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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Prion-Erkrankungen

1.1.1  Einfiihrung

Prion-Erkrankungen sind tédlich verlaufende, degenerative Erkrankungen des
zentralen Nervensystems, die beim Menschen und bei einer Vielzahl von Tieren
auftreten kénnen (Prusiner 1998; Collinge 2001). Zu den charakteristischen,
histopathologischen Merkmalen dieser Erkrankungen gehdren astrozytére
Gliose, schwammartige Vakuolisierung des Gewebes und Ablagerungen des
pathogenen Prion-Proteins in sogenannten Plaques. Aufgrund der
Ubertragbarkeit (engl. transmissible) der Prion-Erkrankungen und den
schwammartigen (engl. spongiforme) Verdnderungen des Gehirns werden sie
auch als transmissible spongiforme Enzephalopathien (TSE) bezeichnet.

Die Entstehung von Prion-Erkrankungen kann auf verschiedene Ursachen
zurtickgefiihrt werden. Sie kénnen sporadisch (unbekannten Ursprungs) oder
aufgrund einer pathogenen Mutation im Prion-Protein-Gen (PRNP) (hereditar)
auftreten. Zudem kommen infektiose Krankheitsformen vor, deren
Ubertragbarkeit einzigartig im Bereich der neurodegenerativen Erkrankungen ist.
Zu den bekanntesten Prion-Erkrankungen zahlen die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit
(CJD) und Kuru beim Menschen, Scrapie bei Schaf und Ziege, die bovine
spongiforme Enzephalopathie (BSE) beim Rind und die chronisch zehrende
Hirschkrankheit beim Hirsch. Im Folgenden werden die historischen Hintergriinde

sowie die Pathologie dieser Erkrankungen néher betrachtet.

1.1.2  Prion-Erkrankungen bei Tieren

1.1.2.1 Scrapie

Die erste dokumentierte Prion-Erkrankung ist Scrapie (Traberkrankheit), die bei
Schafen und Ziegen auftritt und erstmals Mitte des 18. Jahrhunderts in
Grol3britannien (GB) beschrieben wurde (McGowan 1914, 1922). Im Jahr 1732

hatten Hirten auffallige Merkmale bei ihren Schafen erkannt. Neben Kratzen und
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Stolpern wurden die Tiere vor allem durch starke Verdnderungen ihres
Verhaltens auffallig. Bereits 1759 berichtete Johann Georg Leopoldt von der
Ubertragbarkeit dieser Erkrankung. Cuillé und Kollegen konnten diese
Vermutung experimentell belegen, indem es ihnen erstmals gelang, Schafe mit
Scrapie zu infizieren (Cuillé 1936, 1938; Cuillé and Chelle 1939). Die
Inkubationszeit von Scrapie betragt 2 bis 5 Jahre, wohingegen der Tod innerhalb
von 2 Wochen bis 6 Monaten nach Auftreten der ersten klinischen Symptome
eintritt. Die Symptome beinhalten neben Juckreiz und Verhaltensstérungen, auch
Erblindung, Ataxie, Tremor und Koordinationsprobleme. Historische
Dokumentationen von Scrapie-dhnlichen Krankheiten bei Schafen deuten darauf
hin, dass sich Scrapie von Spanien ausgehend, aufgrund des Merino-Schaf-
Exportes, in Europa verteilte (Greig 1940; Parry 1983; Detwiler 2001). Ab 1920
stieg die Zahl der Scrapie-erkrankten Suffolk-Schafe in GB stark an. Ihr Export
scheint deutlich an der weltweiten Verteilung der Erkrankung beteiligt gewesen
zu sein (Hourrigan and al. 1979). Mittlerweile ist Scrapie in beinahe jedem Land
mit Schafhaltung vertreten. Obwohl die Schafszucht in GB im hohen Mal} von
dieser infektiésen Erkrankung betroffen war, wurde die Meldepflicht klinischer
Verdachtsfalle dort erst 1993 eingefuhrt. Mittlerweile ist die Meldepflicht in vielen
Landern in das Tierseuchengesetz aufgenommen worden.

In Norwegen wurde 1998 erstmals eine neuartige, atypische Scrapie Form
(Nor98 Scrapie) identifiziert, die sich symptomatisch, insbesondere durch das
Ausbleiben des Juckreizes, von der klassischen Form unterscheidet (Benestad et
al. 2003; Tranulis et al. 2011). Mittlerweile wurde diese Form in beinahe allen
europdischen Landern, mit einem Fall auf den Falkland-Inseln und einem in den
USA, beschrieben (Benestad et al. 2008).

1.1.2.2 Bovine spongiforme Enzephalopathie

Die bovine spongiforme Enzephalopathie (BSE) (Rinderwahnsinn) wurde
erstmals 1986 als eine neuartige Prion-Erkrankung beim Rind in GB beschrieben
(Wells et al. 1987). BSE ist eine langsam voranschreitende und tddliche
Erkrankung, die beim Hausrind und bei exotischen Wiederkduern in zoologischen
Garten auftreten kann. Die Ursache der BSE-Epidemie konnte auf die
Verfutterung von kontaminiertem Tiermehl zuriickgefuhrt werden, da dieses unter

anderem Scrapie-infiziertes Schafhirngewebe enthielt und dem Mischfutter

2



Einleitung

beigefligt wurde. Untersuchungen weisen darauf hin, dass die Umstellung des
Tiermehl-Herstellungsverfahrens wesentlich zu der Ubertragung von Scrapie-
Prionen auf das Rind beigetragen hat. Es wird vermutet, dass das altere
Verfahren aufgrund anderer Loésungsmittel und Hitzebehandlungen zu einer
geringeren Prion-Last im Tiermehl fihrte, und daher, auch bei Jahrzehntelanger
Fltterung, die Erkrankung nicht Ubertragen wurde (Wilesmith et al. 1991). Die
Inkubationszeit kann zwischen 2 bis 8 Jahren betragen. Die klinischen Anzeichen
sind Tremor, Gang-Abnormitaten insbesondere der Hinterlaufe,
Uberempfindlichkeit auf Larm und Verhaltensstérungen wie Ubererregbarkeit und
selten Aggressivitat (Braun et al. 1997). Von 1986 bis 2000 wurden etwa 178.000
BSE-Félle in GB registriert (Donnelly et al. 2002). Als Reaktion auf die
BSE-Epidemie wurde 1988 die Meldepflicht klinischer BSE-Verdachtsfalle
gesetzlich festgelegt und die Schlachtung verdachtiger oder erkrankter Tiere
angeordnet. Der Epidemie-H6hepunkt wurde in GB mit Uber 37.000 BSE-Fallen
im Jahr 1992 erreicht (Abb. 1). Obwohl die gemeldeten Félle in GB seitdem
jahrlich abnahmen, stieg die Zahl an BSE-Féllen auf3erhalb GroRbritanniens an
und erreichte 2002 ihr Maximum mit Uber 1.000 BSE-Fallen.
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Abb. 1. Schematische Darstellung der Anzahl der BSE-Félle in England
(GB) oder auBerhalb von England (nicht-GB). (Aguzzi and Calella 2009)

Im Jahr 1995 wurde in GB der erste Todesfall eines Menschen aufgrund einer
neuen Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (nvCJD) bekannt (Will et al.

1996). Untersuchungen konnten zeigen, dass diese neuartige Erkrankung durch
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den Verzehr BSE-kontaminierter Nahrungsmittel verursacht wurde. Naheres (ber
die nvCJD wird im Abschnitt 1.1.3.1 beschrieben.

1.1.2.3 Chronisch zehrende Hirschkrankheit

Die Symptome der chronisch zehrenden Hirschkrankheit (engl. chronic wasting
disease, CWD) wurden erstmals Ende der Sechzigerjahre bei in Gefangenschaft
lebenden Maultierhirschen (Odocoileus hemionus hemionus) erkannt und im Jahr
1978 nach histopathologischer Analyse des Hirnmaterials als eine TSE
diagnostiziert (Williams and Young 1980; Williams and Miller 2002). Bislang
wurde die Erkrankung ausschliefdlich im nérdlichen Teil der USA, in Kanada und
bei importierten Tieren in Stdkorea festgestellt. Die CWD tritt bei verschiedenen
Hirscharten, wie beispielsweise dem nordamerikanischen Rothirsch (Cervus
elaphus nelsoni), dem Schwarzwedelhirsch (Odocoileus hemionus columbianus)
und dem Weiltwedelhirsch (Odocoileus virginianus), und selten bei Elchen (Alces
alces shirasi) auf (Baeten et al. 2007; Williams and Young 1980, 1982; Gilch et
al. 2011). Epidemiologische und experimentelle Untersuchungen konnten zeigen,
dass die horizontale Ubertragung der CWD durch den Kontakt zu infizierten
Tieren oder zu einer kontaminierten Umwelt méglich ist (Tamguney et al. 2006;
Seelig et al. 2010; Mathiason et al. 2009; Balachandran et al. 2010). Somit sind
Gras oder Wasser, die durch Sekrete oder Exkremente der Hirsche kontaminiert
wurden, wesentlich an der Ubertragung beteiligt.

Da CWD als einzige Prion-Erkrankung auch bei wildlebenden Tieren auftritt, ist
die Ausbreitung der Erkrankung schwer zu verhindern. Die Ursache der
infektiosen Erkrankung ist noch nicht eindeutig geklart, jedoch kann die
Ubertragung der Erkrankung durch Verfitterung von kontaminiertem Tiermehl,
wie im Fall von BSE, wahrscheinlich ausgeschlossen werden. Es ware mdglich,
dass die Erkrankung spontan bei einem Hirsch entstanden und sich
anschlieend verbreitet hat. Da die Zahl infizierter Tiere in den USA und Kanada
stets zunimmt, stellt CWD ein potentielles Risiko fir Mensch und Tier in diesen
Regionen dar. Die Trans-Spezies-Ubertragung von CWD auf Mensch, Rind oder
Schaf wurde in Studien kontrovers diskutiert, jedoch liegt noch keine Evidenz vor,
dass CWD auf den Menschen Ubertragbar ist (Hamir et al. 2005; Hamir et al.
2006; Hamir et al. 2007; Belay et al. 2004; Tamguney et al. 2006; Williams and
Miller 2002).
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Neben den bereits beschriebenen Prion-Erkrankungen sind weitere TSE bei

anderen Tierarten bekannt. Diese TSE wurden in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1. Ubersicht iiber die Prion-Erkrankungen der Tiere.

Jahr, Ort der

Name der Prion- Betroffene
ersten Referenz Ursache .
Erkrankung . Tierarten
Beschreibung
. 1732, Infektion, .
Scrapie GroRbritannien (McGowan 1922) Genetisch Schaf, Ziege
Transmissible Nerz .

. 1974, (Hartsough and Burger Infektion
Enzephalopathie Nerz
(TME) USA 1965) (Futter)

Chronisch

zehrende 1978, (Wiliams and Young . .
Hirschkrankheit USA 1980) Ehiten  Alen
(CWD)

Bovine spongiforme .
Enzephalopathie é%g’b anni (Wells et al. 1987) ";fet't‘t'on Rind
(BSE) rof3britannien (Futter)

Eﬁggsig‘fo agfeﬁ'er 1988, (Jeffrey and Wells 1988)  Infektion .
(EUEF)’ P GroRbritannien (Kirkwood et al. 1990) (Futter)

Peline spenglicie  oq (Leggett et al. 1990) Infektion  Haus-
Enzephalopathie . . .
(FSE) Grof3britannien (Pearson et al. 1991) (Futter) und Wildkatze
1.1.3  Prion-Erkrankungen beim Menschen

1.1.3.1 Atiologie der humanen Prion-Erkrankungen

Im Laufe des letzten Jahrhunderts konnten beim Menschen mehrere Prion-
Erkrankungen identifiziert werden, die durch Neurodegeneration, strukturelle
Veranderungen des Gehirns und dem damit verbundenen Verlust allgemeiner
Gehirnfunktionen, charakterisiert sind (Tabelle 2). Sie kénnen in drei atiologische
Kategorien eingeteilt werden: sporadisch (unbekannten Ursprungs), vererbbar
(hereditar) oder Ubertragbar (infektits).

Etwa 85% der humanen Prion-Erkrankungen treten ohne erkennbare Ursache als
sporadische Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (sCJD) mit einer Inzidenz von einem
Fall pro 1 Million Einwohner auf (Wadsworth et al. 2003). Bereits in den Jahren
1920 und 1921 wurde die sCJD von den Neurologen Hans G. Creutzfeldt und
Alfons Jakob erstmals beschrieben (Creutzfeldt 1920; Jakob 1921). Die Ursache

ist bislang unbekannt, jedoch kénnten somatische Mutationen im Prion-Protein-
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Gen (PRNP) oder eine spontane Konformationsanderung des Prion-Proteins ein
moglicher Grund sein (Collinge 1997). Im Jahr 1999 wurde eine weitere
sporadische Prion-Erkrankung entdeckt, die aufgrund der klinischen Symptome

als sporadische fatale Insomnie (SFI) bezeichnet wurde (Parchi et al. 1999;

Mastrianni et al. 1999).

Tabelle 2. Ubersicht iiber die humanen Prion-Erkrankungen.

Name der Prion- LT (Tl =

ersten Referenz Atiologie
Erkrankung .

Beschreibung
Sporadische
Creutzfeldt-Jakob- I;izu(t)échlan d E‘(Jlar(;g:)zgesgz;QZO) Unbekannt
Krankheit (sCJD)

Familidre Creutzfeldt-
Jakob-Krankheit

1924,
Deutschland

(Kirschbaum 1924)
(Kirschbaum 1968)

Mutation im PrP-Gen

(fCJD)
Gerstmann-
ggr?g:lleaerr-Syn drom %Z?Sr‘reich (Gerstmann et al. 1936)  Mutation im PrP-Gen
(GSS)
(Gajdusek and Zigas
1957, 1957) Ritueller
Kuru

Papua-Neuguinea

(Hadlow 1959)
(Gajdusek et al. 1966)

Kannibalismus

latrogene Creutzfeldt-

. 1974, Infektion durch
J_akob-Krankhelt USA (Duffy et al. 1974) srztliche Behandlung
(iCJD)

Fatale Familiare 1986

Insomnie . (Lugaresi et al. 1986) Mutation im PrP-Gen
Italien

(FFI)

Neue Variante der 1996

Creutzfeldt-Jakob- GroB,britannien (Will et al. 1996) Infektion

Krankheit (nvCJD)

pporadische Fatale 1999, (Parchi et al. 1999) Unbekannt
USA (Mastrianni et al. 1999)

(SF1)

Ungeféhr 15% der humanen Prion-Erkrankungen sind vererbbar, wobei bislang
alle auf autosomal-dominante, pathogene Mutationen in PRNP zurlickzufiihren
sind. Abbildung 2 gibt einen Uberblick der iiber 50 PRNP-Mutationen, die mit
Prion-Erkrankungen assoziiert sind (Collinge 1997; Wadsworth et al. 2003). Die
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit  (fCJD),

Scheinker Syndrom (GSS) oder die fatale familidre Insomnie (FFI) sind drei

familiare das Gerstmann-Straussler-

Untergruppen der familidren Prion-Erkrankungen, die sich anhand ihres
klinischen Erscheinungsbildes unterscheiden lassen (Kirschbaum 1924, 1968;

Gerstmann et al. 1936; Lugaresi et al. 1986; Collins et al. 2001).
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Abb. 2. Pathogene Mutationen und Polymorphismen des humanen Prion-
Proteins.

Schematische Darstellung der PrP-kodierenden Sequenz. Oberhalb der Sequenz
befinden sich pathogene Mutationen und unterhalb der Sequenz polymorphe
Varianten des humanen Prion-Proteins. OPRD, Octapeptidrepeat-Deletion;
OPRI, Octapeptidrepeat-Insertion (Wadsworth et al. 2003).

Die dritte &thiologische Kategorie sind Ubertragbare Prion-Erkrankungen und
treten im Vergleich zu der sporadischen oder hereditdren Form sehr selten auf.
Die erste dokumentierte Erkrankung dieser Art ist Kuru, die sich auf den Stamm
der Fore in Papua Neuguinea beschrankte. Es handelt sich hierbei um eine
Erkrankung, die aufgrund von rituellem Kannibalismus innerhalb dieses Stammes
Ubertragen wurde. Gemal Berichten wurden die ersten Kuru-Félle auf Anfang
des 20. Jahrhunderts datiert (Gajdusek and Zigas 1957; Collinge 2001). Kurz
nach der ersten Beschreibung dieser Erkrankung, erkannte William J. Hadlow
Ahnlichkeiten in Epidemiologie, klinischen Zeichen und neuropathologischen
Merkmalen zwischen Scrapie und Kuru (Hadlow 1959). 1966 konnte die
Ubertragbarkeit von Kuru experimentell bewiesen werden, indem Schimpansen
mit Kuru infiziert wurden (Gajdusek et al. 1966). Somit wurde ein halbes
Jahrhundert nach der ersten experimentellen Infektion von Schafen mit Scapie
(Cuillé 1936, 1938; Cuillé and Chelle 1939), die Ubertragbarkeit einer humanen
Erkrankung auf Schimpansen demonstriert. Die Ubertragung humaner Prion-
Erkrankungen gewann an Bedeutung, als bekannt wurde, dass die medizinische

Behandlung mit menschlichen Wachstumshormonen, die Implantation eines

7
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Dura-mater-Transplantats oder eine Hornhauttransplantation die Ursache fiir eine
Infektion mit Prion-Erkrankungen sein kann (iatrogene CJD, iCJD). Des Weiteren
kann die Krankheit durch Verwendung von kontaminierten Operationsbesteck
oder Apparaturen Ubertragen werden (Wadsworth et al. 2003; Brown et al. 2000;
Koch et al. 1985; Duffy et al. 1974). Bislang sind etwa 180 iCDJ-Falle weltweit
dokumentiert worden.

Die bekannteste infektiose Prion-Erkrankung beim Menschen ist die neue
Variante der CJD. 1995 trat der erste Todesfall aufgrund der nvCDJ auf (Will et
al. 1996). Untersuchungen deuten darauf hin, dass die nvCDJ durch die
Ubertragung von BSE-Prionen auf den Menschen hervorgerufen wurde (Bruce et
al. 1997; Scott et al. 1999; Collinge and Rossor 1996; Collinge et al. 1996). In
den Jahren nach dem Héhepunkt der BSE-Epidemie, stieg die Zahl der nvCJD-
Falle insbesondere in GB an (Abb. 3).

M m GB

Frankreich

20 4

10

Anzahl an nvCJD-Fillen
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Abb. 3. Schematische Darstellung der Anzahl der nvCJD-Fille in England
(GB) und Frankreich. (Aguzzi and Calella 2009)

Bis April 2012 sind in GB 176 Félle, in Frankreich 25 Falle, und in der Summe
weltweit 225 nvCJD-Falle aufgetreten (siehe National Creutzfeldt-Jakob Disease

Surveillance  Unit Website  www.cjd.ed.ac.uk/vcidworld.html). Da die

Inkubationszeit infektioser Prion-Erkrankungen sehr lang sein kann, bleibt
abzuwarten, ob in Zukunft eine nvCJD-Epidemie in GB oder in anderen Landern

ausbrechen wird.



Einleitung

1.1.3.2 Pathologie humaner Prion-Erkrankungen

Humane Prion-Erkrankungen unterschiedlicher Atiologie sind mit einer Vielzahl
von klinischen Symptomen  assoziiert. Aufgrund der pathogenen
Umstrukturierung des Gehirns der Patienten kommt es unter anderem zu
psychischen, sensorischen und motorischen Verdnderungen sowie Demenz,
wobei die Intensitdt des jeweiligen Symptoms zwischen den Erkrankungen
erheblich variieren kann (Wadsworth et al. 2003; Collinge 2001; Collins et al.
2001). Wesentliche Unterscheidungsmerkmale der humanen TSE sind die eben
genannten Variationen der Symptome, das Alter, in dem sich die Krankheit
manifestiert und die Krankheitsdauer nach Ausbruch der Erkrankung bis zum
Eintritt des Todes. Die Unterschiede des klinischen Krankheitsbildes sind jedoch
nicht fur eine eindeutige Diagnosestellung ausreichend. Dies ist bislang erst nach
dem Tod anhand der histopathologischen Verdnderungen und dem Nachweis
des pathogenen Prion-Proteins (PrP) mdglich. Die charakteristischen
neuropathologischen Merkmale der TSE sind spongiforme Vakuolisierung des
Hirngewebes, astrozytdre Gliose und die Ablagerung von PrP in sogenannten
Amyloid-Plaques (Abb. 4) (Glatzel and Aguzzi 2001).
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Abb. 4. Charakteristische neuropathologische Merkmale der TSE.

Die graue Substanz eines CJD-Patienten-Gehirns wurde auf spongiforme
Vakuolisierung (A), astrozytare Gliosis (B) und Ablagerung von PrP-Amyloid-
Plagues (C) untersucht. Gezeigt werden Gehirnschnitte, die unter Verwendung
des Hematoxylin-Eosin Farbstoffs (A), eines Antikdérpers gegen das Saure
Gliafaserprotein (GFAP) (B) oder eines anti-PrP Antikérpers (C) gefarbt wurden
(Glatzel and Aguzzi 2001).

Diese Veranderungen sind charakteristisch fir die jeweilige Prion-Erkrankung
und kdénnen somit zur Diagnose herangezogen werden. PrP-Plaques
beispielsweise treten in verschiedenen Formen und Gréflen auf (Abb. 5). So

kénnen je nach Atiologie der Erkrankung und Genotyp des Patienten diffuse oder
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scharf abgegrenzte Plaques in unterschiedlicher Haufigkeit vor kommen
(Brandner et al. 2008).

TR o TG z ST . T
ds.: B wgniowl” Cras S BES h ionigais E
i v el 1 [ .
. .
tl -‘
" - “. RS
» v wla
-} ’ >
- Y e

Abb. 5. Vergleich der PrP-Amyloid-Plaques in sCJD, iCJD und vCJD.
Gezeigt werden Gehirnschnitte von Patienten, die an unterschiedlichen Prion-
Erkrankungen verstorben sind. (A, B) sCJD, (C) iCJD, hervorgerufen durch die
Behandlung mit kontaminierten Wachstumshormonen, (D) Kuru, (E, F) vCJD
(Brandner et al. 2008).

1.2 Das Prion-Protein

1.21 Identifizierung infektiéser Prionen

Ein einzigartiges Merkmal der Prion-Erkrankungen im Vergleich zu anderen
neurodegenerativen  Erkrankungen ist deren  Ubertragbarkeit.  Prion-
Erkrankungen wurden urspriinglich als viral-bedingte Erkrankungen beschrieben,
wobei die lange Inkubationszeit durch einen ,langsamen® Virus begriindet wurde
(slow virus theory) (Sigurdsson 1954). Dies entsprach der damaligen Ansicht,
dass ausschlielich Nukleinsduren in der Lage sind, biologische Information zu
replizieren und diese zu Ubertragen. Aus diesem Grund wurde auch bei der
humanen Prion-Erkrankung Kuru vermutet, dass sie durch ,langsame Viren*
hervorgerufen wird (Hadlow 1959). Eine Bestrahlung von Gehirnextrakten
Scrapie-infizierter Mause mit ultraviolettem Licht oder ionisierender Strahlung
fuhrte jedoch nicht zu der Inaktivierung des infektiésen Agens (Alper et al. 1966;
Alper et al. 1967; Latarjet et al. 1970). Diese Beobachtung war der erste Hinweis,
dass die Replikation des infektiosen Agens nicht von Nukleinsduren abhangig ist.
Die Theorie wurde von John Stanley Griffith erweitert, indem er postulierte, dass
das infektidse Agens aus einem sich selbst verbreitenden Protein besteht und frei
von Nukleinsduren ist (Griffith 1967).

10
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Im Jahr 1982 konnte ein Proteinase K (PK)-resistentes Glykoprotein identifiziert
werden, das gemeinsam mit dem infektiosen Agens aus Scrapie-infizierten
Hamster-Gehirnen aufgereinigt wurde (Bolton et al. 1982). Aufgrund seines
Molekulargewichts von 27 bis 30 kDa wurde es Prion-Protein (PrP) 27-30
genannt. Daraufhin fihrte Prusiner den neuartigen Begriff Prion (Akronym fir
proteinaceous infectious particle) ein, der das Ubertragbare Agens deutlich von
Viroiden und Viren abgrenzt. Zudem stellte er die Hypothese auf, dass das
infektiose Agens ein Protein ist, das sich in Abwesenheit von Nukleinsduren
vermehren kann (Protein-only-Hypothese) (Prusiner 1982; Prusiner 1997).

Die Sequenzierung der N-terminalen Primarstruktur des PrP27-30 (Prusiner et al.
1984) ermdglichte es zwei voneinander unabhangigen Forschungsgruppen das
Prion-Protein-Gen (PRNP) zu identifizieren (Oesch et al. 1985; Chesebro et al.
1985). Da das Prion-Protein konstitutiv exprimiert wird und die Expression per se
nicht zu der Entstehung einer Prion-Erkrankung fuhrt, wurde es als zellulares
Prion-Protein (PrP°) bezeichnet. Zudem konnte gezeigt werden, dass die PrP-
Priméarstruktur in nicht-infizierten und Scrapie-infizierten Hamster-Gehirnen
identisch ist und die PrP-mRNA-Mengen sich wahrend einer Scrapie-Infektion
nicht verandern (Basler et al. 1986; Weissmann et al. 1996; Collinge 2001;
Prusiner et al. 1998). Daraus wurde gefolgert, dass bei einer Prion-Erkrankung
neben PrP® eine fehlgefaltete, pathogene Scrapie-PrP-Form (PrP%) vorkommt,
deren PK-resistenter Kern das PrP27-30 ist (Prusiner et al. 1984; Basler et al.
1986; Oesch et al. 1985; Meyer et al. 1986; Locht et al. 1986).

PrP%¢ stellt die Hauptkomponente infektioser Prionen in Menschen und Tieren
dar (Prusiner 1991; Aguzzi and Polymenidou 2004). In zuséatzlichen Studien
wurde die Anwesenheit weiterer Bestandteile von Prionen néher betrachtet. Es
konnten zwar Polynukleotide neben PrP*¢ in dem infektiésen Agens identifiziert
werden, jedoch sind sie nicht l&dnger als 25 Nukleotide und weisen variable
Sequenzen auf. Diese Resultate argumentieren gegen eine essentielle Rolle von
Nukleinséuren bei der Ubertragung infektiéser Prionen (Safar et al. 2005). Des
Weiteren beinhalten Prionen Lipide und Polysaccharide (Klein et al. 1998; Appel
et al. 1999; Dumpitak et al. 2005), deren Relevanz noch nicht geklart ist.

11
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1.2.2 Unterschiede zwischen PrP¢ und PrP®¢

Obwohl die Primarstruktur und post-translationale, chemische Modifikationen von
PrP® und PrP%° gleich sind (Stahl et al. 1993), weisen sie deutliche Unterschiede
in Bezug auf ihre biochemischen und biophysikalischen Eigenschaften auf. Das
PrPC ist sensitiv gegeniiber einem proteolytischem Verdau, Iéslich in milden
Detergenzien und besitzt vorwiegend a-helikale Sekundarstrukturen (Oesch et al.
1985; Meyer et al. 1986). Im Gegensatz dazu ist PrP%° teilweise PK-resistent,
unléslich in nicht-ionischen Detergenzien und weist einen erhéhten Anteil an
B-Faltblatt-reichen Strukturen auf (Meyer et al. 1986) (Caughey et al. 1991; Pan
et al. 1993). AuRerdem tendiert PrP°® zur Ausbildung von schwerléslichen
Aggregaten. Obwohl die Struktur von PrP® anhand NMR- und Kristallstruktur-
Analysen aufgeklart werden konnte, war es bislang nicht mdglich die Struktur von
PrP%¢ zu ermitteln (Donne et al. 1997; Riek et al. 1996; James et al. 1997; Zahn
et al. 2000; Riek et al. 1997; Antonyuk et al. 2009; Lu et al. 2007). Trotzdem
konnten mittels Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie (Pan et al. 1993) und
Circulardichroismus-Spektroskopie (Safar et al. 1993) der a-helikale und
B-Faltblatt Anteil von PrP%° bestimmt werden. Im Vergleich zu PrP® weist PrPS°
einen deutlich héheren Anteil an B-Faltblatt-reichen Strukturen auf. In Tabelle 3
wurden die dargestellten Unterscheidungsmerkmale nochmals

zusammengefasst.

Tabelle 3. Wesentliche Unterscheidungsmerkmale von PrP® und PrP®°.

Prp¢ Prps°
Protease-sensitiv Partiell Protease-resistent
Léslich in milden Detergenzien Unléslich in nicht-ionischen Detergenzien
a-helikale Anteil: ~40% des Proteins a-helikale Anteil: ~ 30% des Proteins
B-Faltblatt: ~ 3% des Proteins B-Faltblatt: ~ 40% des Proteins
(Hornemann et al. 1997; Riek et al. 1996; (Pan et al. 1993; Safar et al. 1993)
Knaus et al. 2001; Antonyuk et al. 2009)

12
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1.2.3 Das Prion-Konzept

Das zentrale molekulare Ereignis bei der Vermehrung von Prionen ist die
Konversion der Konformation von PrP® zu PrP°. Da PrP® ein hochkonserviertes
Protein ist, wird angenommen, dass alle TSE bei Mensch und Tier auf
demselben Mechanismus beruhen. Gemaly der Protein-only-Hypothese gibt es
zwei Modelle, die die Konformationsanderung von PrP® zu PrP®¢ und den
folgenden Aggregationsprozess beschreiben (Aguzzi and Calella 2009; Surewicz
and Apostol 2011).

Prusiner und Kollegen legten erstmals das template-assistance-Modell
beziehungsweise heterodimer-refolding-Modell dar (Abb. 6) (Prusiner 1991).
Nach diesem Modell interagiert PrP® mit PrP°, bildet ein heterodimeres
Zwischenprodukt aus und initiiert dadurch die Konformationsénderung von PrP°®
(Prusiner et al. 1990a; Meier et al. 2003). Das Heterodimer dient somit als
Vorlage (engl. template) fur die Konversion von PrP® zu PrP%°. PrP%° ist
thermodynamisch stabiler als PrP®, jedoch wird die spontane Konversion von
PrP® in Abwesenheit von PrP*¢ durch eine hohe Energiebarriere verhindert.
Neugebildetes PrP® kann wiederum an PrP® binden und dessen Konversion
induzieren. Aus diesem Grund handelt es sich hierbei um einen autokatalytischen
Prozess. Da bislang kein PrP°/PrP%°-Komplex isoliert werden konnte, ist es
immer noch unklar, ob PrP® einen oder mehrere PrP%“-Molekiile wahrend des
Konversionsprozesses bindet.

Aufgrund des hydrophoben Charakters von PrP* tendiert es dazu, Aggregate
(Prionen) unterschiedlicher GrélRe auszubilden, die als infektiéses Agens die
Erkrankung Ubertragen. Bislang gibt es jedoch noch keinen experimentellen
Beweis fiir die Existenz eines stabilen PrPS® Monomers. Aus diesem Grund wird
vermutet, dass die Konversion eng mit dem Aggregationsprozess verbunden ist
(Swietnicki et al. 2000; Morillas et al. 2001; Caughey and Lansbury 2003).

Das zweite Modell ist das seeding- oder nucleation-polymerization-Modell
(McKinley et al. 1991; Jarrett and Lansbury 1992, 1993). Unter normalen
Bedingungen besteht ein thermodynamisches Gleichgewicht zwischen PrP® und
seiner Isoform PrP%°, wobei das Gleichgewicht deutlich auf der Seite von PrP¢

liegt und somit nur minimale Mengen an PrP°° vorhanden sind. Aus diesem
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Grund ist in dieser Hypothese das infektitse Agens nicht PrPS°, sondern ein
Keim (engl. seed), der durch Aufeinandertreffen mehrerer PrP%-Molekiile
gebildet wird. Dieser stabile oligomere Keim ermdglicht das Anlagern weiterer
Monomere, stabilisiert die PrP%-Konformation und verlagert dadurch das
Gleichgewicht auf dessen Seite. Die initiale Ausbildung des Keims lauft sehr
langsam und mit geringer Wahrscheinlichkeit ab. Im Gegensatz dazu ist die
Anlagerung von PrPS-Monomeren an einen bereits bestehenden infektidsen
Keim schnell und fihrt zu einem Amyloid, dessen Fragmentierung weitere
infektibse Keime entstehen lasst. Diese kénnen ebenfalls PrP-Monomere

anlagern und beschleunigen damit die Vermehrung des infektiésen Agens.

PrPse

-
o-om-mm- ]

Prp¢

Prionen

Abb. 6. Schematische Darstellung des Prion-Konzepts (template-
assistance-Modell).

Bei Interaktion von PrP® (griiner Kreis) mit seiner pathogenen Isoform PrPS°
(rotes Quadrat) konvertiert die Konformation von PrP® zu der B-Faltblatt-reichen
Struktur des PrP®® (autokatalytischer Prozess). PrP%*-Molekiile aggregieren zu
Prionen, die im geringen Mal} Einschliisse von Lipiden und Polysacchariden
aufweisen.

Ein Beleg fur die Protein-only-Hypothese ist ein neuartiges in vitro-Modell
namens Protein Misfolding Cyclic Amplification (PMCA), anhand dessen die
Amplifikation von geringen Mengen des fehlgefalteten PrP%® méglich ist (Saborio
et al. 2001; Castilla et al. 2005; Castilla et al. 2006; Mestel 1996). Die PMCA
besteht aus mehreren Zyklen, wobei jeder Zyklus aus zwei Phasen, die
Inkubations- und die Ultraschallbehandlungs-Phase, besteht. Wahrend der
ersten Phase wird eine geringe Menge an PrP®® mit einem Uberschuss an PrP°®
inkubiert. Hierfir werden als PrP-Quellen meist Gehirn-Homogenate infizierter
beziehungsweise nicht-infizierter Tiere verwendet. Durch eine anschlieende

Ultraschallbehandlung werden die entstandenen PrPS°-Aggregate fragmentiert

14



Einleitung

und dadurch die Anzahl der Konversions-Keime erhdht. Die mehrmalige
Wiederholung von diesem Zyklus fihrt zu einer fir weitere Analysen
ausreichenden Menge an fehlgefaltetem PrPS°-Konformer (Surewicz and Apostol
2011). Castilla und Kollegen konnten zeigen, dass die Inokulation des
PMCA-Produkts in Hamster-Gehirnen zu einer klassischen Scrapie-Prion-
Erkrankung fuhrt. Somit konnte erstmals die Infektiositat der Prionen in einem
zellfreien System amplifiziert werden (Castilla et al. 2005; Castilla et al. 2008).
Diese neue Technologie stellt eine Mdglichkeit dar, dem Konversionsprozess
unterliegende Mechanismen sowie damit interferierende therapeutische Ansatze
mit geringem Zeit- und Kostenaufwand zu analysieren. Des Weiteren konnte die
PMCA in der Diagnostik der Prion-Erkrankungen zum Einsatz kommen, da
bereits geringe Mengen an PrP®® in peripherem Gewebe wie beispielsweise
lymphatische Organe oder Blut nachweisbar waren (Brown et al. 2001; Aguzzi
2000; Wadsworth et al. 2001).

