle ermdglicht es,
Tiere auf geringem Raum mit geringen Kosten zu halten (Guo, 2012). Bei einer
Generationszeit von lediglich 10 Tagen und einer Lebenspanne von ungefahr 60-80 Tagen
(Guo, 2012), in der weibliche Organismen bis zu 2000 Eier legen (Jennings, 2011), wird der
Grundstein fiir ein schnelles Voranschreiten der Forschungsarbeiten gelegt.

Unabhingig voneinander erzielten drei Forschungsgruppen durch den Nachweis der linearen
Interaktion zwischen Parkin und Pinkl in D. melanogaster einen Durchbruch in der
Erforschung des genetischen EOPD (Clark et al., 2006; Park et al., 2006; Yang et al., 2006).
Morphologisch weisen pink/-Mutanten eine atypische Ausrichtung der Fliigel und einen

deformierten Thorax auf. Der indirekte Flugmuskel degeneriert apoptotisch und es tritt ein
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deutlicher Verlust der Flugfédhigkeit und Klettergeschwindigkeit auf. Im Vergleich zu den
Kontrollen ist die Lebensspanne reduziert. Ménnliche Individuen sind steril (Clark et al.,
2006; Park et al., 2006). Auf Ebene der Mitochondrien weisen pink/-Mutanten eine
reduzierte Aktivitit des Komplex-I der ETK einhergehend mit einer Reduktion des MMP
(Morais et al., 2009) und der ATP-Produktion auf (Clark et al., 2006; Park et al., 2006; Yang
et al., 2006; Morais et al., 2009). Elektronenmikroskopisch zeigen sich vergroBerte
Mitochondrien in dopaminergen Neuronen (Park et al., 2006) und im indirekten Flugmuskel
immens geschwollene Mitochondrien (Park et al, 2006; Yang et al., 2006) bzw. stark
fragmentierte Cristae (Clark et al., 2006). Gegeniiber der Exposition mit oxidativem Stress

weisen die pinkl-Mutanten eine gesteigerte Vulnerabilitdt auf (Clark et al., 20006).

1.6 Zielsetzung

Das tlibergeordnete Ziel dieser Arbeit besteht in der Analyse der Interaktion von Pink1 und

Ceramid. Die Lipidanalyse von Pink[-mutierten mouse embryonic fibroblasts (MEFs) zeigte

erhohte Ceramid-Spiegel (Vos et al., 2017) und verbindet so die Themengebiete der

Neurodegeneration und des dysregulierten Fettstoffwechsels. Interessanterweise stieg der

ATP-Gehalt in pink1?°-mutanten D. melanogaster durch pharmakologische Hemmung der

SPT mit Myriocin (Vos et al.,2021). Nach diesen ersten vielversprechenden Resultaten stellt

sich nun die Frage nach der Erforschung dieser Erkenntnisse in vivo durch genetische

Intervention:

i. Die Ceramid-Spiegel sollen anhand der heterozygoten Einfiihrung der hypomorphen
Mutation lace® in das Genom der pinkl-mutierten D. melanogaster gesenkt werden.
Mutationen von lace fithren zu einer verminderten Expression der SPT — dem ersten
und  gleichzeitig  geschwindigkeitsbestimmenden = Enzym  des  de-novo-
Stoffwechselwegs und zu erniedrigten Ceramid-Spiegeln (Goyal et al., 2019). In der
vorliegenden Arbeit erfolgt keine direkte Messung der Ceramid-Spiegel, da eine
Reduktion der Ceramid-Spiegel aus den beschriebenen Vorarbeiten abgeleitet wird
(Goyal et al., 2019; Vos et al., 2021).

ii. Da die pinkl-Mutation und die Ceramid-Akkumulation dhnliche Auswirkungen auf die
mitochondriale Funktion aufweisen, soll untersucht werden, ob die Reduktion von
Ceramid die Funktionalitit der Mitochondrien in pinkl-mutanten D. melanogaster
optimiert. Hierzu werden die Funktionsweise der ETK anhand der ATP-Produktion, der

Komplex-I-Aktivitit sowie der Flugfahigkeit von D. melanogaster untersucht. Fiir die
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Analyse des oxidativen Stresszustandes wird die ROS-Produktion, die SOD2-
Expression, der Carbonylgruppengehalt in Proteinen sowie die mitochondriale

Aggregation erforscht.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien
2.1.1 Gerite
Tab. 3.: Verwendete Geriite
Gerit Bezeichnung Hersteller
-80 °C Schrank Forma 88000 Series Thermo Fisher Scientific,

25 °C Inkubator

Geldokumentationssystem

Dispenser
Eismaschine
elektronisches Rithrwerk

Fluoreszenzmikroskop

Folienschweif3gerit

Kochplatte

Kombi-Vortex-Zentrifuge

Konfokalmikroskop

Magnetriihrer

Mikroplatten-Leser

Mikroskop
Mikroskoplampe
pH-Meter
Pipette

Pipetten

Cooled Incubator MIR-254-
PE
ChemiDoc
Hood 111

Mp Universal

simplex 1-25 ml
Scotsman AF80 Ice Flaker
VOS 14

Leica MZ10F

FS 3261 Bag sealer

Kochplatte

PCV 2400

ZEISS LSM 710
MSH basic

Synergy HAT Multi-Mode
Microplate Reader
Mikroskop SMZ745

KL1600 LED

inoLab® pH Levell

5 ml Abimed

2.5, 10, 20, 100, 200, 1000 pul

Waltham, USA

Panasonic, Kadoma, JPN

Bio-Rad, Hercules, USA

Vitlab, GroBBostheim, DEU
Scotsman®, Illinois, USA
VWR, Darmstadt, DEU
Leica
Wetzlar, DEU
CLATRONIC®, Kempen,
DEU

Microsystems,

Rommelsbacher,
Dinkelsbiihl, DEU
Grant-bio, Grant
instruments,  Cambridge,
UK

ZEISS, Oberkochen, DEU
yellow'™ by  IKA®,

Staufen, DEU
BioTek, Winooski, USA

Nikon, Tokio, JPN

Schott, Mainz, DEU
WTW, Weilheim, DEU
Labmate, New Jersey, USA
Eppendorf, Hamburg, DEU
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Pipettierhilfe

Plattformschittler

Prizisionswaage
Rotator
Spannungsquelle

Thermocycler

Trockenschrank

Vakuumpumpe

Waage

Zentrifuge

Zentrifuge

Integra Pipetboy 2

Rotamax 120
Kern ACJ/ACS 80-4

VWR Tube Rotator EU Plug
PowerPac HC
PTC-100™  Programmable
Thermal Controller

ST 5042

KNF LABOPORT®

Kern EG 0,02g-420g

Centrifuge Heraeus Fresco 21

Multifuge 1 S-R

INTEGRA
Corp., Hudson, USA
Heidolph, Schwabach, DEU

Biosciences

Kern & Sohn, Balingen,
DEU

VWR, Darmstadt, DEU
Bio-Rad, Hercules, USA
MJ Research, Inc., Quebec,
CAN

Heraeus, Hanau, DEU
KNF  Neuberger,
Trenton, USA

Inc.,

Kern & Sohn, Balingen,
DEU

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific,

Waltham, USA

2.1.2 Software

Tab. 4.: Verwendete Software

Software Bezeichnung Hersteller
Bildbearbeitungsprogramm  Imagel NIH, Bethesda, USA
Bildgebungssoftware ZEN 2011 SP3 (black ZEISS, Oberkochen, DEU
edition) (64 bit)
Datenanalysesoftware Gen5 BioTek, Winooski, USA
Grafikprogramm Affinity Designer Version West Bridgford,
1.8.3 Nottinghamshire, UK
Statistikprogramm GraphPad Prism Version GraphPad Software, La
5 Jolla, USA
Statistikprogramm RStudio Version 4.2 Rstudio: Integrated

Development for R. Studio,
PBC, Boston MA USA
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2.1.3 Verbrauchsmaterialien und Utensilien

Tab. 5.: Verwendete Verbrauchsmaterialien und Utensilien

Material Bezeichnung Hersteller
Aluminiumfolie Alu-Laborfolie 0.013 x T.H. Geyer, Renningen, DEU
300 mm x 100 m, weich,
glatt, Spenderbox
Blot-Modul XCell 1™ Blot Module Invitrogen by Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA
Blotmembran Amersham Protran 0,2 um GE Healtcare, Buckinghamshire, UK
NC
Deckglas Deckgléser 18 x 18 mm Menzel, Wuppertal, DEU
Drosophila-Gefafle 16/68 ml greiner Bio-one, Frickenhausen,
DEU
Eindeckmedium DAPI® Fluoromount-G®  Southern Biotech, Alabama, USA
Elektrophore- XCell Surelock™ Mini- Invitrogen by Thermo Fisher
sekammer Cell Scientific, Waltham, USA
Federschere Vannas Spring Scissors — Fine Science Tools Inc. British
3 mm Blades Columbia, CAN
Filterpapier 3 MM CHR Filterpapier =~ GE Healtcare, Buckinghamshire, UK
Minutien Pins Minutien Pins Fine Science Tools Inc. British
Columbia, CAN
Mikroplatte 96-well, weil}, lumitrac greiner Bio-one, Frickenhausen,
DEU
Mikroplatte 96-well, schwarz, greiner Bio-one, Frickenhausen,
pClear® DEU
Objekttrager Objekttrager ca. 76 x Menzel-Glaser® by Thermo Fisher
26 mm Scientific, Waltham, USA
PCR-Deckelkette Multiply®-8er ~ Deckel- Sarstedt, Niimbrecht, DEU
kette, flach, hoch-
transparent
PCR-Platte 96-PCR-Platte randlos Sarstedt, Nimbrecht, DEU
Pinzette Dumont #3c¢ Forceps Fine Science Tools Inc., British

Columbia, CAN
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Pinzette

Pipettenspitzen
Pipettenspitzen
Reaktionsgefal3
Reaktionsgefal3
Reaktionsgefal3
Serologische
Pipetten
Spritze

Sylgard-Petrischale

Vakuumfilter

Vernichtungsbeutel

Watte
Western-Blot-Gel

Zellkulturplatte

Zellkulturplatten

Dumont #5 Forceps —
Assorted Styles
Biosphere®filtertips

1-5 ml Makro 11
Biosphere® 0,5/1,5 ml
SafeSeal Gefdl3 2 ml
Rohrchen 15/50 ml

5,10, 25, 50 ml

BD Discardit 11 Spritze
20 ml
DD-ECON-90-10PK
clear
rapid - Filtermax 250
ml/500 ml
Spezialvernichtungsbeutel
600 x 780 x 0.050 mm
Cotton balls 51-101/102
NuPAGE™ 4-12 % Bis-
Tris-Gel
96-well
Cluster

Cell Culture Dish

Cell Culture

100 mm x 20 mm Style

Fine Science Tools Inc., British
Columbia, CAN

Sarstedt, Niimbrecht, DEU

T.H. Geyer, Renningen, DEU
Sarstedt, Niirmbrecht, DEU

Sarstedt, Niirmbrecht, DEU

Sarstedt, Niirmbrecht, DEU

Sarstedt, Niimbrecht, DEU

Becton Dickinson, New Jersey, USA

Living Systems Instrumentation,
St. Albans City, USA

TPP®, Trasadingen, CHE
greiner  bio-one,

AUT

Kremsmiinster,

Genesee Scientific, San Diego, USA
Novex® by Life
Carlsbad, USA

Corning®, Corning, USA

Technologies,

Corning®, Corning, USA

2.1.4 Fliegenfutter

Tab. 6.: Verwendete Zutaten fiir das Fliegenfutter

Zutat Hersteller

Backhefe gut&giinstig, EDEKA, Hamburg, DEU
Bacto™ Agar BD, Sparks, USA

Dextrose Sigma-aldrich, St. Louis, USA

Ethanol absolut

feine Speisestarke

J.T.Baker®, Center Valley, USA
Dr. Oetker, Bielefeld, DEU
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Methyl-4-hydroxybenzoat
Propionic Acid

Zuckerrohr Melasse

Sigma-aldrich, St. Louis, USA
Sigma-aldrich, St. Louis, USA
Rapunzel, Legau, DEU

2.1.5 Kits, Losungen und Puffer
Tab. 7.: Verwendete Kits, Losungen und Puffer

Name

Hersteller

I1x DPBS

ATP Bioluminiscence Assay Kit CLS 11
DCFDA - Cellular Reactive Oxygen
Species Detection Assay Kit

DC™ Protein Assay Kit
Guanidin/ATP-Extraktionspuffer

HL3

Mitochondrial Isolation Buffer

NuPage™® Antioxidant

NuPage™® LDS Sample Buffer (4x)

NuPage™® MES SDS Running Buffer
(20x)

NuPage™® Transfer Buffer (20x)
OxyBlot™ Protein Oxidation Detection
Kit

Phosphatpuffer

gibco® by Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Roche, Rotkreuz, CHE

Abcam, Cambridge, UK

Bio-Rad, Hercules, USA

HPLC Wasser, Tris [100mM], EDTA [4mM],
Guanidin-HCI [6M]

NaCl [110mM], KCI [5mM], NaHCO;
[10mM], HEPES [5mM], Sucrose [30mM],
Trehalose [SmM], MgCL [10mM]

Sucrose [250mM], Tris-HCI [10mM], MgCl»
[0,15mM] HPLC Wasser, pH = 74,
vakuumsterilisiert, 1 Tablette Proteaseinhibitor
je 10 ml Losung

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Novex® by Life Technologies, Carlsbad, USA

Novex® by Life Technologies, Carlsbad, USA
Millipore™ by Merck KGaA, Darmstadt, DEU

KH>PO4 [100 mM], HPLC Wasser, pH = 7,5
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Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Precision Plus Protein™ All Blue

Standards
Super Signal West Pico

Chemiluminescent Substrate

TBS 10x

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Bio-Rad, Hercules, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

11

HPLC Wasser, Tris [S0mM],

NaCl

[150mM], Anpassung mit HCI [1M] bis pH =

7,5

2.1.6 Chemikalien

Tab. 8.: Verwendete Chemikalien

Name

Hersteller

5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoesdure (DTNB)

Acetyl-Coenzym A (AcetylCoA)
Bovines Serumalbumin (BSA)
Decylubiquinon
Desoxycholsdure (DOC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)
Dithiothreitol (DTT)

Ethanol 70 %, vergéllt

HCI 32 %

HEPES

KCl

KCN

Methanol

MgCl,

Milchpulver

NaCl

NADH (grade 11, disodium salt)
NaHCO;
Natriumlaurylsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
CHEMSOLUTE® by T.H.
Renningen, DEU

Merck KGaA, Darmstadt, DEU
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Carl Roth, Karlsruhe, DEU
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
J.T. Baker®, Center Valley, USA
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Carl Roth, Karlsruhe, DEU
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA

Geyer,
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Nonidet P-40 (NP-40)
Oxalessigsdure
Paraformaldehyd 37 %
Proteaseinhibitor complete Mini
Proteaseinhibitor complete Mini
Rotenon

Sucrose

Trehalose

Tris

Triton® X-100

Tween20

USB™, Ohio, USA
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Merck KGaA, Darmstadt, DEU
Roche, Rotkreuz, CHE

Roche, Rotkreuz, CHE
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Merck KGaA, Darmstadt, DEU
EMD Millipore, Billerica, USA
AppliChem, Darmstadt, DEU
Bio-Rad, Hercules, USA

2.1.7 Antikorper

Tab. 9.: Verwendete Antikorper

Antigen Methoden Wirt Dilution  Hersteller
Primére Antikorper
Anti-SOD2 Western Blot Maus 1:250 Abcam, Cambridge, UK
/MnSOD
Anti-B-Actin ~ Western Blot Maus 1:1000 Sigma-Aldrich®, St. Louis,
USA
Anti-ATP5A  Mitochondriale = Maus 1:200 Abcam, Cambridge, UK
Morphologie
Normal Goat Mitochondriale  Ziege 1:10 Invitrogen by Thermo Fisher
Serum (NGS) Morphologie Scientific, Waltham, USA
Sekundére Antikorper
Anti-Hase- Western Blot Ziege 1:10.000 Santa Cruz Biotechnology,
IgG Dallas, USA
Anti-Maus- Western Blot Ziege 1:5000 Santa Cruz Biotechnology,
IgG Dallas, USA
Anti-Maus- Mitochondriale  Ziege 1:1000 Invitrogen by Thermo Fisher
IgG 594nm Morphologie Scientific, Waltham, USA
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2.2 Modellorganismus: Drosophila melanogaster

2.2.1 Prinzipien der genetischen Arbeit mit Drosophila melanogaster

77 % aller humanen pathogenen Gene konnen im Genom von D. melanogaster als Orthologe
wiedergefunden werden (Reiter ef al., 2001). Das Genom ist auf ein Paar Gonosomen und
drei Paar Autosomen verteilt (Greenspan, 2004) und weist eine geringe Redundanz auf (Guo,
2012). Das vierte Chromosom besitzt eine geringe Grof3e und Genanzahl (Greenspan, 2004).
Fir die Arbeit mit D. melanogaster stehen eine Vielzahl genetischer Techniken zur
Verfiigung, deren Diskussion den Rahmen dieser Arbeit libersteigen wiirde. In diesem Sinne
werden sich die folgenden Erlduterungen auf die Prinzipien von sog. Marker-Mutationen
und balancer-Chromosomen (BC) beschranken.

Bei Marker-Mutationen handelt es sich um Mutationen in einem bestimmten Gen, die einen

spezifischen Phanotyp verursachen (Tab. 10) (Greenspan, 2004).

Tab. 10.: Ubersicht verwendeter Marker-Mutationen (Chyb und Gompel, 2013)

Marker-Mutation Sym.  Phénotyp Chr.  Vererbung
Bar 2 heterozygot: nierenféormige Augen - AD
homozygot: schlitzférmige Augen
singed sn gelockte Borsten X AR
white appricot w?  orangene Augenfarbe X AR
yellow y gelbliche Kdrperfarbe X AR
brown bw!  braune Augenfarbe, weill mit cn’ 2 AR
cinnabar cn!  zinnoberrote Augenfarbe 2 AR
Curly Cy  nach oben gebogene Fliigel 2 AD
speck sp!  schwarz-gefleckte Fliigelansitze 2 AR

Sym. — Symbol; Chr. — Chromosom; AD — autosomal dominant; AR — autosomal rezessiv

Balancer-Chromosomen (BC) dienen der genetischen Konservierung von Fliegenstimmen.
Die genetische Sequenz, und somit die Lokalisation von Genen, ist auf BC durch multiple
Inversionen verschoben. So wird die Rekombination des Erbguts mit Chromosomen
reguldrer genetischer Sequenz durch Unterdriickung des Crossing-over in der Meiose
verhindert (Greenspan, 2004). BC sind in homozygoter Ausprdgung wegen rezessiven
Mutationen héufig todlich. X-BC tragen aufgrund der ménnlichen Hemizygotie i.d.R.

ebenfalls rezessive Mutation, die in weiblichen Fliegen Sterilitét verursachen, um so deren
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genetische Dominanz in Kreuzungen zu verhindern (Greenspan, 2004). Es ist iiblich
dominante und rezessive Marker-Mutation an BC zu koppeln. So wird im Rahmen von
Kreuzungsschemata eine einfache Selektion der Fliegen nach deren Phénotyp ermoglicht
(Greenspan, 2004) (Abb. 6). Fiir die Kreuzungsschemata dieser Arbeit wurden die BC /st
multiply-inverted 7a (FM7a) und Curly of Oster (CyO) verwendet (Tab. 11).

B. C.

Abb. 6.: Schematische Darstellung des Phéinotyps weiblicher D. melanogaster verursacht durch die
Implementierung von balancer-Chromosomen

A. Wildtyp. B. D. melanogaster mit dem BC CyO in heterozygoter Auspridgung weisen nach oben gebogene
Fliigel und rotliche Augen auf. C. FM7-heterozygote Fliegen zeigen nierenformige, rétliche Augen. D. In
homozygoter Auspriagung fiihrt FM7 zu streifenformigen, orangenen Augen und zu einer gelblichen Farbung

des Korpers. Die Borsten wirken geknickt und verkiirzt.

Tab. 11.: Zusammenfassung der Merkmale verwendeter balancer-Chromosomen

BC Marker-Mutationen =~ Chromosom Homo-/hemizygote Auspragung
FM7  y,w* sn, B X Q: Sterilitit; J: lebensfihig
CyO  Cy, bw!, cn!, sp! 2 Q: Tod; J: Tod

2.2.2 Verwendete Genotypen und Kreuzungsschemata

Die Fliegen mit den Genotypen w pinkI®” respektive w pinkl?® wurden mir
freundlicherweise als Geschenk von Prof. Bingwei Lu, PhD (Stanford University School of
Medicine) zur Verfligung gestellt. Der Stamm mit dem Genotyp y w eyFLP GMR::LacZ;
P[y*] P[FRT40A4 neo*] war ein Geschenk von Prof. Patrik Verstreken, PhD (Katholieke
Universiteit Leuven). Der Genotyp lace® cn’ bw! sp!/CyO mit der Stamm-Nummer 25150
wurde iiber das Bloomington Drosophila Stock Center (Bloomington, USA) bezogen. Die
in den Experimenten verwendeten Genotypen entstanden anhand der in der Tab. 12
aufgefiihrten Kreuzungsschemata. Die Selektion traf ich nach dem Kriterium der
Mainnlichkeit und im Sinne einer negativen Selektion nach dem Prinzip des Fehlens von mit

BC gekoppelten Marker-Mutationen.
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Tab. 12.: Kreuzungsschemata fiir die Ziichtung der Genotypen

pink1RV 4 % t.FRT404 pinkiRV 4+

Stamm 1: —_— —
pink1RV’ + y ' FRT40A y ' FRT40A
pink1RV + +  lace® pink1RV lace®
Stamm 2: RV T o ’ o}
pink1l + Yy CyO-GFP y +
pink1B® + + FRT40A pink1B° +
Stamm 3: Q —_— = X - ;
FM7 + y  FRT40A y FRT40A
pink1B® + +  lace® pink1B? lace®
Stamm 4: Q —_—, - S S — ; g
FM7 + Yy CyO-GFP y +

Die Fliegen mit dem Genotyp lace® cn! bw! sp'/CyO-green fluorescent protein (GFP) erhielt
ich durch Kreuzung des Genotyps lace® cn’ bw! sp'/CyO mit 33-571/CyO-GFP-Fliegen.
Phénotypisch ~ zeigten die Augen von mainnlichen lace® cn! bw! sp!;CyO-GFP-
Fliegen aufgrund des Vorliegens von GFP ein helles zinnoberrot im Vergleich zu einem
matteren rot der restlichen Genotypen der Fi. Die 33-571/CyO-GFP-Fliegen wurden mir
freundlicherweise von Dr. Melissa Vos zur Verfiigung gestellt.

Fiir alle Kreuzungsschemata wurden nur jungfrduliche Weibchen benutzt, um durch die
potentielle Polyandrie genetische Kontamination zu verhindern. Jungfrauen konnen an
einem dunklen und griinlichen abdominalen Fleck (Mekonium) erkannt werden (Greenspan,
2004). Die Experimente wurden an minnlichen Fliegen durchgefiihrt. Je nach Experiment

wurden die Fliegen bei -20 °C eingefroren.

2.2.3 Haltung der Fliegen

Die Fliegen wurden in mit Futter befiillten und mit Wattebduschen verschlossenen
Plastikzylindern (16 ml bzw. 68 ml) gehalten, um die Fortpflanzung mit anderen
Fliegenstimmen zu verhindern. Die Zutaten pro Liter Fliegenfutter bestanden in 50 g Stérke,
7 g Hefe, 5,6 g Agar, 13,5 g Dextrose, 55 g Melasse, 1,1 g Methylhydroxybenzoat, 10 ml
Ethanol abs., 4,8 ml Propionsédure und 1 1 destilliertem Wasser. Die Masse wurde in einem
Topf zum Kochen gebracht und nach dem Abkiihlen mittels Dispenser auf die verschiedenen
Plastikzylinder verteilt. Diese wurden abgedeckt in einem Kiihlschrank bei 4 °C aufbewahrt,
um so einer moglichen genetischen Kontamination durch das Ablegen von Eiern
entwichener weiblicher D. melanogaster vorzubeugen.

Nach drei Wochen transferierte ich die Fliegen in den 68 ml- bzw. nach zwei Wochen in den

16 ml-GefdBen in frische Plastikzylinder. Wéhrend dieser Zeit wurden die Fliegen bei
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Raumtemperatur bzw. je nach Bedarf in einem 25 °C Inkubator gehalten (z.B. um die
Generationszeit zu verkiirzen). Je nach Experiment erfolgte ein Einfrieren der Fliegen

bei -20 °C.

2.3 Methoden

2.3.1 Messung des ATP-Protein-Verhéltnisses

Zur Bestimmung des ATP-Protein-Verhéltnisses in D. melanogaster wurde die ATP-
Konzentration zum Zweck der Standardisierung in das Verhédltnis zu der Protein-
Konzentration gesetzt, um die versuchstierspezifische Gréflen- und Gewichtsvariabilitit und
konsekutiv verfélschte absolute ATP-Werte zu bereinigen. Dieses Verhiltnis wurde als
prozentualer Mittelwert mit dem Genotyp pinkI®”;FRT40A als Referenzwert ausgedriickt.
Der Genotyp pinkI®"/lace® diente als Negativkontrolle. Fiir jeden Genotyp wurde das
Experiment 16-mal durchgefiihrt.

Zu zwei CO»-betdubten Fliegen wurde 70 pl Guanidin/ATP-Extraktionspuffer zur Inhibition
der ATPasen in ein 1,5 ml Eppendorfgefdl gegeben. Diese homogenisierte ich bei 1500 s!
mithilfe eines elektronischen Rithrwerks fiir 1 min. Nach Schockgefrierung mit Trockeneis
und Ethanol abs. wurden die Proben wihrend 3 min gekocht und die Gefédl3e fiir 5 min bei
4°C und 10.000 g zentrifugiert. Vom Uberstand wurden 55 pl iibernommen. Nach
Anfertigung der ATP-Standardreihe gemi3 dem ATP Bioluminiscence Assay Kit CLS 11
wurde das entsprechende Volumen des ATP-Standards nach Anleitung in die Wells einer
96-well-Mikroplatte pipettiert. Mit dem im Kit enthaltenen Luciferase-Mix wurden die
Standard-Wells auf 50 pl aufgefiillt. Vom Uberstand der Proben wurde 2 pl enthommen und
48 ul Luciferase-Mix hinzugefiigt. Die Messung aller Proben und die ATP-Standardreihe
wurde in Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Lumineszenz-Messung erfolgte im Synergy
HAT Multi-Mode Microplate Reader bei 528 nm. Zur Normalisierung wurde der

Proteingehalt der Proben mit Hilfe des Pierce™ BCA Protein Assay Kits gemessen.

2.3.2 Messung des Proteingehalts

Der absolute Proteingehalt wurde gemil der Bicinchoninsdure-Assay bestimmt. Die ersten
Arbeitsschritte des Protokolls inklusive der Entnahme des Uberstandes der Proben
entsprachen denjenigen der ATP-Messung. Im Unterschied gab ich im weiteren Verlauf
10 pl der Proben respektive des Proteinstandards im Doppel in die Wells der 96-well-

Mikroplatte. Der Proteinstandard wurde nach Anleitung im Pierce™ BCA Protein Assay
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Kits angefertigt und in die Wells 70 ul einer 50:1-Mischung aus Reagenz A und B
hinzugefiigt. AnschlieBend wurde die 96-well-Platte bei 37 °C im Trockenschrank ST 5042
wihrend 30 min inkubiert. Die Messung der Probenintensitét erfolgte im Mikroplatten-Leser

bei 562 nm.