Interessanterweise deuten Daten, die anhand der PMCA-Methode und in
transgenen Mausen generiert wurden, darauf hin, dass die Anwesenheit von
zusatzlichen zelluldren Faktoren fur die effiziente Vermehrung bendtigt werden
(Telling et al. 1995; Saborio et al. 1999). Beispiele hierfur sind Polyanionen wie
Poly(A)-RNA und Fettsduren (Deleault et al. 2007; Lee and Caughey 2007; Wang
et al. 2010; Surewicz and Apostol 2011). Die Relevanz dieser Faktoren bei der
Vermehrung von Prionen wird jedoch kontrovers diskutiert (Kim et al. 2010), so
dass weitere Studien notwendig sind, um diese Fragestellung eindeutig zu

klaren.

1.2.4 Biogenese und Lokalisation von PrP°®

Das PrP-Gen liegt auf Chromosom 20, wobei die gesamte Protein-kodierende
Sequenz (ORF, engl. open reading frame) in einem Exon lokalisiert ist (Oesch et
al. 1985; Chesebro et al. 1985). Das davon kodierte PrP€ ist ein Glykoprotein,
das in der &uRBeren Lipidschicht der Plasmamembran Uber einen
Glykosylphosphatidylinositol ~ (GPI)-Anker  verankert ist. Wie andere
Membranproteine wird PrP® (iber den sekretorischen Weg post-translational

modifiziert. Im Folgenden werden die Biogenese von PrP® und die Funktionen
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der verschiedenen PrP-Doméanen genauer betrachtet (Tatzelt and Winklhofer
2004; Miesbauer et al. 2009).

Die Biogenese von PrP® beginnt an freien Ribosomen im Zytosol. PrP weist am
N-Terminus eine Signalsequenz auf, die von dem Signalerkennungspartikel
(SRP, engl. signal recognition particle) erkannt und gebunden wird. SRP leitet
den gebundenen Komplex aus Ribosom und naszierender Polypeptid-Kette zu
dem Sec61-Translokon, das in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums
(ER) lokalisiert ist (Abb. 7A) (Gilmore et al. 1982a; Gilmore et al. 1982b; Meyer
and Dobberstein 1980; Walter and Blobel 1980; Walter and Blobel 1982; Walter
et al. 1984). Nach der Bindung von SRP an seinen Rezeptor an der ER-Membran
erfolgt die co-translationale Translokation der Polypeptid-Kette in das raue ER.
Wahrenddessen wird die ER-Signalsequenz durch die Signalpeptidase entfernt
und die Kern-Glykane N-glykosidisch gebunden. PrP enthdlt zwei
N-Glykosylierungsstellen (Asparagin 180 und 196, Maus-PrP), die beide mit
Glykanen besetzt werden (Abb. 7B). Sobald PrP komplett in das ER transloziert
wurde, wird die GPI-Signalsequenz (GPI-SS) gegen einen GPI-Anker an der
Postition 230 (Serin) ausgetauscht (Abb. 7C). Anschlielend erfolgt im Golgi-
Apparat die komplexe Glykosylierung der Glykane, die im Gegensatz zur Kern-
Glykosylierung protein- und zelltypspezifisch ist (Abb. 7D) (Kornfeld and Kornfeld
1985; Helenius and Aebi 2001; Parodi 2000). Von dort wird PrP zu der
Plasmamembran transportiert, in deren &ufleren Lipidschicht es in speziellen
cholesterolreichen Mikrodoménen, den sogenannten Lipid-Rafts, verankert
vorliegt (Abb. 7E).

Es konnte gezeigt werden, dass an der Oberflache-lokalisiertes PrPC (iber
Clathrin- oder Caveolae-vermittelte Endozytose internalisiert (Sunyach et al.
2003; Shyng et al. 1994; Peters et al. 2003; Marella et al. 2002) und

anschlielend in Lysosomen enzymatischen abgebaut wird (Abb. 7F).
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Abb. 7. Biogenese und Lokalisation von PrP°.

Die Biogenese von PrP beginnt an freien Ribosomen im Zytosol. PrP weist am
N-Terminus eine ER-Signalsequenz auf, die von dem Signalerkennungspartikel
SRP erkannt und gebunden wird. SRP leitet den gebundenen Komplex aus
Ribosom und der naszierender Polypeptid-Kette zu dem Sec61-Translokon, das
in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER) lokalisiert ist (A). Die
Translokation der Polypeptid-Kette in das raue ER erfolgt co-translational.
Wahrenddessen wird die ER-Signalsequenz durch die Signalpeptidase entfernt
und die Kern-Glykane N-glykosidisch gebunden (B). Sobald PrP komplett in das
ER transloziert wurde, wird die GPI-Signalsequenz gegen einen GPI-Anker
ersetzt (C). Im Golgi-Apparat werden die N-verknipften Glykane komplex
glykosyliert (D) und von dort zu der Plasmamembran transportiert, in deren
auleren Lipidschicht es verankert vorliegt (E). Das an der Zelloberflache-
lokalisierte PrP® wird tber Clathrin- oder Caveolae-vermittelte Endozytose
internalisiert und in Lysosomen enzymatischen abgebaut (F).
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1.2.5  Struktur von PrP¢

PrP€ ist ein hochkonserviertes Protein, das in Amphibien, Reptilien, Végeln und
Saugern vorkommt. Anhand von NMR-Struktur- und Kristallstruktur-Analysen
konnte die dreidimensionale Struktur des humanen PrP bestimmt werden (Zahn
et al. 2000; Antonyuk et al. 2009). Interessanterweise sind sich die
PrP®-Sekundarstrukturen der oben genannten Tierarten sehr &hnlich.
NMR-Stuktur-Analysen zeigten, dass alle eine unstrukturierte N-terminale
(AS 23-120, Maus-PrP) und eine hochstrukturierte C-terminalen Domaéane
(AS 121-231, Maus-PrP) aufweisen (Donne et al. 1997; Riek et al. 1996; James
et al. 1997; Riek et al. 1997; Wuthrich and Riek 2001; Lysek et al. 2005; Calzolai
et al. 2005; Hornemann et al. 2009). In Abbildung 9 ist die Sekundarstruktur von
Mensch-PrP und Maus-PrP illustriert. Der globulér gefaltete C-terminale Bereich
enthalt drei a-Helices und zwei kurze 3-Strénge, die ein antiparalleles B-Faltblatt
ausbilden (Abb. 8). Helix 2 und 3 sind Uber eine Disulfidbriicke zwischen den

Cysteinresten C179 und C214 (Maus-PrP) kovalent miteinander verbunden.

CHO CHO

ER-SS OR HD GPI-SS
PrP _—|:I—-]—I:I—D—|'|:I-|—|:I—_
B a B a a
L S-S 1
unstrukturiert strukturiert

Abb. 8. Schematische Darstellung von Maus-PrP.

PrP, Prion-Protein; ER-SS, ER-Signalsequenz (AS 1-22); OR, Octarepeat—
Region; HD, Hydrophobe Domaéne; a, alpha—helikale Doméne; 8, beta-Strang;
GPI-SS, GPI-Signalsequenz (AS 232-254); CHO, Glykosylierungsstellen an den
Asparaginen N181 und N197. Eine Disulfidbricke befindet sich zwischen den
Cysteinen C179 und C214. PrP weist eine unstrukturierte N-terminale Doméane
(AS 23-120) und eine hochstrukturierte C-terminalen Domane (AS 121-231) auf.

Im Gegensatz zu der globuldr strukturierten C-terminalen Domane von PrP, ist
die N-terminale Doméane auferst flexibel. Zudem konnten NMR-Analysen zeigen,
dass dieser Teil intrinsisch unstrukturiert ist (Riek et al. 1996; Riek et al. 1997;
Donne et al. 1997). Der N-terminale Bereich beinhaltet die Octarepeat (OR)-
Region (AS 60-91, Maus-PrP), die charakteristisch fir PrP ist und vermutlich bei
der physiologischen Funktion von PrP® eine Rolle spielt (vgl. Abschnitt 1.3.5). Die

OR-Region ist ein hochkonserviertes Motiv, das sich aus Wiederholungen der
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Aminosaure-Sequenz PHGGGWGQ und einer minimal veranderten Sequenz
(Pseudorepeat) PQGGGWGQ zusammensetzt. Die Anzahl der Wiederholungen
variiert zwischen den verschiedenen Spezies. Weitere charakteristische
Merkmale von PrP sind die hydrophobe Doméne (HD) und zwei N (Asparagin)-

Glykosylierungsstellen, die im Maus-PrP an den Positionen 181 und 197 liegen.

Mensch-PrP Maus-PrP
r:\‘-/‘ \ ' = i okl }g-‘
,{ \___\ e & & ‘ ; y _;-'
‘\ )\ - v
\‘ . : A Y ¢ A
A % " o ta
i < ‘] a S & |w- i
H . | an o
E \ C;”/ “ /\" '

Abb. 9. Sekundarstruktur von PrP¢ unterschiedlicher Spezies.

Gezeigt sind die NMR-Strukturen von Mensch-PrP und Maus-PrP. Beide
Proteine weisen drei a-Helices (grin) und zwei kurze B-Strédnge, die ein
antiparalleles B-Faltblatt ausbilden (blau), auf (Riesner 2003).

Trotz der sich stark ahnelnden Sekundéarstruktur der verschiedenen Spezies
konnten teilweise Unterschiede in der Dynamik der Schleife zwischen dem
B-Strang 2 und der a-Helix 2 festgestellt werden (Gossert et al. 2005). Im
Gegensatz zu den flexiblen Eigenschaften in den meisten Spezies, ist die
Schleife im Wapiti- und Hirsch-PrP starr. Es wurde diskutiert, dass die
Variationen in der Schleifen-Dynamik einen Einfluss auf die Ubertragbarkeit einer
Prion-Erkrankung zwischen zwei Spezies haben kdnnten (Sigurdson et al. 2010;
Sigurdson et al. 2009; Surewicz and Apostol 2011).
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1.2.6 Die Spezies-Barriere

Obwohl sich die PrP®-Sekundérstruktur der unterschiedlichen Spezies einander
stark &hneln (Wopfner et al. 1999; Calzolai et al. 2005), ist die effiziente
Ubertragung der Prion-Erkrankungen zwischen verschiedenen Saugetierarten
limitiert (Scott et al. 1989; Weissmann et al. 1994). Dieses Phanomen wird als
Spezies-Barriere bezeichnet (Pattison 1965). Obwohl der Grund dieser Barriere
noch nicht vollstandig geklart ist, deuten Tiermodell- und in vitro- Studien darauf
hin, dass sie auf Unterschiede in der Primarstruktur von PrP¢ und heterologem
PrPS® zurtickzufiihren ist (Scott et al. 1989; Prusiner et al. 1990b; Scott et al.
1993; Kocisko et al. 1994; Fernandez-Borges et al. 2009). So konnten Scott und
Kollegen zeigen, dass Unterschiede in der Primarstruktur die Inkubationszeit
verldngert und somit den Ausbruch einer Prion-Erkrankung verzégert (Scott et al.
1989). Des Weiteren konnen beispielsweise Mause nur sehr schwer mit
Hamster-Prionen infiziert werden. Transgene Mause, die Hamster-PrP®
exprimieren, weisen allerdings nach Inokulation mit Hamster-Prionen die fur
Hamster charakteristischen neuropathologische Verdnderungen auf (Prusiner et
al. 1990b). Demnach scheint die Ubertragung der pathogenen Konformation von
PrP° auf PrP® wesentlich von der Homologie ihrer Primérstruktur beeintrachtigt
zu werden. Horiuchi und Kollegen postulierten, dass die Bindung zwischen PrP°®
und PrP%° verschiedener Spezies trotz ihrer unterschiedlichen Primarstruktur
stattfinden kann, es jedoch nicht zu Interaktionen kommt, die fur die Konversion
von PrP® zu PrP°° notwendig waren (Horiuchi and Caughey 1999).
Zusammenfassend deuten diese und andere Daten darauf hin, dass eine
produktive Vermehrung von PrP° von der Sequenzhomologie zu PrP°® abhéngig
ist. Die Ubertragung von BSE-Prionen auf den Menschen hat jedoch gezeigt,

dass diese Barriere nicht absolut und nicht vorhersagbar ist.
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1.3 Die Funktionen von PrP®

PrP® ist ein ubiquitar exprimiertes Protein, deren héchste Expressionsmengen in
Neuronen und Gliazellen des Zentralen Nervensystems (ZNS) zu finden sind
(Kretzschmar et al. 1986; Moser et al. 1995; Fournier 2001; Ford et al. 2002;
Moleres and Velayos 2005). Da sich die PrP°-Sekundérstruktur der
verschiedenen Spezies stark dhneln (Calzolai et al. 2005), liegt die Vermutung
nahe, dass die Funktion von PrP® entwicklungsgeschichtlich konserviert ist.
Obwohl anhand der Phanotypen von PrP-Knockout-Mausen und
PrPInteraktionsstudien  einige  potentielle  Funktionen und  zelluldre
Interaktionspartner von PrP® postuliert wurden, blieb die physiologische Rolle
von PrP® bislang unbekannt. In den folgenden Abschnitten wird ein Uberblick
Uber die in den letzten Jahren beschriebenen PrP-Funktionen gegeben (Linden
et al. 2008; Nicolas et al. 2009).

1.3.1 PrP-Knockout-Mause

Um die Funktion von PrP® zu analysieren, wurden verschiedene PrP-Knockout-
Mause generiert (Weissmann and Flechsig 2003). Da diese jedoch keine
offensichtlichen Phanotypen zeigten, wurde vermutet, dass die Funktion von
PrP® durch andere Proteine kompensiert wird (Bieler et al. 1992). Trotzdem
konnte anhand der PrP®-Knockout-Mause (PrP°°-Mause) eine fir die Prion-
Forschung wesentliche Beobachtung gemacht werden: PrP%°-Mause sind
resistent gegeniber einer Prion-Infektion (Bleler et al. 1993; Manson et al.
1994). Damit wurde gezeigt, dass die Entstehung einer Prion-Erkrankung von der
PrP°-Expression abhangig ist. Dieses Phanomen wird in Abschnitt 1.4.1 naher
betrachtet.

Genauere Untersuchungen der PrP%°-Mause ergaben mehrere phanotypische
Veranderungen  wie  beispielsweise Modifikationen im  zirkadianen
Aktivitdtsrythmus und im Schlafmuster (Tobler et al. 1996), verminderte
Angstlevel (Nico et al. 2005), verzégerte Regeneration der Muskeln erwachsener
Mause (Stella et al. 2010) wund altersbezogene motorische und
neuropathologische Defizite (Nazor et al. 2007). Des Weiteren wurden

funktionelle Veranderungen des glutamatergen Systems (Coitinho et al. 2002;
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Khosravani et al. 2008), eine periphere demyelinisierende Polyneuropathie
(Bremer et al. 2010), eine veranderte Antwort auf oxidativen Stress aufgrund
einer verminderten Cu/Zn-Superoxid-Dismutase-Aktivitat (Brown et al. 1997b)
und Verédnderungen in der Funktion von Synapsen (Collinge et al. 1994)

beschrieben.

1.3.2  Physiologische Funktion von PrP®

Aufgrund der Beobachtungen in PrP%-Masusen und der Identifizierung
potentieller Interaktionspartner wurde eine Vielzahl von physiologischen
Funktionen von PrP°¢ postuliert. Demnach kénnte PrP® eine Rolle in der
Zelldifferenzierung und neuronalen Adhdsion spielen, mit toxischen Effekten
unterschiedlicher oxidativer Stressoren interferieren sowie die Ubertragung
synaptischer Signale und die Erregbarkeit von Neuronen modulieren (Linden et
al. 2008; Nicolas et al. 2009). Diese Vielzahl von Beobachtungen lasst darauf
schlieRen, dass PrP® méglicherweise in mehreren Signalwegen involviert ist und

dadurch eine Rolle in verschiedenen zelluldren Prozessen spielt.

1.3.3  PrP°€ als stressprotektives Protein

Der erste Hinweis fur eine erhdhte Stresstoleranz durch die Anwesenheit von
PrP® konnte anhand primérer hippokampaler Zellkulturen gezeigt werden. Im
Gegensatz zu primaren Neuronen, die aus Wildtyp-Mausen isoliert wurden,
zeigten PrPC-defiziente Neuronen bei serumfreier Kultivierung eine erhohte
Apoptoserate (Kuwahara et al. 1999). Diese Beobachtung wurden anhand von
Schlaganfallmodellen in der Maus und Ratte bestatigt, da die Schadigung des
Nervengewebes nach einem ischdmischen Schlaganfall in Anwesenheit von
PrP® deutlich schwacher ausfiel (McLennan et al. 2004; Shyu et al. 2005;
Spudich et al. 2005; Weise et al. 2006; Mitteregger et al. 2007). Uberdies ist PrP°®
protektiv gegen verschiedene Stressoren wie oxidativer Stress (Watt et al. 2005;
Dupiereux et al. 2008), Kupfer (Haigh and Brown 2006) und Exzitotoxine wie
Kainat oder Glutamat (Rambold et al. 2008; Sakthivelu et al. 2011; Walz et al.
1999; Rangel et al. 2007; Westergard et al. 2007) (Abb. 10).
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Hypoxie
Exzitotoxizitat
Oxidativer Stress
Kupfer

neuronale Dysfunktion

Abb. 10. PrP¢ als stressprotektives Protein.
PrP® wirkt protektiv gegen toxische Effekte verschiedener Stressoren wie
Hypoxie, Exzitotoxizitat, oxidativer Stress und Kupfer.

Des Weiteren konnte anhand von Tier- und Zellkulturmodellen gezeigt werden,
dass die protektive Eigenschaft von PrP® von der Anwesenheit der intrinsisch
unstrukturierten N-terminalen Domane abhangig ist (Mitteregger et al. 2007;
Rambold et al. 2008; Sakthivelu et al. 2011). Intrinsisch unstrukturierte Domanen
vermitteln haufig Protein-Protein-Interaktionen (Tompa et al. 2009). Demnach
ware es mdglich, dass die N-terminale Doméne bei der Interaktion von PrP® mit
einem anderen, noch nicht identifizierten Protein beteiligt ist und dadurch die
neuroprotektive Wirkung von PrP® mediiert.

Zusatzlich zu dieser Doméne konnten die hydrophobe Doméne (HD) und der
GPI-Anker mit der protektiven Aktivitdt von PrP® in Zusammenhang gebracht
werden. Da PrP® nur in Anwesenheit der HD einen Homo-Dimer ausbildet,
scheint diese Doméane Teil der Dimer-Interaktionsflache zu sein (Rambold et al.
2008; Meyer et al. 2000). Die Daten deuten darauf hin, dass die Dimer-
Ausbildung fiir die protektive Aktivitat von PrP® notwendig ist (Rambold et al.
2008; Resenberger et al. 2011b). Zudem scheint die Lokalisation des
GPl-verankerten PrPC in den Lipid Rafts ebenfalls eine Voraussetzung fir die

Aktivierung neuroprotektiver Signalwege zu sein.
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1.3.4  Signaltransduktion iiber PrP°®

Da PrP® tber einen GPI-Anker in der duBeren Lipidschicht der Zellmembran
verankert ist, wirde es einen potentiellen Kofaktor benétigen, um Signale durch
die Plasmamembran ins Innere der Zelle zu Ubermitteln (Paulick and Bertozzi
2008). In der Tat wurden verschiedene putative Kofaktoren beschrieben, die an
der PrP®-abhéngigen Signaltransduktion beteiligt sind. Interessante Kandidaten
sind die intrazelluldre Tyrosinkinase Fyn (Mouillet-Richard et al. 2000; Mouillet-
Richard et al. 2007) und der N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptor (Khosravani
et al. 2008; You et al. 2012).

Die Tyrosinkinase Fyn ist eine intrazellulér lokalisierte Kinase, die durch
Palmitylierung eines N-terminalen Cystein-Motivs mit GPI-verankerten Proteinen
interagieren kann (Shenoy-Scaria et al. 1993). Nach Antikdrper-vermittelter
Dimerisierung von PrP® konnte eine Aktivierung der Fyn-Kinase detektiert
werden (Mouillet-Richard et al. 2000). Da die Aktivierung der Fyn-Kinase mit
neuronaler Differenzierung und neuronalem Uberleben in Verbindung steht,
kénnte PrP® durch die Interaktion mit Fyn diese Effekte induzieren (Chen et al.
2003).

Zudem konnten Khosravani und Kollegen zeigen, dass PrP°® mit
NMDA-Rezeptoren interagiert (Khosravani et al. 2008). Die NMDA-Rezeptoren
sind eine der Hauptgruppen der ionotropen Glutamat-Rezeptoren im
Saugergehirn (McBain and Mayer 1994). Die Aktivierung des Rezeptors durch
die Bindung von Glutamat oder NMDA und Glycin fihrt zum Offnen des
lonenkanals und damit zum Natrium/Calcium-Einstrom in das Zytosol (Stys et al.
2012). Dieser lonenstrom induziert ein exzitatorisches post-synaptisches
Potential (EPSP). Eine Hyperaktivitdt des Rezeptors flhrt zu einer toxischen
Calcium-Konzentration im Zytosol und damit zur Schadigung der Neuronen
(Exzitotoxizitat). Interessanterweise konnte dargestellt werden, dass PrP¢ die
Aktivitdt des NMDA-Rezeptors moduliert, und somit Hyperaktivitdt und die damit
verbundene exzitotoxische Schadigung der Neuronen verhindert (Khosravani et
al. 2008). In einer weiterfiUhrenden Studie wurde postuliert, dass die Modulation
des NMDA-Rezeptors durch PrP® von dessen Kupfer-bindenden Aktivitat
beeintrachtigt wird. Die Bindung von Amyloid 3, ein mit der Alzheimer-Krankheit

assoziiertes, fehlgefaltetes Protein, scheint durch Bindung an PrP® dessen
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Interaktion mit dem NMDA-Rezeptor zu modulieren und dadurch Toxizitat
auszulésen (You et al. 2012; Stys et al. 2012).

Ein anderer interessanter Bindungspartner von PrP€ ist das Stress-induzierbare
Protein 1 (STI1). Es konnte nachgewiesen werden, dass die Interaktion von STI1
mit an der Zelloberfliche lokalisiertem PrP® neuronales Uberleben und
Differenzierung mediiert (Zanata et al. 2002; Chiarini et al. 2002; Martins et al.
1997; Lopes et al. 2005; Caetano et al. 2008; Arantes et al. 2009; Martins et al.
2010). STI1 und sein humanes Homolog Hop (Hsp70/Hsp90-organisierendes
Protein) sind Hitzeschock-Proteine, die als Kofaktor von Chaperonen wie
beispielsweise Hsp70 und Hsp90 agieren (Smith et al. 1993). Obwohl es
vorwiegend im Zytoplasma lokalisiert ist, kommt es ebenfalls im Nukleus (Zanata
et al. 2002; Lassle et al. 1997; Longshaw et al. 2004) sowie an der
Plasmamembran (Zanata et al. 2002) vor und wird von Astrozyten sekretiert
(Lima et al. 2007). Somit wére eine direkte Interaktion mit dem an der

Zelloberflache lokalisierten PrP® méglich.

1.3.5 Kupfer-Bindung

Vorangegangene Studien kamen zu dem Ergebnis, dass PrP° ein Metallionen-
bindendes Protein ist, das Kupfer mit niedriger mikromolarer Affinitat binden kann
(Brown et al. 1997a; Viles et al. 1999). Die Kupfer-Bindung wird Uber sechs
Histidine vermittelt, die in der N-terminalen Domé&ne lokalisiert sind. Vier Histidine
befinden sich in der Octarepeat-Region und zwei an den Positionen 96 und 111
(Maus-PrP). In den letzten Jahren wurden verschiedene Aktivitaten postuliert, die
mit der Kupfer-bindenden Eigenschaft von PrP® zusammenhangen. Im
Folgenden werden diese kurz dargestellt.

Da die intrinsisch unstrukturierte N-terminale Domane moglicherweise an der
Bindung zu anderen Proteinen beteiligt ist, ware es denkbar, dass die Kupfer-
Bindung die Struktur dieser Domane und/oder die Bindung von PrP® zu anderen
Proteinen beeinflusst (Lasmezas 2003; Kretzschmar et al. 2000). Studien deuten
darauf hin, dass PrP°® an der Regulation der Kupfer-Konzentration im
synaptischen Spalt und dem Kupfer-Transport beteiligt ist (Kretzschmar et al.
2000). AuRerdem scheint PrP® eine Cu/Zn-Superoxid-Dismutase-Aktivitat
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aufzuweisen (Brown et al. 1997b; Brown and Besinger 1998). Da diese Aktivitat
von Kupfer abhdngig ist, kénnte dies ein Grund fir die Kupfer-bindende
Eigenschaft von PrP® sein. Ein weiterer interessanter Aspekt ist, dass die
Modulation des NMDA-Rezeptors durch PrP® Kupfer-abhéngig ist (You et al.
2012) (vgl. Abschnitt 1.3.4). Trotz der bislang gewonnen Daten bleibt die
physiologische Rolle der Kupferbindungsstellen von PrP° allerdings weiter

schwer erklarbar.

14 Fehlfaltung von PrP, infektidse Prionen und Neurodegeneration

GemaR dem Prion-Konzept tibertragt das fehlgefaltete PrP®° seine Konformation
auf PrP® und fuhrt durch diesen autokatalytischen Prozess zur Vermehrung
infektiéser Prionen. Bei der Mehrheit der Prion-Erkrankungen, unabh&ngig von
ihrer Atiologie (sporadisch, vererbbar oder infektids), treten die Akkumulation des
fehlgefalteten PrP°, die Replikation infektibser Prionen und die
Neurodegeneration gemeinsam auf. Daraus wurde geschlossen, dass die
Vermehrung infektiéser Prionen und die Neurodegeneration in einem direkten
Zusammenhang zueinander stehen. Allerdings haben Studien ergeben, dass die
beiden Merkmale unabhangig voneinander vorkommen kénnen. So kann PrP*¢ in
Abwesenheit von neuronalem GPl-verankertem PrP® keine toxischen Effekte
induzieren. Zudem rufen toxische PrP-Mutanten neuronale Dysfunktionen in
Abwesenheit von infektiésen Prionen hervor. In den folgenden Abschnitten

werden die dafir relevanten Studien ndher beschrieben.

1.41 PrP% induziert in Abwesenheit von GPl-verankertem PrP¢ keine

toxischen Effekte

Die essentielle Rolle von PrP® bei der Ubertragung einer Prion-Erkrankung
konnte anhand von PrP°—Knockout-Mausen gezeigt werden
(vgl. Abschnitt 1.3.1). Den Studien zufolge sind PrP°—Knockout-Méuse resistent
gegenlber einer Scrapie Infektion und vermehren keine infektidsen Prionen
(Bueler et al. 1993; Prusiner et al. 1993; Sailer et al. 1994). Demnach sind die

Replikation der Prionen und die neuropathologischen Verédnderungen von der
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PrP°-Expression abhangig. Darliber hinaus wurde nachgewiesen, dass die
Vermehrung infektiéser Prionen in Abwesenheit einer Kklinischen Prion-
Erkrankung auftreten kann (Brandner et al. 1996; Chesebro et al. 2005; Mallucci
et al. 2003). Hierauf soll im Folgenden naher eingegangen werden.

Brandner und Kollegen transplantieten neuronales Gewebe einer
PrPC-tiberexprimierenden Maus in das Gehirn einer PrP®-Knockout-Maus. Nach
intrazerebraler Inokulation von Scrapie-Prionen kam es ausschlie8lich in dem
PrP°~tberexprimierenden Transplantat zu den fir Prion-Erkrankungen
charakteristischen spongiformen Veranderungen. Obwohl das umgebende
PrP°—defiziente Gewebe ebenfalls hohe Mengen an PrPS° aufwies, konnten in
diesem Bereich keine spongiformen Verdnderungen festgestellt werden
(Brandner et al. 1996). Zudem generierten Mallucci und Kollegen eine transgene
NFH-Cre/MloxP-Mauslinie, die es ermdglichte durch Expression der
Cre-Rekombinase das PrP-Gen ausschlief3lich in Neuronen im Alter von etwa 12
Wochen auszuschalten. Nachdem 3-4 Wochen alte transgene Méause mit
Scrapie-Prionen inokuliert wurden, kam es auch nach dem Ausschalten des
PrP-Gens zur Ausbildung von PrP%-Plaques. Die transgenen Mé&use zeigten
jedoch keinen neuronalen Zellverlust und entwickelten keine klinische Prion-
Erkrankung (Mallucci et al. 2003). Demnach fiihrt die PrP®-Expression in
Astrozyten zur Replikation von PrP%°, ohne jedoch toxische Effekte in Neuronen
zu induzieren. Des Weiteren wurden transgene Ma&use untersucht, die eine
PrP-Mutante ohne GPI-Anker (PrPAGPI) exprimierten. PrPAGPI ist nicht an der
Zelloberflache lokalisiert, sondern wird in den extrazellularen Raum sekretiert.
Demzufolge weisen die Neuronen kein GPl-verankertes PrP® an der
Zelloberflache auf. Nach Inokulation von Prionen vermehrten sich zwar infektiése
Prionen, jedoch entwickelte sich keine klinisch manifestierte Prion-Erkrankung
(Chesebro et al. 2005). Im Gegensatz dazu traten bei Mdusen die Wildtyp-PrP
und PrPAGPI exprimierten, nach Inokulation von Prionen, Symptome einer Prion-
Erkrankung auf.

Die Daten aus den Tiermodellen konnten in einem neu entwickelten
Zellkulturmodell verifiziert werden, das es Uberdies ermdglichte, Domé&nen von
PrP° zu identifizieren, die an der Signalweiterleitung beteiligt sind (Rambold et al.
2008).
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Zusammenfassend zeigen die aufgefiihrten Daten, dass PrP%° nur in
Anwesenheit von neuronalem, GPl-verankertem PrP® zur Neurodegeneration
fuhrt (Abb. 11A).

Aus den oben beschriebenen Befunden ergibt sich die Frage, wie die toxische
Aktivitat von PrP%® (iber GPl-verankertes PrP¢ vermittelt werden kann. Zwei
verschiedene Modelle sind hierflr vorstellbar. Zum einen kdnnte die Toxizitat
direkt mit der Vermehrung von PrP®® in Neuronen verbunden sein. Dabei wére
die intrazelluldre Vermehrung von der Expression eines GPIl-verankerten PrP®
abhangig. Zum Anderen ware es moglich, dass PrP*¢ das toxische Signal tiber
einen PrP°-abhangigen Signalweg auslésen kann. Hierbei wirde
GPl-verankertes PrP® an der Oberflache der Zelle als Rezeptor von PrPS°

fungieren.

A Prpse
L/
P Neurodegeneration
GPIl-verankertes PrP¢ (Neuronen) ~N
infektiése Prionen
GPl-verankertes PrP¢ (Astrozyten) -7 Neuredegeneration
sekretiertes PrP® & |nfektidse Prionen

B

Neurodegeneration

\

PrP-Mutanten
(PG14-PrP, cytoPrP, PrPAHD)

/

infolctisne Bricnns
HH e oSt 101

Abb. 11. Neurodegeneration und die Vermehrung infektiéser Prionen sind
zwei voneinander trennbare Prozesse.

(A) PrP*¢ kann seine Konformation auf GPl-verankertes und sekretiertes PrP°®
Ubertragen. Dies fuhrt zu der Vermehrung infektidser Prionen.
Neurodegeneration wird jedoch nur in Anwesenheit von neuronalem,
GPl-verankertem PrP® hervorgerufen. (B) Toxische PrP-Mutanten wie
beispielsweise PG14-PrP, cytoPrP und PrPAHD induzieren neuronalen
Zellverlust in Abwesenheit infektiéser Prionen.
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1.4.2 Toxische PrP-Mutanten induzieren neuronale Dysfunktion in

Abwesenheit infektioser Prionen

Anhand transgener Mausmodelle wurde dargestellt, dass verschiedene
PrP-Mutanten neuronalen Zelltod in Abwesenheit von infektidsen Prionen
auslésen kénnen (Baumann et al. 2007; Chiesa et al. 1998; Flechsig et al. 2003;
Hegde et al. 1998; Li et al. 2007; Ma et al. 2002; Muramoto et al. 1997,
Shmerling et al. 1998) (Abb. 11B). Beispiele hierfiir sind die PrP-Mutanten
PG-14, cytoPrP und PrPAHD, die im Folgenden vorgestellt werden sollen.

Die PrP-Mutante PG14-PrP, welche neun zusatzliche Octarepeat-Sequenzen in
der N-terminalen Domane aufweist, ist mit einer vererbbaren Prion-Erkrankung
im Menschen assoziiert (Owen et al. 1992). Die Expression von PG14-PrP fihrt
im Mausmodell zu einer langsam fortschreitenden neurologischen Erkrankung,
die  neuropathologisch  durch  neuronalem  Zellverlust, Gliose und
PrP-Ablagerungen charakterisiert ist (Chiesa et al. 1998; Chiesa et al. 2003).
Diese Erkrankung ist jedoch nicht durch intrazerebrale Inokulation auf andere
Mause Ubertragbar. Des Weiteren konnte anhand von Tiermodellen und
Zellkulturexperimenten nachgewiesen werden, dass eine artifizielle PrP-Mutante
ohne N-terminaler Signalsequenz im Zytosol lokalisiert und neurotoxisch ist
(cytoPrP) (Ma et al. 2002; Wang et al. 2009; Rane et al. 2004; Rambold et al.
2006). Transgene Mause, die cytoPrP Uberexprimierten, zeigten zerebrale
Degeneration, Gliose und eine schwere Ataxie (Ma et al. 2002).

Das neurotoxische Potential von PrP-Mutanten, die eine Deletion der
hydrophoben Doméne aufweisen, wurde anhand von verschiedenen
Mausmodellen verifiziert (Shmerling et al. 1998; Baumann et al. 2007; Li et al.
2007). So entwickelten transgene Mause, die PrPAHD (A105-125) exprimierten,
eine neurodegenerative Erkrankung, ohne dass es zur Replikation infektidser
Prionen oder zur Ausbildung fehlgefalteter Proteine kam (Li et al. 2007).
Interessanterweise wird die neurotoxische Aktivitdt von PrPAHD durch die
Co-Expression von Wildtyp-PrP verhindert. Diese in transgenen Mausen
generierten Daten konnten in Zellkultur bestatigt werden (Rambold et al. 2008;
Sakthivelu et al. 2011).
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Aufgrund der dargelegten Daten erscheint es plausibel, dass die Vermehrung
von Prionen und die Neurodegeneration zwei voneinander trennbare Prozesse
sind. Aus diesem Grund ware es moglich, dass das infektiose Agens und die
neurotoxische  Spezies unterschiedliche Konformere beziehungsweise

Zwischenstufen sind, die durch die Interaktion von PrP® und PrP*° entstehen.

1.5 Fehlfaltung von Proteinen als gemeinsames Merkmal

verschiedener neurodegenerativer Erkrankungen

Obwohl die Atiologie verschiedener neurodegenerativen Erkrankungen
unterschiedlich ist, weisen sie ein gemeinsames Merkmal auf: aberrante Protein-
Konformere, die pathognomische Ablagerungen im Gehirn von Patienten
ausbilden kénnen (Winklhofer et al. 2008). Beispiele fir fehlgefaltete Proteine in
neurodegenerativen Erkrankungen sind neben PrP*¢ in den Prion-Erkrankungen,
Amyloid B in der Alzheimer-Krankheit (AD), a-Synuclein in der Parkinson-
Krankheit (PD) und Huntingtin in der Huntington-Krankheit (HD) (Soto 2003)
(Tabelle 4). Den Erkrankungen ist gemeinsam, dass die fehlgefalteten Proteine
Oligomere, Protofibrilen oder Fibrillen ausbilden, die als Amyloid-Plaques
akkumulieren (Caughey and Lansbury 2003; Glabe 2006; Walsh and Selkoe
2007). In den folgenden Abschnitten werden strukturelle Ahnlichkeiten der

verschiedenen Protein-Konformere und deren Ubertragbarkeit diskutiert.

Tabelle 4. Ubersicht iiber Proteine, die mit neurodegenerativen
Erkrankungen assoziiert sind.

Erkrankung Involviertes Lokalisation der Referenz

Protein Aggregate
I(:frrg)é\)-Erkrankungen Prion-Protein Extrazellul&r (Bolton et al. 1982)
Alzheimer-Krankheit | Amyloid Extrazellular (Glenner and Wong 1984)
(AD) Tau Intrazellular (Grundke-Igbal et al. 1986)
Parkinson-Krankheit a-Synuclein Zvtosol (Forno 1996)
(PD) v y (Spillantini et al. 1997)
?H“S;'”gtO”‘Kra”khe't Huntingtin Nukleus (DiFiglia et al. 1997)
Amyotrophe .
Lateralsklerose Syperomd— Zytosol (Bruijn et al. 1998)
(ALS) Dismutase
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1.5.1  Strukturelle Ahnlichkeit der fehlgefalteten Proteine

Struktur-Analysen der in Tabelle 4 aufgelisteten Proteine haben ergeben, dass
sie eine [B-Faltblatt-reiche Sekundarstruktur aufweisen. Aufgrund dieser
Konformation sind die hydrophoben Bereiche des Proteins nach aul3en gerichtet.
Dies ermdglicht die Aggregation zu B-Faltblatt-reichen Oligomeren und Fibrillen,
die eine sogenannte Kreuz-B-Konformation einnehmen (Eanes and Glenner
1968; Sunde et al. 1997; Eisenberg and Jucker 2012). Demzufolge ist die
strukturelle Ahnlichkeit der fehlgefalteten Proteine und deren Aggregate eine

wesentliche Gemeinsamkeit dieser Erkrankungen.

1.5.2  Die Ubertragbarkeit der Prion-Erkrankung ist einzigartig unter den

neurodegenerativen Erkrankungen

In den letzten Jahren stellte sich die Frage, ob die Ubertragung einer pathogenen
Konformation auf ein anderes Protein ausschlieBlich ein Prion-spezifischer
Prozess ist oder auch in anderen neurodegenerativen Erkrankungen zu finden ist
(Frost and Diamond 2010; Polymenidou and Cleveland 2011). Ein Hinweis dafir
ist die Beobachtung von Prion-Proteinen in der Hefe (Lindquist 1997; Wickner et
al. 1999). Die Prion—ahnliche Eigenschaft dieser Proteine beruht auf der
Besonderheit, dass sie, vergleichbar mit dem unter anderem in S&dugerzellen
vorkommenden Prion-Protein, in einer oder mehreren sich selbst—verbreitenden
Konformationen vorliegen kénnen (Tuite et al. 2011). Ein Beispiel hierfur ist der
Translation-Terminationsfaktor Sup35, der in einer I8slichen, aktiven Form oder
in einer aggregierten, inaktiven Prionform vorkommen kann, wobei die Prionform
auf die Tochterzelle vererbbar ist.

Um der vorigen Frage nachzugehen, sollte vorerst klar zwischen der Vermehrung
infektiéser Proteine, dem Animpfen (engl. seeding) und der Ausbreitung (engl.
spreading) des fehlgefalteten Proteins in dem betroffenen Gewebe unterschieden
werden. Bei der Vermehrung infektidéser Proteine wird deren Konformation auf ein
anderes Protein Ubertragen, das unter normalen Bedingungen diese
Konformation nicht eingenommen hatte. Seeding beschreibt den beschleunigten
Prozess der Fehlfaltung nativer Proteine, der im Laufe der Zeit ohnehin

abgelaufen wére. Der zugrunde liegende Mechanismus entspricht dem bereits
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vorgestellten seeding-polymerization-Modell (vgl. Abschnitt 1.2.3) (Jarrett and
Lansbury 1993). Im Gegensatz dazu beschreibt der Begriff Spreading das
Ausbreiten des fehlgefalteten Proteins im betroffenen Gewebe. In Studien konnte
der interzelluldre Transfer beziehungsweise die Ausbreitung der Aggregate von
AB, Tau und a-Synuclein zwischen Zellen nachgewiesen werden (Magalhaes et
al. 2005; Frost et al. 2009; Desplats et al. 2009; Hansen et al. 2011; Ren et al.
2009). Zudem wurde anhand transgener AD-Mausmodelle, die eine Mutante des
humanen Amyloid-Vorldufer-Proteins (APP) Uberexprimierten, gezeigt, dass die
AB-Pathologie  durch Inokulation von Gehirn-Homogenaten humaner
AD-Patienten oder transgener AD-M&duse deutlich friher auftritt (Kane et al.
2000; Meyer-Luehmann et al. 2006; Eisele et al. 2010). Analog dazu konnte der
Seeding-Prozess auch in transgenen Mausen nachgewiesen werden, die wtTau
oder eine humane a-Synuclein-Mutante Uberexprimierten (Clavaguera et al.
2009; Mougenot et al. 2011). Zudem wurde die Ausbreitung der pathologischen
Veranderungen in AD (Braak and Braak 1991), PD (Braak et al. 2003), HD (Deng
et al. 2004) und ALS (Ravits et al. 2007) gezeigt. Diese und andere Daten deuten
darauf hin, dass unter anderem fehlgefaltetes AB, Tau oder a-Synuclein die
Fehlfaltung und Aggregation nativer Proteine beschleunigen und sich durch
interzelluldren Transfer im Gewebe verteilen kénnen. Die Ubertragung der
Konformation mit der damit verbundenen Information einer Erkrankung scheint
jedoch nur bei Prion-Erkrankungen vorzukommen. Da im Gegensatz zu den
infektidsen Prion-Erkrankungen bislang kein Fall einer Ubertragung anderer
neurodegenerativen Erkrankungen von einem auf ein anderes Individuum
beschrieben wurde, ist dies nach heutigem Wissenstand &ulerst

unwahrscheinlich.
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1.6 Die Rolle von molekularen Chaperonen in neurodegenerativen

Erkrankungen

1.6.1 Der Zusammenhang zwischen molekularen Chaperonen und

neurodegenerativen Erkrankungen

Eine Vielzahl von Studien deutet darauf hin, dass molekulare Chaperone und die
zellulére Hitzeschock-Antwort (HSR, engl. heat shock response) eine Rolle in
verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen wie beispielsweise Prion-
Erkrankungen oder AD spielen. Um einen Uberblick dariiber zu erhalten, werden
im Folgenden die wichtigsten Beobachtungen aufgeftihrt.

So haben Untersuchungen von erkrankten Gehirnen ergeben, dass in Scrapie-
infizierten Maus-Gehirnen erhéhte Hsp70-Mengen (Kenward et al. 1994) und in
Gehirnen von AD-Patienten erhéhte Expressionsmengen von Hitzeschock-
Proteinen (Hsp), wie beispielsweise den kleinen Hitzeschockproteinen, Hsp70
(Perez et al. 1991; Yoo et al. 1999; Muchowski and Wacker 2005) sowie
Clusterin (Giannakopoulos et al. 1998), vorliegen. Zudem sind Amyloid-
Ablagerungen im erkrankten Gehirn von CJD- oder AD-Patienten mit Clusterin
assoziiert (Freixes et al. 2004; Calero et al. 2000). Clusterin, auch bekannt als
Apolipoprotein J, ist ein extrazellulares Chaperon, das in vitro die Bildung von
amyloiden Aggregaten des PrP(106-126)-Peptids oder AB-Peptids verhindern
kann (McHattie and Edington 1999; Matsubara et al. 1996; Yerbury et al. 2007).
Da es zusatzlich mdglich war, die Interaktion zwischen Clusterin und A
nachzuweisen, wird vermutet, dass Clusterin protektive Eigenschaften gegen
ApB-induzierte Toxizitat aufweist (Boggs et al. 1996; Calero et al. 2000; Narayan
et al. 2012). Interessanterweise konnte das Clusterin-Gen (CLU) in einer
genomweiten Assoziationsstudie (GWAS) als Risikogen fur AD identifiziert
werden (Harold et al. 2009; Lambert et al. 2009).

Uberdies interferiert der Hitzeschock-Faktor 1 (HSF1) mit der Lebensdauer Prion-
infizierter Mause. So zeigten transgene M&use, die keinen HSF1 exprimierten,
nach Infektion mit Prionen eine kirzere Lebensdauer als infizierte Wildtyp-
Mause, die aufgrund der HSF1-Expression eine intakte HSR aufwiesen.
Demnach kénnte die HSR im Schutz gegen Prion-induzierte Toxizitat involviert
sein (Steele et al. 2008). Des Weiteren deuten in vitro-Experimente darauf hin,

dass die Expression von Hitzeschock-Proteinen (Hsp), insbesondere die von
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Hsp70, das Fortschreiten der Alzheimer-Krankheit verzégern kénnte (Magrane et
al. 2004; Evans et al. 2006; Kumar et al. 2007; Kakimura et al. 2002). Diese
Beobachtung wurde anhand eines AD-Mausmodells bestétigt, in dem die
Uberexpression von Hsp70 den pathologischen Phanotyp und die kognitiven
Defizite abschwéchte (Hoshino et al. 2011).

Weitere interessante Befunde konnten mit Hilfe einer chronisch mit Scrapie-
infizierten Neuroblastomzelllinie (ScN2a) generiert werden. Zum einen weisen
ScN2a Zellen eine defekte Hitzeschock-Antwort auf (Tatzelt et al. 1995), wobei
dies auf eine beschleunigte Deaktivierung des HSF1-Trimers zuriickzuflhren ist
(Winklhofer et al. 2001). Zum anderen haben ScN2a Zellen nach Hitzeschock
oder nach Inkubation mit Wasserstoffperoxid im Vergleich zu nicht-infizierten
Neuroblastomzellen eine erhéhte Zelltodrate und sind demzufolge anfalliger

gegenlber Stress (Rambold et al. 2008).

Zusammenfassend deuten die aufgezeigten Daten darauf hin, dass die HSR und
molekulare Chaperone im Verlauf einer Prion-Erkrankung oder Alzheimer-
Krankheit, eine essentielle Rolle spielen kénnten. Da die HSR ein wesentlicher
Bestandteil dieser Arbeit ist, wird im folgenden Abschnitt auf die Rolle der HSR

im Schutz gegen proteotoxische Schaden genauer eingegangen.

1.6.2 Die Rolle der Hitzeschock-Antwort im Schutz gegen proteotoxische
Schédden

Molekulare Chaperone und stressinduzierbare Antworten sind wichtige
Modulatoren der Proteinhomd&ostase (Morimoto 2008). Molekulare Chaperone
liegen in allen Kompartimenten der Zelle vor und stellen einen wichtigen
Mechanismus der Zelle dar, um die Faltung der Proteine zu regulieren (Bukau et
al. 2006). Chaperone erkennen und binden nicht-native Proteine und erleichtern
somit deren korrekte Faltung, verhindern deren Fehlfaltung, unterstitzen die
Ausbildung von Proteinkomplexen und die Translokation der Proteine
(Georgopoulos and Welch 1993; Hartl and Hayer-Hartl 2002; Morimoto 2008;
Hartl et al. 2011). Im Gegensatz zu vielen molekularen Chaperonen, die unter

normalen Bedingungen konstitutiv exprimiert werden, wird die Expression
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mancher Chaperone aufgrund einer zelluldren Stress-Antwort induziert (Lindquist
and Craig 1988). Zwei hochkonservierte Kontrollmechanismen, die ,Antwort auf
fehlgefaltete Proteine® (UPR, engl. unfolded stress response) und die HSR,
spielen unter Stressbedingungen eine wesentliche Rolle, wobei im Folgenden die
HSR von besonderem Interesse ist.

Die HSR ist ein Mechanismus der Zelle, der als Reaktion auf proteotoxischen
Stress und fehlgefaltete Proteine induziert wird. Sie fiihrt zur Modulation der
Transkription stressinduzierbarer Gene, die bei der korrekten Rickfaltung der
Proteine, deren Degradierung und der Regulation der zelluldren Stresstoleranz
involviert sind (Morimoto 2008; Wu 1995; Morimoto 1998). Der Hauptregulator
der HSR ist der Hitzeschock-Faktor HSF1, der unter normalen Bedingungen in
einem Komplex mit molekularen Chaperonen, wie beispielsweise Hsp90 und
Hsp70, vorliegt. Nach Aktivierung der HSR wird er aus diesem Komplex
freigesetzt, trimerisiert und transloziert in den Nukleus. Durch weitere
Modifikationen erlangt der HSF1 eine trans-Aktivierungskompetenz und reguliert
durch Bindung an spezifische Hitzeschockelement (HSE)-Sequenzen die
Transkription der induzierbaren Hitzeschock-Protein (Hsp)-Gene (McMillan et al.
1998; Wu 1995). Die daraus resultierende erhéhte Menge an molekularen
Chaperonen in der Zelle verhindert durch die Bindung an nicht-native Proteine
deren Aggregation und erleichtert ihre korrekte Faltung. Clusterin ist ein
hochkonserviertes extrazellulares Chaperon, dessen Transkription ebenfalls
durch HSF1 moduliert wird (Michel et al. 1997). Durch Bindung an nicht-native
Proteine, ermdéglicht es, diese Proteine aus dem extrazellularen Raum zu
beseitigen und scheint somit an dem extrazelluldren Qualitatskontrollsystem
beteiligt zu sein (Wyatt et al. 2011; Yerbury et al. 2005; Dabbs et al. 2011).

Die Induktion der HSR oder Expression von Hsp70 ist protektiv gegen eine
Vielzahl von Ereignissen, wie beispielsweise Hitzeschock (Hahn and Li 1982; Li
and Hahn 1990), ultravioletter Strahlung (Simon et al. 1995), Nahrstoffentzug
(Mailhos et al. 1993), und TNF (Jaattela 1993; Jaattela and Wissing 1993; Van
Molle et al. 2002). Ratten, die zuvor einem Hitzeschock oder chemischem Stress
ausgesetzt wurden, wiesen eine erhéhte Stresstoleranz gegeniber Hitzschlag-
induzierten Schaden wie  zerebraler  Ischamie und zerebralem

Neuronenuntergang auf (Yang et al. 1998). Zudem waren transgene Mause, die
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Hsp70 Uberexprimierten, resistenter gegenliber einer aktiven Schadigung des
ZNS, die durch eine zerebraler Ischdmie ausgelost wurde (Rajdev et al. 2000;
Giffard et al. 2004). Uberdies fiihrte die Uberexpression von Hsp70 unter
anderem zu einer erniedrigten Apoptoserate und zu einer erhéhten Expression
des anti-apoptotischen Protein Bcl-2 (Yenari et al. 2005). Diese und andere
Daten deuten darauf hin, dass Hsps neben deren Aktivitdt als Chaperone,

Vorgénge in apoptotischen Signalwegen modulieren (Beere 2004).

Interessanterweise konnte ein Zusammenhang zwischen der HSR und dem
Alterungsprozess nachgewiesen werden. Untersuchungen von dem Fadenwurm
Caenorhabditis elegans zeigten, dass die Lebenserwartung unter anderem durch
HSF1 und Proteinen des Insulin-dhnlichen Signalwegs reguliert wird (Morley et
al. 2002; Hsu et al. 2003). AuRerdem nimmt im Laufe des Alterwerdens die
Expression von Hsp-Genen in Abwesenheit von externen Stressoren zu. Diese
Beobachtung deutet auf intrinsische Stress-Signale und/oder eine verédnderte
Genexpressions-Maschinerie hin. Trotz der erhdhten Hsp-Expression, wird die
Effektivitat der HSR nach akutem Stress mit steigendem Alter schwéacher (Kourtis
and Tavernarakis 2011). Dieses Ph&dnomen scheint ein genereller Effekt zu sein,
da er in neuronalem Gewebe, Leber, Skelett- und Herzmuskel demonstriert
werden konnte (Calderwood and Ciocca 2008). Demzufolge kénnen sich Zellen
im hoheren Alter schlechter gegen akuten proteotoxischen Stress und
fehlgefaltete Proteine schiitzen. Da neurodegenerative Erkrankungen wie AD
oder PD zu den Krankheiten zahlen, die insbesondere im hd&heren Alter
auftreten, kénnte der Alterungsprozess einen zusatzlichen Risikofaktor fur diese

Erkrankungen darstellen.
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1.7 Zielsetzung

Die Struktur von PrP konnte mit Hilfe von in Bakterien rekombinant hergestelltem
PrP bestimmt werden. Ebenso war es méglich die Bildung infektidser Prionen mit
rekombinantem PrP in vitro nachzuweisen. Dennoch ist ein potentieller Einfluss
des GPI-Ankers auf die Struktur von PrP und die Bildung von Prionen nicht
auszuschlieBen. Im ersten Teil der Arbeit sollte daher ein Hefesystem etabliert
werden, das ermdéglicht, ausreichende Mengen an rekombinantem PrP mit
GPI-Anker zu generieren. Zudem sollte das PrP-Hefe-Konstrukt in Saugerzellen
charakterisiert werden, um zu ermitteln, ob es zur Identifizierung von

PrP-Interaktionspartnern mittels Affinitdtsaufreinigung eingesetzt werden kénnte.

Im zweiten Teil der Arbeit wendeten wir uns der Eigenschaft von PrP¢ zu, die
toxischen Aktivitdten von PrP%° zu vermitteln. Da die Fehlfaltung von Proteinen
zu [B-Faltblatt-reichen Oligomeren ein gemeinsames Merkmal verschiedener
neurodegenerativen Erkrankungen ist, sollte untersucht werden, ob PrP°® neben
PrPS° andere B-Faltblatt-reiche Konformere binden und deren toxischen Effekt
Ubermitteln kann. Des Weiteren sollte unter anderem ein Oligomer-spezifischer
Antikdrper sowie ein N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor-Antagonist genutzt werden,

um die der Signaltransduktion zugrunde liegenden Mechanismen zu studieren.

In der Pathogenese verschiedener Fehlfaltungserkrankungen konnte eine Rolle
von molekularen Chaperonen und der Hitzeschock-Antwort gezeigt werden. Der
dritte Teil der Doktorarbeit befasste sich daher mit der Modulation der
Hitzeschock-Antwort durch PrPS° oder Amyloid B. Darliber hinaus sollten die
Auswirkungen einer induzierten Hitzeschock-Antwort oder individueller
Chaperone auf die toxische Aktivitat von PrPS®, Amyloid B und einer PrP-Mutante
untersucht werden. Dies sollte Aufschluss Uber Signalwege geben, die bei den

toxischen Effekten der verschiedenen Konformere involviert sind.
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2 Ergebnisse

21 Teil 1 - Etablierung eines Hefemodells zur Generierung von

rekombinantem PrP

Das zellulare Prion Protein ist ein Glykoprotein, das tUber einen GPI-Anker in der
auleren Lipidschicht der Plasmamembran verankert ist. Struktur-Analysen von
rekombinantem PrP zeigten, dass PrP eine unstrukturierte N-terminale und eine
strukturierte  C-terminale Domane aufweist. Die hierbei verwendeten
rekombinanten Prion-Proteine wurden in Bakterien hergestellt und wiesen somit
keinen GPI-Anker auf. Demnach ist es unklar, ob der GPIl-Anker Auswirkungen
auf die Struktur von PrP® hat. Von besonderem Interesse ist hierbei der
unstrukturierte N-terminale Bereich, der mdglicherweise aufgrund des
GPI-Ankers eine Struktur annehmen koénnte. Neben den Struktur-Analysen
konnte anhand von in Bakterien hergestelltem rekombinantem PrP die
Konversion von PrP in vitro nachgewiesen werden. Die intrazerebrale Injektion
der Amyloid-Fibrillen aus rekombinantem PrP fiihrte in Mausen zu einer
klinischen Prion-Erkrankung, wobei diese sehr geringe Titer und lange
Inkubationszeiten aufwiesen (Legname et al. 2004; Colby et al. 2009). Zwar
riefen synthetische Prionen, die mittels PMCA von rekombinantem PrP generiert
wurden, nach deren Inokulation in M&usegehirne eine klinische Erkrankung mit
kurzer Inkubationszeit hervor (Wang et al. 2010), allerdings konnte dieses
Ergebnis bislang nicht bestatigt werden (Kim et al. 2009; Surewicz and Apostol
2011). Im Vergleich zu rekombinantem PrP weist natives, aus Gehirnmaterial
aufgereinigtes PrP einen wesentlichen Nachteil auf, da es mdglicherweise
Kofaktoren enthalt, die die Bildung von Prionen und damit Konversions-Analysen
beeinflussen kénnen.

Um weitere Erkenntnisse in Bezug auf die Struktur und den Konversionsprozess
eines GPl-verankerten PrP zu erlangen, wurde in Kooperation mit der Gruppe
von Martin Engelhard ein Hefesystem etabliert, das im Gegensatz zu Bakterien,
die Generierung von PrP mit GPI-Anker ermdglicht. Da NMR-Strukturanalysen
grole Mengen an Isotopen-markiertem Protein bendtigen, weist die Herstellung
von rekombinantem PrP in Hefe zudem wesentliche Vorteile im Vergleich zu der
Aufreinigung von PrP aus Gehirnmaterial auf. Zum einen liefert die Herstellung in

Hefe grol3e Proteinmengen, die nur schwer in diesem Ausmal} und Reinheitsgrad
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aus Gehirnmaterial gewonnen werden kénnen. Zum anderen ist das Hefesystem
fur die Isotopen-Markierung der Proteine geeignet. Des Weiteren kann anhand
des in diesem Hefesystem hergestellten rekombinanten PrP die Konversion von
PrP® zu PrP%¢ in vitro weiter untersucht werden. Hierbei hat die Herstellung von
rekombinantem PrP in der Hefe den Vorteil, dass die Hefe, im Gegensatz zu
Saugetieren, kein endogenes PrP® exprimiert und damit kein PrP° bildet.
Dadurch wird die Mobglichkeit ausgeschlossen, dass es mit der Analyse

interferiert.

Damit PrP in der Hefe exprimiert und post-translational modifiziert werden kann,
wurde ein Konstrukt generiert, das zwei Signalsequenzen (SS), die am
N-Terminus (ER-SS) und C-Terminus (GPI-SS) lokalisiert sind, aufweist
(Abb. 12). Die in der Hefe vorkommende Kre5-ER-Signalsequenz (ER-SS) ist fur
den co-translationalen Transport von PrP in das ER essentiell. Die C-terminale
Gas1p-Sequenz kodiert fir einen Abschnitt des GPIl-verankerten Glykoproteins
Gas1p aus der Hefe. Diese Sequenz enthalt eine GPI-Signalsequenz (GPI-SS),
die im ER mit einem GPIl-Anker ausgetauscht wird und somit die
GPI-Verankerung von PrP in der aufleren Membran der Hefezelle ermdéglicht.
Zusatzlich wurde ein Histidin-Tag, eine Tabacco Etch Virus (TEV)-Schnittstelle
sowie ein Flag-Tag eingefligt. Die beiden Affinitatstags (6xHis und Flag) dienen
zur Aufreinigung und zur Antikérper-Detektion des Proteins. Die TEV-Protease-
Schnittstelle zwischen dem 6xHis-Tag und Flag-Tag ermdglicht die Isolation des
GPI-verankerten Gas1p-Peptids (Schumacher et al. 2010; Seidel and Engelhard
2011)(Dissertation von Miria Schumacher ,Untersuchungen zum Einfluss der

GPI-Verankerung auf das Faltungsvermégens des Prion Proteins®).

Kreb5 PrP His TEV-Flag Gas1p
| I | — .
ER-SS GPI-SS

Abb. 12. Schematische Darstellung der Mutante Kre5-PrP-Gas1p.

Das Konstrukt beinhaltet folgende  kodierende  Sequenzen: Kre5,
ER-Signalsequenz (ER-SS) der Hefe; PrP, Prion-Protein (AS 23-231); His,
Histidin-Tag; TEV-Flag, Tabacco Etch Proteinase Schnittstelle mit Flag-Tag;
Gas1p, ein Abschnitt eines Uber einen GPI-Anker in der dulleren Zellmembran
verankertes Glykoprotein der Hefe. Gas1p enthélt eine GPI-Signalsequenz (GPI-
SS).
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Die Charakterisierung des PrP-Konstrukts in der Hefe wurde von Miria
Schumacher durchgefuhrt. Hierfir wurde das Konstrukt in Hefezellen
(Saccharomyces cervisiae) exprimiert. Mittels indirekter Immunfluoreszenz
konnte die Lokalisation des GPI-verankerten PrP an der Zelloberflache der Hefe

gezeigt werden (Schumacher et al. 2010).

Da das His-markierte Konstrukt mdglicherweise in Sdugerzellen eingesetzt
werden kdnnte, wurde mit der Charakterisierung des Konstrukts in Sdugerzellen
begonnen. Hierfir wurde seine Expression, post-translationale Modifikationen
und Lokalisation in einer murinen Neuroblastomzelllinie (N2a Zellen) né&her
betrachtet. N2a Zellen wurden transient mit dem Kre5-PrP-Gas1p oder einem
Wildtyp-PrP (wtPrP) Konstrukt transfiziert. Um die GPI-Verankerung der Proteine
zu untersuchen, wurden die Zellen 24 h nach der Transfektion mit einer
Phophatidylinositol-spezifischer Phospholipase C (PI-PLC) verdaut. PI-PLC
schneidet spezifisch am GPI-Anker der Proteine, wodurch diese in das Medium
freigesetzt werden. Nach PI-PLC-Verdau wurden die Proteine im Zelllysat (L) und
im Medium (M) mittels Western Blot unter Verwendung des anti-PrP Antikérpers
3F4 analysiert (Abb. 13).

L M
- + + PI-PLC
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Abb. 13. Wildtyp-PrP und die Mutante Kre-PrP-Gas1p sind iiber einen
Glykosylphosphatidylinositol-Anker in der &uBeren Zellmembran verankert.
N2a Zellen wurden transient mit den angegebenen Konstrukten transfiziert.
AnschlieRend wurden sie in Anwesenheit von der Phosphatidylinositol-
spezifischen Phospholipase C (PI-PLC) 2 h bei 37°C inkubiert (+PI-PLC), um
spezifisch GPIl-verankerte Proteine von der Zelloberflache abzuschneiden. Nach
Behandlung mit PI-PLC wurden die Proteine im Zelllysat (L) und Medium (M)
mittels Western Blot unter Verwendung des monoklonalen anti-PrP Antikérpers
3F4 analysiert.
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Die Western Blot Analyse der nicht-verdauten Zelllysate (L; -PI-PLC) zeigte, dass
die PrP-Mutante in den N2a Zellen exprimiert und post-translational modifiziert
wird. Im Vergleich zu wtPrP war das Signal von Kre5-PrP-Gas1p minimal
schwacher. Die PrP-Mutante wies das fur PrP spezifische Glykosylierungsmuster
auf. Verglichen zu den unbehandelten Zelllysaten, nahm das Signal beider
Proteine nach PI-PLC-Verdau im Zelllysat ab (L; +PI-PLC). Parallel dazu konnten
beide Proteine nach dem Verdau im Medium (M; +PI-PLC) nachgewiesen
werden. Somit ist davon auszugehen, dass die PrP—Mutante Uber einen

GPI-Anker in der duf3eren Lipidschicht der Plasmamembran verankert ist.

Zusammenfassend ergeben die gezeigten Daten, dass der Austausch der
ER- und GPI-Signalsequenz sowie die beiden Affinitdtstags und die TEV-
Protease-Schnittstelle keinen Einfluss auf die Expression, post—translationale
Modifikationen und die Lokalisation in Sdugerzellen haben. Demnach verhalt sich
die PrP-Mutante wie natives PrP und stellt somit ein System dar, um
Interaktionspartner von PrP in Saugerzellen mittels Affinitdtsaufreinigung zu
identifizieren. Des Weiteren kann in nachfolgenden Experimenten die
Funktionalitdt dieser PrP-Mutante in Zellkulturmodellen untersucht werden.
Hierbei ist die Signalweiterleitung von besonderem Interesse, da wtPrP in der
Lage ist, neuroprotektive Signalwege zu aktivieren sowie durch Bindung von
PrP%¢ toxische Signale in das Innere der Zelle zu vermitteln. Uberdies ist es
anhand dieses Systems mdoglich, die Umwandlung von rekombinantem PrP in
seine fehlgefaltete Isoform in Anwesenheit eines GPI-Ankers zu analysieren.
Parallel dazu werden mit Hilfe des etablierten Hefesystems die Strukturanalysen

von rekombinantem PrP mit GPIl-Anker weiter verfolgt.
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2.2 Teil 2 - Das zellulare Prion-Protein (ibermittelt neurotoxische
Signale p-Faltblatt-reicher Konformere unabhiangig von deren

Primarstruktur

Die in Mensch und Tier vorkommenden Prion-Erkrankungen sind durch die
Vermehrung infektidser Prionen und neuronalem Zellverlust charakterisiert. Diese
Erkrankungen beruhen auf der Fehlfaltung des hochkonservierten, zelluldren
Prion-Proteins (PrP®) zu seiner pathogenen, B-Faltblatt-reichen Isoform PrPS°. In
Tier- und Zellkulturmodellen konnte gezeigt werden, dass neuronales,
GPl-verankertes PrP® an der Oberfliche der Zellen als Rezeptor von PrP*°
fungiert und nach dessen Aktivierung neurotoxische Signale in die Zelle
vermittelt. Dieser Prozess scheint unabhangig von der Vermehrung infektidser
Prionen zu sein, da der neuronale Zellverlust in Abwesenheit von der Replikation
infektiéser Prionen auftreten kann. AuRerdem kdnnen sich infektiésen Prionen
vermehren ohne eine Neurodegeneration hervorzurufen (Mallucci et al. 2003;
Brandner et al. 1996; Rambold et al. 2008; Chesebro et al. 2005).

Interessanterweise ist die Fehlfaltung von Proteinen zu [-Faltblatt-reichen
Oligomeren ein gemeinsames Merkmal verschiedener neurodegenerativen
Erkrankungen (Soto 2003; Eisenberg and Jucker 2012). Aufgrund der dhnlichen
Struktur der Oligomere stellten wir uns die Frage, ob PrP® neben PrP® auch von
anderen B-Faltblatt-reichen Oligomeren gebunden wird und dadurch toxische
Signale in die Zelle vermitteln kann. Aus diesem Grund wurde im zweiten Teil der
Arbeit untersucht, ob verschiedene [-Faltblatt-reiche Konformere toxische
Effekte Uber PrPC-abhidngige Signalwege induzieren kénnen. Des Weiteren
wurden verschiedene Ansatze ausgearbeitet, um die der Signaltransduktion
zugrunde liegenden Mechanismen aufzuklaren. Hierbei waren die Identifizierung
potentieller Kofaktoren, die an der Transduktion der toxischen Signale Uber PrP°
beteiligt sind, sowie Strategien zur Modulation der Toxizitdt von besonderem

Interesse.
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2.21 Etablierung eines neuartigen Modells zur Charakterisierung der

Rolle von PrP¢ als Mediator neurotoxischer Signale von PrP%°

2.21.1 Konzept

Anhand von Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass GPI-verankertes PrP° die
toxischen Aktivitaten von PrP®® in die Zelle vermittelt und somit als Rezeptor von
PrPS¢ agiert (Mallucci et al. 2003; Brandner et al. 1996; Chesebro et al. 2005).
Um die zugrunde liegenden Mechanismen zu untersuchen, wurde in unserer
Arbeitsgruppe ein neuartiges Zellkulturmodell etabliert (Rambold et al. 2008). Da
dieses Zellkulturmodell ein wesentlicher Bestandteil dieser Arbeit ist, wird der
Aufbau im Folgenden ndher beschrieben.

In diesem Modell wurde als PrP°-Quelle eine Scrapie—infizierte, murine
Neuroblastomzelllinie (ScN2a) (Tatzelt et al. 1996) genutzt, die im Gegensatz zu
nicht-infizierten Neuroblastomzellen (N2a) infektidse Prionen vermehrt (Butler et
al. 1988) und Proteinase K (PK)-resistentes Material (PrP%°) akkumuliert (Tatzelt
et al. 1996). Die Western Blot Analyse der ScN2a und N2a Zellen bestatigt, dass
beide Zelllinien zelluldres PrP exprimieren, wohingegen das PK-resistente
Material ausschlieBlich in infizierten Zellen zu finden ist (Abb. 14). Demnach
stellen die ScN2a Zellen eine gute Alternative zu der Aufreinigung von Prionen

aus Gehirnmaterial dar.

N2a ScN2a
kDa - + - + PK
" . '

-
22 — B
a-PrP

Abb. 14. Die Akkumulation von Proteinase K-resistentem Material ist
charakteristisch fiir Scrapie-infizierte Neuroblastomzellen.

Nicht- (N2a) oder Scrapie-infizierte (ScN2a) Neuroblastomzellen wurden 5 Tage
kultiviert. Zelllysate wurden in Anwesenheit von Proteinase K (+PK)
(Endkonzentration 10 pg/ml) 30 min bei 37°C inkubiert und anschlieend mittels
Western Blot unter Verwendung des polyklonalen anti-PrP Antikdrpers A7
analysiert.

Infizierte Zellen geben PrP*° assoziiert mit Exosomen in den extrazelluldren
Raum ab und kénnen somit das infektiose Agens auf andere Zellen Ubertragen

(Fevrier et al. 2004). Aus diesem Grund sind die ScN2a Zellen ein ideales
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System, um die biologische Wirkung von PrP*¢ auf Zellen zu untersuchen. Zu
diesem Zweck wurde das Co-Kultivierungsmodell etabliert. Das Prinzip dieses
Zellkulturmodells ist, dass humane Neuroblastomzellen (SH-SY5Y) mit ScN2a
oder N2a Zellen co-kultiviert und anschlielend die Effekte auf die SH-SYS5Y
Zellen mit Hilfe von verschiedenen Analysemethoden untersucht werden. Die Co-
Kultivierung mit N2a Zellen dient als Kontrolle, damit ein mdglicher Stress der
Co-Kultivierung analysiert werden kann. Die SH-SY5Y Zellen weisen sehr
niedrige endogene PrPC®-Expressionsmengen auf und kénnen somit nach
Transfektion mit verschiedenen Konstrukten auf unterschiedliche Parameter

untersucht werden.