2.3.3 Mitochondrienisolation

Am Vortag der Mitochondrienisolation sammelte ich mindestens 50 Fliegen pro Genotyp.
Am Folgetag wurden die Fliegen betdubt, indem sie in Plastikzylindern auf Eis gestellt
wurden. Nach Uberfiihrung der Fliegen in einen 10 cm?-Glasbehilter gab ich in diesen 6 ml
Mitochondrial-Isolation-Medium (MIM-Puffer) und homogenisierte die Fliegen wihrend
5 min bei 1500 s”! mit dem elektronischen Riihrwerk. Die Proben wurden fiir 10 min bei
1500 g und 4 °C zentrifugiert und die Pellets anschlieBend verworfen. Nach erneuter
Zentrifugierung und Uberfiihrung des Uberstandes in 2 ml EppendorfgefiBe, folgte eine
weitere Zentrifugierung bei 10.000 g und 4 °C wihrend 10 min. Mithilfe der KNF
LABOPORT® saugte ich den Uberstand ab. Das Pellet wurde in 100 pl MIM-Puffer
resuspendiert. Es folgte die Einfrierung der Proben bei -85 °C.

2.3.4 Flugtest

Die Bestimmung der Flugfdhigkeit gilt als etablierter Parameter zur Evaluation der
Parkinson-Symptomatik bei D. melanogaster (Clark et al., 2006; Park et al., 20006).
Gleichalte Fliegenexemplare wurden am Vortag mittels COz-Betdubung gesammelt, um
genligend Zeit fiir die Erholung von der CO»-Narkose zu erlauben. Anhand der
Durchfiihrung des Experiments zur gleichen Tageszeit am gleichen Ort, wurde versucht
allfallige Einfliisse von Storfaktoren wie biologischen Rhythmen und Verhaltensweisen von
D. melanogaster zu reduzieren. Von den fiinf Tage alten Fliegen wurden 100 Fliegen pro
Genotyp untersucht. Hierzu transferierte ich vier Fliegen in einen durchsichtigen 68 ml
Plastikzylinder, der mit der Offnung nach unten auf einer Arbeitsbank abgestellt wurde. Die
Fliegen wurden durch vorsichtiges Klopfen auf die Ablage zum Flug animiert. Flugfédhige
Organismen wurden mit der Zahl eins (1) bewertet, wihrend flugunfihige Exemplare die
Zahl null (0) erhielten. Als flugunfdhige Organismen galten Fliegen, die wihrend des
Klopfens auf die Ablage fielen. Da die Testung der Fliegen in Vierergruppen erfolgte und
eine gegenseitige Beeinflussung nicht auszuschlieen war, galt die Vierergruppe als kleinste

unabhingige Beobachtungseinheit. Die dichotomen Einzelergebnisse auf Gruppenebene
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wurden zu Prozentringen (0 %, 25 %, 50 %, 75 % oder 100 %) zusammengefasst, um diese

als unabhéngige Beobachtungen analysieren zu kdnnen.

2.3.5 Messung des ROS-Protein-Verhiltnisses

Fiir die Bestimmung des prozentualen Vorkommens von ROS wurden analoge Prinzipien
wie bei der ATP-Messung angewandt, um fiir die Varianz des Korpervolumens der Fliegen
und der konsekutiv verfialschten ROS-Werte aufzukommen. Von den Ergebnissen wurde der
Mittelwert berechnet und anschlieBend die Kontrolle pinkI®’;FRT40A als Normierung
verwendet.

Das Experiment fiihrte ich fiir jeden Genotyp 32-mal durch. 30 Fliegen pro Genotyp wurden
abends gesammelt und am Morgen des Folgetages in einem Eppendorfgefdl bei -20 °C
eingefroren. Als néchstes gab ich 100 ul 1x-Puffer aus dem DCFDA — Cellular Reactive
Oxygen Species Detection Assay Kit hinzu und homogenisierte die Fliegen bei 1500 s!. Die
Proben wurden bei 10.000 g und 4 °C withrend 10 min zentrifugiert. Vom Uberstand wurden
70 pl entnommen. Hiervon wurden 10 pl in ein Well der schwarzen 96-well-Mikroplatte
gegeben und 140 pl des 50 uM DCFDA-Reagenz aus dem DCFDA — Cellular Reactive
Oxygen Species Detection Assay Kit hinzugefiigt. Die 96-wel/-Mikroplatte wurde mit einem
Aluminiumfolie-umwickelten Deckel abgedeckt und bei 37 °C im Trockenschrank ST 5042
fiir 30 min inkubiert. AnschlieBend folgte die Fluoreszenzmessung (Ex/Em = 485/528 nm)
im Mikroplattenleser. Jede Probe wurde doppelt bestimmt. Zusétzlich folgte die
Bestimmung des Proteingehalt der jeweiligen Probe mit dem Pierce™ BCA Protein Assay

Kit (sieche ATP-Messung).

2.3.6 SOD2-Western-Blot

Zur Normalisierung wurde die SOD2-Expression in das Verhéltnis zur -Actin-Expression
gesetzt. Es wurden vier Western Blots zur Analyse herbeigezogen. Als Normierung wurden
die Ergebnisse der Kontrolle pinkI®"/FRT40A benutzt.

Fiir jeden Western Blot wurden drei Fliegen pro Genotyp bei -20 °C eingefroren. Es folgte
die Lyse der Fliegenexemplare in 100 ul RIPA-Puffer bei 1500 s!' auf Eis mithilfe des
elektronischen Rithrwerks (VWR® VOS 14) wihrend 1 min. Nach erneuter mechanischer
Zerkleinerung der Proben mit einer 10 ul-Pipette wurden die Lysate fiir 15 min auf Eis
kaltgestellt. Diesen Vorgang wiederholte ich. Es folgte die Zentrifugierung bei 4 °C und

13.000 g withrend 20 min. Nach Entnahme des Uberstandes wurde das Pellet verworfen und
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der Proteingehalt mithilfe des DC™ Protein Assay Kit (Bio-Rad) im Mikroplattenleser
bestimmt. Nach Adjustierung der Probenvolumina an dquivalente Proteinkonzentrationen
pipettierte ich das bendtigte Volumen in eine 96-PCR-Platte (Sarstedt). Das Probenvolumen
wurde mit RIPA-Puffer auf 6,5 pl, 8 ul oder 10 pl addiert und NuPage™® LDS Sample
Buffer [4x] bzw. Dithiothreitol (DTT) geméss hinzugegeben (Tab. 13).

Tab. 13.: Pipettierschema des SOD2-Western-Blots gemifl berechneter Probenvolumina

berechnetes Probenvolumen mit 10 pg Protein

6,5 ul 8 ul 10 ul
DTT 1 ul 1,2 ul 1,5 ul
Sample Buffer [4x] 2,5 ul 3,1 ul 3,8 ul

Die Gelelektrophoresekammer wurde mit 5 % 20xMES-Puffer geldst in Aqua dest. gefiillt
und 500 pl NuPage™® Antioxidant (Invitrogen) in die innere Kammer pipettiert. Das Gel
(Novex®) wurde mit den Proben und einer Proteinleiter (Precision Plus Protein™ All Blue
Standards) beladen. Es erfolgte der Anschluss der Gelkammer an die Spannungsquelle
PowerPac HC (Bio-Rad) wéhrend 15 min bei 100 V bzw. 60 min bei 150 V.

Fiir den Blotvorgang wurde das Gel mit Transferpuffer gespiilt. Das Transfersandwich
bestehend aus Blotmembran (GE Healtcare), Gel und Filterpapier wurde in das Blot-Modul
(Invitrogen) gespannt. Es folgte die Fiillung der inneren Kammer mit Transferpuffer und der
duleren Kammer mit Wasser. Der Blotvorgang erfolgte bei 32 V wihrend einer Stunde.
Die Blotmembran wurde 5 min in 0,1 % Tween 20 gelost in Tris-buffered saline (TBST) auf
dem Plattformschiittler (Heidolph) gewaschen. Danach wurde sie in zugeschnittene
Vernichtungsbeutel (greiner Bio-One) eingeschwei3t und 4 ml 1 %-Milch hinzugefiigt. Die
Membran inkubierte wihrend 1 h bei Raumtemperatur auf dem Rohrchenrotator (VWR),
um unspezifische Antikdrper-Protein-Bindungen zu verhindern. Nach Entfernung der 1 %-
Milch folgte die Inkubation mit den Primérantikrpern SOD2/MnSOD (Abcam) in 1:250-
Verdiinnung und B-Actin (Sigma-Aldrich®) in 1:1000-Verdiinnung in 1 %-Milch {iber
Nacht bei 4 °C. Es schlossen sich drei Waschschritte von 5 min mit TBST und eine
Inkubation mit dem sekundéiren Antikdrper Anti-Maus-IgG (Santa Cruz) in 1:5000-
Verdiinnung in 1 %-Milch fiir 1 h bei Raumtemperatur an. Nach drei Waschschritten von

5 min in TBST und Inkubation mit Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate

34



Materialien und Methoden

(Thermo Fisher Scientific) fiir 2 min wurde der Blot im ChemiDoc Mp Universal Hood 111
(Bio-Rad) entwickelt.

2.3.7 OxyBlot

Bei erhohter ROS-Last konnen in Proteinen Carbonylgruppen entstehen. Sie gelten als
etablierter Parameter zum Nachweis von erhohtem oxidativem Stress (Dalle-Donne et al.,
2003). Der Vorteil des quantitativen Nachweis von Carbonylgruppen gegeniiber
Sauerstoffradikalen besteht darin, dass erstere chemisch stabiler sind und somit als sensitiver
Biomarker fiir die oxidative Homoostase einer Zelle fungieren (Dalle-Donne et al., 2003).
Es wurden 5 OxyBlots mit jeweils drei Fliegenexemplaren pro Genotyp durchgefiihrt. Zur
Normalisierung der ROS-Werte in Bezug auf die GroBen- und Gewichtsvarianz der
Versuchstiere wurde das Referenz-Protein f-Actin in einem korrelierenden Western Blot
benutzt. Die Bandenintensititen wurden gemittelt und in Relation zu der Kontrolle
pinkI®; FRT40A4 prozentual dargestellt.

Die Herstellung des Proteinlysat erfolgte analog zum Protokoll des Western Blots. Im
Unterschied gab ich 10 % des Probenvolumens in Form des Reduktionsmittels DTT in das
Eppendorfgefd, um die Oxidation von Proteinen zu verhindern. Nach der Messung des
Proteingehalts wurde das jeweilige Probenvolumen so berechnet, dass es 5 pug Proteine
enthielt. Dazu fiigte ich dasselbe Volumen SDS (Sigma-Aldrich®) und das doppelte
Volumen DNPH hinzu. Letzteres reagiert mit Carbonylgruppen von Proteinen zu
2,4-Dinitrophenylhydrazon, an dessen DNP-Rest der Primérantikorper bindet. Die PCR-
Platte lieB ich fiir 15 min inkubieren und addierte anschlieBend 75 % des Probenvolumens
in Form von Neutralisationslosung. Ein Beispiel zur Berechnung der Probenvolumina kann

der Tab. 14 entnommen werden.

Tab. 14.: Beispiel zur Probenbehandlung im Rahmen eines OxyBlot
Berechnetes Probenvolumen SDS DNPH Neutr. Losung

1,75 ul 1,75 pl 3,50 pl 1,31 pl

Die Geltaschen wurden mit den Proben fiir den OxyBlot und den korrelierenden Proben fiir
den Western Blot beladen, der mit B-Actin als Referenzgen zur Normalisierung diente. Der
Vorgang der Gelelektrophorese entsprach demjenigen des Western Blots. Um den OxyBlot

und Western Blot getrennt zu entwickeln, wurde die Blot Membran an der entsprechenden
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Stelle durchtrennt. Die Entwicklung des Western Blot erfolgte wie bereits beschrieben (siche
2.3.6). Den Blotmembrananteil mit den OxyBlot-Proben wusch ich dreimal fiir 5 min in
TBST. Darauf fiigte ich den primiren Antikorper aus dem OxyBlot™ Protein Oxidation
Detection Kit (Millipore) in 1:150-Verdiinnung in 1 %-Milch hinzu. Die eingeschweil3te
Membran rotierte fiir eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Roéhrchenrotator. Die
Antikorperlosung wurde verworfen und die Blotmembran wurde dreimal fiir Smin in TBST
gewaschen. Nun fiigte ich den sekundéren Antikorper aus dem OxyBlot™ Protein Oxidation
Detection Kit in 1:300-Verdiinnung in 1 %-Milch hinzu. Die Inkubation erfolgte wihrend
1 h bei Raumtemperatur auf dem Rohrchenrotator gefolgt von drei Waschschritten fiir 5 min
in TBST. Die Entwicklung des OxyBlots entsprach derjenigen des Western Blot (siche
2.3.6).

2.3.8 Messung mitochondrialer Aggregationen

Die Muskulatur von 5 Larven pro Genotyp wurde zu der Analyse der mitochondrialen
Aggregation prépariert. Die Selektion der mdnnlichen Larven erfolgte im 3. Larvenstadium
gemil folgenden Kriterien: Aufgrund des einheitlichen Genotyps der Fi von Stamm 1,
erfolgte die Selektion nach dem Merkmal der Mannlichkeit. Die fiir das Experiment
benoétigten Genotypen der Fi der Stimme 2 - 4 besitzen weder das BC CyO-GFP noch FM7
( Tab. 12). Da Genotypen mit diesen BC griin unter dem Fluoreszenzmikroskop Leica
MZ10F (Leica) fluoreszieren, wurden nicht-fluoreszierende ménnliche Larven selektiert.
Die Larven wurden mit Pins auf mit hemolymph-like solution (HL3) iibergossenen Sylgard-
Petrischalen fixiert. Die Dissektion der Larven erfolgte unter dem Mikroskop SMZ745
(Nikon) mit der Federschere Vannas Spring Scissors (Fine Science Tools Inc.) und den
Pinzetten Dumont #3c bzw. #5 (Fine Science Tools Inc.). Die freipriparierte Muskulatur
wurde mit 1 ml 3,7 % Paraformaldehyd gel6st in HL3 fiir 20 min bei Raumtemperatur fixiert.
Es folgten zwei Waschschritte mit HL3 von 5 min bzw. 10 min Dauer. Dann transferierte
ich die Larven in ein 1,5 ml Eppendorfgefal3, in welches 1 ml PBX 0,4 % (TritonX100 gelost
in PBS) zur Permeabilisierung der Plasmamembran fiir die spitere Ermoglichung der
intrazelluldren Penetration der Antikorper hinzufiigt wurde. Das Gefdss wurde wéhrend
jeweils 15 min bei Raumtemperatur auf dem Rotator (VWR) befestigt und das Medium
viermal gewechselt. Zur Blockierung unspezifischer Proteinbindungen wurde NGS in einer
1:10-Losung mit PBX 0,4 % gelost und 1 ml fiir 1 h bei Raumtemperatur in das
Eppendorfgefd3 gefiillt. Die Losung wurde verworfen und der primére Antikorper Anti-
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ATPS5A in einer 1:200 Verdiinnung in NGS-PBX 10 % hinzugegeben. Die Inkubation
erfolgte auf dem Probenrdhrchen-Rotator bei 4 °C iiber Nacht. Es folgten vier Waschschritte
fiir jeweils 10 min mit PBX 0,4 % bei Raumtemperatur und die Zugabe des sekundéren
Antikorper goat anti-mouse (594 nm, ThermoFisher) in einer 1:1000 Verdiinnung in NGS-
PBX 10 %. Zur Inkubation rotierte das Gefiss wéhrend 1 h bei Raumtemperatur auf dem
Probenrdhrchen-Rotator in einem zum Schutz vor Lichtexposition mit Aluminiumfolie
umwickelten 50 ml Falcon™.-Zentrifugenréhrchen. Die Larven wurden 6-mal wihrend
10 min in 1 ml PBX 0,4 % gewaschen. AnschlieBend wurde Eindickmedium (Southern
Biotech) auf einen Objekttridger aufgetragen, die Larven unter dem Mikroskop SMZ745
(Nikon) ausgebreitet und mit einem Deckglas (Menzel) abgedeckt. Die Praparate wurden
bei 4 °C lichtgeschiitzt autbewahrt.

Die Bilder der Muskelabschnitte der Larven wurden mit dem Konfokalmikroskop (ZEISS
LSM 710), dem Objektiv Plan-Apochromat 63x/1,4 Oil M27 (ZEISS) und der
Bildgebungssoftware ZEN 2011 SP3 (ZEISS) aufgenommen. Die Quantifizierung der
mitochondrialen Aggregate erfolgte mit dem analyzing particles plugin von Imagel] (NIH).
Die Bilder wurden zu einer Aufnahme fusioniert. Nach Adjustierung des
Farbschwellenwertes folgte die Quantifizierung der Aggregate nach deren Kreisformigkeit

(0.40 — 1.00) und GroBe (0.05 pm? - oo um?).

2.3.9 Komplex-I-Aktivititsmessung

Die Komplex-I-Aktivitit wurde in den Proben der Mitochondrienisolation gemessen. Um
die biologischen Unterschiede zwischen den Versuchstieren zu beriicksichtigen und einer
konsekutiven Verzerrung der Ergebnisse vorzubeugen, normierte ich die Komplex-I-
Aktivitdt in Bezug auf die absolute Proteinmenge und die Citratsynthase-Aktivitdt in
denselben Proben. Als Referenzwert diente der Genotyp pinkI®"; FRT40A.

Zur luminometrischen Bestimmung der Komplex-I-Aktivitit erstellte ich gemiR
Pipettierschema in Tab. 15 die Ansdtze mit den fiir die Komplex-I-Aktivitéit essentiellen
Substraten. Nach Zugabe der Mitochondrien wurden die Proben fiir 1 min bei 37 °C im
Mikroplattenleser stabilisiert. Es folgte die Zugabe von Decylubiquinon. Die Abnahme der
Extinktion bei 340 nm durch Verbrauch von NADH und Bildung von NAD* wurde wahrend

2 min gemessen. Folgende Reaktion liegt zugrunde:

i.  Komplex-I: NADH + Decylubiquinon — NAD" + Decylubiquinol
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Tab. 15.: Pipettierschema zur Bestimmung der Komplex-I-Aktivitit

Reagenz Well 1 Well 2
Phosphatpuffer 0,1 M pH 7,5 50 pl 50 pl
Bovines Serumalbumin (BSA) 10 mg/ ml 50 pl 50 pl
MgCl, 0,1 M 10 pul 10 pl
NADH 1 mM 20 pl 20 pul
KCN 30 mM 4 ul 4 ul
Dimethylsulfoxid (DMSO) 4 ul —
Rotenon 5 mM in DMSO — 4 ul
Aqua dest. 58 ul 58 ul
Mitochondrien 4 ul 4 ul
Decylubiquinon 2 ul 2 ul

Um sicherzustellen, dass nur die Komplex-I-Aktivitidt und nicht auch Hintergrundaktivitét
anderer Komponenten der Atmungskette gemessen wurde, fligte ich einem Ansatz den
Komplex-I-Inhibitor Rotenon hinzu. Das Ergebnis dieses Ansatzes wurde von demjenigen

ohne Komplex-I-Inhibition subtrahiert. Die Enzymaktivitit wurde gemif folgender Formel

berechnet:
E x 10°
~ & XxPCxAS
a = Enzymaktivitit (nmol/min/mg Protein); E = Extinktion; & = molarer

Extinktionskoeffizient = 6290 (I'mol '-cm™'); PC = Protein Konzentration (mg/ml); AS =

Probenvolumen (pl)

In einer separaten Messung wurde die Aktivitit der Citratsynthase anhand des in Tab. 16 zu
entnehmenden Pipettierschemas bestimmt. Die Proben wurden nach Zugabe der
Mitochondrien fiir 2 min bei 37 °C im Mikroplattenleser stabilisiert und anschliefend
Oxalsdure hinzugefiigt. Die Zunahme der optischen Dichte durch Bildung des gelben
Farbstoffes 2-Nitro-5-thiobenzoat (TNB) wurde bei 412 nm fiir 2 min spektralphotometrisch

gemessen. Folgende Reaktionen liegen zugrunde:

i.  Citratsynthase: Acetyl-CoA + Oxalacetat — Citrat + CoA + H" + H,O

1.  Kolorimetrische Reaktion: CoA + DTNB — TNB + CoA-TNB
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Tab. 16.: Pipettierschema zur Bestimmung der Citratsynthase-Aktivitit

Reagenz Volumen
Tris-HCI (0,1 mM — pH 8,1) 161 pl
Acetyl-CoA 3 mM 4 ul
5,5’-Dithiobis-2-nitrobenzoesdure (DTNB) 1 mM 20 ul
Triton X 4 % 2,4 ul
Mitochondrien 3ul
Oxalsdure 10 mM 10 ul

Die Enzymaktivitit wurde mit der obigen Formel berechnet. Der molare

Extinktionskoeffizient € betrdgt 13.600 1'-mol '-cm™!.

2.4 Statistische Auswertung und Graphen

Ordinalskalierte Variablen wurden in Prozentwerten ausgedriickt. Fiir verhiltnisskalierte
Variablen wurde der Prozentwert in Relation zu dem Kontrollgenotyp pinkI®”:FRT40A
berechnet und anschlieend das arithmetische Mittel kalkuliert. Als Streumasse wurde die
Standardabweichung (SD) angegeben. Das Signifikanzniveau wurde auf o =0.05
festgesetzt. Signifikante Ergebnisse wurden unterteilt in * p <0.05, ** p <0.01, ***p
<0.001 und **** p <0.0001.

Die Wahl der statistischen Verfahren richtete sich nach der im Studiendesign definierten
Fragestellung: In Experimenten, in denen im Rahmen von Vorarbeiten oder
wissenschaftlicher Publikationen der Einfluss der pink/5°-Mutation gegeniiber dem pinkI-
Wildtyp belegt wurde, beschréinkte sich die Fragestellung auf den Effekt der lace®-Mutation
innerhalb des definierten genetischen Hintergrundes des pinkI-Wildtyps und der pinkl?’-
Mutation. Folglich wurden nur die Paarungen pinkI®”;FRT40A vs. pink1®’;FRT40A4 und
pinkI®:lace® vs. pinkl®’;lace® untersucht. Unterschiede zwischen den unabhingigen
Gruppen wurden entsprechend des einfaktoriellen Designs anhand des Mann-Whitney-Tests
analysiert. Da der Vergleich des pinkl-Wildtyps und der pinkI/?°-Mutation in diesen Fillen
nicht Teil der Hypothese war, wurde kein statistischer Vergleich durchgefiihrt.

In Féllen, in denen keine Vorarbeiten oder wissenschaftlichen Daten vorlagen, wurde zur
Untersuchung des Effektes zweier unabhéngiger Variablen (pink-Genotyp und lace-Status)

bzw. deren Interaktion auf eine abhéingige Variable die zweifaktorielle nicht-parametrische

Varianzanalyse (two way non-parametric ANOVA) verwendet. Signifikante Haupteffekte
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wurden in diesen Féllen durch paarweise Mann-Whitney-Tests mit vierfacher Bonferroni-
Korrektur weiter untersucht.

Fiir die statistische Auswertung der Ergebnisse und zur Erstellung der korrelierenden
Graphen wurden das Statistikprogramm GraphPad Prism Version 8 (GraphPad Software)
und Microsoft Excel 2011 (Microsoft Corporation) benutzt. Die two way non-parametric
ANOVA wurde mit dem Statistikprogramm “RStudio* Version 4.2 (Rstudio: Integrated
Development for R. Studio) und dem R-Paket rankFD durchgefiihrt. Paarweise Mann-
Whitney-Tests wurden mit der base-R-Funktion wilcox.test berechnet. Die Anpassung der
p-Werte erfolgte mittels p.adjust (Methode = "bonferroni"). Die Abbildungen dieser Arbeit
wurden mit Affinity Designer Version 1.8.3 (Serif Europe) erstellt.

40



Ergebnisse

3 Ergebnisse
3.1 Messung des ATP-Protein-Verhiltnisses

Die mitochondriale Dysfunktion stellt einen wesentlichen Faktor in der Pathogenese
des MP dar (Ryan et al., 2015). Korrelierend zeigen D. melanogaster mit pinkI?°-
Mutation charakteristisch verringerte ATP-Werte (Park et al., 2006; Vos et al., 2012).
Interessanterweise beeinflusst Ceramid durch Inhibition der Komplexe-I, -II und -1V
die Funktionsweise der Atmungskette und somit die ATP-Produktion (Di Paola, Cocco
und Lorusso, 2000). Im Folgenden wurde untersucht, inwiefern sich die genetische
Manipulation der Ceramid-Synthese auf die ATP-Produktion in D. melanogaster
auswirkt.

Im Vergleich zu dem pinkI?’; FRT40A4-Genotyp fiihrte der heterozygote Verlust von
lace zu einem Anstieg des ATP-Protein-Verhiltnis in pink1%°;lace®-Fliegen (p = 0.04)
(Abb. 7). Das heterozygote Vorliegen der lace®-Mutation hatte keinen Effekt auf das
ATP-Protein-Verhiltnis in Fliegen mit pink/-Wildtyp (Abb. 7). Die genetische
Senkung der Ceramid-Spiegel scheint entsprechend keine vollstdndige Restitution der

ATP-Level zu garantieren, wobei dies statistisch nicht tiberpriift wurde.
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Abb. 7.: Die Reduktion der SPT-Aktivitit in D. melanogaster mit pinkI®*-Mutation fiihrt zu
erhohten ATP-Spiegeln.

Die Streudiagramme zeigen den prozentualen ATP-Mittelwert normiert auf den Proteingehalt des
entsprechenden Genotyps (n = 32 Fliegen pro Genotyp). Dieser wurde in Relation zu dem Kontroll-
Genotyp pinki1®’;FRT40A berechnet. Jeder Punkt reprisentiert eine Analyse der ATP-Werte von
zwei Fliegenexemplaren. Dargestellt ist weiterhin die Standardabweichung. Statistische Analyse:

Mann-Whitney-Test; * p < 0.05.
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Zusammenfassend scheint ein heterozygotes Vorliegen der lace®-Mutation in Fliegen
mit pinkl%°-Mutation zu einer partiellen Restitution des ATP-Proteinverhiltnisses zu
fithren, jedoch gleichzeitig das ATP-Level in Fliegen mit pink/-Wildtyp nicht negativ

zu affektieren.

3.2 Testung der Flugfihigkeit

Fir Insekten stellt das Fliegen aufgrund der hohen Kontraktionsfrequenz der
Flugmuskulatur einen sehr energieaufwendigen Prozess dar (Harrison und Roberts,
2000). Fliegen mit pinkI®°-Mutation zeigen eine reduzierte ATP-Produktion, eine
Degeneration des indirekten Flugmuskels und ein charakteristisch reduziertes
Flugverhalten (Park et al., 2006; Vos et al., 2012). Aufgrund des erhohten ATP-
Protein-Verhiltnisses in pink15°;laced-Fliegen wurde beschlossen, die Auswirkungen
der Ceramid-Reduktion auf die Flugfahigkeit von pink15°-Mutanten zu erforschen.

Im Vergleich mit pinki5°;FRT40A4-Fliegen verbesserte die Einfiihrung der lace®-
Mutation in das Genom von pinkl2°-Mutanten die Flugfahigkeit (p < 0.001) (Abb. 8).
Es wurde jedoch keine vollstindige Restitution der Flugféhigkeit von pinkl5°-
Mutanten beobachtet (Abb. 8). Die lace®-Mutation hatte keinen Effekt auf die

Flugfahigkeit bei Vorliegen eines pinkl-Wildtyp.
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Abb. 8.: Die Reduktion der SPT-Aktivitit verbessert die Flugfihigkeit in D. melanogaster mit
pink1%°-Mutation.

Die Streudiagramme zeigen den Mittelwert der Flugfahigkeit des jeweiligen Genotyps (n = 100 Fliegen
pro Genotyp) und die Standardabweichung. Jeder Punkt entspricht der Prozentzahl flugféhiger Fliegen
aus einer Gruppe mit 4 Exemplaren. Statistische Analyse: Mann-Whitney-Test; *** p <0.001.
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Folglich legen die Ergebnisse nahe, dass der heterozygote Verlust von lace in pink15°-
Mutanten eine partielle Restitution der Flugfdhigkeit bedingt, wahrend sich die
Flugfahigkeit beim pinkl-Wildtyp nicht verschlechtert.