Fur die Co-Kultivierungsexperimente wurden die SH-SY5Y Zellen auf
Deckglaschen kultiviert, transient transfiziert und anschlieend in eine Schale mit
einer 90% konfluenten Schicht der ScN2a oder N2a Zellen uberfuhrt (Abb. 15).
Nach der Co-Kultivierung wurden die Auswirkungen von PrP% auf die
Apoptoserate und mitochondriale Morphologie der SH-SY5Y Zellen mittels

indirekter Immunfluoreszenz bestimmt.

SH-SY5Y

N2a/ScN2a

Abb. 15. Schematische Darstellung des Co-Kultivierungsexperiments.
SH-SY5Y Zellen wurden auf Deckgldschen ausgesdt und mit den jeweiligen
Konstrukten transient transfiziert. Die transfizierten SH-SY5Y Zellen wurden in
eine Schale mit einer 90% konfluenten Schicht der ScN2a oder N2a Zellen
Uberfiihrt. Nach entsprechender Co-Kultivierungszeit wurden die Effekte von
PrPS¢ auf SH-SY5Y Zellen mittels indirekter Immunfluoreszenz analysiert.

Des Weiteren wurde das Co-Kultivierungsmodell erweitert, um die Effekte von
PrPS° auf primare kortikale Neuronen zu untersuchen. Hierfir wurden die
primaren Neuronen direkt nach der lIsolierung aus 14,5-15,5 dpc (days post

coitum) Mausembryonen in Schalen mit einer 20% konfluenten ScN2a oder N2a
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Zellschicht ausplattiert. Nach der Co-Kultivierung wurden die Effekte von PrP
auf die Uberlebensrate, mitochondriale Morphologie und dendritische Langen der

primaren Neuronen untersucht.

2.2.1.2 PrP€ iibermittelt toxische Signale von homologem und heterologem
PrpS°

Anhand des im letzten Abschnitt beschriebenen Zellkulturmodells konnte eine
vorangegangene Studie zeigen, dass an der dulReren Zellmembran lokalisiertes
und GPl-verankertes PrP° toxische Signale von homologem PrP¢ (ibermittelt.
Diese FEigenschaft von PrP¢ ist abhangig von dessen unstrukturierter
N-terminaler Domé&ne und dem C-terminalen GPI-Anker (Rambold et al. 2008).
Daraus ergab sich die Frage, wie PrP° die toxische Aktivitat von PrPS® mediieren
kann. Hierfur sind zwei verschiedene Modelle vorstellbar. Zum einen kdnnte die
Toxizitat direkt mit der Vermehrung von PrP*¢ in der Zelle verbunden sein. Dabei
ware die intrazelluldre Vermehrung von der Expression des GPI-verankerten
PrP® abhangig. Zum anderen kénnte PrP%° das toxische Signal tber einen
PrP°—abhangigen Signalweg auslésen. Hierbei fungiert GPI-verankertes PrPC an

der Oberflache der Zelle als Rezeptor von PrP*e.

Um die Frage zu spezifizieren, wurden zunachst die PrP°-abhangigen toxischen
Effekte von PrP% anhand des Co-Kultivierungsmodells bestatigt, und
anschlieBend weitere Analysen beziglich der Replikation von PrP® durchgefiihrt.
Hierfur wurden SH-SY5Y Zellen mit Maus-PrP® (moPrP) transient transfiziert und
anschliefend mit ScN2a oder N2a Zellen co-kultiviert. Nach 16 h Co-Kultivierung
wurden die SH-SY5Y Zellen mit 3,7% Paraformaldehyd fixiert, permeabilisiert
und anschliefend die aktive-Caspase 3 gefarbt. Die Kerne wurden mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Dapi markiert. Fur die Quantifizierung der Apoptoserate
wurde der Anteil der Zellen, die positiv bezliglich der aktiven Caspase 3 waren
(Abb. 16A), oder der Anteil der Zellen mit fragmentierten Kernen (Abb. 16B) von
den transfizierten Zellen bestimmt. Die Co-Kultivierung der
moPrP-exprimierenden SH-SY5Y Zellen mit den N2a Zellen flihrte zu einer
Apoptoserate von etwa 11%. Maus-PrP-exprimierende SH-SY5Y Zellen, die mit
ScN2a Zellen co-kultiviert und dadurch mit homologem PrPS¢ inkubiert wurden,

wiesen eine signifikant erhdhte Apoptoserate von etwa 20% auf. Diese Zunahme
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der Menge an apoptotischen Zellen konnte bei SH-SY5Y Zellen, die anstatt PrP®
das GPl-verankerte, griin fluoreszierende Protein (GFP) exprimierten und mit
den ScN2a Zellen co-kultiviert wurden, nicht beobachtet werden. Diese Daten
bestatigen, dass PrP*® einen toxischen Effekt (iber einen PrP°-abhéngigen

Signalweg induziert.
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Abb. 16. PrP° fiihrt in PrP°—exprimierenden Zellen zu einem Anstieg der
Apoptoserate.

Die mit dem angegeben Konstrukt transfizierten SH-SY5Y Zellen wurden fur 16 h
mit ScN2a oder N2a Zellen co-kultiviert. Anschliefend wurden die SH-SY5Y
Zellen fixiert, mit Triton X-100 permeabilisiert und unter Verwendung des
polyklonalen anti-aktive Caspase 3 Antikoérpers gefarbt. Fir die Quantifizierung
der Apoptoserate wurde der Anteil der aktiven Caspase 3-positiven Zellen (A)
oder der Anteil der Zellen mit fragmentierten Kernen (B) von den transfizierten
Zellen bestimmt. Die p-Werte wurden mittels studentischen t-Tests ermittelt. Die
Expression der jeweiligen Konstrukte wurde mittels Western Blot unter
Verwendung des monoklonalen anti-PrP Antikérpers 3F4 analysiert. ** p < 0,005;
***p < 0,0005.

Im nachsten Schritt wurde die Frage untersucht, ob diese toxische Aktivitat von
der PrP®:-Replikation abhangig ist. Hierfir wurde die Bildung von PK-resistentem

Material wahrend der 16-stlindigen Co-Kultivierung bestimmt. Damit das in
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SH-SY5Y Zellen neugebildete PK-resistente Material von dem endogenem
Maus-PrP%° der ScN2a Zellen unterscheidbar ist, wurden die SH-SY5Y Zellen mit
einem 3F4-getaggten Maus-PrP-Konstrukt transfiziert. Dies ist mdglich, da das
3F4-Epitop nicht mit der Umwandlung von zelluldarem zu fehlgefaltetem PrP
interferiert (Kascsak et al. 1987; Milhavet et al. 2000). Wenn es in den
transfizierten SH-SY5Y Zellen zu der Propagierung von PrP%¢ kommt, dann
wilrde PK-resistentes, 3F4-getaggtes PrP in der unléslichen Fraktion detektierbar
sein. Nach der Transfektion wurden die SH-SY5Y Zellen mit ScN2a Zellen co-
kultiviert. Nach 16 h Co-Kultivierung wurden die Zellen geerntet, lysiert und
mittels Zentrifugation in eine I6sliche und unl6sliche Fraktion aufgeteilt.
Anschlielend wurde die unlésliche Fraktion mit PK fur 30 min bei 37°C verdaut.
In beiden Fraktionen wurde endogenes und/oder 3F4-markiertes PrP¢ unter
Verwendung der monoklonalen anti—PrP Antikérper 4H11 beziehungsweise 3F4
immunprazipitiert. Die immunprézipitierten Proteine wurden mittels Western Blot
unter Verwendung des Antikdrpers 4H11 analysiert (Abb. 17). Da kein
3F4-getaggetes, PK-resistentes Material in der unléslichen Fraktion detektierbar
war, kommt es wahrend der 16-stiindigen Co-Kultivierung in den SH-SY5Y Zellen

offensichtlich nicht zu einer signifikanten de novo Synthese von PrP%°.

Co-Kultivierung SH-SY5Y + ScN2a

I&sliche Fraktion unlésliche Fraktion
-PK +PK
n.t. PrP n.t. PrP
kDa 3F4 4H11 3F4 4H11 3F4 4H11 3F4 4H11 IP
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Abb. 17. In moPrP®-exprimierenden SH-SY5Y Zellen kann nach der
Co-Kultivierung mit ScN2a Zellen kein PK-resistentes Material
nachgewiesen werden.

Die SH-SY5Y Zellen wurden mit einem 3F4-markiertem Maus-PrP® (PrP)
transfiziert und fir 16 h mit ScN2a Zellen co-kultiviert. Nach der Co-Kultivierung
wurden die Zellen geerntet, in eiskaltem Lysepuffer A lysiert und mittels
Zentrifugation in eine I6sliche und unlésliche Fraktion geteilt. AnschlieRend wurde
die unlésliche Fraktion mit Proteinase K (PK) fir 30 min bei 37°C verdaut. In
beiden Fraktionen wurde endogenes und/oder 3F4—markiertes PrP unter
Verwendung der monoklonalen anti—-PrP Antikérper 4H11 beziehungsweise 3F4
immunprazipitiert. Die immunpréazipitierten Proteine wurden mittels Western Blot
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unter Verwendung des monoklonalen anti—PrP Antikérpers 4H11 analysiert. Die
Pfeilspitzen zeigen die leichte Kette des jeweiligen Antikdrpers an. n.t., nicht-
transfiziert.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass fur das Induzieren toxischer Signale
keine produktive Replikation von PrP%® notwendig ist. Aufgrund dieser
Beobachtung kam die Frage auf, ob PrP® von unterschiedlichen Spezies in der
Lage ist die toxischen Aktivitaten von Maus-PrP* zu vermitteln. Um diese Frage
zu spezifizieren wird im Folgenden die Spezies-Barriere naher betrachtet
(vgl. Abschnitt 1.2.6). Eine produktive Vermehrung von PrP% ist von der
Sequenzhomologie zu PrP° abhiangig. So kénnen beispielsweise Mause sehr
schlecht mit Hamster-Prionen infiziert werden. Allerdings zeigen transgene
Mause, die Hamster-PrP° exprimieren, nach Inokulation mit Hamster-Prionen die
fur Hamster charakteristischen neuropathologischen Veranderungen (Prusiner et
al. 1990b). Diese und andere Daten deuten darauf hin, dass die Homologie der
PrP-Primérstruktur fiir eine effiziente Ubertragung einer Prion-Erkrankung
wesentlich ist. Die Ubertragung von Rinder-Prionen auf Menschen hat jedoch
gezeigt, dass diese Barriere nicht absolut und vorhersagbar ist.

Trotzdem ist es hochst unwahrscheinlich, dass das von ScN2a Zellen sekretierte
Maus-PrP%® die Konformationsianderung von heterologem PrP® in die
entsprechende pathogene Isoform induzieren kann (Scott et al. 1989; Scott et al.
1997).

Um nun zu untersuchen, ob PrP® von unterschiedlichen Spezies die toxischen
Aktivitaten von Maus-PrP%¢ vermitteln kdnnen, wurden SH-SY5Y Zellen transient
mit heterologem PrP® aus Hamster (haPrP), Mensch (huPrP), Hirsch (cePrP)
oder Rind (boPrP) transfiziert und mit ScN2a oder N2a Zellen co—kultiviert. Nach
16 h Co-Kultivierung wurden die SH-SY5Y Zellen auf den Deckglaschen fixiert,
permeabilisiert und mittels indirekter Immunfluoreszenz unter Verwendung des
aktive Caspase 3-Antikoérpers untersucht. Fir die Quantifizierung der
Apoptoserate wurde der Anteil der aktive-Caspase 3-positiven Zellen von den
transfizierten Zellen bestimmt. Die mit ScN2a Zellen co-kultivierten SH-SY5Y
Zellen zeigten im Vergleich zu den Zellen, die mit N2a Zellen co-kultiviert wurden,

eine erhéhte Apoptoserate unabhangig von der Herkunft des exprimierten PrP®
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(Abb. 18). Demnach scheint moPrP*° toxische Signale tber PrP®, unabhéngig

von dessen Primérstruktur, zu induzieren.
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Abb. 18. PrP¢ iibermittelt toxische Signale von heterologem PrP*°.

SH-SY5Y Zellen wurden transient mit heterologem PrP® aus Hamster (haPrP),
Mensch (huPrP), Hirsch (cePrP) oder Rind (boPrP) transfiziert und mit ScN2a
oder N2a Zellen co—kultiviert. Nach 16 h Co - Kultivierung wurden die SH-SY5Y
Zellen fixiert, mit Triton X-100 permeabilisiert und unter Verwendung des
polyklonalen anti-aktive Caspase 3 Antikérpers gefarbt. Fir die Quantifizierung
der Apoptoserate wurde der Anteil der aktiven Caspase 3-positiven Zellen von
den transfizierten Zellen bestimmt. Die Expression der jeweiligen Konstrukte
wurde mittels Western Blot unter Verwendung der monoklonalen anti-PrP
Antikdrper 3F4 oder 4H11 analysiert. Die p-Werte wurden mittels studentischen t-
Tests ermittelt. ** p < 0,005; *** p < 0,0005.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass PrP° toxische Aktivitdten von
heterologem PrP° ibermitteln kann. Somit ist eine Homologie der Primérstruktur
zwischen PrP® und PrP*° fiir die produktive Replikation von Prionen essentiell,
wohingegen sie fiir die Ubermittlung toxischer Signale eine verminderte Rolle zu
spielen scheint. Da sich heterologe PrP° Molekiile in ihrer Sekundarstruktur sehr
dhneln, kénnte diese Gemeinsamkeit der Grund sein, weswegen PrP® in der

Lage ist deren toxische Signale in die Zelle zu vermitteln.
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Im folgenden Schritt stellte sich die Frage, ob neben der Caspase 3-Aktivierung
weitere toxische Effekte durch PrP%® in den SH-SY5Y Zellen ausgel6st werden.
In vorherigen Studien wurde beschrieben, dass Mitochondrien entscheidende
Regulatoren des Zelltodes sind und deren Dysfunktion in Verbindung mit
neurodegenerativen Erkrankungen steht (Winklhofer and Haass 2010). Da
Mitochondrien an wesentlichen zellularen Prozessen beteiligt sind, hat ihre
Fehlfunktion erhebliche Auswirkungen auf die Integritat der Zelle. Um den Effekt
von PrP*¢ auf die Mitochondrien von moPrP®-exprimierenden SH-SY5Y Zellen zu
untersuchen, wurde die Analysemethode erweitert. Dazu wurden SH-SY5Y
Zellen mit moPrPC transfiziert und mit ScN2a oder N2a Zellen co-kultiviert. Nach
16 h Co-Kultivierung wurde die mitochondriale Morphologie der SH-SY5Y Zellen
analysiert (Abb. 19). Hierfir wurden die Mitochondrien mit Hilfe des
potentialabhangigen MitoTrackers Red CMXRos sichtbar gemacht. Da dies nur
bei einem intakten Potential méglich ist, waren die Mitochondrien offensichtlich

noch aktiv.

B co-Kultivierung mit ScN2a ao-PrP Mitotracker
O Co-Kultivierung mit N2a
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o

a2 N W A O
o O o
N2a

o

% Zellen mit nicht-tubulidren/
fragmentierten Mitochondrien
Co-Kultivierung mit

o
ScN2a
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Abb. 19. PrPS° beeintrachtigt die mitochondriale Integritit PrP°-
exprimierender Zellen.

Mit PrPC transient transfizierte SH-SY5Y Zellen wurden fir 16 h mit ScN2a oder
N2a Zellen co-kultiviert. Anschlieend wurden die SH-SY5Y Zellen fixiert, mit
Triton X-100 permeabilisiert und unter Verwendung des monoklonalen anti-PrP
Antikdrper 3F4 gefarbt. Die Mitochondrien der Zellen wurden mittels MitoTracker
Red CMXRos sichtbar gemacht. Zellen, die ein intaktes Netzwerk tubuldrer
Mitochondrien aufwiesen, wurden als tubuldr eingeordnet. Sobald dieses
Netzwerk zerstdért und die Mitochondrien vorwiegend kugelférmig oder
stabdhnlich erschienen, galten diese Zellen als fragmentiert. Fir die
Quantifizierung der mitochondrialen Morphologie wurde der Anteil der Zellen mit
fragmentierten Mitochondrien von den transfizierten Zellen bestimmt. Die p-Werte
wurden mittels studentischen t-Tests ermittelt. *** p < 0,0005.
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Zellen, die ein intaktes Netzwerk tubulédrer Mitochondrien aufwiesen, wurden als
tubular eingeordnet. Sobald dieses Netzwerk zerstért und die Mitochondrien
vorwiegend kugelférmig oder stabahnlich erschienen, galten diese Zellen als
fragmentiert. Etwa 10% der SH-SY5Y Zellen, die mit N2a Zellen co-kultiviert
wurden, wiesen nicht—tubulare, fragmentierte Mitochondrien auf. Die mit ScN2a
Zellen co—kultivierten SH-SY5Y Zellen zeigten einen signifikant erhéhten Anteil
(etwa 33%) an nicht—tubuldren, fragmentierten Mitochondrien. Abbildung 19
(rechte Spalte) zeigt die Mitochondrien-Morphologie der SH-SY5Y Zellen nach
der Co-Kultivierung mit ScN2a oder N2a Zellen. Demzufolge beeintrachtigt PrPS°
die mitochondriale Morphologie und kénnte dadurch deren Funktion und folglich

wesentliche zellulare Prozesse der Zelle stéren.

Zusammenfassend demonstrieren diese Daten, dass PrP° toxische Aktivitaten
von homologen und heterologen PrP%°-Molekiilen vermittelt. Somit scheint die
Ubermittlung toxischer Signale tiber PrP® unabhéngig von der Primarsequenz
seines Liganden zu sein. Zudem weisen die Resultate darauf hin, dass die
toxische Aktivitat von PrPS® unabhéngig von dessen Replikation ist. Neben der
Aktivierung apoptotischer Vorgange in der Zelle, fiihrt die PrP°-Exposition zur
Beeintrachtigung der mitochondrialen Integritit. Da heterologe PrPS:-Molekiile
eine B-Faltblatt-reiche Sekundérstruktur aufweisen, kénnte diese Gemeinsamkeit
der Grund sein, weswegen PrP° in der Lage ist deren toxische Signale in die
Zelle zu vermitteln. Aufgrund dieser Beobachtung stellte sich die Frage, ob das
B-Faltblatt-reiche Amyloid B (AB) ebenfalls toxische Signale tiber PrP® mediieren

kann.

2.22 PrP® vermittelt toxische Signale von sekretietem oder

synthetisiertem Amyloid 3

Um weitere Evidenz dafiir zu erlangen, dass PrP° toxische Signale von PrP%¢
unabhangig von dessen Primarsequenz vermittelt, wurde das —Faltblatt-reiche
Amyloid B (AB) ausgewahlt, dessen Primarsequenz im Gegensatz zu
heterologem PrP%® wesentlich von der des PrP® abweicht. Die Akkumulation des
B-Faltblatt-reichen AP ist charakteristisch fir die Alzheimer-Krankheit (AD). Einen
ersten Hinweis auf eine mégliche Rolle von PrP® in der Pathogenese von AD

ergaben Studien, die zeigten, dass die von AB—induzierte Blockade der Langzeit-
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Potenzierung (LTP) als auch die von AB ausgeléste Gedéchtnisstérung von der
PrP®-Expression abhéngig ist (Lauren et al. 2009; Gimbel et al. 2010).

Um diesen Aspekt weiter zu verfolgen, wurde in dem Zellkulturmodell anstatt
PrPS°—sekretierender ScN2a Zellen, eine Zelllinie (CHO-7PA2) verwendet, die
AB generiert und in das Medium abgibt. Es handelt sich um CHO Zellen (engl.
Chinese hamster ovary cells), die stabil mit einer familiaren AD Mutante V717F
des Amyloid-Vorldufer-Proteins transfiziert worden sind (Podlisny et al. 1995).
Obwohl die Generierung von AB ein physiologischer Prozess ist (Haass and
Selkoe 2007), konnte anhand von verschiedenen Modellen gezeigt werden, dass
das in das Medium sekretierte AB eine toxische Aktivitat aufweist. So fihrte
dessen intrazerebrale Injektion in M&use zur Unterbrechung der LTP und damit
zur Modulation der synaptischen Plastizitdt (Walsh et al. 2002). Dieser Effekt
konnte ebenfalls bei hippokampalen Schnittkulturen der Maus nachgewiesen
werden (Townsend et al. 2006). Des Weiteren war das Lernverhalten von Ratten,
denen Medium intrazerebroventrikular injiziert wurde, beeintrachtigt (Cleary et al.
2005).

Analog zu der PrPS°-Exposition (vgl. Abschnitt 2.2.1.2) wurden die SH-SY5Y
Zellen mit den angegebenen Konstrukten transfiziert und mit den CHO-7PA2
oder den nicht-transfizierten CHO Zellen co—kultiviert. Nach 16 h Co-Kultivierung
wurde der apoptotische Zelltod analysiert. PrPC-exprimierende SH-SY5Y Zellen,
die mit den CHO Zellen co-kultiviert wurden, zeigten eine Apoptoserate von etwa
9%. Die AB-Exposition fiihrte in PrP®-exprimierenden SH-SY5Y Zellen zu einer
signifikant erhéhten Apoptoserate von etwa 17,5%. Diese Zunahme der Menge
an apoptotischen Zellen konnte bei SH-SY5Y Zellen, die anstatt PrP® das
GPl-verankerte griin fluoreszierende Protein (GFP) exprimierten und mit den
CHO-7PA2 oder CHO Zellen co-kultiviert wurden, nicht beobachtet werden
(Abb. 20A). Um die toxischen Effekte eindeutig auf die AB-Generierung beziehen
zu koénnen, wurde im folgenden Schritt die Sekretion von AR durch die
Behandlung der CHO-7PA2 Zellen mit dem y-Sekretase-Hemmer DAPT
gehemmt und die Co-Kultivierung parallel zu den unbehandelten CHO-7PA2
Zellen durchgefiihrt. Im Vergleich zu der Apoptoserate der AB-exponierten
SH-SY5Y Zellen, wiesen die SH-SY5Y Zellen, die mit den DAPT-behandelten
CHO-7PA2 Zellen co-kultiviert wurden, eine signifikant niedrigere Apoptoserate
(etwa 12%) auf (Abb. 20B). Das konditionierte Medium der CHO-7PA2 und CHO

Zellen wurde mittels Immunpréazipitation und anschlielender Western Blot
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Analyse auf die Anwesenheit von AB untersucht. Durch die Behandlung der
CHO-7PA2 Zellen mit DAPT war kein AB in dem konditionierten Medium
detektierbar (Abb. 20B, unten).

A @ Co-Kultivierung mit CHO-7PA2 B [ Co-Kultivierung mit CHO-7PA2
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c c *kk
3 8 25 -
N N 20 -
2 2
3] G 15 1
3 2
5 5 101
. 2
o o 5 1
Q (=R
g < o
= GFP PrP & — + DAPT
PrP PrP
CHO-
kDa CHO
7PA2 CHO CHO-7TPA2
36—.. kbDa — + — + DAPT
4 — -
3F4 a-AR

Abb. 20. AB induziert Apoptose in PrP®—exprimierenden Zellen.

(A, B) SH-SY5Y Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten transient
transfiziert und mit den CHO-7PA2 oder CHO Zellen co—kultiviert. Nach 16 h
Co—Kultivierung wurde die Apoptoserate, wie unter Abb. 18 beschrieben,
analysiert. (A) Sekretiertes AB induziert Apoptose in PrP®—exprimierenden
Zellen. Die Expression von PrP® wurde mittels Western Blot unter Verwendung
des monoklonalen anti-PrP Antikérpers 3F4 analysiert. (B) Die Hemmung der
y—Sekretase verhindert die toxische Aktivitit von AB. PrP°—exprimierende
SH-SY5Y Zellen wurden mit DAPT—-behandelten (1 uM) CHO-7PA2 oder CHO
Zellen co—kultiviert. Das in das Medium sekretierte AR wurde mittels
Immunprazipitation und anschlieender Western Blot Analyse bestimmt. Die p-
Werte wurden mittels studentischen t-Tests ermittelt. *** p < 0,0005.

Die bisherigen Ergebnisse demonstrieren, dass PrP° die toxische Aktivitat von
PrPS° und AB vermitteln kann. Somit ist PrP® in der Lage toxische Signale von
B-Faltblatt-reichen Konformeren unterschiedlicher Herkunft und Primarsequenz
zu vermitteln. Daraus ergab sich die Frage, ob die beiden p—Faltblatt—reichen
Proteine die gleichen PrP®-anhingigen Signalwege induzieren. Um diesen
Aspekt zu untersuchen, wurden PrP®—exprimierende SH-SY5Y Zellen parallel mit
zwei verschiedenen Zelllinien (CHO-7PA2 und ScN2a, CHO-7PA2 und N2a,
CHO und ScN2a oder CHO und N2a) co—kultiviert. Nach 16 h Co—Kaultivierung
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wurde die Apoptoserate analysiert (Abb. 21). Die mit N2a und CHO Zellen
co-kultivierten SH-SY5Y Zellen wiesen eine Apoptoserate von etwa 11% auf.
Falls PrPS® und AB unterschiedliche toxische Signalwege tiber PrP® aktivieren,
wilrde man einen synergistischen Effekt bei gleichzeitiger Exposition vermuten.
SH-SY5Y Zellen, die parallel mit PrP®® und A inkubiert wurden, zeigten im
Vergleich zu der Co—Kultivierung mit nur einer der beiden Zelllinien eine ahnliche
Apoptoserate von etwa 22%. Dies deutet darauf hin, dass PrP%® und AB den
gleichen Signalweg aktivieren und mdglicherweise um die gleichen

Bindungsstellen an PrP® konkurrieren.
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Abb. 21. PrP°¢ und A scheinen toxische Effekte iiber den gleichen PrP°-
abhidngigen Signalweg zu induzieren.

PrP°—exprimierende SH-SY5Y Zellen wurden parallel mit den angegebenen
Zelllinien co—kultiviert. Nach 16 h Co—Kultivierung wurde die Apoptoserate, wie
unter Abb. 18 beschrieben, analysiert. Die Expression von PrP® wurde mittels
Western Blot unter Verwendung des monoklonalen anti-PrP Antikdrpers 3F4
analysiert. Die p-Werte wurden mittels studentischen t-Tests ermittelt.
** p <0,005; *** p < 0,0005.

Um die erlangten Ergebnisse zu bestdtigen und Erkenntnisse in Bezug auf die
toxische Spezies der AR Oligomere zu erlangen, wurde die toxische Aktivitat von
synthetischem AB42 auf dessen PrP°-Abhangigkeit untersucht. Hierfur wurde
synthetisches AP42 mittels Ameisensaure monomerisiert, und direkt nach dem
Verdampfen der Ameisensdure in 0,1% Ammoniak (in Wasser) geldst.
AnschlieRend wurde die Probe mittels GréRenausschlusschromatographie (SEC)
in Fraktionen mit niedrigem (Oligo) oder hohem (HMW) Molekulargewicht

aufgetrennt. Im unmittelbaren Anschluss an die SEC wurde die

54



Ergebnisse

Proteinkonzentration der Fraktionen bestimmt und anschlielend gleiche Mengen
des AB42 Peptids (Endkonzentration 500 nM) auf PrP°—exprimierende SH-SY5Y
Zellen gegeben. Als Kontrolle wurden parallel dazu die SH-SY5Y Zellen mit PBS
inkubiert. Nach 12 h Inkubation wurden die SH-SY5Y Zellen fixiert,
permeabilisiert und die aktive-Caspase 3 gefarbt. Die Analyse der Apoptoserate
bestétigte die Ergebnisse der vorangegangenen Experimente mit sekretiertem
AB. PrP°—exprimierende Zellen, die mit PBS inkubiert wurden, wiesen eine
Apoptoserate von etwa 9% auf. Im Vergleich dazu fihrte die Behandlung mit
synthetischem AB42 zu einer erhdhten Apoptoserate (etwa 16%) (Abb. 22A).
Interessanterweise beschrankte sich dies auf die Fraktion, die AB42 Oligomere
mit niedrigem Molekulargewicht enthielt. Hochmolekulare Ap42 Aggregate
zeigten keinen Effekt auf PrP°—exprimierende SH-SY5Y Zellen. Diese
Beobachtungen bestatigten die Ergebnisse einer Studie, in der ausschliel3lich die
niedermolekulare Oligomer Fraktion zu einer Blockade der LTP in hippokampalen
Gehirnschnitten fluhrte (Harmeier et al. 2009). Im Gegensatz dazu induzierte die
niedermolekulare Oligomer Fraktion einer AB42 Mutante, in der G33 in dem
zentralen GXXXG Motiv mit einem Alanin ausgetauscht wurde (Munter et al.
2007), keine toxischen Signale tiber PrP® (Abb. 22B). Dies bekraftigte den
Befund, dass diese Oligomer Fraktion zu keiner Blockade der LTP in

hippokampalen Gehirnschnitten fiihrt (Harmeier et al. 2009).
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Abb. 22. Synthetische AB42 Oligomere induzieren Apoptose in PrP°®-
exprimierenden Zellen.

(A, B) PrP°—exprimierende SH-SY5Y Zellen wurden mit niedermolekularen
Oligomeren (Oligo) oder hochmolekularen Aggregaten (HMW) des synthetischen
AB42 fur 12 h inkubiert (Endkonzentration 500 nM). Nach Inkubation wurde die
Apoptoserate, wie unter Abb. 18 beschrieben, analysiert. Die Expression von
PrP® wurde mittels Western Blot unter Verwendung des monoklonalen anti-PrP
Antikorpers 3F4 analysiert. (A) Wildtyp-AB42 Oligomere induzieren PrP®—
anhangige toxische Signalwege. (B) Oligomere der Ap42 G33A Mutante I6sen
keine toxischen Signale tber PrP° aus. Die p-Werte wurden mittels
studentischen t-Tests ermittelt. ** p < 0,005; *** p < 0,0005.

Anhand dieser Ergebnisse konnte dargelegt werden, dass PrP® neben PrP*°
auch die toxischen Aktivitdten von sekretiertem AB und synthetischen AB42
Oligomeren vermitteln kann. Wie bereits in einer vorangegangenen Studie
beschrieben wurde, ist die Ubermittlung der PrP%—induzierten Toxizitat von der
unstrukturierten N-terminalen Doméne sowie dem C-terminalen GPIl-Anker
abhangig (Rambold et al. 2008). Da anscheinend sekretiertes AB und PrP®® den
gleichen PrP®-abhangigen Signalweg induzieren, stellte sich die Frage, ob die
Toxizitat von AR ebenfalls durch diese Doméanen bestimmt wird. Um dieser
Fragestellung nachzugehen, wurden SH-SY5Y Zellen mit verschiedenen
PrP—Mutanten anstelle von wtPrP transient transfiziert (Abb. 23A). PrPAN weist
eine Deletion im N-Terminus von PrP auf (AS 27-89). Die PrP-CD4 Mutante ist

56



Ergebnisse

Uber eine heterologe C—terminale Transmembrandomane von CD4 in der
Plasmamembran verankert. Im Gegensatz zu GPIl-verankerten Proteinen, ist
diese Mutante nicht in speziellen cholesterolreichen Mikrodomanen der
Zellmembran lokalisiert. Beide PrP-Mutanten sind komplex glykosyliert und an
der dufleren Zellmembran lokalisiert (Winklhofer et al. 2003). Die transfizierten
SH-SY5Y Zellen wurden mit den CHO-7PA2 oder CHO Zellen co—kultiviert
(Abb. 23B) oder mit den jeweiligen Fraktionen des synthetischen AB42 inkubiert
(Abb. 23C). SH-SY5Y Zellen, die die PrP-CD4-Mutante exprimierten, wiesen
nach Co-Kultivierung mit den CHO-7PA2 Zellen oder CHO Zellen eine
Apoptoserate von etwa 8,5% auf. Ein dhnliches Ergebnis zeigten die PrP-CD4-
exprimierenden SH-SY5Y Zellen, die mit der Oligo- oder HMW-Fraktion des
synthetischen AB42 inkubiert wurden. Im Vergleich zu den SH-SY5Y Zellen, die
wtPrP exprimierten, fihrte die Deletion der N-terminalen Doméane bei der Co-
Kultivierung mit CHO-7PA2 Zellen zu einer signifikant verringerten Apoptoserate
(etwa 13%). Demnach ist die Transduktion der AB-induzierten, toxischen Signale
via PrP® von dessen N-terminalen Domane und dem GPI-Anker abhangig.
Anhand der Western Blot Analysen wurde bestétigt, dass beide PrP-Mutanten
komplex glykosyliert sind und dass die Expressionsmengen durch die Co-

Kultivierung beziehungsweise Inkubation nicht beeintrachtigt werden.
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Abb. 23. Die Transduktion der AB-induzierten, toxischen Signale via PrP€ ist
von dessen N-terminalen Doméne und dem GPI-Anker abhéngig.

(A) Schematische Darstellung der verwendeten PrP-Mutanten. PrP, Wildtyp-
Prion-Protein; PrP-CD4, PrP-Mutante mit Transmembrandoméne von CD4;
PrPAN, PrP-Mutante, der die N—terminale Domane fehlt (AS 27-89); ER-SS,
ER-Signalsequenz; OR, Octarepeat—Region; HD, Hydrophobe Doméne; a,
alpha-helikale Domane; B, beta-Strang; GPI-SS, GPI-Signalsequenz; CD4-TM,
CD4-Transmembrandoméne. (B) Die N-terminale Doméne und der GPI-Anker
von PrP° ist fur die Transduktion toxischer Signale von sekretietem AP
essentiell. SH-SY5Y Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten transfiziert
und mit CHO-7PA2 oder CHO Zellen co—kultiviert. Nach 16 h Co—Kultivierung
wurde die Apoptoserate, wie unter Abb. 18 beschrieben, analysiert. Die
Expression der Konstrukte wurde mittels Western Blot unter Verwendung des
monoklonalen anti-PrP Antikdrpers 3F4 analysiert. (C) Synthetische AB42
Oligomere sind fur PrP-CD4—exprimierende Zellen nicht toxisch. Mit PrP-CD4
transfizierte SH-SY5Y Zellen wurden mit synthetischen AB42 Oligomeren fur 12 h
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inkubiert. Die Apoptoserate wurde, wie unter Abb. 18 beschrieben, analysiert. Die
Expression von PrP-CD4 wurde mittels Western Blot unter Verwendung des
monoklonalen anti-PrP Antikérpers 3F4 bestimmt. Die p-Werte wurden mittels
studentischen t-Tests ermittelt. n.s., nicht signifikant; ** p < 0,005; *** p < 0,0005.