3.3 Mitochondriale Aggregation

Unter basalen Bedingungen bilden Mitochondrien ein dynamisches tubulédres Netzwerk
innerhalb einer Zelle aus (Abb. 9A und B). Mitochondriale Schiden kénnen zum
Kollaps dieses tubuldren mitochondrialen Netzwerks fiihren (Wai und Langer, 2016).
Dabei entstehen mitochondriale Aggregationen (Bottone et al., 2013), die u.a. im
Rahmen der pinkl?’-Mutation (Vos ef al., 2012) und bei apoptotischen Stimuli wie
einer Ceramid-Exposition (Esposti et al., 1999) beobachtet werden. Daher stellte sich
nun die Frage, ob die Reduktion der Ceramid-Spiegel neben der gesteigerten ATP-
Produktion mit einer Wiederherstellung des mitochondrialen tubuldren Netzwerks
korreliert.

Wie bereits vorbeschrieben (Vos et al., 2012) erschienen die mitochondrialen
Aggregationen im Genotyp pinkI®’;FRT40A4 visuell verglichen mit dem Genotyp
pinkI®”; FRT40A prominenter (Abb. 9A und C; Abb. 10). Dieser Umstand wurde nicht
statistisch tiberpriift. Der heterozygote Verlust von lace bedingte eine Abnahme des
mitochondrialen Clusterings in pink/%°-Mutanten (p < 0.01) (Abb. 9C und D; Abb. 10).
Eine vollstaindige Wiederherstellung des mitochondrialen tubuléren Netzwerkes durch
die genetische Senkung der Ceramid-Spiegel wurde jedoch nicht beobachtet (Abb.
9C und D; Abb. 10). Die Einfiihrung der lace’-Mutation bedingte keine Verdnderung
der mitochondrialen Morphologie in der Kontrollgruppe (Abb. 9A und B; Abb. 10).
Zusammenfassend fiilhrt das heterozygote Vorliegen der [lace®-Mutation in
D. melanogaster mit pinkI®°-Mutation zu einer Reduktion der mitochondrialen
Clusterbildung, wiéhrend die Einfiilhrung der [lace’-Mutation das tubuldre

mitochondriale Netzwerk der Kontrollgruppe nicht beeintréchtigt.
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A. pink1RV;FRT40A B. pink1RV;lace®

C. pink18°;FRT40A D. pink18%;lace®

Abb. 9.: Die Reduktion der SPT-Aktivitit fiihrt zu einer partiellen Wiederherstellung des
tubuliiren mitochondrialen Netzwerkes in D. melanogaster mit pink 1%°-Mutation.

Abgebildet sind beispielhafte larvale Muskelabschnitte der untersuchten Genotypen. Im Zentrum
befindet sich der Zellkern als elliptische, schwarze Struktur. Die Immunférbung 14sst Mitochondrien rot
fluoreszieren. Einzelne mitochondriale Aggregationen wurden exemplarisch mit weilen Pfeilen
markiert. In den Bildern A und B ist ein tubuléres mitochondriales Netzwerk zu erkennen. Der Genotyp
pinkl®’;FRT404 (A) zeigt einen Kollaps des tubuliren mitochondrialen Netzwerks mit deutlichen
mitochondrialen Aggregationen, wihrend pinkI®*-Fliegen mit lace®-Mutation (D) nur vereinzelte

Aggregationen aufweisen.
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Abb. 10.: Die Reduktion der SPT-Aktivitit vermindert das mitochondriale Clustering in

139

D. melanogaster mit pink1”°-Mutation.

Die Streudiagramme zeigen den Mittelwert mitochondrialer Aggregate pro Muskelabschnitt der
jeweiligen Genotypen (n = 5 Larven pro Genotyp). Jeder Punkt entspricht der gemittelten Anzahl
mitochondrialer Aggregate einer Larve. Abgebildet ist zudem die Standardabweichung. Statistische

Analyse: Mann-Whitney-Test; ** p <0.01.

3.4 Messung der Komplex-I-Aktivitit

Eine verminderte Aktivitit des Komplex-I der Atmungskette wird im Rahmen der
PINK-Mutation aufgrund einer ausbleibenden PINK1-vermittelteten
Phosphorylierung von dessen NdufA 10-Untereinheit beobachtet (Morais et al., 2014).
Interessanterweise inhibiert Ceramid den Komplex-I (Di Paola, Cocco und Lorusso,
2000). In Anbetracht der gesteigerten ATP-Werte und der partiellen Wiederherstellung
des tubuldren mitochondrialen Netzwerkes in den Vorversuchen, sollte die Auswirkung
eines reduzierten Ceramid-Spiegels auf die Aktivitdt des Komplex-I im Sinne eines
Erklarungsansatzes fiir die oben erwihnten Effekte untersucht werden.

In Ubereinstimmung mit der Literatur erschien die Aktivitit des Komplex-1 des
Genotyps pinkI®°;FRT404 gegeniiber dem Genotyp pinkI®";FRT404 vermindert
(Abb. 11) (Morais et al., 2014). Der heterozygote Verlust von lace in pink1%°-mutanten
D. melanogaster bedingte eine Zunahme der Komplex-I-Aktivitit (p = 0.02) (Abb. 11),
wobei die Komplex-I-Aktivitit dem Anschein nach nur partiell wiederhergestellt

wurde. Uberraschenderweise fiihrte die Einfiihrung der /ace’-Mutation in Fliegen mit
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pinkl-Wildtyp zu einer signifikant eingeschrinkten Aktivitit des Komplex-I
(p <0.0001) (Abb. 11).
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Abb. 11.: Die Reduktion der SPT-Aktivitit fithrt zu einer verbesserten Komplex-I-Aktivitit in
D. melanogaster mit pink1%*-Mutation und senkt die Komplex-I-Aktivitit in Fliegen mit pinkI-
Wildtyp.

In den Streudiagrammen ist der auf die CS-Aktivitidt normierte Mittelwert der Komplex-I-Aktivitat
(n =10 Analysen) bezogen auf den entsprechenden Genotyp in Prozent dargestellt. Der Genotyp
pinkI®:FRT404 diente als Referenzwert. Ferner ist die Standardabweichung abgebildet. Statistische
Analyse: Mann-Whitney-Test; * p < 0.05, **** p <0.0001. CS — Citratsynthase.

Zusammenfassend scheint die heterozygote Einschrinkung der SPT-Aktivitdt in
Fliegen mit pinkl?°-Mutation die Aktivitit des Komplex-I zu verbessern, jedoch
gleichzeitig eine Inhibition des Komplex-I in Fliegen mit pink/-Wildtyp zu

verursachen.

3.5 Messung des ROS-Protein-Verhiltnisses

Die Pathogenese des MP wird mit erhohtem oxidativem Stress in Verbindung gebracht
(Dias, Junn und Mouradian, 2013). Ein dysfunktionaler Komplex-I wird in der Literatur
als Hauptverursacher der ROS im Rahmen der mitochondrialen Dysfunktion
beschrieben (Brand et al., 2004). Ceramid kann konzentrationsabhédngig zur Zunahme
der ROS-Produktion fithren (Di Paola, Cocco und Lorusso, 2000; Jembrek, Hof und

Simié, 2015). Da sowohl Ceramid als auch Pinkl iiber die bereits diskutierte
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aktivititsregulierende Funktion des Komplex-I die ROS-Produktion affektieren, sollte
untersucht werden, ob sich eine Ceramid-Reduktion auf die ROS-Spiegel auswirkt.
Das ROS-Protein-Verhiltnis schien in Ubereinstimmung mit der Literatur (Esposito et
al., 2013) in pink1®°;FRT40A4-Fliegen verglichen mit pink®”; FRT40A-Fliegen erhoht
(Abb. 12). Interessanterweise senkte der heterozygote Verlust von /ace die relative
ROS-Last in pinkl?’-mutanten Fliegen (p = 0.04) (Abb. 12). Die lace®-Mutation hatte
keinen Einfluss auf die ROS-Produktion in pinkl-Wildtyp

AbschlieBend scheint die heterozygote Einfiihrung der Mutation /lace® in

D. melanogaster mit pinkI®’-Mutation eine Reduktion der ROS-Produktion zu

bedingen.
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Abb. 12.: Die Reduktion der SPT-Aktivitit in D. melanogaster mit pink1%*-Mutation senkt die
ROS-Produktion.

Die Streudiagramme zeigen den auf den Proteingehalt normierten prozentualen ROS-Mittelwert in
Bezug auf den entsprechenden Genotyp. Diese wurde aus dem Mittelwert (n = 960 Fliegen pro Genotyp)
in Relation zu dem Kontroll-Genotyp pinkI®”; FRT40A berechnet. Jeder Punkt reprisentiert eine Analyse
der ROS-Werte von 30 Fliegenexemplaren. Ersichtlich sind weiterhin der Mittelwert und die
Standardabweichung. Statistische Analyse: Mann-Whitney-Test; * p < 0.05.
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3.6 SOD2-Expression

Um die Pathophysiologie der verminderten ROS-Spiegel weiter abzuklaren, wurde
entschieden die SOD2-Expression in pink/5°-Mutanten in Reaktion auf die Reduktion
der Ceramid-Spiegel zu untersuchen. Die mitochondriale SOD2 ist maBigeblich am
Abbau toxischer Superoxide in Mitochondrien beteiligt (Zelko, Mariani und Rodney,
2002). Entsprechend wird die SOD2-Expression bei Zunahme des zelluldren oxidativen
Stresses reaktiv gesteigert (Wang et al., 2018).

Die zweifaktorielle Varianzanalyse ergab keine statistisch signifikante Interaktion
(F(1,8.192) = 1.757, p = 0.221). Weder der pinkI-Status (F(1, 8.192) = 0.010,
p=0.921) noch die SPT-Aktivitiat (F(1, 8.192) = 0.964, p = 0.694) zeigten einen
signifikanten Einfluss auf die SOD2-Expression (Abb. 13).
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Abb. 13.: Die Reduktion der SPT-Aktivitit fiihrt zu keinem nachweisbaren Unterschied in der

SOD2-Expression der untersuchten Genotypen.

A. Das Diagramm zeigt den auf -Actin normierten Mittelwert (n = 12 Fliegen pro Genotyp) der SOD2-
Expression des entsprechenden Genotyps in Prozent. Die Fliegen des pinkI%; FRT40A4-Genotyps dienen
als Referenzwert. Jeder Punkt entspricht einem Western Blot. Abgebildet ist weiterhin die
Standardabweichung. Statistische Analyse: two way non-parametric ANOVA [pinkI® vs pinkI®’:
F(1,8.192) = 0.010, p = 0.921; FRT40A vs lace®. F(1, 8.192) = 0.964, p = 0.694; Interaktion:
F(1, 8.192) = 1.757, p = 0.221]. ns — nicht signifikant.

B. Dargestellt ist ein exemplarischer Western Blot zur Analyse der SOD2-Expression der jeweiligen
Genotypen. Abgebildet sind SOD2-Banden und das Referenzgen [-Actin. Die Position der

Markerproteine ist rechts indiziert.
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3.7 Messung oxidierter Proteine

In dem Bestreben die Auswirkungen einer reduzierten Ceramid-Produktion auf die
ROS-Spiegel zu erforschen, wurden zur Abschitzung des zelluldren Oxidationsstatus
Carbonylgruppen gemessen, die gehduft an den Seitenketten von Proteinen bei der

Exposition gegeniiber oxidativem Stress entstehen (Dalle-Donne et al., 2003).
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Abb. 14.: Die Reduktion der SPT-AKktivitiit senkt die Anzahl Carbonylgruppen in D. melanogaster
mit pink1%°-Mutation.

A. Das Streudiagramm zeigt den auf B-Actin normierten Mittelwert oxidierter Proteine des
entsprechenden Genotyps in Prozent (rn = 15 Fliegen pro Genotyp). Als Referenzwert diente der Genotyp
pinkI®;FRT40A4. Jeder Punkt reprisentiert einen OxyBlot. Abgebildet ist weiterhin die
Standardabweichung. Statistische Analyse: two way non-parametric ANOVA [pinkI® vs pinkl®’:
F(1,16) = 19.977, p < 0.0001; FRT40A vs lace®: F(1, 16) = 12.963, p = 0.001; Interaktion:
F(1, 16) = 1.541, p = 0.268]. Paarweise Post-hoc Analyse mittels Mann—Whitney-Test mit vierfacher
Bonferroni-Korrektur. * p <0.01, *** p <0.001, **** p <0.0001, ns — nicht signifikant.

B. Ergebnis eines exemplarischen OxyBlot zur Analyse des Gehalts von Carbonylverbindungen in den
jeweiligen Genotypen. Abgebildet ist weiterhin das Referenzprotein B-Actin aus dem korrelierenden

Western Blot. Die Position der Markerproteine ist rechts indiziert.

Es wurde eine zweifaktorielle nicht-parametrische Varianzanalyse durchgefiihrt, um
den Effekt der Pinkl- und der SPT-Aktivitit auf den Carbonylgruppengehalt zu

untersuchen. Die zweifaktorielle Varianzanalyse ergab keine statistisch signifikante
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Interaktion (F(1, 16) = 1.541, p = 0.268). Der pinkl-Status (F(1, 16) = 19.977,
p <0.0001) sowie SPT-Aktivitdt (F(1, 16) = 12.963, p < 0.001) zeigten jedoch einen
signifikanten Einfluss auf den Carbonylgruppengehalt. Unter Beriicksichtigung der
Ergebnisse aus der ROS-Messung wiesen Fliegen mit dem Genotyp pink15°; FRT40A
(pBonferroni = 0.02) und pink1®°;lace® (pponferroni = 0.04) liberraschenderweise einen
erniedrigten Carbonylgruppengehalt gegeniiber pinkI®"-Fliegen auf (Abb. 14). Analog
zu den Ergebnissen aus der ROS-Messung fiihrte die lace®-Mutation in Fliegen mit
pink1%’-Mutation jedoch zu einer Reduktion der Carbonylgruppen (paonferroni = 0.04)
(Abb. 14). Der Carbonylgruppengehalt in Fliegen mit pink/-Wildtyp und
unterschiedlichem lace-Status zeigte keinen Unterschied (psonferroni = 1).