Die aufgefiihrten Ergebnisse zeigen, dass PrP® toxische Signale von PrP* und
AR Ubermitteln kann. Des Weiteren wurde die weitverbreitete Annahme bestatigt,
dass l6sliche AB42 Oligomere die toxische Spezies darstellen (Shankar and
Walsh 2009). Interessanterweise benétigt PrPC die unstrukturierte N—terminale
Doméane sowie den C-terminalen GPIl-Anker, um die toxischen Signale von
PrPS® und AB vermitteln zu kénnen. Da in beiden Fallen die Toxizitat von den
gleichen Domé&nen abhangig ist, bekraftigt dies die Vermutung, dass PrP*¢ und
AB Uber denselben PrP®-abhingigen Signalweg die toxischen Effekte induzieren.
Eine wesentliche Gemeinsamkeit der beiden fehlgefalteten Proteine ist ihre
B—Faltblatt—reiche Konformation. Aus diesem Grund scheint PrP® die Eigenschaft
zu haben verschiedene B—Faltblatt-reiche Konformere zu binden und dadurch

einen toxischen Signalweg zu aktivieren.

2.2.3 PrP® vermittelt toxische Signale B-Faltblatt-reicher Konformere

eines Hefeprion-Proteins

Um diese Ergebnisse zu bestédtigen, wurde im nachsten Schritt das Hefeprion-
Protein Sup35 untersucht. Hefeprionen wurden erstmals von Wickner und
Kollegen beschrieben (Wickner 1994). Das Hefeprion-Protein Sup35 ist ein
Translation-Terminationsfaktor, der den Prion-Phénotyp [PSI'] in der Hefe
Saccharomyces cerevisiae ausbilden kann (Glover et al. 1997). Die Prion—
ahnliche Eigenschaft dieser Proteine beruht auf der Besonderheit, dass sie,
vergleichbar mit dem in Sé&ugerzellen vorkommenden PrP, in einer oder
mehreren sich selbst—verbreitenden Konformationen vorkommen kénnen (Tuite
et al. 2011). Da die Prion—bildende Eigenschaft von Sup35 ausschlieB3lich durch
die N—-terminale Domane (N) bestimmt wird und die zentrale Doméane (M) fir die
Stabilisierung der 16slichen Form und der Prionform bedeutsam ist, wurde ein
Modul (NM) generiert, das die fir die Funktionalitdit des Faktors relevante
C-terminale Doméne nicht beinhaltet (Li and Lindquist 2000) (Abb. 24A).

Hefeprion-Proteine bilden durch die Konformationsédnderung B—Faltblatt—reiche,
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infektiose Proteine, die zu hochstrukturierten Fibrillen akkumulieren kdnnen
(Shorter and Lindquist 2005). Aus diesem Grund stellen p—Faltblatt—reiche NM
Oligomere ein System dar, um unsere Ergebnisse zu verifizieren.

Hierfir wurden rekombinant hergestellte NM Oligomere, bestehend aus Dimeren,
Trimeren und Tetrameren, auf ihre toxische Aktivitat in PrPC—exprimierenden
SH-SY5Y Zellen untersucht. SH-SY5Y Zellen wurden mit den angegebenen
PrP-Konstrukten transfiziert und mit den NM Oligomeren oder Puffer fir 7 h
inkubiert (Endkonzentration 500 nM). Nach Inkubation wurde die Apoptoserate
mittels indirekter Immunfluoreszenz unter Verwendung des anti-aktive Caspase
3-Antikdrpers analysiert (Abb. 24B, linke Spalte). Im Vergleich zu den mit Puffer-
behandelten SH-SY5Y Zellen zeigten die PrP®—exprimierenden Zellen, die mit
den NM Oligomeren inkubiert wurden, eine signifikant erhéhte Zelltodrate von
etwa 22%. Die Apoptoseraten der PrP-CD4-exprimierende SH-SY5Y Zellen
wiesen keine Unterschiede nach Inkubation mit NM Oligomeren oder dem Puffer
auf. Die Western Blot Analyse zeigte, dass die Inkubation mit den NM
Oligomeren keinen Effekt auf die Expressionsmengen von PrP oder PrP-CD4 hat
(Abb. 24B, rechte Spalte)
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PrP PrP-CD4 4

Abbc. 24. Ein B-Faltblatt-reiches Hefeprion-Protein induziert Apoptose liber
PrP".

(A) Schematische Darstellung des Hefeprion-Proteins Sup35. N, Prion bildende
Domane; M, hochgeladene zentrale Doméne; C, Doméne, die essentiell fur die
Translation-Terminations-Funktion ist. (B) NM Oligomere induzieren toxische
Signalwege (ber PrP®. SH-SY5Y Zellen wurden mit den angegebenen
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Konstrukten transfiziert und mit dem Hefeprion-Protein fir 7 h inkubiert (NM,
Endkonzentration 500 nM). Als Kontrolle wurden parallel SH-SY5Y Zellen mit
dem Puffer A inkubiert. Nach Inkubation wurde die Apoptoserate, wie unter
Abb. 18 beschrieben, analysiert. Die Expression der Konstrukte wurde mittels
Western Blot unter Verwendung des monoklonalen anti-PrP Antikdrpers 3F4
analysiert. Die p-Werte wurden mittels studentischen t-Tests ermittelt.
n.s., nicht—signifikant; *** p < 0,0005.

Diese Ergebnisse demonstrieren, dass PrP® die Toxizitat von dem Hefeprion-
Protein Sup35 vermitteln kann. Somit ist PrP® in der Lage auch toxische Effekte
eines P-Faltblatt—reichen Proteins zu vermitteln, das nicht in Saugerzellen

vorkommt.

2.2.4 PrP® vermittelt toxische Signale von p-Faltblatt-reichen

Oligomeren eines de novo entworfenen Peptids (B-Peptid)

Nachdem unsere Ansatze gezeigt hatten, dass PrP® die Toxizitat von
verschiedenen biologisch vorkommenden Proteinen vermitteln  kann,
untersuchten wir synthetisch entworfene Proteine ohne biologische Funktion. In
einer vorherigen Studie wurde beschrieben, dass die abwechselnde Folge
polarer und nicht-polarer Aminosaurereste und die mehrmalige Wiederholung
dieser Sequenz das B—Faltblatt als Sekundérstruktur des Peptids begunstigt
(West et al. 1999; Wei et al. 2003). Auf der Basis dieser Beobachtung wurde das
in dieser Arbeit verwendete (3-Peptid entworfen und rekombinant hergestellt. Es
kommt demnach nicht natirlich vor und weist eine B-Faltblatt-reiche Struktur auf.
Im folgenden Schritt wurde der Effekt des B-Peptids auf PrP°—exprimierende
Zellen analysiert. Als Kontrolle wurde ein o-helikales Peptid (o—Peptid)
verwendet. Die SH-SY5Y Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten
transfiziert und fir 12 h mit dem B—Peptid, dem a—Peptid oder PBS inkubiert
(Endkonzentration 200 nM). Nach Inkubation wurde die Apoptoserate mittels
indirekter Immunfluoreszenz untersucht. Die Analyse zeigte, dass die Inkubation
mit dem a—Peptid oder PBS keinen toxischen Effekt in PrP®—exprimierenden
SH-SY5Y Zellen induzierte. Wurden jedoch die PrP—exprimierenden Zellen mit
dem B-Peptid inkubiert, hatte dies eine erhdhte Apoptoserate (etwa 18%) zur
Folge (Abb. 25). SH-SY5Y Zellen, die die PrP-Mutante PrPAN oder PrP-CD4

exprimierten, wiesen nach Inkubation mit dem [(-Peptid keine gesteigerte
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Apoptoserate auf (etwa 12%). Demnach ist die Ubermittlung des toxischen

Signals von der N-terminalen Domane und dem GPI-Anker des PrP° abhangig.
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Abb. 25. PrP® iibermittelt toxische Signale eines de novo entworfenen,
B-Faltblatt-reichen Peptids.

SH-SY5Y Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten transfiziert und mit
dem B—Peptid, o—Peptid oder PBS fiir 12 h inkubiert (Endkonzentration 200 nM).
Nach Inkubation wurde die Apoptoserate, wie unter Abb. 18 beschrieben,
analysiert. Die Expression von PrP® wurde mittels Western Blot unter
Verwendung des monoklonalen anti-PrP Antikérpers 3F4 analysiert. Die p-Werte
wurden mittels studentischen t-Tests ermittelt. n.s., nicht—signifikant;
***p < 0,0005.

Die dargestellten Resultate zeigen, dass PrP° die toxische Aktivitat von einem
B-Faltblatt-reichen, de novo entworfenen Peptid (B-Peptid) vermitteln kann. Die
Daten deuten darauf hin, dass PrP° durch die Interaktion mit B—Faltblatt—reichen
Proteinen toxische Signalwege aktiviert. AuRerdem scheint die N-terminale
Domane von PrP° Voraussetzung fiir die Interaktion und somit fiir die folgende

Transduktion des toxischen Signals zu sein.
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Im n&chsten Schritt wurde diese Vermutung mit Hilfe eines Bindungsexperiments
spezifiziert. SH-SY5Y Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten
transfiziert und mit dem B—Peptid inkubiert. Die Bindung des p—Peptids an die
jeweiligen Konstrukte wurde mittels indirekter Immunfluoreszenz analysiert
(Abb. 26). Das mit einem Myc—Tag markierte f—Peptid band an Volllangen-PrP,
unabhéngig davon, ob es Uber einen GPIl-Anker oder einer
Transmembrandoméane in der Plasmamembran verankert war. Die PrPAN-
Mutante konnte nicht von dem B—Peptid gebunden werden. Somit ist der

N—Terminus von PrP€ wesentlich an der Interaktion mit dem B—Peptid beteiligt.

DAPI a-PrP a-myc merge

" . . . .
o . . . .
- . - . .

Abb. 26. Die unstrukturierte N-terminale Doméne vermittelt die Bindung
des B-Peptids an PrP°.

SH-SY5Y Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten transfiziert und mit
dem B—Peptid fir 2 h bei 37 °C inkubiert. Nach Inkubation wurden die Zellen
fixiert und mittels indirekter Immunfluoreszenz unter Verwendung des
polyklonalen anti-PrP Antikérpers A7 und dem monoklonalen anti—Myc
Antikérpers 4A6 analysiert. Der Zellkern wurde mit Dapi gefarbt. MalRstab 10 pm.

Die hier aufgeflhrten Ergebnisse legen dar, dass das de novo entworfene
B—Peptid die unstrukturierte N—terminale Domane von PrP° bindet und dadurch
ein toxisches Signal induziert. Da das B—Peptid mit PrP-CD4 interagiert, dies
jedoch zu keiner erhdhten Apoptoserate fihrt, scheint die Lokalisation des
GPl-verankerten PrP€ in den Lipid Rafts eine Voraussetzung fir die Aktivierung
der toxischen Signalwege zu sein. Diese und zuvor diskutierte Resultate deuten

darauf hin, dass B—Faltblatt—reiche Proteine PrP® binden kénnen und dadurch
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Apoptose auslésen. Um die mit etablierten Zelllinien gewonnen Daten in einem
relevanten Modell zu bestétigen, wurde in den folgenden Schritten der Effekt von

PrPS® und dem B—Peptid auf primare kortikale Neuronen untersucht.

2.2.5 Primire Neuronen die kein PrP® exprimieren sind weniger anfillig
gegeniiber toxischer Effekte von PrP*° oder von dem de novo

entworfenen B—-Peptid

Zur Analyse der Effekte von B—Faltblatt—reichen Proteinen auf primére kortikale
Neuronen, wurden diese aus Wildtyp (PrP**) oder PrP—Knockout (PrP%°)
14,5-15,5 dpc (days post coitum) Mausembryonen isoliert. Die
PrP®-Expressionsmengen in den PrP**- oder PrP®°-Neuronen wurden mittels
indirekter Immunfluoreszenz und Western Blot Analysen Uberpriift (Abb. 27A). Im
Vergleich zu  den primdren  kortikalen PrP**-Neuronen  wiesen
PrP-exprimierende SH-SY5Y Zellen ahnliche PrPC-Level auf (Abb. 27B). Diese
Beobachtung bekréftigt die Relevanz der bereits in SH-SY5Y Zellen generierten

Daten.
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Abb. 27. PrP°—Expression in primaren kortikalen Neuronen.

(A) Primare kortikale Neuronen wurden aus Wildtyp (PrP*"*) oder PrP—Knockout
(PrP®) 14,5-15,5 dpc (days post coitum) Mausembryonen isoliert und 6 Tage
auf Poly—L—Lysin beschichteten Deckglaschen kultiviert. Nach Fixierung wurden
die Zellen permeabilisiert und unter Verwendung des monoklonalen anti—PrP
Antikérpers 4H11 und eines polyklonalen anti-B3 Tubulin Antikdrpers als
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neuronaler Marker gefarbt. Die PrP°—Expression von drei voneinander
unabhangigen Praparationen wurde mittels Western Blot unter Verwendung des
anti-PrP Antikérpers 4H11 analysiert. (B) Primare kortikale Wildtyp-Neuronen
zeigen im Vergleich zu PrP°—exprimierenden SH-SY5Y Zellen shnliche PrP°-
Expressionsmengen. Gleiche Proteinmengen von Zelllysaten PrP°-transfizierter
SH-SY5Y Zellen und PrP®—exprimierender Neuronen wurden mittels Western
Blot unter Verwendung des anti—PrP Antikdrpers 4H11 analysiert. Malistab 10
pum.

Fur die Analyse des Effektes von PrP¢ auf primare kortikale Neuronen wurden
diese direkt nach ihrer Isolierung in Schalen mit einer 20% konfluenten ScN2a
oder N2a Zellschicht ausplattiert. Nach 4 oder 5 Tagen Co—Kultivierung wurde
die Uberlebensrate der PrP**- und PrP%°’- Neuronen bestimmt (Abb. 28A).
Hierfir wurden die primaren Neuronen auf Deckgldschen fixiert, permeabilisiert
und das Mikrotubuli-assoziierte Protein 2 (MAP2) als dendritischer Marker
gefarbt. Die Zellzahl MAP2—positiver Neuronen wurde in einer Flache von 1 mm?
mittels  Fluoreszenzmikroskopie = bestimmt.  Die  Co-Kultivierung  der
PrP-defizienten Neuronen mit ScN2a oder N2a Zellen induzierte keinen
Phanotyp. Im Vergleich zu der Co-Kultivierung mit N2a Zellen flihrte die Co-
Kultivierung PrP°—exprimierender Neuronen mit ScN2a Zellen zu einer um etwa
40% verringerten Uberlebensrate. Parallel dazu wurde nach 4 Tagen
Co—Kultivierung die dendritische Lange der Neuronen mit Hilfe eines Zeiss LSM
Image Programms bestimmt. Hierbei wurden die Neuronen fixiert, permeabilisiert
und MAP2 gefarbt. Die dendritische Lange der PrP”°-Neuronen wurde durch die
Co—Kultivierung mit ScN2a Zellen nicht beeintrachtigt. Jedoch wiesen
PrPC—exprimierende Neuronen, die mit ScN2a Zellen co-kultiviert wurden, im
Vergleich zu den mit N2a Zellen-co-kultivierten Neuronen, Dendriten auf, deren
Léange um etwa 37% verklrzt war (Abb. 28B).
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Abb. 28. PrP°—exprimierende primire kortikale Neuronen sind anfilliger
gegeniiber toxischen Effekten von PrP*¢ oder dem B—Peptid.

(A-C) Primare kortikale Neuronen wurden aus Wildtyp (PrP**) oder
PrP—Knockout (PrP®°) 14,5-15,5 dpc Mausembryonen isoliert, in Schalen mit
einer 20% konfluenten ScN2a oder N2a Zellschicht ausplattiert und 4 oder 5
Tage auf Poly—-L-Lysin-beschichteten  Deckglaschen kultiviert.  Nach
Co—Kultivierung wurden die Neuronen fixiert, permeabilisiert und mittels
indirekter Immunfluoreszenz analysiert. (A) Die Exposition mit PrP%® filhrt bei
PrPC—exprimierenden Neuronen zu einer verminderten Zellzahl. Um die
Uberlebensrate zu untersuchen, wurde die Zellzahl MAP2—positiver Neuronen in
einer Flache von 1 mm? mittels Fluoreszenzmikroskopie bestimmt. Gezeigt wird
der Prozentsatz der lebenden Neuronen, die mit ScN2a Zellen co—kultiviert
wurden, bezogen auf die mit N2a Zellen co—kultivierten Neuronen. Die Rate der
lebenden, mit N2a Zellen co—kultivierten Neuronen wurde auf 100% gesetzt. (B)

Die Lange der Dendriten wird durch PrPS® negativ beeinflusst. Nach 4 Tagen
Co—Kultivierung wurde die Lange der Dendriten MAP2—geférbter Neuronen
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bestimmt. Gezeigt wird der Prozentsatz der dendritischen Langen von Neuronen,
die mit ScN2a Zellen co—kultiviert wurden, bezogen auf die der mit N2a Zellen
co—kultivierten Neuronen. Die Rate der mit N2a Zellen co—kultivierten Neuronen
wurde auf 100% gesetzt. (C) PrP®® induziert eine perinukleare Lokalisation der zu
Clustern angehauften Mitochondrien. Fir die Analyse der mitochondrialen
Morphologie wurden die Neuronen vor dem Fixieren mit einem
potentialabhangigen MitoTracker Red CMXRos inkubiert. Fur die Quantifizierung
wurde der Anteil der Neuronen mit perinuklear angehauften Mitochondrien von
B3 Tubulin-positiven Neuronen bestimmt. (D) Das B—Peptid induziert Zelltod in
PrP°—exprimierenden Neuronen. Priméare kortikale Neuronen wurden isoliert und
auf Poly—L—Lysin-beschichteten Deckglaschen kultiviert. Die Neuronen wurden
jeweils an Tag 4 und 5 mit dem B—Peptid (2 oder 5 uM) behandelt. Am Tag 6
wurden sie fixiert, permeabilisiert und mittels indirekter Immunfluoreszenz unter
Verwendung eines B3-Tubulin Antikdrpers analysiert. Gezeigt wird eine
reprasentative Aufnahme dreier voneinander unabhéngig durchgefihrten
Experimenten. Malstab 10 um.

Da die Co—Kultivierung PrP°—exprimierender SH-SY5Y Zellen zu einer
veranderten mitochondrialen Morphologie fuhrt (vgl. Abschnitt 2.1.2.2), wurden
im néchsten Schritt die méglichen Auswirkungen von PrP® auf die Mitochondrien
der co-kultivierten, primaren Neuronen mittels indirekter Immunfluoreszenz unter
Verwendung des MitoTrackers Red CMXRos untersucht (Abb. 28C). Die Analyse
der mitochondrialen Morphologie zeigte, dass etwa 10% der mit ScN2a oder N2a
Zellen-co-kultivierten, PrP-defizienten Neurone angehéufte, perinukleare
Mitochondrien aufwiesen. Der Anteil der PrP®-exprimierenden Neuronen mit
dieser mitochondrialen Morphologie lag bei den mit N2a Zellen co-kultivierten
Neuronen ebenfalls bei etwa 10%. Im Gegensatz zu den PrP®-defizienten
Neuronen, induzierte die PrPS°-Exposition bei den PrP°—exprimierenden
Neuronen einen Anstieg auf etwa 31%. In Abbildung 28C (rechte Spalte) ist die
Lokalisation der Mitochondrien exemplarisch dargestellt. In diesem Kontext ist es
wichtig zu erwahnen, dass die Co-Kultivierung der primaren Neuronen mit N2a
Zellen im Vergleich zu der normalen Kultivierung im Allgemeinen nur wenig

Stress fur die Neuronen darstellte.

Um den Effekt des B-Peptids auf primére kortikale Neuronen zu analysieren,
wurden die primdren Neuronen nach der Isolierung auf Deckglaschen ausplattiert
und 6 Tage kultiviert und mittels indirekter Immunfluoreszenz unter Verwendung
des anti-B3-Tubulin Antikérpers analysiert. Die Behandlung der Neuronen mit
dem B—Peptid an Tag 4 und Tag 5 (2 oder 5 uM) fiihrte bei PrP®—exprimierenden

Neuronen zu einem drastischen Zellverlust. Abbildung 28D zeigt eine
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reprasentative Aufnahme von drei voneinander unabhéngig durchgefuhrten

Experimenten.

Die Experimente mit primaren kortikalen Neuronen zeigen, dass PrP® toxische
Effekte von PrP®° und dem B—Peptid vermitteln kann. Durch die PrPS°-Exposition
wurden neben der Lebensféhigkeit der Neuronen, die Lange der Dendriten sowie
die mitochondriale Integritat PrP®—abhangig gestort. Somit wurde die These in
primarer  Zellkultur  bestatigt, dass  B-Faltblatt—reiche = Konformere
unterschiedlichen Ursprungs und Primérsequenz (iber einen PrP°—abhangigen
Signalweg toxische Effekte auslésen kédnnen. In dem néchsten Schritt stellten wir
uns die Frage, welche Ansatze geeignet sind, um die toxischen Effekte der
Proteine zu modulieren und dadurch zugrunde liegende Mechanismen

aufzuklaren.

2.2.6 Modulation der toxischen Effekte B—Faltblatt—reicher Proteine

Die bisherigen Ergebnisse demonstrieren, dass PrP® toxische Signale
B—Faltblatt-reicher Proteine vermitteln kann. Hierfir ist die unstrukturierte
N—terminale Doméne von besonderer Wichtigkeit, da sie die Bindung der
Liganden zu PrP® zu vermitteln scheint. Daher sollten Ansitze untersucht
werden, die die Bindung des B-Faltblatt—reichen Proteins an PrP¢ verhindern
und zu einer Verminderung der Toxizitat fiihren. Dies kénnte man beispielsweise
durch Molekile erreichen, die spezifisch an das p—Faltblatt—reiche Protein binden
und somit die Interaktion mit PrP® blockieren. Eine weitere Maglichkeit bestiinde
in der Modulation potentieller Co—Faktoren von PrP®, die an der
Signalweiterleitung beteiligt sind. In den folgenden Schritten wurde das etablierte
Zellsystem genutzt, um potentielle Bindungs-Inhibitoren und Kofaktoren von PrP°®

zu untersuchen.

2.2.6.1 Die toxische Aktivitdt f—Faltblatt—reicher Proteine wird durch eine

sekretierte Version der N-terminalen Domine von PrP€ verhindert

In den vorangegangen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die
unstrukturierte N—terminale Domane von PrP® die Bindung von B-Faltblatt—

reichen Proteinen an PrP° vermittelt. Aus diesem Grund stellte sich die Frage, ob
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eine sekretierte Version dieser Domane [—Faltblatt—reiche Proteine binden und
im Uberschuss die Interaktion mit Volllingen-PrP verhindern kénnte. Um eine
effiziente Sekretion der N-terminalen Doméane zu erreichen, wurde die
Eigenschaft von Fc-Fusionsproteinen genutzt. Die PrP/Fc—Fusionsproteine
enthielten entweder den isolierten N-Terminus (AS 1-120; N.PrP/Fc), den
C-Terminus (AS 90-231; PrP.C/Fc) oder die ER-Signalsequenz von PrP°
(SS/Fc), fusioniert mit einem Fc—Teil des humanen IgG, Antikdrpers (Abb. 29A).
Um die Sekretion der Fc-Konstrukte zu untersuchen, wurden N2a Zellen mit den
verschiedenen Konstrukten transfiziert. Die Western Blot Analyse der Proteine im
Zelllysat (L) und im Medium (M) zeigte, dass alle Fc-Konstrukte effizient
exprimiert und in das Medium sekretiert werden (Abb. 29B). Demnach stellen sie
eine Mdoglichkeit dar, das inhibitorische Potential der N—terminalen Doméne zu
untersuchen.

Zunachst wurde analysiert, ob N.PrP/Fc mit dem B—Peptid interagiert. Hierfir
wurde das konditionierte Medium von PrP/Fc—exprimierenden N2a Zellen mit
dem B—Peptid (50 nM) inkubiert. Nach der Inkubation wurden die PrP/Fc—
Proteine mit Hilfe von Protein A-Sepharose-Kigelchen aufgereinigt und
anschlielend mittels Western Blot untersucht (Abb. 29C). Die Analyse zeigte,
dass das B—-Peptid an die N-terminale Domane des N.PrP/Fc-Proteins bindet.
Diese Interaktion ist spezifisch flir den N-Terminus von PrP, da keine Bindung
zwischen dem p—Peptid und dem Fc-Protein (SS/Fc) detektierbar war. Im
Vergleich zu N.PrP/Fc band das B—Peptid im geringeren Ausmall an das
PrP.C/Fc-Protein. Dies kann darauf zurlickgefiihrt werden, dass PrP.C/Fc einen
Teil der N-terminalen Domane von PrP® enthalt (AS 95 bis 110), der als

Bindungsstelle von AR bestimmt wurde (Lauren et al. 2009).
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Abb. 29. Eine sekretierte Version der N-terminalen Domine von PrP°
interagiert mit dem B-Peptid und verhindert die toxische Aktivitidt von Af.

(A) Schematische Darstellung von PrP und der verwendeten PrP/Fc
Fusionskonstrukte. PrP, Wildtyp-Prion-Protein; PrP.C/Fc, C-terminale Doméne
(AS 90-231) verbunden mit einem Fc-Teil des humanen IgGs; N.PrP/Fc,
N-terminale Domane (AS 1-120) verbunden mit dem Fc-Teil; SS/Fc, ER-
Signalsequenz von PrP verbunden mit dem Fc-Teil; ER-SS, ER-Signalsequenz;
OR, Octarepeat—Region; HD, Hydrophobe Doméne; a, alpha—helikale Domane;
B, beta-Strang; GPI-SS, GPI-Signalsequenz. (B) Die PrP/Fc-Konstrukte werden
exprimiert und in das Medium sekretiert. N2a Zellen wurden mit den
angegebenen Konstrukten transfiziert. Die Proteine im Zelllysat (L) und im
Medium (M) wurden mittels Western Blot unter Verwendung des monoklonalen
anti-PrP Antikorpers 3F4 oder eines anti-Mensch IgG Antikérpers analysiert. (C)
Die N-terminale Domane von PrP® interagiert mit dem B-Peptid. Das
konditionierte Medium PrP/Fc—exprimierender N2a Zellen wurden mit dem
B—Peptid (50 nM) fir 3 h bei 4°C inkubiert. PrP/Fc-Proteine wurden mit Protein A-
Sepharose aufgereinigt und mittels Western Blot unter Verwendung des
monoklonalen anti-Myc Antikérpers 4A6 analysiert. (D) Eine sekretierte Version
der N-terminalen Domane von PrP€ interferiert mit der toxischen Aktivitat von AB.
Die mit den angegebenen Konstrukten transfizierten SH-SY5Y Zellen wurden mit
CHO-7PA2 oder CHO Zellen co-kultiviert. Nach 16 h Co-Kultivierung wurde die
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Apoptoserate, wie unter Abb. 18 beschrieben, analysiert. Die p-Werte wurden
mittels studentischen t-Tests ermittelt. n.s., nicht—signifikant; ** p < 0,005;
*** p < 0,0005.

Nachdem die Bindung des B—Peptids an das sekretierte N.PrP/Fc gezeigt wurde,
konnte der Frage nachgegangen werden, ob diese Bindung den toxischen Effekt
von AB verhindern kann. Zu diesem Zweck wurden SH-SY5Y Zellen mit PrP® und
den angegebenen Fc-Konstrukten co-transfiziert und mit CHO-7PA2 oder CHO
Zellen co—kultiviert. Nach 16 h Co-Kultivierung wurden die SH-SYSY Zellen
fixiert, permeabilisiert und die aktive Caspase 3 gefarbt. SH-SY5Y Zellen, die
PrP® und PrP.C/Fc exprimierten, zeigten nach der Co-Kultivierung mit
CHO-7PA2 Zellen im Vergleich zu den mit CHO Zellen co-kultivierten SH-SY5Y
Zellen eine signifikante Erhéhung der Apoptoserate (etwa 19%) (Abb. 29D).
PrPC-exprimierende SH-SY5Y Zellen, die N.PrP/Fc in das Medium sekretierten,
wiesen nach der Co-Kultivierung mit CHO-7PA2 Zellen eine reduzierte
Apoptoserate von etwa 12,5% auf. Im Vergleich zu den mit CHO Zellen-co-
kultivierten, N.PrP/Fc-exprimierenden SH-SY5Y Zellen konnte kein signifikanter

Unterschied festgestellt werden.

Zusammenfassend haben die Untersuchungen ergeben, dass die sekretierte
Version der N—terminalen Domane von PrP® das B-Peptid binden und mit der
AB-induzierten Toxizitdt interferieren kann. Demnach ist der N-Terminus von

PrPC in der Lage, die Interaktion mit B—Faltblatt—reichen Proteinen zu vermitteln.

2.2.6.2 Ein Oligomer-spezifischer Antikdorper kann die toxische Aktivitét

von PrP%¢ und A Oligomeren verhindern

Da die B—Faltblatt-reiche Konformation ausschlaggebend fir die toxische
Aktivitdt der untersuchten Proteine ist, stellte sich die Frage, ob ein Antikérper,
der gegen [—Faltblatt—reiche Oligomere gerichtet ist, ebenfalls die Toxizitat
verhindern kann. Um dieser Frage nachzugehen, machten wir uns einen
Oligomer-spezifischen Antikérper zunutze, der bereits in einer vorherigen Studie
charakterisiert worden war (Kayed et al. 2003). Der Studie zufolge erkennt der
Antikérper A11 spezifisch l6sliche Oligomere und kann dadurch deren Toxizitat in

vitro inhibieren. Die Bindung des Antikérpers wird auf die gemeinsame Struktur
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der l6slichen Oligomere zurlckgefihrt. Interessanterweise wurde bereits in
dieser Studie auf potentiell gleiche Mechanismen der durch I&sliche Oligomere
induzierten Toxizitat hingewiesen. Um diesen Ansatz weiter zu verfolgen, wurde
die Co-Kultivierung der SH-SY5Y Zellen mit ScN2a oder N2a oder CHO-7PA2
oder CHO Zellen in Anwesenheit des Antikérpers A11 durchgefuhrt. Parallel dazu
wurden co-kultivierte Zellen mit Kontrollserum inkubiert. Nach der Co-Kultivierung
wurde die Apoptoserate mittels indirekter Immunfluoreszenz analysiert. SH-SY5Y
Zellen, die in Abwesenheit von dem Antikérper A11 mit ScN2a Zellen co-kultiviert
wurden, zeigten eine Apoptoserate von etwa 18%. Im Vergleich dazu wiesen die
SH-SY5Y Zellen, bei deren Co-Kultivierung der A11 prasent war, eine
signifikante Reduktion der Apoptoserate auf (etwa 12%) (Abb. 30A). Dieser
protektive Effekt des Antikdrpers konnte ebenfalls bei der Co-Kultivierung mit den
CHO-7PA2 Zellen nachgewiesen werden (Abb. 30B). So zeigten SH-SYS5Y
Zellen die in Anwesenheit von dem Antikdrper mit CHO-7PA2 Zellen co-kultiviert

wurden, eine signifikant verminderte Apoptoserate.

A B Co-Kultivierung mit ScN2a B B Co-Kultivierung mit CHO-7PA2
O Co-Kultivierung mit N2a O Co-Kultivierung mit CHO
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Abb. 30. Der Oligomer-spezifische Antikérper A11 kann die toxischen
Aktivitaten von PrP*¢ und AB verhindern.

(A, B) PrP%exprimierende SH-SY5Y Zellen wurden mit ScN2a oder N2a (A)
oder CHO-7PA2 oder CHO (B) in Gegenwart des Oligomer-spezifischen
Antikérpers A11 (1 pg/ml) oder eines Kontrollserums (IgG) co-kultiviert. Nach 16
h Co-Kultivierung wurde die Apoptoserate, wie unter Abb. 18 beschrieben,
analysiert. Die p-Werte wurden mittels studentischen t-Tests ermittelt. * p < 0,05;
**p <0,005.
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Die dargelegten Resultate zeigen, dass der Oligomer-spezifische Antikdrper A11
die toxische Aktivitat von PrPS® und AR verhindern kann. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass p—Faltblatt—-reiche Oligomere aufgrund ihrer
gemeinsamen Struktur, von PrP® gebunden werden kénnen und dadurch

toxische Signale ausldsen.

2.2.6.3 Ein NMDA-Rezeptor-Antagonist kann die Ubermittlung toxischer

Signale liber PrP® verhindern

Da PrP° (iber einen GPI-Anker in der duReren Lipidschicht der Plasmamembran
verankert ist, wiirde es einen potentiellen Kofaktor bendétigen, der Signale durch
die Plasmamembran in die Zelle Ubermitteln kann (Paulick and Bertozzi 2008).
Ein potentieller Faktor stellt der NMDA-Rezeptor dar, der bereits in
Zusammenhang mit PrP® gebracht wurde (vgl. Abschnitt 1.3.4). So konnte
nachgewiesen werden, dass PrP® durch Modulation des NMDA-Rezeptors
exzitotoxische Effekte abschwacht (Khosravani et al. 2008), wobei diese
protektive Aktivitat offensichtlich in Anwesenheit von AB gestdrt wird (You et al.
2012; Stys et al. 2012). Des Weiteren konnte die PrP*:-induzierte Toxizitat von
einem NMDA-Rezeptor-Antagonisten verhindert werden (Muller et al. 1993). Da
der NMDA-Rezeptor ebenfalls bei der Ubermittlung der AB-induzierten Toxizitat
eine wesentliche Rolle spielt (Ondrejcak et al. 2010), stellte sich die Frage, ob
NMDA-Rezeptor-Antagonisten allgemein toxische Aktivitditen von B—Faltblatt—
reichen Proteinen verhindern kénnen.

Um dieser Frage nachzugehen, wurden PrP®-exprimierende SH-SY5Y Zellen in
Anwesenheit oder Abwesenheit von dem NMDA-Rezeptor-Antagonisten
Memantin mit ScN2a oder CHO-7PA2 Zellen co-kultiviert oder mit dem (-Peptid
inkubiert. Um eine adaquate Wirkung von Memantin zu gewahrleisten, wurden
die SH-SY5Y Zellen 1 h vor und wahrend der Co-Kultivierung beziehungsweise
Inkubation mit Memantin behandelt (Endkonzentration 10 uM). Die Behandlung
mit Memantin hatte weder einen Einfluss auf die PrP°-Expressionsmenge in
SH-SY5Y Zellen (Abb. 31A) noch auf die AB-Menge im konditionierten Medium
(Abb. 31B).

73



Ergebnisse

A PrP B
- + Memantin CHO-7PA2 CHO
kDa S P S P kDa = + - + Memantin
-_" e
a .-
— — a-AR
a-PrP

Abb. 31. Der NMDA-Rezeptor-Antagonist Memantin hat keinen Einfluss auf
die PrP®-Expression oder AB-Menge im Medium.

(A) Die PrP“-Expressionsmenge und dessen Léslichkeit werden nicht durch die
Behandlung mit Memantin beeinflusst. PrP®-exprimierende SH-SY5Y Zellen
wurden mit Memantin (Endkonzentration 10 pM) fir 17 h inkubiert. Nach
Inkubation wurden die Zellen geerntet, lysiert und mittels Zentrifugation in eine
I6sliche (S) und unlésliche Fraktion (P) geteilt. Die Proteine in den Fraktionen
wurden mittels Western Blot unter Verwendung des monoklonalen anti-PrP
Antikérpers 3F4 analysiert. (B) Die Sekretion von AR in das Medium der CHO-
7PA2 Zellen wird durch Memantin nicht beeinflusst. CHO-7PA2 oder CHO Zellen
wurden fir 16 h mit Memantin inkubiert. Das in das Medium sekretierte AR wurde
mittels Immunprazipitation und anschlielender Western Blot Analyse bestimmt.

Nach der Co-Kultivierung wurde die Apoptoserate der SH-SY5Y Zellen mittels
indirekter Immunfluoreszenz analysiert. SH-SY5Y Zellen, die in Abwesenheit von
Memantin mit ScN2a Zellen co-kultiviert wurden, zeigten eine Apoptoserate von
etwa 17,5%. Im Vergleich dazu wiesen die SH-SY5Y Zellen, bei deren
Co-Kultivierung Memantin prasent war, eine signifikante Reduktion der
Apoptoserate auf (etwa 12,5%) (Abb. 32A). Analog zu der PrPS°-Exposition
wurde die Co-Kultivierung mit CHO-7PA2 Zellen in Anwesenheit von Memantin
durchgefiihrt. Die Inkubation mit Memantin flhrte bei der Co-Kultivierung mit
CHO-7PA2 Zellen zu einer reduzierten Apoptoserate (etwa 11%) (Abb. 32B). Der
protektive Effekt von Memantin konnte ebenfalls bei SH-SY5Y Zellen, die mit
dem B-Peptid in Anwesenheit von Memantin inkubiert wurden, gezeigt werden.
So wiesen diese im Vergleich zu den Zellen, die ohne Memantin mit dem
B-Peptid inkubiert wurden, eine signifikante Abnahme der Apoptoserate auf
(etwa 10%) (Abb. 32C).
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Abb. 32. Ein NMDA-Rezeptor-Antagonist kann die toxischen Signale von
PrP%¢, AR und dem B-Peptid verhindern.

PrPC-exprimierende SH-SY5Y Zellen wurden in Anwesenheit oder Abwesenheit
von Memantin (Endkonzentration 10 uM) mit ScN2a Zellen (A) oder CHO-7PA2
Zellen (B) fur 16 h co-kultiviert oder mit dem B-Peptid (Endkonzentration 200 nM)
fur 12 h inkubiert (C). Die Apoptoserate wurde, wie unter Abb. 18 beschrieben,
analysiert. Die p-Werte wurden mittels studentischen t-Tests ermittelt.
***p < 0,0005.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass der NMDA-Rezeptor-Antagonist
Memantin die PrPC-vermitteIten, toxischen Aktivitdten von PrPSC, AB und dem
B-Peptid verhindern kann. Diese Daten weisen darauf hin, dass der

NMDA-Rezeptor ein potentieller Kofaktor von PrP° sein kénnte.
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2.2.7 Zusammenfassung

Die Ausbildung B-Faltblatt-reicher Konformere ist ein charakteristisches Merkmal
verschiedener neurodegenerativer Erkrankungen wie der Prion-Erkrankungen
oder AD. Im Bereich der Prion-Erkrankungen haben vorangegangene Studien
gezeigt, dass das GPI-verankerte PrP° die toxische Aktivitat seiner fehlgefalteten
Isoform PrP%¢ tibermittelt und somit als Rezeptor von PrPS® fungiert (Mallucci et
al. 2003; Brandner et al. 1996; Chesebro et al. 2005; Rambold et al. 2008). Im
Rahmen dieser Arbeit konnten mit Hilfe eines neuartigen Zellkulturmodells
umfangreiche Analysen beziiglich der Ubermittlung toxischer Signale via PrP°
durchgefuhrt werden. Hierbei war unter anderem die Identifizierung weiterer
Liganden von PrP°, die toxische Signale tber PrP°® auslésen kénnen, von
besonderem Interesse. Zudem ermdglichten verschiedene Anséatze Erkenntnisse
in Bezug auf die zugrunde liegenden Mechanismen zu erlangen.

Die in dieser Arbeit dargelegten Daten haben gezeigt, dass PrP° die Eigenschaft
hat, toxische Aktivitditen von p—Faltblatt—reichen Proteinen unterschiedlichen
Ursprungs zu vermitteln. So konnten heterologes PrP%°, sekretiertes AR oder
niedermolekulares, synthetisiertes ApR42, Oligomere eines Hefeprion-Proteins
sowie ein de novo entworfenes [p-Peptid, toxische Effekte Uber einen
PrP¢-abhangigen Signalweg induzieren. Anhand primarer kortikaler Neuronen
konnten diese Ergebnisse bestatigt werden. Neben der Lebensfahigkeit der
Neuronen wurden die Lange der Dendriten sowie die mitochondriale Integritat
durch PrP%¢ und dem B-Peptid PrP®—abhangig gestort. Uberdies konnte dargelegt
werden, dass die unstrukturierte N-terminale Domane und der C—terminale
GPI-Anker von PrP¢ fiir die Ubermittlung der toxischen Aktivitét essentiell sind.
Verschiedene Ansétze zeigten, dass der unstrukturierte N-Terminus von PrP°
offensichtlich die Bindung zu p-Faltblatt—reichen Konformeren vermittelt. Zudem
wurden Anséatze gegen die toxischen Effekte von B—Faltblatt—reichen Proteinen
naher betrachtet. Es konnte nachgewiesen werden, dass eine sekretierte Version
der unstrukturierten N-terminalen Domane von PrP° die Konformere bindet und
dadurch die Interaktion mit PrP® verhindert. Dieser protektive Effekt konnte auch
durch einen Oligomer-spezifischen Antikorper erzielt werden. Neben dem
I6slichen N-Terminus und dem Antikdrper interferierte der NMDA-Rezeptor-
Antagonist Memantin mit den PrP®-abhangigen toxischen Effekten der
B-Faltblatt-reichen Proteine. Dies deutet darauf hin, dass der NMDA-Rezeptor ein

Kofaktor von PrP€ ist.
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2.3 Teil 3 — Die Hitzeschock-Antwort wird von dem Scrapie-Prion-
Protein und Amyloid B moduliert und greift in deren toxische
Aktivitat ein

Die Hitzeschock-Antwort (HSR) ist ein hochkonservierter Mechanismus, der als
Reaktion auf proteotoxischen Stress und fehlgefaltete Proteine induziert wird.
Prion-Erkrankungen oder Alzheimer-Krankheit sind durch das fehlgefaltete
Protein PrP%¢ beziehungsweise AB charakterisiert. Interessanterweise haben
Studien in Tier- und Zellkulturmodellen ergeben, dass die HSR und molekulare
Chaperone protektiv gegen toxische Effekte wirken kénnen, die mit den oben
genannten Erkrankungen assoziiert sind. So konnten Lindquist und Kollegen
anhand einer Hitzeschock-Faktor 1 (HSF1)-Knockout-Mauslinie demonstrieren,
dass die Lebensdauer von Prion-infizierten Mausen durch den HSF1 verlangert
wird (Steele et al. 2008). Zudem deuten in vitro-Experimente darauf hin, dass die
Expression von Hsps, insbesondere die von Hsp70, das Fortschreiten der AD
verzdgert (Magrane et al. 2004; Evans et al. 2006; Kumar et al. 2007; Kakimura
et al. 2002). Dies wurde anhand eines AD-Mausmodells bestatigt, in dem die
Uberexpression von Hsp70 den pathologischen Phanotyp und die kognitiven
Defizite abschwachte (Hoshino et al. 2011). Diese und andere Daten weisen
darauf hin, dass die HSR eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Prion-
Erkrankungen und der AD spielen kdnnten. Aus diesem Grund wurde im dritten
Teil der Arbeit die Modulation der HSR durch PrP*¢ oder AB untersucht. Des
Weiteren wurde der Effekt einer induzierten HSR oder der Expression
individueller Chaperone auf die toxische Aktivitit von PrPS¢, AR und einer

PrP-Mutante analysiert.

2.3.1 Modulation der Hitzeschock-Antwort durch akute oder chronische
PrP3¢- oder AB-Exposition

2.3.1.1 Die chronische PrP*¢- oder AB-Exposition fiihrt zu einer gestorten

Hitzeschock-Antwort

Die Scrapie—infizierte, murine Neuroblastomzelllinie (ScN2a) zeichnet sich im
Gegensatz zu nicht-infizierten Neuroblastomzellen (N2a) durch die Propagierung
infektioser Prionen (Butler et al. 1988) und Akkumulation von Proteinase K (PK)—
resistentem Material (PrP°°) aus (Tatzelt et al. 1996). In einer Studie konnte

gezeigt werden, dass der Schwellenwert fur die Induktion einer HSR der
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chronisch-infizierten ScN2a Zellen erhéht ist (Tatzelt et al. 1995; Winklhofer et al.
2001). Das Ausmall der HSR wurde anhand der Hsp72-Expressionsmengen
bestimmt. Im Gegensatz zu vielen Hsps, die unter normalen Bedingungen
konstitutiv exprimiert werden, findet die Expression des Hsp72 hauptséchlich
nach Hitzeschock statt (Lindquist and Craig 1988). Folglich kann man anhand der
Hsp72-Mengen auf die Intensitat der HSR schlie®en. Aufgrund des Befundes,
dass die HSR in ScN2a Zellen dereguliert ist, stellte sich die Frage, ob Zellen, die
chronisch AB ausgesetzt werden, ebenfalls eine veranderte HSR aufweisen. Um
dieser Frage nachzugehen, wurden zunéchst die oben genannten Daten der
ScN2a Zellen bestatigt und anschlieRend die HSR der AB-sekretierenden
CHO-7PA2 Zellen untersucht.

Um die Induktion der HSR in ScN2a und N2a Zellen zu analysieren, wurden sie
verschiedenen Hitzeschocks (42°C oder 44°C; 10 oder 20 min) ausgesetzt, auf
37°C zurickgebracht und weitere 16 h inkubiert. Als Kontrolle wurden parallel
ScN2a und N2a Zellen durchgehend bei 37°C kultiviert. Nach Inkubation wurden
die Zellen lysiert und mittels Western Blot analysiert (Abb. 33A). Die N2a Zellen
zeigten mit steigenden Hitzeschock-Temperaturen und -Dauer zunehmende
Hsp72-Mengen. Dieser Anstieg konnte jedoch nicht bei den ScN2a Zellen
detektiert werden. Um dieses Ergebnis anhand einer alternativen Methode zu
bestdtigen, wurden die Zellen 16 h nach dem Hitzeschock mittels indirekter
Immunfluoreszenz untersucht. Mit steigenden Temperaturen und langerem
Hitzeschock nahm die Anzahl der Hsp72-postitiven N2a Zellen zu, wohingegen
bei den ScN2a Zellen kein Signal nachweisbar war (Abb. 33B). Diese Daten
bestatigten die bereits oben erwadhnten Studien (Tatzelt et al. 1995; Winklhofer et
al. 2001).
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Abb. 33. Die HSR wird durch chronische PrP*¢-Exposition dereguliert.

(A, B) N2a oder ScN2a Zellen wurden den angegebenen Hitzeschocks
ausgesetzt, auf 37°C zuriickgebracht und weitere 16 h kultiviert. Durchgehend
bei 37°C kultivierte Zellen dienten als Kontrolle. Die Expressionsmengen von
Hsp72 wurden mittels Western Blot (A) oder indirekter Immunfluoreszenz (B)
analysiert. (A) Die Zellen wurden geerntet und in eiskalten Lysepuffer A lysiert.
Die Proteine im Zelllysat wurden unter Verwendung des monoklonalen anti-
Hsp72 Antikérpers C92 analysiert. Aktin diente als Ladungskontrolle. (B) Die
Zellen wurden fixiert, mit Triton X-100 permeabilisiert und unter Verwendung des
Antikdrpers C92 auf Hsp72 analysiert. Die Kerne wurden mit ToPro geférbt.
Malstab 10 pM.

Um den Effekt einer chronischen Exposition zu einem anderen pathogenen,
B-Faltblatt-reichen Konformer zu untersuchen, wurde in den folgenden Schritten
die HSR der CHO-7PA2 Zelllinie untersucht, die ApB generiert und in das Medium
abgibt. Es handelt sich um CHO Zellen (engl. Chinese hamster ovary cells), die
stabil mit einer familiaren AD Mutante V717F des Amyloid-Vorlaufer-Proteins
transfiziert worden sind (Podlisny et al. 1995). Wie bereits in einem vorherigen
Abschnitt dargestellt wurde, unterbricht das ins Medium sekretierte AB nach
intrazerebraler Injektion die Langzeit-Potenzierung (LTP) (Walsh et al. 2002) und
beeintrachtigt das Lernverhalten von Ratten (Cleary et al. 2005)
(vgl. Abschnitt 2.2.2).

Um die Induktion der HSR in CHO und CHO-7PA2 Zellen zu analysieren, wurden
diese den angegebenen Hitzeschocks ausgesetzt, auf 37°C zuriickgebracht und
anschlielend weitere 8 h kultiviert. Nach Inkubation wurden die Zellen lysiert und
die Hsp72-Mengen mittels Western Blot analysiert (Abb. 34A). Die Intensitaten

der Hsp72-Banden wurden mit Hilfe eines ChemiDot Imagers quantifiziert und
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auf B-Aktin normalisiert. Die Werte der CHO-7PA2 Zellen wurden innerhalb eines
Versuchs auf die Werte der gleichbehandelten CHO Zellen bezogen. Die
Quantifizierung von mindestens drei voneinander unabhéngigen Experimenten
zeigt, dass bei 10-minutigem Hitzeschock (42°C und 44°C) die Expression von
Hsp72 in CHO-7PA2 Zellen im Vergleich zu den CHO Zellen signifikant niedriger
ist. Werden die CHO-7PA2 Zellen einem ldngeren Hitzeschock ausgesetzt,
weisen sie keinen signifikanten Unterschied zu den CHO Zellen auf.

Um dieses Ergebnis anhand einer alternativen Methode zu bestatigen, wurden
die Zellen 8 h nach dem Hitzeschock mittels indirekter Immunfluoreszenz
analysiert. Mit steigenden Temperaturen und langerem Hitzeschock nahm die
Anzahl der Hsp72-postitiven CHO-7PA2 Zellen zu. Jedoch war dies im Vergleich
zu den CHO Zellen bei 10-minutigem Hitzeschock (42°C und 44°C) deutlich
schwacher ausgepragt (Abb. 34B).

Beide Analysemethoden zeigen, dass die CHO-7PA2 Zellen im Vergleich zu
CHO Zellen bei kurzem Hitzeschock eine verringerte Hsp72-Expression
aufweisen. Dies lasst auf eine verminderte Aktivierung der HSR schlief3en. Unter
starkeren Hitzeschock-Bedingungen konnte kein wesentlicher Unterschied

zwischen den beiden Zelllinien detektiert werden.
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Abb. 34. Eine chronische AB-Exposition moduliert die HSR.

(A, B) CHO oder CHO-7PA2 Zellen wurden den angegebenen Hitzeschocks
ausgesetzt, auf 37°C zuriickgebracht und weitere 8 h kultiviert. Durchgehend bei
37°C kultivierte Zellen dienten als Kontrolle. Die Expressionsmengen von Hsp72
wurden mittels Western Blot (A) oder indirekter Immunfluoreszenz (B), wie unter
Abb. 33 beschrieben, analysiert. Die Intensitdten der Hsp72-Banden wurden mit
Hilfe eines ChemiDot Imagers quantifiziert und auf die [B-Aktin-Menge
normalisiert. Gezeigt werden die Werte der CHO-7PA2 Zellen bezogen auf die
der CHO Zellen. Die p-Werte wurden mittels studentischen t-Tests ermittelt.
*p <0,05. Maldstab 10 pM.
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Im né&chsten Schritt stellten wir uns die Frage, was der Grund fur die modulierte
HSR sein kénnte. Zum einen kbénnte es auf eine Mutation in der Promotorregion
des Hsp72-Gens zurlickzuflihren sein. Zum anderen ware es moglich, dass der
komplexe Aktivierungs-/Deaktivierungsmechanismus des Transkriptionsfaktors
HSF1 dereguliert ist. Um diese Frage zu adressieren, wurden die CHO-7PA2,
CHO, ScN2a und N2a Zellen mit einer konstitutiv aktiven Mutante des HSF1
(AHSF), die eine Deletion in der regulatorischen Domane aufweist (A202-316),
oder Wildtyp-HSF (WtHSF) transfiziert. Die Hsp72-Expressionsmengen wurden
mittels indirekter Immunfluoreszenz analysiert. Die Expression der konstitutiv
aktiven HSF1-Mutante induzierte in allen Zelllinien die Expression von Hsp72,
wohingegen die Expression des wtHSF-Konstrukts zu keinem Anstieg der
Hsp72-Menge fihrte (Abb. 35). Somit ist der transfizierte Hitzeschock-Faktor in
der Lage, die Transkription des Hsp72-Gens zu modulieren. Dies weist darauf
hin, dass die gestérte Hsp72-Expression auf eine Deregulierung des
Aktivierungs-/Deaktivierungsmechanismus des HSF1 und nicht auf eine Mutation

in der Promotorregion des Hsp-Gens zurlickzufiihren ist.

wtHSF AHSF
N2a ScN2a CHO CHO-7PA2 N2a  ScN2a CHO CHO-7PA2

Abb. 35. Die Expression einer konstitutiv aktiven Mutante des HSF1
induziert die Expression von Hsp72 in ScN2a und CHO-7PA2 Zellen.

N2a, ScN2a, CHO und CHO-7PA2 Zellen wurden mit einer konstitutiv aktiven
Mutante des HSF1 (AHSF) (A202-316) oder Wildtyp-HSF (wtHSF) transient
transfiziert. 20 h nach Transfektion wurde die Expression von Hsp72 mittels
indirekter Immunfluoreszenz unter Verwendung des monoklonalen anti-Hsp72
Antikérpers C92 analysiert. Der Kern wurde mit ToPro gefarbt. MalRstab 10 pM.

a-Hsp72 ToPro

Zusammenfassend zeigen die dargelegten Ergebnisse, dass die Intensitat der
Hsp72-Expression nach Hitzeschock bei den ScN2a und CHO-7PA2 Zellen
verringert ist. Demnach scheint der Schwellenwert, um eine HSR zu induzieren,
in PrP%°- oder AB-exponierten Zellen erhéht zu sein. Zudem deuten die Daten

darauf hin, dass die gestérte Hsp72-Expression auf eine Deregulierung des
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Aktivierungs-/Deaktivierungsmechanismus von HSF1 und nicht auf eine Mutation
in der Promotorregion des Hsp-Gens zurlickzufuhren ist. Da es sich hierbei um
etablierte Zelllinien handelt, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die
Modifikation der HSR ein mutationsbedingter Effekt ist, der im Laufe der langen
Kultivierung der Zellen entstanden ist. Es ist jedoch interessant, dass zwei
unabhangige Zelllinien, die verschiedene pathogene Proteinkonformere
vermehren beziehungsweise generieren, die gleiche Tendenz aufweisen.

Im Folgenden stellten wir uns die Frage, wie sich eine akute PrP°-Exposition auf
die HSR auswirkt.

2.3.1.2 Eine akute PrP°:-Exposition senkt den Schwellenwert der

Hitzeschock-Antwort

Um den Effekt einer akuten PrP°-Exposition auf die HSR zu untersuchen,
nutzten wir ein neuartiges Zellkulturmodell, das bereits unter Abschnitt 2.1.2.1
beschrieben wurde. Dieses Zellsystem macht es mdglich, naive Zellen kurzfristig
mit PrPS® zu exponieren, indem SH-SY5Y Zellen mit den ScN2a co-kultiviert
werden. Fur die Analyse der HSR wurde ein Luziferase-Modell gewéhlt, das eine
Quantifizierung der HSR mittels Luminometer ermdglicht. Hierzu wurden die
SH-SY5Y Zellen mit einem Reportergen-Konstrukt (HSE-Luc) transfiziert, das die
Luziferase des Leuchtkafers unter der Kontrolle des Hitze-induzierbaren
Promotors des humanen Hsp70B Gens exprimiert (Voellmy et al. 1985). Wie
bereits in einem vorherigen Abschnitt dargestellt wurde, zeigen die verwendeten
SH-SY5Y Zellen aufgrund geringer, endogener PrPC-Expressionsmengen nach
der Co-Kultivierung mit den ScN2a Zellen keine erhéhte Apoptoserate
(vgl. Abschnitt 2.2.1.2). Folglich sind die méglichen Effekte auf die HSR und nicht
auf Zytotoxizitat zurtickzufiihren.

Um die Funktionalitédt des HSE-Luc-Konstrukts in SH-SY5Y Zellen nach mildem
Hitzeschock (42°C, 10 oder 20 min) zu Uberprifen, wurden diese mit dem
Konstrukt transfiziert und 16 h kultiviert. Nach erfolgtem Hitzeschock und
weiteren 8 h in Kultur, wurden die Zellen geerntet und lysiert. Die Luziferase-
Aktivitat im Zelllysat wurde anhand eines Luminometers bestimmt (Abb. 36A). Im
Vergleich zu SH-SY5Y Zellen, die keinem Hitzeschock ausgesetzt wurden,
zeigen SH-SY5Y Zellen mit steigender Hitzeschock-Dauer einen signifikanten

Anstieg der Luziferase-Aktivitat. Da diese mit der Intensitat der HSR einhergeht,
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stellt dieses System eine einfache und sehr sensitive Moglichkeit dar, das
Ausmal der HSR in SH-SYSY Zellen zu bestimmen.

Als nachstes haben wir mit Hilfe des Co-Kultivierungsmodells die Auswirkungen
einer akuten PrPS°-Exposition auf die HSR der SH-SY5Y Zellen untersucht.
Hierfir wurden die SH-SYS5Y Zellen mit dem HSE-Luc-Konstrukt transfiziert und
mit ScN2a oder N2a Zellen co-kultiviert. Nach 24 h Co-Kultivierung wurde die
Luziferase-Aktivitat im Gesamtlysat luminometrisch bestimmt. Im Vergleich zu
den mit N2a Zellen-co-kultivierten SH-SY5Y Zellen filhrte die PrPS°-Exposition
per se zu keiner gesteigerten Luziferase-Aktivitat (Abb. 36B). Dies deutet darauf
hin, dass eine 24-stiindige Exposition zu PrP%® offensichtlich keinen Stress
auslost.
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Abb. 36. Die akute PrP*‘-Exposition senkt den Schwellenwert fiir die
Aktivierung der HSR.

(A-C) SH-SY5Y Zellen wurden mit einem Reportergen-Konstrukt (HSE-Luc), das
die Luziferase des Leuchtkéfers unter der Kontrolle des Hitze-induzierbaren
Promotors des humanen Hsp70B Gens exprimiert, transfiziert. Die Luziferase-
Aktivitat der Zelllysate wurde mit Hilfe eines Luminometers analysiert. (A) Die
Bestimmung der Luziferase-Aktivitat stellt ein System zur Analyse der HSR dar.
18 h nach Transfektion wurden die SH-SY5Y Zellen dem angegebenen
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Hitzeschock ausgesetzt, auf 37°C zurlickgebracht und weitere 8 h kultiviert. Die
Luziferase-Aktivitat der konstant bei 37°C kultivierten SH-SYSY Zellen wurde auf
1 gesetzt. (B) Die akute PrPS°-Exposition filhrt zu keiner Induktion der HSR.
Nach 24 h Co-Kultivierung bei 37°C wurde die Luziferase Aktivitat bestimmt. Die
Luziferase-Aktivitat der mit N2a Zellen-co-kultivierten SH-SY5Y Zellen wurde auf
1 gesetzt. (C) SH-SY5Y Zellen werden durch akute PrPS°-Exposition fiir einen
Hitzeschock sensibilisiert. Nach 16 h Co-Kultivierung wurde der Hitzeschock, wie
unter Abb. 36A beschrieben, durchgefuhrt. Die Luziferase-Aktivitat der konstant
bei 37°C und mit N2a Zellen-co-kultivierten SH-SY5Y Zellen wurde auf 1 gesetzt.
(D) Der Hitzeschock ist fur SH-SY5Y Zellen nicht toxisch. Die Apoptoserate
wurde, wie unter Abb. 18 beschrieben, analysiert. Die p-Werte wurden mittels
studentischen t-Tests ermittelt. n.s., nicht-signifikant; * p < 0,05; ** p < 0,005;
***p < 0,0005.

Im nachsten Schritt stellte sich die Frage, ob sich die Intensitdten der HSR von
SH-SY5Y Zellen, die mit ScN2a oder N2a Zellen-co-kultiviert wurden, nach
einem Hitzeschock unterscheiden. Hierfur wurden die HSE-Luc-transfizierten
SH-SYS5Y Zellen nach 16 h Co-Kultivierung einem Hitzeschock ausgesetzt, auf
37°C zurlckgebracht und weitere 8 h kultiviert Nach Inkubation wurde die
Luziferase-Aktivitdt des Zelllysats mit Hilfe eines Luminometers bestimmt. Die
Luziferase-Aktivitat der SH-SY5Y Zellen, die mit N2a Zellen co-kultiviert wurden,
war vergleichbar mit den nicht co-kultivierten SH-SYSY Zellen. Parallel dazu
wurden die mit den ScN2a Zellen-co-kultivierten SH-SY5Y Zellen den gleichen
Hitzeschock-Bedingungen ausgesetzt. Diese SH-SY5Y Zellen zeigten im
Vergleich zu den mit N2a Zellen-co-kultivierten SH-SY5Y Zellen eine signifikant
erhdhte Luziferase-Aktivitdt. So flhrte beispielsweise ein  20-minltiger
Hitzeschock (42°C) bei SH-SY5Y Zellen, die mit N2a Zellen co-kultiviert wurden,
zu einer 8-fachen Induktion der Luziferase, wohingegen die gleichen
Hitzeschock-Bedingungen bei PrPS°-exponierten Zellen eine 18,5-fache
Aktivierung zur Folge hatte (Abb. 36C).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die akute PrPSC-Exposition die Zellen
fir zusatzlichen Stress, wie beispielsweise einen Hitzeschock, sensibilisieren. In
diesem Kontext stellte sich die Frage, ob der Hitzeschock toxisch fir die
SH-SY5Y Zellen ist. Um diese Frage zu adressieren, wurden die SH-SY5Y Zellen
mit ScN2a oder N2a Zellen co-kultiviert. Nach 24 h Co-Kultivierung wurde die
Apoptoserate mittels indirekter Immunfluoreszenz analysiert. Hierflir wurde in drei
voneinander unabhangigen Versuchen der Anteil der aktiven-Caspase 3-

positiven Zellen von mindestens 1000 Zellen bestimmt. Die Analyse ergab, dass
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der Hitzeschock der mit ScN2a oder N2a Zellen-co-kultivierten SH-SY5Y Zellen
zu keiner Erhdhung der Apoptoserate fuhrte und somit fur die SH-SY5Y Zellen
nicht toxisch ist (Abb. 36D).

Zusammenfassend zeigen die durchgefiihrten Analysen, dass eine akute
PrPS¢-Exposition die HSR per se nicht aktiviert. Da die exponierten Zellen jedoch
nach Hitzeschock eine erhéhte Intensitat der HSR aufwiesen, scheint PrPS® die
Zellen fur weiteren Stress zu sensibilisieren und den Schwellenwert fir die

Induktion der HSR zu senken.

2.3.2 Die Aktivierung der Hitzeschock-Antwort moduliert toxische Effekte

von PrP*°, A und einer PrP-Mutante

Die vorangegangenen Ergebnisse zeigen, dass die HSR der SH-SY5Y Zellen
durch PrP° moduliert wird. Im néchsten Schritt stellten wir uns die Frage, ob die
Induktion der HSR oder die Expression individueller Chaperone toxische Effekte
von verschiedenen Konformeren verhindern kann. Hintergrund fir diese
Annahme sind unter anderem die folgenden Studien. So konnte gezeigt werden,
dass Ratten, die zuvor einem Hitzeschock oder chemischem Stress ausgesetzt
wurden, eine erhdhte Stresstoleranz gegenilber Hitzschlag-induzierten Schaden,
wie zerebraler Ischamie und zerebralem Neuronenuntergang, aufwiesen (Yang et
al. 1998). Zudem wurde anhand von Tiermodellen dargestellt, dass die
Hsp70-Uberexpression  protektiv. gegen eine aktive Schéadigung des
Nervensystems durch zerebraler Ischdmie wirkt (Rajdev et al. 2000; Giffard et al.
2004).

2.3.2.1 Charakterisierung der untersuchten Zellkulturmodelle

Um der Frage nachzugehen wurden drei etablierte Modellsysteme verwendet, die
es ermdglichten, die Auswirkungen einer induzierten HSR oder molekularer
Chaperone auf toxische Effekte von PrP*¢, AR oder einer PrP-Mutante, unter
annahernd gleichen Bedingungen, zu analysieren. Diesen drei verschiedenen,
toxischen Konformeren ist gemeinsam, dass sie die Toxizitat an der
Plasmamembran induzieren. Hierbei wird die toxische Aktivitat von PrPS¢ oder AR

durch an der Zelloberflache lokalisiertes PrP® vermittelt. Im Gegensatz dazu ist
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die PrP-Mutante PrPAHD in der Plasmamembran verankert und I6st in
Abwesenheit von PrP° toxische Effekte aus.

Um den Effekt auf die Toxizitat der Konformere PrP° und AB zu bestimmen,
griffen wir auf die oben beschriebenen Co-Kultivierungsmodelle zuriick. Das
zusatzlich verwendete PrPAHD-Modell soll im Folgenden vorgestellt werden.
Anhand von Tiermodellen und Zellkulturexperimenten konnte gezeigt werden,
dass die PrP-Mutante PrPAHD, die eine Deletion der hydrophoben Doméane
aufweist (A105-125), toxisch ist (Li et al. 2007; Rambold et al. 2008; Sakthivelu et
al. 2011). Die Deletion der hydrophoben Doméne scheint keinen Einfluss auf die
post-translationalen Modifikationen und den Transport des Proteins zu haben, da
PrPAHD komplex glykosyliert und an der Zelloberflache Uber einen GPI-Anker
verankert ist (Winklhofer et al. 2003). Transgene Méause, die PrPAHD
exprimieren, entwickelten eine neurodegenerative Erkrankung, ohne dass es zur
Replikation infektidser Prionen oder zur Ausbildung fehlgefalteter Proteine kam
(Li et al. 2007). Interessanterweise wird die neurotoxische Aktivitat von PrPAHD
durch die Co-Expression von Wildtyp-PrP verhindert. Der zugrunde liegende
Mechanismus dieser neurotoxischen Mutante konnte jedoch noch nicht geklart

werden.

2.3.2.2 Die Induktion der Hitzeschock-Antwort oder die Expression von
Hsp72 kann die toxischen Effekte von PrP®°, AB und einer

toxischen Mutante verhindern

Um den Effekt einer induzierten HSR auf die toxischen Effekte der verschiedenen
Konformere zu untersuchen, ohne die Zellen einem Hitzeschock auszusetzten,
wurde eine konstitutiv aktive Mutante des HSF1 (AHSF), die eine Deletion in der
regulatorischen Doméane aufweist (A202-316), verwendet. Wie bereits im
vorangegangenen Abschnitt gezeigt wurde, fuhrt die Expression des
AHSF-Konstrukts zu einer Induktion der HSR und damit zur Expression des
Stress-induzierbaren Hsp72 (vgl. Abb. 35).

Zunachst wurden die Auswirkungen einer induzierten HSR auf die
PrPC-abhangigen toxischen Aktivitdten von PrP°° und AR untersucht. Hierbei
wurden SH-SY5Y Zellen mit PrP® und AHSF transfiziert und die durch AHSF
erhdhte Hsp72-Expression mittels indirekter Immunfluoreszenz bestatigt
(Abb. 37C). Im nachsten Schritt wurden die transfizierten SH-SY5Y Zellen mit
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den ScN2a oder N2a oder CHO-7PA2 oder CHO Zellen co-kultiviert. Nach 16 h
Co-Kultivierung wurden die SH-SY5Y Zellen auf Deckgldschen fixiert,
permeabilisiert und die aktive Caspase 3 gefarbt. Die Analyse der Apoptoserate
zeigte, dass die Co-Kultivierung der PrP®-exprimierenden Zellen mit ScN2a
Zellen im Vergleich zu den mit N2a Zellen-co-kultivierten Zellen zu einer erhéhten
Apoptoserate (etwa 16%) fuhrt. Parallel dazu wurden die SH-SY5Y Zellen, die
PrP® und AHSF exprimierten, mit den ScN2a oder N2a Zellen co-kultiviert. Die
Induktion der HSR durch die AHSF-Expression verhinderte bei der
Co-Kultivierung mit ScN2a Zellen die Erhéhung der Apoptoserate (etwa 7,5%)
(Abb. 37A, linke Spalte). Der gleiche Versuch wurde mit den AB-sekretierenden
CHO-7PA2 Zellen durchgefiihrt. Genauso wie bei der PrP%°-Exposition konnte
gezeigt werden, dass die Expression von AHSF die Toxizitdt von AR inhibiert
(Abb. 37A, rechte Spalte). Somit kann die Induktion der HSR die

pro-apoptotischen Effekte von PrP*¢ und AR verhindern.

Eine Folge der Aktivierung der HSR ist unter anderem die erhéhte Expression
von Hsp72. Aus diesem Grund stellte sich die Frage, ob die alleinige Expression
dieses Hsps die toxische Aktivitat der beiden B-Faltblatt-reichen Proteine hemmt.
Zu diesem Zweck wurden analog zu dem gerade beschriebenen Versuch
PrP®- und Hsp72-co-transfiziete SH-SY5Y Zellen mit den ScN2a oder
CHO-7PA2 Zellen co-kultiviert. Nach der Co-Kultivierung wurde die Apoptoserate
analysiert (Abb. 37B). SH-SY5Y Zellen, die PrP® und Hsp72 exprimierten,
zeigten nach der Co-Kultivierung mit ScN2a oder CHO-7PA2 Zellen keine
Erhdéhung der Apoptoserate. Demnach ist die Co-Expression von Hsp72 protektiv
gegen PrP%°- oder AB-induzierte Toxizitat.

Um die Méglichkeit auszuschlieRen, dass der protektive Effekt auf eine reduzierte
Expression von PrP€ zuriickzufiihren ist, wurden parallel geerntete SH-SY5Y
Zellen mittels Western Blot analysiert. Die PrP°-Expression wurde weder durch
die Expression des AHSF-, noch die des Hsp72-Konstrukts, beeinflusst
(Abb. 37C).
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Abb. 37. Die Aktivierung der HSR oder die Expression von Hsp72 kann die
toxischen Aktivitaten von PrP*¢ und A verhindern.