In Zusammenschau der Befunde scheint die lace®-Mutation eine Reduktion der
Carbonylgruppen in Fliegen mit pink/%’-Mutation zu bewirken, wéhrend pinkI®"
Fliegen mit erniedrigter ROS-Last in Widerspruch zu den Ergebnissen aus der ROS-
Messung erhohte Carbonylgruppen-Spiegel aufweisen.
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4 Diskussion

Obwohl die Pathophysiologie des MP zunehmend besser verstanden wird, fehlen bis heute
kurative Therapieansidtze. Daher basiert die aktuelle Therapie auf Pharmaka, die das
zerebrale Dopamin-Angebot steigern oder auf neurochirurgischen Eingriffen, die mittels
Impulsgeneration die Basalganglienschleife modifizieren.

Bei den Forschungsarbeiten geraten der Lipidstoffwechsel und die mitochondriale
Dysfunktion zunehmend in das Zentrum der Aufmerksamkeit und verbinden die Thematik
der Neurodegeneration mit derjenigen des dysregulierten Fettmetabolismus. U.a. wurden in
Parkinson-Patienten post mortem in Lewy-Korperchen Lipid-Aggregate und dysmorphe
Mitochondrien nachgewiesen (Shahmoradian ef al., 2019). Wegweisend fiir die vorliegende
Arbeit war der Nachweis erhohter Spiegel des Sphingolipids Ceramid in einer Lipidom-
Analyse von isolierten Mitochondrien aus MEFs mit pink/-Knock-Out (Vos et al., 2017).
Interessanterweise 16st Ceramid die Ceramid-vermittelte Mitophagie aus (Sentelle et al.,
2012), greift durch Hemmung des Komplex-I der ETK (Di Paola, Cocco und Lorusso, 2000;
Ganesan et al., 2010) in die Energieproduktion und durch Steigerung der ROS-Produktion
in die zelluldre Redox-Situation ein (Quillet-Mary et al., 1997).

Als Grundbaustein der Sphingolipide fungiert Ceramid als zentraler Metabolit im
Sphingolipidstoffwechsel. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt im Rahmen der
Ceramid-de-novo-Synthese wird durch die SPT vorgenommen. Die SPT setzt sich aus den
Untereinheiten SPTLC1 und SPTLC2 zusammen. In Fliegen kodiert das Ortholog lace die
SPTLC2-Untereinheit. Hypomorphe lace-Mutationen filhren zu einer signifikant
reduzierten Ceramid-Produktion (Goyal ef al., 2019). Die pharmakologische Hemmung der
Ceramid-Produktion mit Myriocin (Inhibitor der SPT) verbesserte den Phénotyp von
D. melanogaster mit pink1®°-Mutation (Vos et al., 2021).

Als Limitation sei angemerkt, dass auf eine direkte Messung der Ceramid-Spiegel in
Anlehnung an wissenschaftliche Publikationen (Vos et al., 2017; Goyal et al., 2019; Vos et
al., 2021), die eine Ceramidreduktion durch Hemmung der SPT belegten, verzichtet wurde.
Wenn erhohte oder erniedrigte Ceramid-Spiegel erwdhnt werden, handelt es sich hierbei

folglich um evidenzbasierte Annahmen in Anlehnung auf die oben erwéhnten Publikationen.
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4.1 Reduzierte Ceramid-Spiegel verbessern die mitochondriale Atmungskette
bei pink1%’-Mutation

PINK1 garantiert durch Phosphorylierung der NdufA10-Untereinheit des Komplex-I dessen
effiziente Funktion (Morais et al., 2014). Die Dysfunktion des Komplex-I im Rahmen der
PINKI-Mutation bringt neben der verminderten ATP-Produktion weitere schwerwiegende
sekundédre Folgen mit sich, die iiber vermehrten oxidativen Stress, eine dysregulierte
Calcium-Homoostase und Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials eine
gesteigerte Apoptoseanfilligkeit ausldosen (Abb. 1) (Surmeier, Obeso und Holliday, 2017).
Ceramid wiederum inhibiert den Komplex-I, -III und -IV der ETK (Di Paola, Cocco und
Lorusso, 2000; Ganesan et al., 2010). Wie erwartet fithrte die Exposition von pinkl?’-
mutierten D. melanogaster gegeniiber Myriocin zu einer erhéhten ATP-Produktion und
einer verbesserten Flugfahigkeit (Vos ef al., 2021). In einem nédchsten Schritt wurde daher
die Funktionsweise der ETK auf die genetische Reduktion des Ceramid-Spiegels durch
Einfithrung der Mutation /ace® untersucht.

Den Erwartungen entsprechend zeigten Fliegen mit pinkl5°- und lace®-Mutation eine
Erhohung der ATP-Spiegel, wéihrend Fliegen mit erhohten Ceramid-Spiegeln und pink12°-
Mutation gemiB Voruntersuchungen (Vos et al, 2021) in Ubereinstimmung mit der
Literatur den charakteristisch reduzierten ATP-Gehalt aufwiesen (Clark et al., 2006; Park et
al., 2006; Yang et al., 2006) (Abb. 7). Die erhobenen Daten legen somit nahe, dass die
selektive Reduktion erhdhter Ceramid-Spiegel in Genotypen mit der Mutation pinkI?? eine
gesteigerte ATP-Produktion bedingt. Eine vollstandige Wiederherstellung der ATP-Spiegel
auf das Niveau der Kontrollgruppe erscheint jedoch unwahrscheinlich, da das ATP-Defizit
in pinkl®’;lace®-Fliegen gegeniiber dem Genotyp pinkl®”;lace’ dem Eindruck nach
fortbesteht (Abb. 7). Dieser Aspekt wurde allerdings statistisch nicht iiberpriift.
Hinsichtlich der Flugfahigkeit konnte derselbe Sachverhalt beobachtet werden. So fiihrten
die erniedrigten Ceramid-Spiegel im Genotyp pinkl®’;lace’® zu einer verbesserten
Flugfihigkeit im Vergleich mit dem Genotyp pinkl?’;FRT404 (Abb. 8). Gleichzeitig
erweist sich der positive Effekt auf die Flugfahigkeit bei 21 % flugfahigen D. melanogaster
mit Genotyp pink15°;lace® nur maBig ausgeprigt. Unter Einbezug der Ergebnisse der ATP-
Messung legt dieser Umstand nahe, dass die Senkung des Ceramidgehalts nicht ausreicht,
um die genetische Dysfunktion von pink/ in Bezug auf die ATP-Produktion und

Flugfahigkeit zu kompensieren.
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Passend zu den vorliegenden ATP-Daten fiihrte die Ceramidreduktion in Fliegen mit
pink15°-Mutation ebenfalls zu einer partiellen Wiederherstellung der Komplex-I-Aktivitit
(Abb. 11). Auch in diesem Versuch wurde jedoch lediglich ein moderat positiver Effekt auf
die Komplex-I-Aktivitit mit einem Anstieg von 24,2 % beobachtet. In Ubereinstimmung
mit der Literatur zeigte der Genotyp pinkI®’;FRT404 im visuellen Vergleich zu den
pinkI®”; FRT40A-Fliegen eine Reduktion der Komplex-I-Aktivitdt um mehr als 50 % (Abb.
11) (Morais et al., 2014). Die Disinhibition des Komplex-I im Zuge der Ceramid-Reduktion
scheint das pink15°-vermittelte ATP-Defizit nicht vollstindig zu kompensieren. Dies wire
nicht weiter verwunderlich, zumal bei persistierender Pink1-Dysfunktion, eine vollstandige
Erholung der Komplex-I-Aktivitit aufgrund der ausbleibenden Pinkl-mediierten
Phosphorylierung unwahrscheinlich erscheint. Interessanterweise inhibiert Ceramid
ebenfalls die -Oxidation (Raichur et al., 2014; Turpin et al., 2014). Folglich lieBe sich die
partielle ATP-Restitution anteilsweise auch durch eine Enthemmung der B-Oxidation
erkldaren. Basierend auf den vorliegenden Ergebnissen wire es in einem néchsten Schritt
interessant, den Einfluss von Ceramid auf die Aktivitdt der B-Oxidation im Rahmen der
pinkl-Mutation zu untersuchen, um die partielle Reversibilitit der ATP-Depletion
aufzuschliisseln und allenfalls neue Therapieansitze fiir den MP aufzudecken.

Entgegen den Erwartungen zeigte die Kontrollgruppe pinkI®";lace’ eine reduzierte Aktivitit
des Komplex-I (Abb. 11). Diese Beobachtung kdnnte durch erhdhte Palmitat-Spiegel erklért
werden. Im Ceramid de-novo-Stoffwechselweg dient Palmitat in seiner aktivierten Form als
Palmitoyl-CoA zusammen mit Serin der SPT als Edukt zur Synthese der Ceramid-Vorstufe
3-Ketosphinganin. In Fliegen mit lace®-Mutation wire es vorstellbar, dass sich die Edukte
der dysfunktionalen SPT anstauen. Dies ist insofern relevant, da Palmitat selektiv die aktive
Unterform des Komplex-I hemmt und diese Hemmung bei physiologischen Temperaturen
von 37 °C irreversibel sein kann (Loskovich et al., 2005). Jedoch basiert diese Erkenntnis
auf Experimenten an submitochondrialen Partikeln. Ferner werden in Anbetracht der
niedrigen Loslichkeit von Palmitat weitere Studien bendtigt, um die physiologische
Relevanz dieser Inhibition zu unterstreichen (Loskovich et al, 2005). Da in dem
vorliegenden Experiment keine Palmitat-Spiegel in pinkI®";lace®-Fliegen bestimmt wurden,
bleibt die Hemmung der Komplex-I-Aktivitit durch Palmitat hypothetisch. Jedoch sind in
D. melanogaster mit pinkl-Wildtyp die Palmitat-Spiegel im Vergleich mit pinkl%’-
Mutanten erhoht (Vos et al., 2017). In pink1%°-Fliegen konnte dies einerseits auf eine erhohte

Aktivitdt der B-Oxidation als alternative Energiequelle zu der dysfunktionalen ETK oder
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andererseits auf eine vermehrte Ceramid-Produktion zur Induktion der Ceramid-vermittelten

Mitophagie bei dysfunktionaler Pink1-mediierter Mitophagie hinweisen.

4.2 Reduzierte Ceramid-Spiegel senken die ROS-Last bei pink1%°-Mutation
Besonders reaktive sauerstofthaltige Molekiile werden als ROS (u.a. H2O2, O2.", HO")
bezeichnet. Ein Ungleichgewicht zwischen ROS-Produktion und Abbau im Sinne einer
ROS-Uberproduktion fiihrt zu oxidativem Stress mit potentiell verheerenden Konsequenzen,
da ROS-Molekiile in der Lage sind praktisch jedem zelluldren Molekiil, inklusive DNA,
Proteinen und Lipiden oxidativen Schaden zuzufiigen (Perier und Vila, 2012). Mittlerweile
ist bekannt, dass der im Rahmen der mitochondrialen Dysfunktion erhdhte oxidative Stress
einen wesentlichen Faktor in der Pathogenese des MP darstellt (Dias, Junn und Mouradian,
2013). Die vulnerablen dopaminergen Neurone der SNc weisen ein besonders hohes basales
Niveau an mitochondrialem oxidativen Stress auf (Surmeier, Obeso und Halliday, 2017).
Als pathophysiologisches Korrelat wurde in der SNc von MP-Patienten post mortem eine
verminderte Komplex-I-Aktivitit nachgewiesen (Schapira et al., 1989). Die
wissenschaftliche Beweislage deutet auf den Komplex-I als Hauptverursacher der ROS-
Produktion dysfunktionaler Mitochondrien hin (Brand et al., 2004). D. melanogaster mit
pinkl-Mutation zeigen charakteristischerweise eine erhohte ROS-Last (Esposito et al.,
2013). Da Ceramid interessanterweise die Komplexe I, III und IV der ETK inhibiert und auf
diese Weise eine gesteigerte ROS-Produktion bedingt (Di Paola, Cocco und Lorusso, 2000;
Ganesan et al., 2010), stellte sich die Frage, wie sich eine Ceramid-Reduktion durch
Einfithrung der lace3-Mutation auf die ROS-Produktion in pinkI-Mutanten auswirkt.

Der Genotyp pink1?°;FRT40A schien in Ubereinstimmung mit der Literatur erhdhte ROS-
Werte aufzuweisen (Esposito et al, 2013), wobei es sich hierbei um eine visuelle
Beobachtung ohne statistische Uberpriifung handelt. wihrend die Ceramid-Reduktion im
Genotyp pinkl®;lace® die Sauerstoffradikallast deutlich senkte (Abb. 12). Ein méglicher
Erkldrungsansatz besteht in der reduzierten Ceramid-induzierten ROS-Produktion durch den
Komplex-I der Atmungskette. Analog zu den Vorversuchen wurde dem Anschein nach keine
vollstindige Remission im Genotyp pink15°;lace® erreicht (Abb. 12). Da trotz der Ceramid-
Reduktion die vermittelten Konsequenzen der pink/-Mutation persistieren, konnten diverse
Griinde diesen Umstand erkléren. Unter anderem entfdllt durch die erniedrigten Ceramid-
Spiegel der Grundbaustein flir die Ceramid-induzierte Mitophagie, wihrend die Pinkl-
induzierte Mitophagie weiterhin erschwert ablduft. Ebenfalls bleibt die Pink1-vermittlete
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selektive Sequestrierung defekter mitochondrialer Bestandteile (z.B. des Komplex-I) anhand
von MDVs eingeschrinkt. Die mitochondriale Qualitédtskontrolle im Sinne der Mitophagie
konnte folglich zunehmend daran scheitern, dysfunktionale, ROS-produzierende
Mitochondrien zu beseitigen.