(A, B) Die Induktion der HSR oder die Expression von Hsp72 wirkt protektiv
gegen PrP%°- oder Ap-induzierte Toxizitat. SH-SY5Y Zellen wurden mit den
angegebenen Konstrukten transfiziert. Nach 16 h Co-Kultivierung mit ScN2a oder
CHO-7PA2 Zellen wurde die Apoptoserate, wie unter Abb. 18 beschrieben,
analysiert. (C) Die Expressionsmengen von PrP® werden durch die Induktion der
HSR oder der Expression von Hsp72 nicht beeinflusst. SH-SY5Y Zellen wurden
parallel zu den Co-Kultivierungsexperimenten transfiziert, geerntet und in
eiskaltem Lysepuffer A lysiert. Die Expressionsmengen von PrP¢ und Hsp72
wurden mittels Western Blot unter Verwendung des monoklonalen anti-PrP
Antikérpers 3F4 oder anti-Hsp72 Antikérpers C92 analysiert. Die Induktion der
HSR durch Expression des AHSF Konstrukts wurde mittels indirekter
Immunfluoreszenz unter Verwendung des Antikérpers C92 untersucht. Die p-
Werte wurden mittels studentischen t-Tests ermittelt. n.s., nicht-signifikant;
**p < 0,005; *** p < 0,0005. Mal3stab 10 uM.
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Nachdem die Effekte einer Induktion der HSR und die Expression von Hsp72 auf
die Toxizitat von PrP%® und AR untersucht wurden, wendeten wir uns der
PrP-Mutante zu. Im Gegensatz zu den Co-Kultivierungsexperimenten wird die
PrPAHD-induzierte Toxizitdt nicht durch eine extrazellulare Exposition zu
Oligomeren, sondern durch die Expression einer PrP-Mutante hervorgerufen. Es
konnte gezeigt werden, dass die Expression von PrPAHD in SH-SY5Y Zellen
toxisch ist und dass die Co-Expression von PrP® den toxischen Effekt von
PrPAHD verhindern kann, obwohl PrPAHD weiterhin exprimiert wird (Rambold et
al. 2008; Sakthivelu et al. 2011). Diese Daten stimmen mit dem bereits oben
dargestellten Tiermodell Gberein (Li et al. 2007).

Um den protektiven Effekt von PrP® zu bestatigen, wurden die SH-SY5Y Zellen
mit PrP® und PrPAHD co-transfiziert und 20 h nach der Transfektion auf
Deckglaschen fixiert, permeabilisiert und die aktive Caspase 3 gefarbt. Die
Analyse der apoptotischen Zellen zeigte, dass die Expression von PrPAHD zu
einer Apoptoserate von etwa 22,5% fihrt. Im Vergleich dazu wiesen die
SH-SY5Y Zellen, die PrP® und PrPAHD exprimierten eine verminderte
Apoptoserate von etwa 12% auf (Abb. 38A).

Im nachsten Schritt wurden die Auswirkungen einer induzierten HSR auf die
toxischen Aktivitdten der PrP-Mutante untersucht. Hierfir wurden die SH-SY5Y
Zellen mit PrPAHD und AHSF co-transfiziert und die Apoptoserate mittels
indirekter Immunfluoreszenz analysiert. In Anwesenheit von AHSF wiesen die
PrPAHD-exprimierenden  SH-SY5Y Zellen eine signifikant erniedrigte
Apoptoserate von etwa 12,5% auf (Abb. 38B). Analog zu dem gerade
beschriebenen Versuch wurden die SH-SY5Y Zellen mit PrPAHD und Hsp72
co-transfiziert. Die Analyse der Apoptoserate zeigte, dass Hsp72 protektiv gegen
den toxischen Effekt von PrPAHD wirkt (Apoptoserate etwa 14,5%) (Abb. 38C).
Um die Mdglichkeit auszuschlielRen, dass der protektive Effekt von AHSF und
Hsp72 auf erniedrigte PrPAHD-Expressionsmengen zurtickzufihren sind, wurden
parallel geerntete Zellen mittels Western Blot analysiert. Die
PrPAHD-Expressionsmengen wurden weder durch die Expression des AHSF-,
noch die des Hsp72-Konstrukts, beeinflusst (Abb. 38D).
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Abb. 38. Die toxische Aktivitat der PrP-Mutante kann durch die Induktion
der HSR oder die Expression von Hsp72 gehemmt werden.

(A-C) Die toxische Aktivitat der PrP-Mutante wird durch die Co-Expression von
PrP® (A), die Induktion der HSR (B) oder die Expression von Hsp72 (C)
verhindert. SH-SY5Y Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten
transfiziert. 20 h nach Transfektion wurde die Apoptoserate, wie unter Abb. 18
beschrieben, analysiert. (D) Die Expressionsmengen von PrPAHD werden durch
die Induktion der HSR oder der Hsp72-Expression nicht beeinflusst. SH-SY5Y
Zellen wurden parallel zu den Immunfluoreszenz-Analysen transfiziert, geerntet
und in eiskalten Lysepuffer A lysiert. Die Expressionsmengen von PrPAHD und
Hsp72 wurde mittels Western Blot unter Verwendung des monoklonalen anti-PrP
Antikérpers 3F4 oder anti-Hsp72 Antikérpers C92 analysiert. Die Induktion der
HSR durch Expression des AHSF-Konstrukts wurde mittels indirekter
Immunfluoreszenz unter Verwendung des Antikérpers C92 untersucht. Die p-
Werte wurden mittels studentischen t-Tests ermittelt. n.s., nicht-signifikant;
**p < 0,005; *** p < 0,0005. Mal3stab 10 uM.
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Anhand der drei Zellkulturmodelle konnte der Effekt einer Induktion der HSR und
die Expression des molekularen Chaperons Hsp72 auf die toxischen Aktivitdten
verschiedener Konformere untersucht werden. Die Ergebnisse demonstrieren,
dass eine Aktivierung der HSR und die Hsp72-Expression, die toxischen
Aktivitaten von PrP%¢ und AB als auch die der PrP-Mutante PrPAHD verhindern.
Im nachsten Schritt wurde der Effekt eines extrazelluldren Chaperons auf die

toxischen Aktivitaten von PrPSe, AB und der PrP-Mutante untersucht.

2.3.2.3 Das extrazellulare Chaperon Clusterin hemmt die toxischen Effekte

von PrP%¢ und AB, jedoch nicht die einer toxischen PrP-Mutante

Vor Kurzem konnte anhand einer genomweiten Assoziationsstudie (GWAS)
gezeigt werden, dass das Gen des extrazelluldaren Chaperons Clusterin ein
Risikogen fur AD ist (Harold et al. 2009; Lambert et al. 2009). Interessanterweise
wurde Clusterin bereits in vorangegangen Studien mit AD und Prion-
Erkrankungen in Verbindung gebracht. So kann Clusterin unter anderem die
Bildung von amyloiden Aggregaten des PrP(106-126)-Peptids oder AB-Peptids in
vitro verhindern (McHattie and Edington 1999; Matsubara et al. 1996; Yerbury et
al. 2007). Zudem ist es mit Amyloid-Ablagerungen im erkrankten Gehirn von
CJD- oder AD-Patienten assoziiert (Freixes et al. 2004; Calero et al. 2000).
Aufgrund dieser Beobachtungen haben wir unsere Systeme verwendet, um den
Effekt von Clusterin, das sich in einem anderen Kompartiment befindet als
Hsp72, auf die Toxizitdt von PrpSc, AB und der PrP-Mutante zu untersuchen.
Hierfr wurden die SH-SYS5Y Zellen mit Clusterin co-transfiziert und unter
Verwendung der oben vorgestellten Zellkulturmodelle untersucht. Die Analyse
der Proteine im konditionierten Medium transfizierter Zellen zeigte, dass Clusterin
effektiv in das Medium sekretiert wird (Abb. 39B, rechte Spalte).

Als Erstes wurde das Zellsystem verwendet, in dem die Toxizitdt durch
extrazellulare Exposition zu PrP% oder AR hervorgerufen wird. Hierfir wurden die
SH-SY5Y Zellen mit PrP® und Clusterin oder einem sekretorischen GFP
co-transfiziert und mit ScN2a oder N2a Zellen co-kultiviert. Nach 16 h
Co-Kultivierung wurde die Apoptoserate mittels indirekter Immunfluoreszenz
analysiert. Im Vergleich zu mit N2a Zellen-co-kultivierten SH-SY5Y Zellen,
wiesen die GFP-sekretierenden SH-SY5Y Zellen, die mit ScN2a Zellen

co-kultiviert wurden, eine erhéhte Apoptoserate von etwa 18% auf. Wenn die mit
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ScN2a Zellen-co-kultivierten SH-SY5Y Zellen jedoch Clusterin sekretierten,
wurde eine signifikante Reduktion der Apoptoserate detektiert (etwa 10,5%)
(Abb. 39A, linke Spalte). Analog zu diesem Versuch, wurden die transfizierten
Zellen mit CHO-7PA2 oder CHO-Zellen co-kultiviert. Wie bei der PrPS*-Exposition
verhinderte die Sekretion von Clusterin wahrend der Co-Kultivierung mit
ApB-sekretierenden Zellen die durch AB-induzierte Toxizitdt (Abb. 39A, rechte
Spalte). Um die Mdglichkeit auszuschlieRen, dass dieser Effekt auf eine
reduzierte Expression von PrP® begriindet ist, wurde diese mittels Western Blot
analysiert. Hiermit konnte gezeigt werden, dass die Sekretion von Clusterin die
Expression von PrP° nicht beeinflusst (Abb. 39B).
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Abb. 39. Die Expression des extrazelluliren Chaperons Clusterin kann die
toxischen Effekte von PrP*¢ und A verhindern.

(A) Die toxischen Signale von PrP*¢ und Ap werden durch die Sekretion von
Clusterin gehemmt. Die SH-SY5Y Zellen wurden mit den angegebenen
Konstrukten transfiziert und mit den ScN2a oder CHO-7PA2 Zellen co-kultiviert.
Nach 16 h Co-Kultivierung wurde die Apoptoserate, wie unter Abb. 18
beschrieben, analysiert. (B) Die Expressionsmengen von PrP® werden durch die
Sekretion von Clusterin nicht beeinflusst. SH-SY5Y Zellen wurden parallel zu den
Co-Kultivierungsexperimenten transfiziert, geerntet und in eiskalten Lysepuffer A
lysiert. Die Expressionsmengen von PrP® im Zelllysat (L) oder Clusterin im
Medium (M) wurden mittels Western Blot unter Verwendung des monoklonalen
anti-PrP Antikdrpers 3F4 oder anti-Clusterin Antikdrpers 41D analysiert. Die p-
Werte wurden mittels studentischen t-Tests ermittelt. n.s., nicht-signifikant;
** p <0,005; *** p < 0,0005.
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Im nachsten Schritt haben wir uns dem anderen Zellkulturmodell zugewendet, in
dem die Toxizitdt auf die Expression der PrP-Mutante PrPAHD zurlckzufiihren
ist. In diesem Kontext ist es wichtig, dass die PrP-Mutante an der Oberflache der
Zelle lokalisiert ist (Winklhofer et al. 2003). Bislang konnte jedoch der zugrunde
liegende Mechanismus dieser neurotoxischen Mutante noch nicht geklért
werden.

Um den Effekt von Clusterin auf die PrPAHD-induzierte Toxizitdt zu untersuchen,
wurden die SH-SY5Y Zellen mit PrPAHD und Clusterin co-transfiziert und die
Apoptoserate bestimmt. SH-SY5Y Zellen, die PrPAHD wund Clusterin
exprimierten, wiesen im Vergleich zu den Zellen, die kein Clusterin sekretierten,
die gleiche Apoptoserate (etwa 24%) auf (Abb. 40A). Somit hat die Expression
beziehungsweise Sekretion von Clusterin keinen Einfluss auf die toxische
Aktivitdt der PrP-Mutante. Um sicherzustellen, dass Clusterin bei der
Co-Expression von PrPAHD in das Medium sekretiert wird, wurde das
konditionierte Medium auf die Anwesenheit von Clusterin untersucht. Die
Western Blot Analyse zeigte, dass die Sekretion von Clusterin nicht durch die
Expression von PrPAHD beeinflusst wird (Abb. 40B).
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Abb. 40. Die Expression des extrazellularen Chaperons Clusterin interferiert
nicht mit der toxischen Aktivitit von PrPAHD.

(A) Die Sekretion von Clusterin hat keinen Einfluss auf die toxischen Signale von
PrPAHD. Die SH-SY5Y Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten
transfiziert. 20 h nach Transfektion wurde die Apoptoserate, wie unter Abb. 18
beschrieben, analysiert. (B) Die Expressionsmengen von PrPAHD werden durch
die Sekretion von Clusterin nicht beeinflusst. SH-SY5Y Zellen wurden parallel zu
den Immunfluoreszenz-Analysen transfiziert, geerntet und in eiskaltem
Lysepuffer A lysiert. Die Expressionsmengen von PrPAHD im Zelllysat (L) oder
Clusterin im Medium (M) wurden mittels Western Blot unter Verwendung des
monoklonalen anti-PrP Antikérpers 3F4 oder anti-Clusterin Antikérpers 41D
analysiert. Die p-Werte wurden mittels studentischen t-Tests ermittelt.
n.s., nicht-signifikant; * p < 0,05.

Anhand der drei verschiedenen Zellkulturmodelle konnten die Auswirkungen von
Clusterin auf die toxischen Effekte von PrP*° AB und einer PrP-Mutante
untersucht werden. Zusammenfassend zeigen die aufgeflhrten Ergebnisse, dass
das extrazellulare Chaperon Clusterin die toxischen Signale der Konformere
PrPS¢ und AB verhindert, jedoch nicht mit der toxischen Aktivitat der PrP-Mutante
interferiert.
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2.3.3 Zusammenfassung

Die Hitzeschock-Antwort (HSR) ist ein hochkonservierter Mechanismus, der als
Reaktion auf proteotoxischen Stress und fehlgefaltete Proteine aktiviert wird. In
diesem Teil der Arbeit wurden die Einfliisse von PrP%¢ und Ap auf die HSR und
die Auswirkungen einer induzierten HSR auf toxische Aktivitdten verschiedener
Konformere adressiert.

Die Analyse von zwei verschiedenen Zellmodellen legte dar, dass die HSR der
chronisch mit PrPS- oder Ap-exponierten Zellen dereguliert ist. So wiesen ScN2a
oder CHO-7PA2 Zellen nach Hitzeschock signifikant  verringerte
Hsp72-Expressionsmengen auf. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der
Schwellenwert fir die Induktion der HSR in den chronisch exponierten Zellen
erhdht ist. Zudem scheint die gestdrte Hsp72-Expression auf eine Deregulierung
des Aktivierungs-/Deaktivierungsmechanismus von HSF1 zurlickzufiihren sein.
Im Gegensatz zu einer chronischen PrP%“-Exposition fiihrte ein Hitzeschock bei
Zellen, die kurzzeitig mit Prpse exponiert wurden, zu einer erhdhten Intensitat der
HSR. Die akute PrPS°-Exposition induzierte jedoch per se keine HSR. Dies weist
darauf hin, dass die Zellen durch PrP*° fiir weiteren Stress sensibilisiert werden
und deren Schwellenwert fir die HSR-Aktivierung erniedrigt ist.

Daruber hinaus wurde anhand von drei Zellkulturmodellen der Einfluss der HSR
auf toxische Effekte untersucht, die durch PrP°, AB oder einer PrP-Mutante
induziert wurden. Die Aktivierung der HSR oder die Expression von Hsp72
konnte die Toxizitat von PrPS¢ und AB sowie die der PrP-Mutante verhindern. Das
extrazellulare Chaperon Clusterin wies jedoch ausschlie8lich einen protektiven
Effekt gegen die toxischen Aktivitaten der fehlgefalteten Proteine PrPS® und AB

auf.
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3 Diskussion

Prion-Erkrankungen sind durch die Bildung infektiéser Prionen und neuronalem
Zellverlust charakterisiert. Anhand von Tier- und Zellkulturmodellen wurde
gezeigt, dass die beiden Merkmale unabhangig voneinander vorkommen kénnen
und demnach zwei getrennte Prozesse darstellen. So kann die Vermehrung
infektioser Prionen in Abwesenheit von neuronalem Zellverlust und vice versa,
Neurodegeneration ohne Vermehrung von infektibsen Prionen auftreten
(Brandner et al. 1996; Mallucci et al. 2003; Chesebro et al. 2005; Rambold et al.
2008). Hierbei ist die Induktion toxischer Signale durch fehlgefaltetes PrP%° von
der neuronalen Expression des GPl-verankerten PrP® abhingig. Da die
Fehlfaltung von Proteinen zu B-Faltblatt-reichen Konformeren ein gemeinsames
Merkmal verschiedener neurodegenerativer Erkrankungen ist, wurde in der
vorliegenden Arbeit die zentrale Frage untersucht, Uber welchem Weg die

Toxizitat dieser Konformere vermittelt werden kann.

31 Das zelluldre Prion-Protein ist ein Rezeptor verschiedener

B-Faltblatt-reicher Liganden

Die in dieser Arbeit aufgefiihrten Ergebnisse zeigen, dass PrP° toxische Signale
verschiedener [(-Faltblatt-reicher Konformere unterschiedlicher Herkunft
vermitteln kann. Anhand eines neuartigen Zellkulturmodells konnte zuné&chst
gezeigt werden, dass PrP°® in der Lage ist toxische Effekte von heterologem
PrPS¢ unabhangig von dessen Replikation zu tbermitteln. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass die Spezies-Barriere vor allem bei der Ubertragbarkeit
der Prion-Erkrankungen und nicht bei der Induktion toxischer Signale eine Rolle
spielt. Aufbauend auf diesen Befunden wurden B-Faltblatt-reiche Konformere
unterschiedlicher Primarsequenz, wie AR, Oligomere eines Hefeprion-Proteins
und ein de novo-entworfenes [-Faltblatt-reiches Peptid, untersucht. So konnte
nachgewiesen werden, dass die verschiedenen fehlgefalteten Proteine toxische
Effekte tiber PrP®-abhangige Signalwege induzieren. Dieser Befund spezifiziert
die Beobachtung einer vorangegangenen Studie, die zeigt, dass verschiedene
B-Faltblatt-reiche Amyloid-Peptide Uber einen gemeinsamen Signalweg Toxizitat
auslésen kdnnen (Schubert et al. 1995).

Die wesentliche Gemeinsamkeit der untersuchten Proteine ist deren B-Faltblatt-

reiche Konformation. In der Tat konnte die Toxizitdt der fehigefalteten Proteine
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anhand eines Antikoérpers, der spezifisch l6slich Oligomere erkennt, inhibiert
werden. Die Bindung des Antikorpers verhindert offensichtlich die Interaktion der
toxischen Proteine mit PrP®. Dies weist darauf hin, dass die fehlgefalteten
Proteine I8sliche Oligomere ausbilden, die die gleiche Konformation aufweisen
und toxische Signale PrP®-abhangig induzieren. Da Proteine, die mit
verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen assoziiert sind, eine
B-Faltblatt-reiche Struktur aufweisen (Eanes and Glenner 1968; Sunde et al.
1997; Eisenberg and Jucker 2012), deuten die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit darauf hin, dass PrP® zusatzlich zu den Prion-Erkrankungen auch eine
pathophysiologische Rolle in anderen neurodegenerativen Erkrankungen haben
koénnte.

Trotzdem wird die physiologische Relevanz der AB-PrPC-Interaktion bislang
kontrovers diskutiert. Die ersten Hinweise fir einen mdglichen Zusammenhang
von PrP und der Alzheimer-Krankheit wurden anhand verschiedener Studien
festgestellt. So konnte beispielsweise nachgewiesen werden, dass PrP in
extrazellularen Plaques in AD-Patienten-Gehirnen vorkommt (Ferrer et al. 2001;
Esiri et al. 2000) und dass Plaques in CJD-Patienten-Gehirnen AB enthalten
(Hainfellner et al. 1998; Miyazono et al. 1992). Den ersten experimentellen
Hinweis fiir einen Zusammenhang von PrP®-Expression und AB-induzierter
Toxizitdt wurde von Strittmatter und Kollegen beschrieben. Sie konnten zeigen,
dass sowohl die AB—induzierte Blockade der Langzeit-Potenzierung als auch die
von AB ausgeldste Gedachtnisstérung von der PrPC-Expression abhangig ist
(Lauren et al. 2009; Gimbel et al. 2010). In nachfolgenden Studien wurde die
vermutete direkte Bindung von AB an PrP® mehrfach bestétigt (Zou et al. 2011;
Chen et al. 2010; Balducci et al. 2010; Calella et al. 2010). Jedoch stellten
manche Gruppen keine PrP°-Abhangigkeit der AB-induzierten Toxizitat fest
(Balducci et al. 2010; Calella et al. 2010; Kessels et al. 2010; Cisse et al. 2011).
Die widersprichlichen Daten kénnten auf die verschiedenen experimentellen
Systeme zuriickzufiihren sein, die von den jeweiligen Arbeitsgruppen verwendet
wurden. Die in dieser Arbeit generierten Ergebnisse und eine Vielzahl neuerer
Versffentlichungen deuten jedoch darauf hin, dass die PrP®-vermittelte Toxizitat
von AR von pathophysiologischer Relevanz ist (Chung et al. 2010; Barry et al.
2011; Freir et al. 2011; Bate and Williams 2011; Alier et al. 2011; Kudo et al.
2012; Resenberger et al. 2011a). Dies schlie3t jedoch nicht aus, dass andere

Signalwege existieren, Uber die AR mit neuronaler Vitalitat interferiert. So binden
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beispielsweise PrP°-defiziente Neuronen immer noch AP, was auf andere

Rezeptoren hinweist (Huang and Mucke 2012).

3.2 Der GPI-Anker und die N-terminale Domine von PrP® sind fiir die
Vermittlung toxischer Signale von pB-Faltblatt-reichen Proteinen

essentiell

Mit Hilfe des Zellkulturmodells war es mdglich, Domanen von PrP® zu
identifizieren, die fir die Weiterleitung toxischer Signale essentiell sind. Aus der
Analyse verschiedener PrP-Mutanten Idsst sich schlielen, dass die Induktion
pro-apoptotischer Signale von dem C-terminalen GPI-Anker und der intrinsisch
unstrukturierten N-terminalen Domane abhéngig ist. Welche Rolle kénnten diese
Doméanen bei der Ubermittlung der toxischen Signale (bernehmen?
GPl-verankerte Membranproteine sind in speziellen cholesterolreichen
Mikrodomanen der Plasmamembran (Lipid Rafts) lokalisiert. PrP-CD4 weist
anstatt eines GPI-Ankers eine heterologe C-terminale Transmembran-Doméane
auf und ist nicht in den Mikrodoméanen lokalisiert (Rambold et al. 2008). Die
Experimente zeigen, dass PrP-CD4 zwar das [(-Peptid binden, jedoch nicht
dessen toxische Signale weiterleiten kann. Somit ist die Ubermittiung der
toxischen Signale tGber PrP® von dessen GPI-Anker abhangig. Die Lokalisation
von PrP® in den Lipid Rafts scheint eine Voraussetzung fur die
Signaltransduktion zu sein. Des Weiteren kénnte der GPI-Anker an der
Interaktion von PrP® mit einem putativen Kofaktor beteiligt sein. Auf diesen
Aspekt wird im folgenden Abschnitt nédher eingegangen.

Neben dem GPI-Anker ist die intrinsisch unstrukturierte N-terminale Doméne von
PrP® fiir die Ubermittlung der Toxizitat notwendig. Die PrP-Mutante PrPAN weist
eine Deletion der Aminosauren 27 bis 89 auf, wobei dies dem gréf3ten Teil des
unstrukturierten N-Terminus entspricht. Intrinsisch unstrukturiete Doménen
vermitteln h&ufig Protein-Protein-Interaktionen (Tompa et al. 2009; Uversky
2009). In der Tat zeigen die Ergebnisse, dass die N-terminale Domane an der
Interaktion von PrP® mit den B-Faltblatt-reichen Proteinen beteiligt ist. Wie bereits
oben erwahnt, wurde die Bindung von AB an PrP® anhand mehrerer Studien
nachgewiesen. Hierbei konnten bei PrP® die mehrbasige Region des
N-Terminus (AS 23-27) und der Bereich zwischen den Aminosduren 95 und 110
als Bindungsstellen von AB bestimmt werden (Zou et al. 2011; Chen et al. 2010;
Balducci et al. 2010; Calella et al. 2010). Obwohl das in dieser Arbeit verwendete
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PrPAN (A27-89) die beiden beschriebenen Bindungsstellen enthalt, kann das
B-Peptid nicht an die PrP-Mutante binden. Dies lasst vermuten, dass der Bereich
zwischen AS 27 und 89 moglicherweise fur die Ausbildung und/oder
Stabilisierung der Bindung eine Rolle spielt.

Aufgrund der Interaktion zwischen dem fehlgefalteten Protein und dem
unstrukturierten N-Terminus war es mdglich, durch Expression einer |éslichen
Version der N-terminalen Doméane von PrP® (AS 1-120) (N.PrP/Fc) die Toxizitét
von AB zu verhindern. Zudem konnte mit Hilfe von dem N.PrP/Fc-Protein gezeigt
werden, dass der N-Terminus von PrP® an das B-Peptid bindet. Demnach
lieferten die durchgeflihrten Experimente Evidenz dafiir, dass die 18sliche Form
der N-terminalen Doméne mit toxischen Konformeren interagiert und dadurch
dessen Interaktion mit PrP® und die damit verbundene Induktion toxischer Effekte
inhibiert. Unser Befund konnte in einer nachfolgenden Studie bestétigt werden
(Guillot-Sestier et al. 2012).

Interessanterweise ist die protektive Eigenschaft von PrP® ebenfalls von der
Anwesenheit des GPIl-Ankers und der N-terminalen Domane abhangig
(Mitteregger et al. 2007; Rambold et al. 2008; Sakthivelu et al. 2011). Aufgrund
der Protein-bindenden Eigenschaft von intrinsisch unstrukturieten Domé&nen
ware es mdglich, dass die N-terminale Doméne bei der Interaktion von PrP® mit
einem anderen, noch nicht identifizierten Protein beteiligt ist, wobei diese
Interaktion fiir die neuroprotektive Wirkung von PrP® essentiell ware. Die Bindung
eines B-Faltblatt-reichen Konformers an die N-terminale Domane kénnte die
Interaktion von PrP® und dem putativen Korezeptor und/oder Liganden
verhindern beziehungsweise so beeinflussen, dass es zu einem Wechsel von
einem protektiven zu einem toxischen Signal kommt. So kénnte beispielsweise
eine Konformationsanderung des Korezeptors zu dessen Uberstimulation fiihren,
wodurch toxische Effekte induziert werden. In diesem Kontext ist es wichtig zu
erwahnen, dass der neuronale Zellverlust nicht nur auf einen Verlust der
protektiven Funktion von PrP® zuriickgefiihrt werden kann, da PrP-Knockout-

Mause keinen offensichtlichen Phénotyp aufweisen.
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3.3 Welche Signalwege konnten bei den PrPC-vermittelten toxischen

Effekten involviert sein?

Ist der NMDA-Rezeptor ein potentieller Kofaktor von PrP°?

Ebenso wie andere GPI-verankerte Membranproteine ist PrP nur in der duReren
Lipidschicht der Zellmembran verankert. Aus diesem Grund wirde es einen
potentiellen Kofaktor benétigen, um die Signale durch die Plasmamembran in
das Innere der Zelle zu Ubermitteln (Paulick and Bertozzi 2008). Obwohl in den
letzten Jahren bereits einige Interaktionspartner und PrP®-abhangige Signalwege
postuliert wurden (Caughey and Baron 2006), gibt es noch keine Evidenz flr
deren Rolle in der Transduktion toxischer Signale von PrPS® oder AB.

In diesem Kontext ist es wichtig, die mdglichen Mechanismen der
PrP°—abhangigen Toxizitat von PrP5¢ zu betrachten. Zwei verschiedene Modelle
sind hierfur vorstellbar. Zum einen kdnnte die Toxizitat direkt mit der Vermehrung
von PrP%¢ in Neuronen verbunden sein. Dabei wére die intrazellulare Replikation
von der Expression eines GPl-verankerten PrP® abhangig. Zum Anderen wire es
méglich, dass PrP*° das toxische Signal (iber einen PrP®—abh&ngigen Signalweg
auslésen kann. Hierbei wiirde GPl-verankertes PrP® an der Oberflache der Zelle
als Rezeptor von PrPS°® fungieren. Die zweite Mdglichkeit wird durch den Befund
unterstiitzt, dass die Vernetzung von PrP° durch einen anti-PrP Antikorper zu der
Aktivierung der Tyrosinkinase Fyn fihrt (Mouillet-Richard et al. 2000).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass die Toxizitat von PrPSC, AB
und dem [B-Peptid durch Behandlung mit dem N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-
Rezeptor-Antagonisten  Memantin  inhibiert wird. Somit scheint der
NMDA-Rezeptor bei der Ubermittlung der PrP®-abhéngigen, toxischen Signale
der B-Faltblatt-reichen Proteine beteiligt zu sein. In der Tat wurde kirzlich
dargestellt, dass PrP® durch Interaktion mit dem NMDA-Rezeptor dessen
Hyperaktivitat in Abhangigkeit von Kupfer verhindert (Khosravani et al. 2008; You
et al. 2012). Des Weiteren gibt es immer mehr Hinweise fir eine wesentliche
Rolle der NMDA-Rezeptor-vermittelten Exzitotoxizitét in der Pathogenese von AD
(Ondrejcak et al. 2010). So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass der ApB-
induzierte Verlust von dendritischen Dornfortsdtzen von der Aktivitat der
NMDA-Rezeptoren abhéngig ist (Shankar et al. 2007).
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Zusammenfassend deuten die im Zuge dieser Arbeit generierten Ergebnisse
darauf hin, dass die Bindung eines [-Faltblatt-reichen Oligomers an die
N-terminale Doméane von PrP° die Interaktion von PrP® mit dem NMDA-Rezeptor
und damit dessen Aktivitdt moduliert. Dieser Prozess kdnnte Signalwege
beeinflussen, die schlielllich zu einer neuronalen Dysfunktion flhren. Diese
Vermutung wurde bereits durch eine weitere Studie gestarkt, wonach AB durch
Bindung an PrP® dessen Interaktion mit dem NMDA-Rezeptor beeintréchtigt. Es
wurde postuliert, dass dies die Bindung von Glycin an den NMDA-Rezeptor
erméglichen kdénnte. Da die Glycin-Bindung die Desensibilisierung der
NMDA-Rezeptoren verlangsamt (Mayer et al. 1989), wirde es bei andauernder
Rezeptor-Stimulation zu einer verminderten Desensibilisierung der Rezeptoren
und schlieBlich zur Schadigung der Zelle kommen (You et al. 2012; Stys et al.
2012).

Alternativ dazu koénnten die fehlgefalteten Proteine Uber einen indirekten
Signalweg den NMDA-Rezeptor modulieren. Hierbei ware es mdglich, dass ein
anderes Transmembran-Protein oder ein zytosolisches Protein, das mit den Lipid
Rafts assoziiert ist, die PrP®-abhangigen Signale vermittelt. Ein mdglicher
Kandidat dafilir ware die intrazellulare Tyrosinkinase Fyn (Mouillet-Richard et al.
2000; Mouillet-Richard et al. 2007), die durch Palmitylierung eines N-terminalen
Cystein-Motivs mit GPI-verankerten Proteinen interagieren kann (Shenoy-Scaria
et al. 1993). In Abbildung 41 wurde die PrP®-abhingige Signaltransduktion

schematisch dargestellt.
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Abb. 41. Schematische Darstellung der PrP®-abhingigen Transduktion
toxischer Signale.

Die Bindung eines B-Faltblatt-reichen Oligomers an PrP€ fihrt zu der Aktivierung
toxischer Signalwege, die neuronale Dysfunktionen auslésen. Bei der
Transduktion der Signale sind zuséatzliche Faktoren involviert, wie beispielsweise
der NMDA-Rezeptor (NMDAR), ein anderes Transmembran-Protein (X) oder ein
zytosoliches Protein, das mit den Lipid Rafts assoziiert ist (Y). Der NMDAR
koénnte direkt durch Interaktion mit dem Oligomer-PrP®-Komplex oder indirekt
durch Modulation anderer Faktoren aktiviert werden.

Wie kénnte eine aktivierte HSR mit den PrP%°- oder AB-induzierten, toxischen

Signalen interferieren?

Um weitere Erkenntnisse Uber die involvierten Signalwege zu erlangen, wurde
untersucht, ob eine Induktion der HSR oder die Uberexpression individueller
Chaperone, wie beispielsweise Hsp72 oder Clusterin, mit der durch PrP®:- oder
AB-induzierten Toxizitat interferiert. So konnte gezeigt werden, dass diese
Ansétze protektiv gegen die toxischen Effekte von PrP®® und AR sind. Unsere
Ergebnisse bestatigen damit den Befund einer anderen Studie, die zeigt, dass
die Induktion der HSR durch Hitzeschock die toxische Aktivitdt von A verhindern
kann (Behl and Schubert 1993). Hieraus ergibt sich nun die Frage, wie die
molekularen Chaperone in die Weiterleitung der toxischen Signale eingreifen
kénnten. Chaperone sind in der Lage fehlgefaltete Proteine zu binden und damit
deren korrekte Faltung oder Degradierung zu erleichtern. Neben ihrer Aktivitat als
Chaperon scheinen sie auch Vorgadnge in apoptotischen Signalwegen zu
modulieren (Beere 2004; Yenari et al. 2005). Die Induktion der HSR fiihrt zu einer

erhéhten Expression stressinduzierbarer Hsps, zu denen Hsp72 und Clusterin
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zahlen. Interessanterweise haben beide Chaperone einen protektiven Effekt,
obwohl sie in unterschiedlichen Kompartimenten vorkommen.

Das im Zytosol lokalisierte Hsp72 kénnte durch Bindung des intrazelluléren,
fehlgefalteten Proteins dessen Toxizitdt verhindern und/oder protektiv in die
PrPS:- oder AB-induzierten Apoptosewege eingreifen. Da die bereits oben
genannten Daten auf eine extrazellulare Aktivierung der Signalwege hinweisen,
scheint Hsp72 mit den induzierten Apoptosewegen zu interferieren. Dieser Effekt
ist vergleichbar mit der Expression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 oder
der Behandlung mit einem c-Jun N-terminale Kinasen (JNK)-Inhibitor, die beide
protektiv gegen PrP%:-induzierte Apoptose waren (Rambold et al. 2008). In der
Tat wurde beschrieben, dass Hsp72 die Aktivierung von JNK moduliert (Gabai et
al. 1997) und eine Uberexpression von Hsp70 zu einer erhdhten Expression von
Bcl-2 fuhrt (Yenari et al. 2005). Demnach kénnte der JNK-Signalweg bei der
Weiterleitung von PrPS:- oder AB-induzierten toxischen Signale involviert sein.
Bislang gibt es jedoch noch keinen eindeutigen Beweis, dass die Aktivierung der
Apoptose beim neuronalen Zelluntergang in Prion-Erkrankungen und AD in vivo
eine Rolle spielt (Liberski et al. 2008; Su et al. 2001). Somit sind weitere Studien
notwendig, um diesen anti-apoptotischen Mechanismus von Hsp72 in vivo zu
bestatigen.