Um die Ursache der reduzierten ROS-Last weiter zu analysieren, wurde als nichstes die
SOD2-Expression untersucht. Bei der SOD2 handelt es sich um ein exklusiv in
Mitochondrien vorkommendes Enzym, das maBgeblich am Abbau der im Rahmen der
Atmungskette entstehenden Superoxidanionen beteiligt ist (Zelko, Mariani und Rodney,
2002). Die SOD2-Expression im MP wird kontrovers diskutiert (Flynn und Melovn, 2013).
Es gibt Studien, in denen die SOD2-Expression der Substantia nigra von Parkinson-
Patienten erhdht ist und als mdglicher Kompensationsmechanismus betrachtet wird (Saggu
et al., 1989). Unterstiitzend reduziert die SOD2-Uberexpression in pinkI-mutanten
D. melanogaster die ROS-Last und stellt das reguldre tubuldre mitochondriale Netzwerk

einer Zelle sowie die Kletterfahigkeit der Fliegen wieder her (Biosa et al., 2018). Leider

— 250 kDa
= 150 kDa
= 100 kDa

= 75 kDa
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PR — — a— B-Actin g . "
= 37 kDa , L

SOD2 === 25 kDa —— .-.- — -

= 20 kDa
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Abb. 15.: Exemplarischer sequentiell inkubierter Western Blot mit ausgeprigter Prizipitatbildung zur
Messung der SOD2-Expression in D. melanogaster.

A. Die initiale Inkubation erfolgte mit dem Primérantikérper B-Actin in 1:1000-Verdiinnung. Auf der Hohe
von 42 kDa sind klare B-Actin-Banden ohne Prézipitate ersichtlich.

B. Dieselbe Membran wurde in TBST gewaschen und anschlie3end mit dem Primérantikorper SOD2/MnSOD
in 1:250-Verdiinnung inkubiert. Erkennbar sind SOD2-Banden auf der Hohe von 25 kDa sowie unspezifische
Banden knapp unterhalb von 37 kDa. Diverse Prézipitate erstrecken sich iiber die Blotmembran und verhindern

eine unverfélschte Intensitdtsmessungen der SOD2-Banden.
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konnten jedoch anhand der in dieser Arbeit erhobenen Daten keine verldsslichen
Riickschliisse auf die SOD2-Expression in Reaktion auf die Manipulation der Ceramid-
Spiegel getdtigt werden (Abb. 13). Aufgrund unspezifischer Reaktionen des
Primérantikdrpers mit dem Blockierungsstoff konnte Prizipitat-bedingt nur eine geringe
Anzahl Western Blots (n = 4) analysiert werden (Abb. 15).

Der Wechsel des Blockierungsstoffes von Milchldsung auf Rinderserumalbum verhinderte
zwar das Auftreten der Antikdrper-Blockierungsstoff-Prizipitate, fiihrte jedoch zu diversen
unspezifischen Banden, so dass eine sichere Zuordnung der SOD2-Bande unmoglich wurde.
Weiterhin wiesen die wenigen verwertbaren Western Blots eine erhebliche Streuung der
Messerwerte auf. So betrug die SD beim Genotyp pinkI®”;lace® 83.9 %, beim Genotyp
pink1%’:FRT404 40.3 % und beim Genotyp pink1®°;lace® 36.2 %. In Zusammenschau sind
die Streuungsmafle zu grof3 und StichprobengrofBe zu klein, um eine fundierte Aussage tiber
die Reaktion der SOD2-Expression auf die manipulierten Ceramid-Spiegel in pinkl®’-
Mutanten zu tdtigen. In Anbetracht der verfiigbaren wissenschaftlichen Literatur wire es
jedoch vorstellbar, dass die SOD2-Expression auf die Redox-Stresssituation in
pink15°; FRT40A-Fliegen reaktiv gesteigert wird: Beispielsweise 1ost die Exposition von
humanen Nicht-kleinzelliges-Lungenkarzinom-Zellen gegeniiber exogenem Cs-Ceramid
einen deutlichen Anstieg der SOD2-Expression aus (Chang ef al., 2018). Im Vorversuch
konnte gezeigt werden, dass der gesenkte Ceramidspiegel in pinkI3°;lace®-Fliegen zu einer
reduzierten ROS-Last flihrt (Abb. 12). Daher wire es denkbar, dass die SOD2-Expression
proportional an die Redox-Stresssituation angepasst wird und somit eine verringerte
Expression der SOD2 im Vergleich zu pink1%?; FRT40A4 besteht. Andererseits wiesen normal
human dermal fibroblasts mit PINKI-Mutation eine verringerte SOD2-Expression auf
(Piccoli et al., 2008). In diesem Sinne wére es ebenfalls denkbar, dass durch einen bis dato
unbekannten Regulationsmechanismus zwischen dysfunktionalem PINK1 und SOD2, eine
verminderte Aktivitdit der SOD2 resultiert und konsekutiv eine erhohte ROS-Last.
Moglicherweise sind diese unterschiedlichen Ergebnisse jedoch auf die divergenten
Versuchsmodelle zuriickzufiihren.

Wie bereits erwahnt, stellt oxidativer Schaden durch oxidativen Stress einen wesentlichen
Aspekt in der Pathogenese des MP dar (Dias, Junn ef Mouradian, 2013). Bei der Exposition
von Proteinen gegeniiber ROS entstehen an deren Seitenketten Carbonylgruppen. Der
semiquantitative Nachweis von Carbonylgruppen kann entsprechend als Surrogatparameter
zur Abschitzung des oxidativen Stress herbeigezogen werden (Dalle-Donne et al., 2003).

Folglich sollte in einem ndchsten Schritt der oxidative Stress in Reaktion auf die Ceramid-
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Reduktion untersucht werden. Analog zu den Ergebnissen aus der ROS-Quantifizierung
wiesen die  pinkl®’lace®-Fliegen  weniger Carbonylgruppen  verglichen  mit
pink15°; FRT40A-Fliegen auf (Abb. 14). Dies wiirde die Hypothese bekriftigen, dass der
oxidative Stress durch die Ceramid-Reduktion gesenkt wird. Interessanterweise zeigten
jedoch sowohl pink1®?;FRT40A4- als auch pinkl?’;lace’-Mutanten im Vergleich mit den
pinkl-Wildtyp-Kontrollen einen signifikant niedrigeren Gehalt an oxidierten Proteinen
(Abb. 14). Dies steht im Widerspruch zu den Ergebnissen aus der ROS-Untersuchung (Abb.
12) und der Literatur iiber ROS (Esposito et al., 2013), gemiBl denen erhdhte
Carbonylgruppen-Werte in den pink/-Mutanten zu erwarten gewesen wdren. Diese
Hypothese unterstiitzend zeigte die Gewebeanalyse der SNc von MP-Patienten erhdhte
Carbonyl-Werte (Floor und Wetzel, 1998). Weiterhin wiesen humane Fibroblasten mit
Parkin-Mutation erhohte Carbonylgruppen auf (Griinewald et al., 2010). Da Parkin und
PINK1 in derselben Reaktionskette agieren, erscheint es sinnvoll, das Ergebnis dieses
dhnlichen wenngleich divergenten PS-Models in der Interpretation der vorliegenden Daten
zu beriicksichtigen. Weiterhin zeigten Ratten in einem 6-Hydroxydopamin-induziertem PS-
Model erhdhte Carbonylgruppen im Striatum (Haleagrahara et al., 2011). Daher sollte das
Resultat des durchgefiihrten Experiments in Anbetracht der Divergenz zur Literatur und zur

ROS-Messung kritisch hinterfragt werden.

4.3 Reduzierte Ceramid-Spiegel vermindern das Auftreten mitochondrialer
Aggregationen bei pinkI5°-Mutation
Mitochondrien bilden unter basalen Bedingungen ein dynamisches, tubuldres Netzwerk
innerhalb einer Zelle aus, dessen Morphologie durch ein fein reguliertes System aus
balancierten Fissions- und Fusionszyklen situativ an die vorliegende Stoffwechsellage
angepasst wird (Wai und Langer, 2016). Enzymatisch wird die Fission durch Drp1 und Fis1
ausgefiihrt, wahrend die Fusion durch Mfnl, Mfn2 sowie Opal vorgenommen wird (Wai
und Langer, 2016). Grundsétzlich kdnnen zwei oppositiondre Netzwerkformen mit einem
hyperfusionierten, langstreckig-tubuléren Netzwerk bei uneingeschrankter Fusion einerseits
und einem hyperfragmentierten Netzwerk bei uneingeschrinkter Fission andererseits
unterschieden werden (Wai und Langer, 2016). Physiologisch betrachtet dient die Fusion
dem Austausch mitochondrialer Bestandteile (z.B. Matrixmetabolite und DNA), der
Maximierung der oxidativen Kapazitit sowie dem Angleich des Membranpotentials.

Prinzipiell wirkt die mitochondriale Fusion protektiv bzw. antiapoptotisch und kann bis zu

57



Diskussion

einer kritischen Schwelle toxischen Stress kompensieren (Youle und Van Der Bliek, 2012).
Bedeutend hierfiir ist eine Fusionspriaferenz von Mitochondrien mit regulirem MMP
untereinander gegeniiber Mitochondrien mit erniedrigtem MMP (Twig et al., 2008). Durch
die Fission wiederum konnen defekte mitochondriale Bestandteile sequestriert sowie
dysfunktionale Mitochondrien aus dem mitochondrialen Netzwerk segregiert werden (Youle
und Van Der Bliek, 2012). Eine zentrale Rolle in der mitochondrialen Qualitdtskontrolle
nimmt die fissionsbedingte mitochondriale GroBenreduktion durch Ermdéglichung der
UmschlieBung durch das Phagophor als Voraussetzung fiir die Mitophagie ein (Wai und
Langer, 2016). Zellen mit fehlender Fissionsfdhigkeit zeigen entsprechend eine deutliche
Reduktion der Mitophagierate (Twig et al., 2008).

Es bestehen eine Vielzahl zelluldrer Stressoren, die eine Fragmentierung des
mitochondrialen Netzwerkes auslosen. Oxidativer Stress stellt einen besonders relevanten
Stressor dar (Knott e al., 2008). Die PinkI®’-Mutation verschiebt das Gleichgewicht
ebenfalls in Richtung der mitochondrialen Fragmentierung (Clark et al., 2006; Park et al.,
2006; Vos et al., 2012). Weiterhin kann eine fragmentiertes mitochondriales Netzwerk mit
perinukledren Aggregationen wahrend der Apoptose beobachtet werden (Bottone et al.,
2013). Interessanterweise fiihrt eine gesteigerte Ceramid-Produktion zu einer ROS-
Zunahme, zu einer Abnahme des MMPs und Freisetzung von Cytochrom C durch die
Formation von Ceramid-Kanélen in der mitochondrialen Membran (Jana, Hogan und Pahan,
2009). Das Konzept des Experiments bestand nun darin, zu untersuchen ob erniedrigte
Ceramid-Spiegel das mitochondriale Clustering beeinflussen wiirden.

In Ubereinstimmung mit der Literatur zeigte der pinkl®°;FRT404-Genotyp
erwartungsgemél visuell die hochste Dichte an mitochondrialen Aggregation (Clark et al.,
2006; Park et al., 2006; Vos et al., 2017), wobei dies jedoch nicht statistisch gepriift wurde,
wihrend die Reduktion der Ceramid-Spiegel in pink1®°;laced-Fliegen im Vergleich zu
pink1®°;FRT40A4-Fliegen zu einem deutlich Riickgang der Fragmentierung des
mitochondrialen Netzwerks flihrte (Abb. 9). Wie in den vorherigen Experimenten schien die
Reduktion der Ceramid-Spiegel im Genotyp pinkl?’;lace® nicht zu einer vollstdndigen
Remission zu fiihren (Abb. 10). Dieser Beobachtung liegen vermutlich mehrere Aspekte
zugrunde. In der ROS-Messung wurde gezeigt, dass eine Ceramid-Reduktion bei pinkl?’-
Mutation die ROS-Spiegel zwar deutlich senkt, jedoch weiterhin erhdhte ROS-Werte zu
vermuten sind. Da oxidativer Stress einen der bedeutendsten Aspekte fiir die Fragmentierung
des mitochondrialen Netzwerkes darstellt (Knott ez al., 2008), liegt es nahe, dass im Rahmen

einer nicht vollstindig reduzierten ROS-Last weiterhin mitochondriale Aggregationen
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beobachtet werden. Weiterhin kann Ceramid anhand der Formation von Ceramid-Kanélen
das die Apoptose-einleitende Molekiil Cytochrom C aus der mitochondrialen Matrix in das
Zytosol freisetzen (Siskind, Kolesnick und Colombini, 2002). Entsprechend kénnte durch
die Ceramid-Reduktion ein apoptotischer Stimulus mit Konsequenz der Fragmentierung des
mitochondrialen Netzwerks vermindert werden. Da Ceramid die Féhigkeit besitzt, die
Mitophagie in der Funktion eines Autophagierezeptors iiber die Bindung an LC3-II direkt
einzuleiten (Sentelle er al., 2012) wire es vorstellbar, dass die reduzierte Anzahl
mitochondrialer Aggregationen in pink1%’;lace’-Fliegen ein Hinweis auf eine verminderte
Aktivitdt der Ceramid-induzierten Mitophagie wire. Entsprechend wire es in einem
néchsten Schritt interessant die Mitophagierate in Reaktion auf die Ceramid-Reduktion zu

untersuchen.

4.4 Zusammenfassung der Erkenntnisse und Perspektiven

Zielsetzung i — Einfiihrung der lace’®-Mutation

Das Hauptziel dieser Arbeit bestand in der Analyse der Interaktion von Pink1 und Ceramid
in pink1%’-mutanten D. melanogaster. In Anbetracht der bereits erforschten Auswirkungen
der pharmakologischen Hemmung der SPT in pink/5°-mutanten D. melanogaster (Vos et
al., 2021) sollte die Pinkl-Ceramid-Interaktion nach genetischer Alteration untersucht
werden. Die Zielsetzung i der vorliegenden Arbeit konnte erfolgreich anhand der
heterozygoten Einfithrung der hypomorphen Mutation lace® in das Genom pinkl-mutierter

D. melanogaster umgesetzt werden.

Zielsetzung ii — Funktionalitdt der Mitochondrien in pinkl-mutanten D. melanogaster

Angesichts der dhnlichen Auswirkungen von pink/-Mutationen und Ceramid-Akkumulation
auf die mitochondriale Funktion sollte die Auswirkung reduzierter Ceramid-Spiegel auf
zelluldre Mechanismen in der Pathogenese des PS untersucht werden. Hieraus resultierten

folgende Erkenntnisse:

1) Die Reduktion der Ceramid-Spiegel optimiert die Funktionsweise der ETK in

15°-mutanten D. melanogaster.

pink
Genauer betrachtet fithren reduzierte Ceramid-Spiegel zu einer gesteigerten Aktivitdt des

Komplex-I bei Fliegen mit pink/®’-Mutation, wobei dieser Umstand eine
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Erklarungsgrundlage fiir das erhohte ATP-Protein-Verhiltnis sowie die verbesserte

Flugfahigkeit von D. melanogaster mit pink1%°-Mutation darstellt.

In der Folge wurde entschieden, durch die spezifische Analyse des oxidativen und
mitochondrialen Stresses einen weiteren wichtigen Aspekt der Pathogenese des PS zu

untersuchen. Hierbei konnte folgende Schlussfolgerung getroffen werden:

2) Die Reduktion der Ceramid-Synthese senkt den oxidativen und mitochondrialen

13°-mutanten D. melanogaster.

Stress in pink
Die verminderten Ceramid-Spiegel fiihren in pink15°-mutanten D. melanogaster zu einer
reduzierten ROS-Produktion. Urséchlich fiir die gesenkte ROS-Produktion ist zumindest
anteilsweise die verbesserte Komplex-I-Funktion nach Ceramid-Reduktion zu nennen.
Als Kompensationsmechanismus zur Reduktion der ROS-Last wire eine gesteigerte
SOD2-Expression pink1%°-mutanten D. melanogaster zu erwarten gewesen. Die Daten
aus dieser Arbeit lassen jedoch keine evidenzbasierte Schlussfolgerung iiber die SOD2-
Expression zu. Wie vermutet resultiert aber die Reduktion der Ceramid-Spiegel in
D. melanogaster mit pink1%°-Mutation in einem erniedrigten Carbonylgruppengehalt.
Jedoch zeigen Fliegen mit pinkl-Wildtyp im Vergleich zur pinkl?°-Mutation im
Widerspruch zur Literatur iiberraschend erhdhte Carbonylgruppen. Dieses Ergebnis
sollte kritisch hinterfragt werden. Hingegen fiihrt die reduzierte Ceramidsynthese in
D. melanogaster mit pinkl®’-Mutation erwartungsgemall angesichts des gesenkten

zelluldren Stresses zu einem Riickgang der mitochondrialen Aggregation.

Abschliefend kann gesagt werden, dass die PINK/-Mutationen zu einer Reihe verheerender
Folgen fiir den Organismus fiihren, die u.a. auf die Funktionalitit der Mitochondrien
zuriickgehen. Durch die Dysregulation des Fusion-Fission-Gleichgewichts nimmt die
unselektive Fusion gesunder und dysfunktionaler Mitochondrien zu (Mouli, Twig und
Shirihai, 2009; Twig und Shirihai, 2011), der Komplex-I produziert weniger ATP (Park et
al., 2006; Morais et al., 2014) bzw. vermehrt ROS (Brand et al., 2004) und die Mitophagie
als zentrale Instanz der mitochondrialen Qualitdtskontrolle scheitert zunehmend daran,
dysfunktionale Mitochondrien zu beseitigen (Pickrell und Youle, 2015). Als
Kompensationsversuch dieses Circulus vitiosus scheint es plausibel, dass vermehrt Ceramid
produziert wird, um die Ceramid-mediierte Mitophagie anzuregen. In Einklang mit dieser

Hypothese zeigten D. melanogaster mit pinkI-Mutation und erhdhten Ceramid-Spiegeln als
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Pendant eines erhohten Mitophagiebedarfs eine prominente Fragmentierung des
mitochondrialen Netzwerks im Vergleich zu D. melanogaster mit gesenkten Ceramid-
Spiegeln. In diesem Sinne wire es interessant, die Mitophagierate in Relation erhohter sowie
reduzierter Ceramid-Spiegel bei pink/-Mutation zu bestimmen, um zu evaluieren, ob neben
der erh6hten Zufuhr zur Mitophagie auch der entscheidende Schritt der Degradierung von
Mitochondrien erhoht ist. Falls nicht, konnte der Kreislauf aus mitochondrialer Dysfunktion
und der kompensatorisch stimulierten Ceramid-Produktion mit seinen begleitenden
schédlichen Effekten exazerbieren. Beispielsweise hemmt Ceramid den Komplex-I, -IIT und
-IV der ETK (Di Paola, Cocco und Lorusso, 2000). Die ATP-Bestimmung zeigte, dass
reduzierte Ceramid-Spiegel die ATP-Produktion in Fliegen mit pink/%’-Mutation erhéht.
Die gesteigerten ATP-Spiegel bei pinkl-Mutation lieBen sich zumindest anteilsweise durch
die verbesserte Komplex-I-Aktivitdt in Reaktion auf die Ceramid-Reduktion erkliren. Da
Ceramid ebenfalls die B-Oxidation inhibiert, wire es interessant die Aktivitdt der
B-Oxidation in pink/-Mutanten in Reaktion auf erniedrigte Ceramid-Spiegel zu erforschen.
Als alternative ATP-Quelle bei dysfunktionaler ETK konnte die Inhibition der B-Oxidation
die zellulire ATP-Produktion zusitzlich in eine schidliche Abwiértsspirale versetzen.

Ceramid 16st durch die Formation mitochondrialer ceramide channels die Freisetzung von
Cytochrom C (Stiban, Caputo und Colombini, 2008) und die Ceramid-mediierte
Apoptoseinduktion aus (Birbes et al., 2001). Die wissenschaftliche Literatur stuft Ceramid
eindeutig als zelluldren Stressor und ROS-Induktor ein (Gudz, Tserng und Hoppel, 1997;
Quillet-Mary et al., 1997; Di Paola, Cocco und Lorusso, 2000; Ganesan et al., 2010). Im
Zuge dieser Arbeit korrelierte eine erniedrigte ROS-Konzentration im Rahmen der pinki-
Mutation zwar mit reduzierten Ceramid-Spiegeln, jedoch erwies sich die Datenlage
beziiglich der Konsequenzen heterogen. Beispielsweise konnte trotz wissenschaftlichen
Hinweisen hinsichtlich einer vermehrten SOD2-Expression bei erhohten Ceramid-Spiegeln
(Di Paola, Cocco und Lorusso, 2000; Ganesan et al., 2010) keine verldsslichen
Riickschliisse auf die SOD2-Expression gezogen werden. Insgesamt erscheint eine SOD2-
Hochregulierung im Sinne eines zelluldren Schutzmechanismus gegeniiber vermehrtem
oxidativem Stress jedoch wahrscheinlich. Ferner korrelierten reduzierte Ceramid-Spiegel
erwartungsgemall mit verminderten Carbonylgruppen im Rahmen der pink/-Mutation. Da
der MP mit erhohtem oxidativem Stress in Verbindung gebracht wird und der
Carbonylgruppengehalt in den Kontrollgruppen gegentiber den pink/-Mutanten erhoht war,

sollte dieses Ergebnis jedoch kritisch hinterfragt werden.
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Zusammenfassend konnte diese Arbeit, die als Anteil eines Manuskripts erfolgreich in der
wissenschaftlichen Zeitschrift PNAS publiziert wurde, vertiefte Einblicke in ein
Forschungsgebiet am Schnittpunkt zwischen Lipidmetabolismus und familidrem PS geben.
Es wiire vorstellbar, dass eine medikamentdse Einschrankung der Ceramid-Produktion eine
protektive Funktion auf die vulnerablen SNc-Neurone ausiiben kdnnte. Hierfiir bestehen
bereits indirekte Hinweise. So zeigten klinische Studien, dass Statine neuroprotektive
Effekte in MP-Patienten ausiiben und die Inzidenz des MP senken (Q. Wang et al., 2011).
Hierfiir gébe es zahlreiche potentielle Erklarungsansitze. Einer davon wére die Tatsache,
dass Statine die Ceramid-Produktion senken (Ng ef al., 2014). Um eine eindeutige

Korrelation nachzuweisen, sind jedoch weitere Forschungsarbeiten notwendig.
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Zusammenfassung

S Zusammenfassung

Das PINKI-assoziiierte Parkinson-Syndrom wird mit dysfunktionalen Mitochondrien in
Verbindung gebracht. PINK1 iibernimmt eine essentielle neuroprotektive Rolle, indem es
die Funktionalitit des mitochondrialen Netzwerkes reguliert und defekte Mitochondrien im
Sinne einer Qualititskontrolle beseitigt (Mitophagie). Korrelierend zeigen D. melanogaster
mit pinkl-Mutation einen dysfunktionalen Komplex-I mit erniedrigter ATP-Produktion,
eine reduzierte Flugfdhigkeit, eine gesteigerte Sauerstoffradikal-Produktion sowie
ibermdfige mitochondriale = Aggregationen. Zusidtzlich weisen pinkl/-mutante
D. melanogaster erhohte Ceramid-Spiegel auf. Interessanterweise bedingt die
Akkumulation von Ceramid ebenfalls eine dysfunktionale Atmungskette, eine gesteigerte
Produktion reaktiver Sauerstoffradikale sowie eine PINK 1-unabhingige Mitophagie. Somit
wurde in dieser Arbeit die Hypothese einer pink/-Phénotyp-Verbesserung durch Reduktion
der Ceramid-Spiegel untersucht. Die erste Reaktion der de-novo-Ceramidsynthese wird
durch die Serin-Palmitoyltransferase durchgefiihrt, die durch das Fliegen-Ortholog lace
kodiert wird. Durch Kreuzungsversuche wurde die hypomorphe lace’-Mutation eingefiihrt
und so die Ceramid-Spiegel gesenkt. In der Folge wurden die ATP-Produktion, die
Komplex-I-Aktivitit und die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies mittels biochemischer
Verfahren untersucht. Die Bestimmung des Carbonylgruppen-Gehalts und der
Superoxiddismutase-2-Expression erfolgte durch Blotting-Verfahren. Die mitochondriale
Aggregation wurde mittels Immunfluoreszenz am Konfokalmikroskop untersucht. Ebenfalls
erfolgte die Evaluation der Flugfahigkeit. Die Inhibition der Ceramid-Produktion fiihrte in
Fliegen mit pinkl/-Mutation zu einer gesteigerten ATP-Produktion, einer verbesserten
Flugfahigkeit, einer Reduktion der mitochondrialen Aggregate, einer erhdhten Aktivitdt des
Komplex-I und zu einem Riickgang der Sauerstoffradikalproduktion. Die Untersuchung der
Superoxiddismutase-2-Expression blieb inkonklusiv. Die Analyse des Carbonylgruppen-
Gehalts ergab widerspriichliche Ergebnisse, so dass diese Resultate mit Vorsicht zu
interpretieren sind. In Anbetracht der Ceramid-vermittelten Inhibition der B-Oxidation sowie
der Ceramid-induzierten Apoptose und Mitophagie wire es fir zukiinftige
Forschungsarbeiten interessant, die Auswirkungen gesenkter Ceramid-Spiegel im Rahmen
der PINKI-Mutation auf die Aktivitit dieser fiir die zellulire Energiehomdostase
elementaren Stoffwechselprozesse zu untersuchen. Als Fazit verbessert die Reduktion der
Ceramid-Spiegel die mitochondriale Dysfunktion des pink/-Phénotyp und konnte einen

therapeutischen Angriffspunkt zur Behandlung des Parkinson-Syndroms darstellen
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6 Summary

PINKI-associated Parkinson's disease is coupled with dysfunctional mitochondria. PINK1
assumes an essential neuroprotective role by regulating the functionality of the
mitochondrial network and eliminating defective mitochondria in the sense of a quality
control (mitophagy). Accordingly, D. melanogaster with pinkl mutation exhibit a
dysfunctional complex I with decreased ATP production, reduced flight ability, increased
oxygen radical production, and excessive mitochondrial aggregations. In addition, pinkl
mutant D. melanogaster show increased ceramide levels. Interestingly, ceramide
accumulation also conditions a dysfunctional respiratory chain, increased reactive oxygen
species production, and PINK1 independent mitophagy. Thus, in this work, the hypothesis
of pinkl phenotype improvement by reduction of ceramide levels was investigated. The
initial reaction of de novo ceramide synthesis is carried out by serine palmitoyltransferase,
which is encoded by the fly ortholog lace. Crossing experiments introduced the hypomorph
lace® mutation, thereby lowering ceramide levels. Subsequently, ATP production, complex I
activity and reactive oxygen species production were biochemically determined. Blotting
procedures were used to determine carbonyl group content and superoxide dismutase-2
expression. Mitochondrial aggregation was examined by immunofluorescence on a confocal
microscope. Also, an evaluation of flying ability was performed. Inhibition of ceramide
production in flies with pink/ mutation resulted in increased ATP production, improved
flying ability, reduction of mitochondrial aggregates, increased complex I activity and a
decrease in oxygen radical production. Examination of superoxide dismutase-2 expression
remained inconclusive. Analysis of carbonyl group content yielded conflicting results.
Hence, these outcomes should be interpreted with caution. Considering the ceramide-
mediated inhibition of B-oxidation as well as ceramide-induced apoptosis and mitophagy, it
would be interesting for future research to investigate the effects of lowered ceramide levels
in the context of the PINK I mutation on the activity of these metabolic processes elementary
for cellular energy homeostasis. In conclusion, the reduction of ceramide levels partially
ameliorates mitochondrial dysfunction of the pink! phenotype and may provide a therapeutic

target for the treatment of the Parkinson syndrome.
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