Eine weitere Moglichkeit ware, dass extrazelluldres Hsp72 fehlgefaltete Proteine
bindet und somit die Interaktion mit PrP€ inhibiert. In der Tat wurde Hsp72 im
extrazellularen Raum nachgewiesen (Calderwood et al. 2007). Jedoch liegen dort
im Vergleich zu dem Zytosol deutlich geringere Mengen vor (Farias et al. 2005).
Da zudem die Funktion von Hsp72 ATP-abhéangig ist und davon nur wenig
extrazellular vorkommt, scheint dieser Mechanismus eher eine verminderte Rolle
zu spielen. Trotzdem kann eine zusatzliche physiologische Funktion von Hsp72
im extrazellularen Qualitatskontrollsystem (eQKS) nicht ausgeschlossen werden
(Yerbury et al. 2005).

Ein interessantes Chaperon im extrazelluldaren Raum stellt Clusterin dar, das
durch Bindung an nicht-native Proteine deren Beseitigung aus dem
extrazellularen Raum ermdglicht und somit wesentlich am eQKS beteiligt zu sein
scheint (Wyatt et al. 2011; Yerbury et al. 2005; Dabbs et al. 2011). Erst kirzlich
konnte in einer genomweiten Assoziationsstudie (GWAS) das Clusterin-Gen
(CLU) als Risikogen fur AD identifiziert werden (Harold et al. 2009; Lambert et al.
2009). Da Clusterin protektiv gegen die PrPS°- oder AB-induzierte Toxizit4t ist,
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stellt sich nun die Frage, welche Mechanismen diesem Effekt zugrunde liegen.
Es wére mdoglich, dass Clusterin die extrazelluldren, fehlgefalteten Proteine
beziehungsweise deren Aggregate bindet und somit deren Interaktion mit PrP°®
verhindert. Uberdies kénnte der Komplex aus Clusterin und fehlgefaltetem
Protein nach Bindung an einen Rezeptor endozytiert werden, wobei dies die

intrazelluldren Degradierung des Komplexes ermdglicht (Klock et al. 2009).

Kénnten die verschiedenen Ansétze, die die PrP°°- oder AB-induzierte Toxizitét

modulieren, potentielle therapeutische Strategien sein?

Im Folgenden wird kurz auf die Frage eingegangen, ob die verschiedenen
Ansatze, mit denen es méglich war, die toxischen Effekte von PrP%¢ und AB zu
modulieren, potentielle Strategien bei der Behandlung verschiedener
neurodegenerativer Erkrankungen sein kénnten. Hierzu zahlen zum einen der
Oligomer-spezifische Antikoérper, der offensichtlich durch Bindung I6slicher
Oligomere deren Interaktion mit PrP® verhindert, und der NMDA-Rezeptor-
Antagonist Memantin. Die Antikérper-basierte Immuntherapie ist im Bereich der
Prion- und AD-Forschung von besonderem Interesse (Delrieu et al. 2012;
Sakaguchi et al. 2009). So konnte gezeigt werden, dass PrP- oder ABR-Antikérper
in Mausmodellen effektiv sind, allerdings scheiterte der Ansatz in anschlieRenden
klinischen Studien. 2013/14 sollen anti-PrP Antikérper, die von John Collinge und
Kollegen generiert wurden, in klinischen Studien bei CJD-Patienten getestet
werden. Ein Oligomer-spezifischer Antikérper kdnnte eine mdgliche Alternative
dazu darstellen. Memantin wird bereits bei der Behandlung moderater bis
schwerer Demenz-Formen der AD angewendet. Die hier generierten Daten
deuten darauf hin, dass Memantin ebenso in anderen neurodegenerativen
Erkrankungen, die durch die Ausbildung B—Faltblatt—reicher Proteine verursacht
werden, eine Therapiemdglichkeit sein kénnte. Zum anderen kénnten HSF1,
Hsp72 und Clusterin potentielle Kandidaten fir therapeutische Interventionen
darstellen. In der Tat hat diese potentielle Strategie in den letzten Jahren im
Bereich der Fehlfaltungserkrankungen an Bedeutung gewonnen (Westerheide
and Morimoto 2005; Muchowski and Wacker 2005; Abisambra et al. 2011). So
kénnten sich beispielsweise Hsp90-Inhibitoren wie Geldanamycin oder Radicicol,
Arimoclomol, welches die Aktivitdt von HSF1 verlangert (Kieran et al. 2004 ), oder
BGP-15, welches die Expression von Hsp72 induziert (Gehrig et al. 2012), als

ndtzlich erweisen. Trotzdem wird der Einsatz dieser Modulatoren kontrovers
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diskutiert (Muchowski and Wacker 2005), da eine dauerhafte starke Erhdhung
molekularer Chaperone im Verdacht steht, die Entstehung von Tumoren zu

beglnstigen (Mosser and Morimoto 2004).

34 Fiihren PrP®°, AB und die PrP-Mutante PrPAHD zur Aktivierung

gemeinsamer toxischer Signalwege?

Mit Hilfe von drei Zellkulturmodellen war es mdglich, die Auswirkungen einer
induzierten HSR oder molekularer Chaperone auf toxische Effekte von PrP%¢, AR
und der PrP-Mutante PrPAHD zu analysieren. Die toxische Aktivitdt der
PrP-Mutante unterscheidet sich wesentlich von der der PrPS® beziehungsweise
AB Konformere. So wird die Toxizitat von PrP5¢ und AB durch extrazelluldre,
fehlgefaltete Proteine induziert, wohingegen die Toxizitdt von PrPAHD durch
dessen Expression hervorgerufen wird, ohne dass es zur Replikation infektidser
Prionen oder zur Ausbildung fehlgefalteter Proteine kommt (Li et al. 2007). Da die
Co-Expression von Wildtyp-PrP die neurotoxische Aktivitdt von PrPAHD
verhindert, scheint PrP® und PrPAHD den gleichen putativen Kofaktor zu binden
(Li et al. 2007; Rambold et al. 2008; Sakthivelu et al. 2011). Der hier zugrunde
liegende Mechanismus wird wie folgt begriindet: In Abwesenheit von PrP°¢
induziert die an der Zelloberflache lokalisierte Mutante Uber einen Kofaktor ein
toxisches Signal. Sobald PrP® co-exprimiert wird, konkurrieren PrP€ und PrPAHD
um die Bindungsstelle des Kofaktors, wobei PrP® aufgrund seiner hoheren
Affinitat PrPAHD verdrangt. Die Bindung von PrPS® oder AR an PrP° kénnte die
Interaktion mit dem putativen Kofaktor so beeintréchtigen, dass es zur Induktion
von toxischen Signalwegen kommt, die ebenso durch PrPAHD aktiviert werden
wilrden.

Die in dieser Arbeit aufgefiihrten Daten zeigen, dass die Expression von Hsp72
nicht nur die toxischen Effekte von PrPS° und AB, sondern auch die von PrPAHD
inhibiert. Diese Befunde unterstiitzen die oben dargelegte Annahme, dass die
drei toxischen Konformere einen gemeinsamen, zellularen Signalweg aktivieren.
Trotzdem kann nicht ausgeschlossen werden, dass anfangs verschiedene Wege
induziert werden, die dann in einen gemeinsamen Weg minden, der durch die
Hsp72 moduliert wird.

Neben Hsp72 wurde der Effekt von Clusterin auf die PrPAHD-induzierte Toxizitat

untersucht. Im Gegensatz zum intrazelluldaren Chaperon wies Clusterin keine
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protektiven Eigenschaften auf. Da in PrPAHD-transgenen Mausen keine
Aggregate von fehlgefaltetem PrPAHD nachgewiesen werden konnten, ist es
wahrscheinlich, dass Clusterin PrPAHD nicht erkennt und demnach keinen

Einfluss auf dessen Toxizitat hat.

3.5 Modulation der Hitzeschock-Antwort durch PrP¢ und A

Die im Zuge dieser Arbeit generierten Daten zeigen, dass die HSR der Zellen, die
dauerhaft mit den fehlgefalteten Proteinen PrP° oder AB exponiert werden,
dereguliert ist. So konnten in chronisch-infizieten (ScN2a) oder stabil
transfizierten (CHO-7PA2) Zellen nach Hitzeschock erniedrigte
Hsp72-Expressionsmengen nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu den ScN2a
Zellen wiesen die CHO-7PA2 Zellen zwar eine erhéhte Expression von Hsp72
auf, jedoch war die Effektivitdt der HSR-Aktivierung nach Hitzeschock im
Vergleich zu den CHO Zellen signifikant vermindert. Demzufolge scheint der
Schwellenwert, der Uberschritten werden muss, um die HSR zu aktivieren, bei
den PrP%- und AB-exponierten Zellen erhéht zu sein. Da erhdhte Schwellenwerte
in Zellen beobachtet wurden, die langer andauerndem Stress ausgesetzt waren
(Baler et al. 1992), deuten die in dieser Arbeit dargelegten Ergebnisse darauf hin,
dass PrPS¢ und AB einen chronischen Stress fiir die Zellen bedeuten. Hierbei
sollte erwadhnt werden, dass es sich bei den ScN2a und CHO-7PA2 Zellen um
etablierte Zelllinien handelt. Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass die
Modifikation der HSR ein mutationsbedingter Effekt ist, der im Laufe der langen
Kultivierung der Zellen entstanden ist. Es ist jedoch interessant, dass zwei
unabhéngige Zelllinien, die verschiedene pathogene Proteinkonformere
vermehren beziehungsweise generieren, die gleiche Tendenz aufweisen.

Es stellt sich nun die Frage, welcher Mechanismus zu der defekten HSR fiihren
kénnte. Unsere Daten weisen darauf hin, dass die gestérte Hsp72-Expression in
den ScN2a und CHO-7PA2 Zellen auf eine Deregulierung des &uferst
komplexen Aktivierungs-/Deaktivierungsmechanismus von HSF1 und nicht auf
eine Mutation in der Promotorregion des Hsp72-Gens zurickzufiihren ist.
Interessanterweise wurde in einer vorangegangenen Studie gezeigt, dass die
Modulation der HSR in den ScN2a Zellen durch eine beschleunigte Deaktivierung
des HSF1-Trimers hervorgerufen wird (Winklhofer et al. 2001). Dies kénnte

mdglicherweise durch eine Deregulierung von Enzymen, wie beispielsweise der
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Deacetylase SirT1, verursacht werden. Darlber hinaus konnte die defekte HSR
der ScN2a durch die Behandlung mit dem Hsp90-Inhibitor Geldanamycin wieder
hergestellt werden (Winklhofer et al. 2001). Die essentielle Rolle einer intakten
HSR in Prion-Erkrankungen wurde mit Hilfe von HSF1-Knockout-Méausen
dargestellt. So wiesen diese nach Prion-Infektion im Vergleich zu infizierten
Wildtyp-M&usen eine deutlich kiirzere Lebensdauer auf (Steele et al. 2008). Da
unsere Daten zeigen, dass die HSR nicht nur von chronisch infizierten ScN2a
Zellen, sondern auch von CHO-7PA2 Zellen dereguliert ist, wére es mdglich,
dass eine defekte HSR, die im Laufe einer Prion-Erkrankung oder AD auftreten
kénnte, die Lebenserwartung verschlechtert. Demnach kénnte die Aktivierung der
HSR eine potentielle therapeutische Strategie in diesen Erkrankungen sein
(vgl. Abschnitt 3.3).

Zudem war es mit Hilfe eines von uns etablierten Zellkultursystems méglich, den
Effekt einer akuten PrP°-Exposition auf die HSR der Zellen zu untersuchen. Die
Analyse hat ergeben, dass PrP*¢ die HSR per se nicht aktiviert, die Intensitét der
HSR nach Hitzeschock jedoch im Vergleich zu nicht-exponierten Zellen deutlich
erhoht ist. Demzufolge werden die Zellen durch PrP®° fir weiteren Stress, wie
beispielswiese einem Hitzeschock, sensibilisiert. Dies deutet darauf hin, dass die
Zellen, im Gegensatz zu chronisch mit PrP%°- oder AB-exponierten Zellen, einen
niedrigeren Schwellenwert fir die Aktivierung der HSR aufweisen. Somit scheint
PrP%¢ in den 24 h Inkubation die HSR zu modulieren; wobei dies allerdings nicht
ausreicht, um die Transkription der stressinduzierbaren Gene zu induzieren.
Damit HSF1 an den Promotor binden und Transaktivierungskompetenz erlangen
kann, muss er einen komplexen Prozess durchlaufen. Es wédre denkbar, dass
PrPS® einen Teilprozess, wie beispielsweise die Translokation in den Nukleus
oder post-translationale Modifikationen von HSF1 induziert, HSF1 aber noch

keine Transaktivierungskompetenz erhélt.
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Wie kénnte PrPS® oder AB den Aktivierungs-/Deaktivierungsmechanismus von
HSF1 modulieren? Da beide pathogene Proteine im Zytosol nachgewiesen
wurden (Lai and McLaurin 2010; Kristiansen et al. 2005), kénnten sie zum einen
direkt mit HSF1 oder Chaperonen beziehungsweise Enzymen interagieren, die
an der Regulation der Aktivitdt von HSF1 beteiligt sind. Zum anderen wére es
moglich, dass PrP%® und AP indirekt durch Stérung der zelluldren
Proteinhomdostase einen Einfluss auf die Aktivitdt von HSF1 haben. So hemmt
beispielsweise zytosolisches PrP%° die proteolytischen B-Untereinheiten des
26S-Proteasoms (Kristiansen et al. 2007).

Die hier dargelegten Ergebnisse zeigen, dass fehlgefaltete Proteine mit der
Effektivitdt der HSR interferieren kénnen. Es wére demnach méglich, dass dies

eine Rolle in der Pathogenese der Prion- oder der Alzheimer-Erkrankung spielt.
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4 Zusammenfassung

Die Ausbildung B-Faltblatt-reicher Protein-Konformere ist ein charakteristisches
Merkmal verschiedener neurodegenerativer Erkrankungen, wie der Prion- oder
der Alzheimer-Erkrankung. Vorangegangene Studien konnten zeigen, dass
neuronales PrP® die toxischen Effekte seiner pathogenen Isoform PrPS°
vermittelt. In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals dargelegt werden, dass
PrP® die Toxizitit von PB-Faltblatt-reichen Konformeren unterschiedlichen
Ursprungs, wie heterologem PrP%¢, Amyloid B, Oligomeren eines Hefeprion-
Proteins sowie eines de novo entworfenen B-Peptids, tibermitteln kann. Uberdies
ergab die vorliegende Studie, dass die intrinsisch unstrukturierte N—-terminale
Doméne von PrP® und der C—terminale GPI-Anker fir die Transduktion der
toxischen Signale essentiell sind. Verschiedene Anséatze zeigten, dass die
Bindung der B-Faltblatt-reichen Proteine an PrP® uber dessen N-terminale
Doméne erfolgt. Darlber hinaus konnten die PrPC-vermittelten, toxischen
Aktivitaten durch einen NMDA-Rezeptor-Antagonisten und einen Oligomer-
spezifischen Antikdrper verhindert werden. Die in dieser Arbeit dargestellten
Ergebnisse deuten darauf hin, dass PrP® nicht nur in Prion-Erkrankungen
sondern ebenso in anderen neurodegenerativen Erkrankungen eine
pathophysiologische Rolle spielen kdnnte.

Die Befunde dieser Arbeit erbrachten zudem Evidenz, dass die fehlgefalteten
Konformere PrP®® und AB die Hitzeschock-Antwort der Zelle modulieren kénnen.
Eine chronische Exposition mit PrPS® oder AP verringert die Intensitat der
Hitzeschock-Antwort nach Stress. Eine akute PrP°-Exposition hingegen fiihrt per
se zu keiner Aktivierung der Hitzeschock-Antwort, jedoch ist deren Effektivitat
nach zusatzlichem Stress erhéht. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine
akute PrP%°-Exposition die Zellen fir weiteren Stress sensibilisiert und damit den
Schwellenwert fir eine effiziente Hsp72-Expression senkt. Uberdies kann die
Induktion der Hitzeschock-Antwort sowie das molekulare Chaperon Hsp72 die
PrP¢-abhangige toxische Aktivitat von PrPS¢ oder AR und die Toxizitat der
PrP-Mutante PrPAHD verhindern. Das extrazelluldre Chaperon Clusterin zeigte
sich allerdings nur gegen PrP%- und AB-induzierte Toxizitat protektiv. Dies lasst
vermuten, dass die verschiedenen Konformere PrP*°, AB und PrPAHD denselben
toxischen Signalweg induzieren. Die hier gewonnenen Erkenntnisse tragen zu
einem besseren Verstdndnis der zugrunde liegenden Mechanismen der

PrPC-abhangigen Transduktion toxischer Signale bei.
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5 Material

5.1 Biologisches Material
51.1 Immortalisierte Zelllinien
N2a

ScN2a

CHO

CHO-7PA2

SH-SY5Y

51.2 Bakterienstamme
DH5a

5.1.3 Vektoren und Plasmide

pcDNAS.1/Zeo(+)
pFUSE-hIgG1-Fc1
pGL3

pRc/CMV
pEYFP-C1

5.1.4  Antikérper

Anti-ACTIVE Caspase3
Anti-AB 2D8

Anti-AB 3552

Anti-B3 Tubulin
Anti-B-Aktin

Typ: murine Neuroblastomzelllinie
ATCC-Nr. CCI 131

Typ; murine Neuroblastomzelllinie
Infiziert mit murinen Prionen

Typ: chinesische Hamster Ovarienzellen
ATCC-Nr. CCL-61

Typ: chinesische Hamster Ovarienzellen
Stabil transfiziert mit der V717F Mutante des
Amyloide-Vorlauferproteins APP7s;

Typ: humane Neuroblastomzelllinie
DSMZ-Nr. ACC 209

Genotyp; supE44, Alac169

(®lacZAM15), hsdR17, recA1, gyrA96, thi-1,
relA1

Herkunft: Hanahan, 1983

Invitrogen, Karlsruhe

InvivoGen, San Diego, CA, USA
Promega, Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe

Clontech

Promega, Mannheim
(Shirotani et al. 2007)
(Yamasaki et al. 2006)
Abcam, Cambridge, UK
Sigma, Taufkirchen
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Anti-Clusterin 41D

Anti-Hsp70 N27
Anti-Hsp72 C92
Anti-MAP2
Anti-Myc 4A6
Anti-NeuN
Anti-PrP 3F4

Anti-PrP A7

Anti-PrP 4H11

A11

Anti-Kaninchen Antikérper
Alexa Fluor 555

Anti-Maus Antikorper

Alexa Fluor 555
Anti-Kaninchen Antikérper
Alexa Fluor 488

Anti-Maus Antikorper

Alexa Fluor 488
Anti-Mensch Antikérper
(HRP gekoppelt) aus Schaf
Anti-Maus Antikérper

(HRP gekoppelt) aus Schaf
Anti-Hase Antikérper

(HRP gekoppelt) aus Schaf

5.1.5

BSA
DAPT

FGF-basic Recombinant Human
Memantinhydrochlorid

Nerve Growth Factor 2.5S
Papain

Pfu-Polymerase
Phosphatidylinositol-spezifische
Phospholipase C

Proteinase K
Restriktionsendonucleasen
Shrimp-Alkaline-Phosphatase
T4-DNA-Ligase

To-Pro3 iodid (642/661)
Trypsin

Mark R. Wilson, University of Wollongong,
New South Wales, Australia
(Winklhofer et al. 2003)

(Winklhofer et al. 2003)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Millipore, Schwalbach

Millipore, Schwalbach

Signet Laboratories, Dedham, MA, USA
(Kascsak et al. 1987)

Hergestellt durch Immunisierung von
Kaninchen mit gereinigtem
rekombinantem PrP

(Winklhofer et al. 2003)

(Ertmer et al. 2004)

(Kayed et al. 2003)

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Promega, Mannheim
Promega, Mannheim

Promega, Mannheim

Enzyme, Inhibitoren und Proteine

USB, Cleveland, OH, USA
(N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-
phenylglycine t-butyl ester)

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Promega, Mannheim

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

New England Biolabs, Schwalbach
Roche Diagnostics, Mannheim

New England Biolabs, Schwalbach
Invitrogen, Karlsruhe

Gibco BRL life Technologies, Karlsruhe
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5.1.6 StandardgréBenmarker fiir Proteine und Nukeinsduren

See Blue Plus2 Invitrogen, Karlsruhe
Pre-stained Protein Standard

1 kb DNA-Leiter MBI Fermentas, St. Leon-Rot
100 bp DNA-Leiter MBI Fermentas, St. Leon-Rot

5.1.7 Synthetische Oligonukleotide

Die Synthese der Oligonukleotide (Primer) erfolgte von der Firma Thermo Fisher
Scientific GmbH (UIm).

Tabelle 5. Auflistung der verwendeten PCR-Primer.

Restriktions-

Name Sequenze (5°-3°)

enzym
PrP_mo_fw cccaagcttatggcgaaccttg Hind IlI
PrP_mo_rev atagtttagcggccgctcatcccacg Not |
PrP_wap_fw cccaagcttgggatggtgaaaagccacatag Hind 111
PrP_wap_rev atagtttagcggccgcattcttatctatcctactatgagaa Not |

PrP_ham_fw cccaagcttatggcgaaccttagctactggcetgctggceactctttgtggctatgtggactg | Hind Ill

PrP_ham_rev atagtttagcggccgctcatcccaccatcagg Not |
PrP_bov_fw cccaagcttgggatggtgaaaagccacataggcagttggatcctggttctcttt Hind 11l
PrP_bov_rev atagtttagcggccgcattcttatctatcctactatgagaaaaatgaggaaaga Not |
PrP_hum_fw cccaagcttgggatggcgaaccttggcetgctggatgcetggttctetttgtggee Hind 11l
PrP_hum_rev atagtttagcggccgcattcttattcatcccactatcaggaagatgaggaaaga Not |
PrP_fw ggaattccatggcgaaccttggctactgg EcoRlI
PrP_AGPI_rev | ccgctcgagcgggatcttctccegtegtaatagg Xho |
PrP_N-
term_ rev ccgctcgagegtactgeccccagetgecgeag Xho |
PrP_SS rev aaccatggtgctcgagcegctttggccgctttttgcag Xho |
5.2 Chemikalien und Reagenzien
Aceton Merck, Darmstadt
Agarose Serva, Heidelberg
Ampicillin Boehringer Mannheim, Mannheim
Amplify® Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
APS USB, Cleveland, OH, USA
Bacto Trypton BD, Sparks, MD, USA
Bacto Agar Difco Laboratories, Detroit, MI, USA
B27° Supplement Minus AO Invitrogen, Karlsruhe

(50x)
B-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt
Borséaure Merck, Darmstadt
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Complete Protease-Inhibitor
DAPI

Desoxycholat
Desoxynucleosidtriphosphate
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Dinatriumhydrophosphat

Dinatriumtetraborat-Decahydrat

EDTA

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

FCS

Formamid

Glutamin

Glutaraldehyd

Glycerol

Glycin

G418

Harnstoff

Hefeextrakt

Hepes

Instant-Magermilchpulver

Kaliumactetat

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Kanamycin

Kupfersulfat

Lipofectamin Reagent

Magnesiumchlorid

Manganchlorid

Methanol

MitoTracker® Red CMXRos

Natriumchlorid

Natriumcitrat

Natriumhydroxid

Paraformaldehyd

PBS Dulbecco’s -/- Mg/Ca

PBS Dulbecco’s +/+ Mg/Ca

Penicillin

Plus Reagens

Polyacylamid/bisacrylamid
(29:1) 40%

Poly-L-Lysin

Ponceau S

ProMix **S-Methionin/Cystein

Protease-Inhibitor Mix

Protein A-Sepharose

Protein G-Sepharose

Rubidiumchlorid

Boehringer Mannheim, Mannheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
USB, Cleveland, OH, USA
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
USB, Cleveland, OH, USA
USB, Cleveland, OH, USA
Sigma, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Difco Laboratories, Detroit, MI, USA
Biomol, Hamburg

Uelzena, Uelzen

Sigma, Taufkirchen

USB, Cleveland, OH, USA
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe

USB, Cleveland, OH, USA
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

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

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Sigma, Taufkirchen

GE Healthcare, Little Chalfont
Buckinghamshire, GB

GE Healthcare, Little Chalfont
Buckinghamshire, GB

Sigma, Deisenhofen
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Salzsaure
Sarkosyl

SDS
Streptomycin
TEMED
Trichloressigsaure
Tris

Triton-X 100
Tropix® [-Block™
Trypan Blau
Trypsininhibitor
Tunicamycin
Tween-20

Zeocin

5.3 Lésungen und Puffer

Anodenpuffer (5x)

(Bio-Rad-System)
APS-L6sung
Blockierungsmilch

fur Western Blot
Blockierungspuffer fir IF
BSA (100x)
Coomassie-Entfarbelésung

DNA-Probenpuffer(6x)
Fixierlésung

Gelpuffer fur SDS-Page
(Bio-Rad-System)
[-Block-Puffer

Kathodenpuffer (1x)
(Bio-Rad-System)

Laemmli-Probenpuffer (2x)

Laemmli-Probenpuffer (4x)

Laufpuffer fir SDS-Page

Merck, Darmstadt

USB, Cleveland, OH, USA
Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

USB, Cleveland, OH, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
USB, Cleveland, OH, USA
USB, Cleveland, OH, USA
Applied Biosystems, Forster City, CA, USA
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
USB, Cleveland, OH, USA
Invitrogen, Karlsruhe

1 M Tris-HCI pH 8.9

H,O ad 1000 mL

10% Ammoniumperoxodisulfat in PBS
5% Magermilchpulver in 1x PBS-T

5% Pferdeserum in 0,1% Tween-20 in PBS
New England Biolabs, Schwalbach
40% Methanol

7% Essigsaure

0.25% Bromphenolblau
30% Glycerol

40% Methanol

7% Essigséaure

3 M Tris-HCI pH 8,45
0,3% SDS

0,8 g I-Block

400 pL Tween-20

400 mL PBS

0,1 M Tris-HCI

0,1 M Tricin

0,1% SDS

H,O ad 1000 mL

120 mM Tris pH 6.8
2% SDS

20% Glycerol

0.5% Bromphenolblau
2% Mercaptoethanol
240 mM Tris pH 6.8
4% SDS

40% Glycerol

1% Bromphenolblau
4% Mercaptoethanol
250 mM Tris, pH 6.8
1,9 M Glycin
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Lysepuffer A

Lysepuffer B
Lysepuffer IP

MOPS (10x)

Mowiol

NaCl-Sten-Puffer

Papain-Lésung

PCR-Mix

PBS (Zellkultur)
PBS (10x)

PBS-T (10x)
Pfu-Polymerase-Puffer
Ponceau S-Farbelésung

Puffer A

Sammelgelpuffer fir SDS-Page
(Hoefer-System)

SDS-Sten-Puffer
Shrimp-Alkaline-Phosphatase-

puffer (10x)
Sten-Puffer (1x)

T4-DNA-Ligase-Puffer (10x)

1% SDS

0,5% Triton X-100

0,5% DOC in PBS

0,1% Triton X-100 in PBS
0,5% Triton X-100

0,5% DOC + Proteaseinhibitor in PBS
0,2 M MOPS

10 mM Natriumacetat

10 mM EDTA

6 g Glycerol

2,4 g Mowiol

6 mL H,O

12 mL Tris-HCI pH 8.5

35 mL 5 M NaCl

1 x Sten-Puffer ad 500 mL
200 U Papain

0,01 g Cystein

9,7 mL DMEM

pH 7.2

1200 pL H,O

200 pL 10x Pfu/Taqg-Puffer
je 2 uLdNTP

Gibco, BRL Life Technologies, Karlsruhe
80 g NaCl

2 g KClI

14,4 g Na,HPO,4 x 2 H,O
2,4 g KH2P04

H,O ad 1000 mL

1% Tween-20 in 1x PBS
Promega, Mannheim

0,2 g Ponceau S

5 mL Essigsaure

H,O ad 100 mL

10 mM Tris

75 mM Natriumchlorid

3 M Guanidiniumhydrochlorid
250 uM Kupfersulfat

250 uM Zinksulfat

0,5 M Tris pH 6.8

0,4 % SDS

pH 6.8

5 mL 10% Sten

1 x Sten-Puffer ad 500 mL
Roche Diagnostics, Mannheim

50 mM Tris pH 7.6

150 mM Natriumchlorid

2 mM EDTA

1 mL NP-40

H,O ad 500 mL

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
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TAE-Puffer (50x)

TBS

TBS-T

TE-Puffer

TFB1-Puffer

TFB1-Puffer

Transferpuffer fir Western Blot
(Biorad-System)

Transferpuffer fir Western Blot
(Hoefer-System)

Trenngelpuffer fir SDS-Page

(Hoefer-System)
Tunicamycin
5.4 Medien

Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM)
Hanks ™ Balanced Salt Solution
1x (HBSS)
Minimal Essential Medium (MEM)
Minimal Essential Medium
ohne L-Methionin
Neurobasal® Medium
Optimem
LB-Medium

2 M Tris-Base

57,1 mL Eisessig

50 mM Na,EDTA x 2H,0, pH 8.0
H,O ad 1000 mL

20 mM Tris-HCI, pH 7.6
136 mM NaCl

20 mM Tris-HCI, pH 7.6
136 mM NaCl

1% Tween-20

10 mM Tris/HCI, pH 7.5
1 mM EDTA, pH 8.0

30 mM Kaliumacetat
100 mM RbCI

10 mM CacCl,

50 mM MnCl,

15% Glycerol

pH 5.8

10 mM MOPS

75 mM CacCl,

10 mM RbCI

15% Glycerol

pH 6.5

2,9 g/L Tris

14,5 g/L Glycin

20% Methanol

20 mM Tris-Base

150 mM Glycin

0,01% SDS

20% Methanol

1,5 M Tris, pH 8.8
0,4% SDS

pH 8.8

10 mg/mL in H,O

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

1% NaCl

1% Bacto Trypton

0,5% Hefeextrakt

100 pug/mL Ampicillin beziehungsweise
30 pg/mL Kanamycin

(nach dem Autoklavieren)
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LB-Agar

5.5 Kits

ECL RPN 2106
Immobilon Western
Chemolumineszenz
HRP-Substrat
Chemolumineszenz
HRP-Substrat
Nucleospin Mini-Kit
Nucleospin Gelextraktionskit
Endofree Plasmid Maxi Kit
Luciferase Assay System
mit Reporter Lyse Puffer

5.6 Gerite

Agarosegel-
-Elektrophoresekammern
Analysenwaage Mettler

Toledo AG285
Brutschranke
Bio-Rad-Kammer

Mini-Proteon® 3 Cell
ChemiDot Imager

Fujifilm LAS-4000
Filmentwickler X-Omat
Geltrockner SGD300
Kihlschrank AEG Oko Santo
Kuhlzentrifuge GS-6R

mit Rotor GH3.8
Kuhlzentrifuge J2-21M

mit Rotor JA-14
Kultur-Schuttler Forma

Scientific4518
Luminometer LB96V
Luminometer Mithras LB 940
Mikroskop Axiovert 25, 200M
Mikroskop Axioscope 2 plus

(Software Axiovision)
Mikroskop Leica KL 200 LED
Mikrowelle
pH-Meter
Phosphoimager FLA-2000

(mit Software AIDA)

Pipetten (P2, P10, P20, P100,

LB-Medium + 1,5% Bacto Agar

100 pug/mL Ampicillin beziehungsweise
30 pg/mL Kanamycin

(nach dem Autoklavieren)

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Millipore, Schwalbbach

GE Healthcare, Little Chalfont
Buckinghamshire, UK

Millipore, Billerica, MR, USA

Macherey, Nagel, Diren
Macherey, Nagel, Diren
Qiagen, Hilden
Promega

Zentralwerkstatt, MPI, Martinsried
Mettler, Toledo GmbH, Giessen

Heraeus, Hanau
Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Fujifilm Life Science, Stamford, CT, USA

Kodak, Stuttgart

Savant, Holbrook, NY, USA
AEG, Frankfurt am Main
Beckmann, Unterschleissheim

Beckmann, Unterschleissheim
ThermoQuest, Egelsbach

Berthold Technologies, Bad Wildbad
Berthold Technologies, Bad Wildbad
Carl Zeiss, Goéttingen

Carl Zeiss, Géttingen

Leica, Wetzlar

Sharp, Osaka, Japan

Fischer Scientific, Nidderau

Fuji Photo Film, Disseldorf

Gilson Abimed, Langenfeld
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P200, P1000)
Pipettierhilfe Pipet-aid
Polyacrylamid-Elektrophorese-

Kammer Hoefer SE6000
Power Supply EPS
Power Supply EPS 2A200
Praparierbesteck
Reinstwasseranlage Milli-QPLUS
Schwenktisch GFL 3017
Spektralphotometer DU-640
T1 Thermocycler
Thermomixer
Transferkammer Hoefer
TE-Serie
Uberkopfmischer Heidolph
REAX 2
Ultraschallbad
UV-Tisch Foto/UV 21
Vortex
Waage Mettler Toledo PB602
Wasserbad MT
Zahlkammer, Neubauer
Zellkulturschranke
Forma Scientific 3111
Tischzentrifuge Biofuge A
Tischzentrifuge Centrifuge 5415C
Tischkihlzentrifuge Centrifuge
5417R

5.7 Sonstige Materialien

Deckglaschen (diverse Grdssen)
Elutip-D Minisaulchen
Einmalkanulen Neolus

21G, 23G, 27G
Einmalpipetten, steril
Einmalspritzen

20 mL, 50 mL
Expositionskassetten

fur Réntgenfilme
Objekttrager 76 x 26 mm
Indikatorpapier
Petrischalen
Pipettenspitzen der Gilson

P-Serie
Polypropylen-Zentrifugenréhren

15 mL, 50 mL
Polysterol-Réhrchen, steril,

18 x 95 mm
Protran Nitrocellulose
ProbeQuant G50 S&ulchen

Drummond Scientific, Bromall, PA, USA
Amersham Biosciences, Freiburg

Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg

Fine Science Tools, Vancouver, Kanada
Millipore, Eschborn

Merck Eurolab, Ismaning

Beckmann, Unterschleissheim

Biometra GmbH, Géttingen

Eppendorf, Hamburg

Amersham Biosciences, Freiburg

Merck Eurolab, Ismaning

Roth, Karlsruhe

Fotodyne, Hartland, WI, USA
Bender & Hobein, Zirich, Schweiz
Mettler, Toledo GmbH, Giessen
Roth, Karlsruhe

Merck Eurolab, Ismaning
ThermoQuest, Egelsbach

Heraeus, Hanau
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

neolLab, Heidelberg und Roth, Karlsruhe
Schleicher & Schuell, Dassel
Terumo, Tokyo, Japan

Nunc, Wiesbaden
Braun, Melsungen

Fischer Scientific, Nidderau

neolLab, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Greiner, Frickenhausen

Continental Lab Products, San Diego, CA,
USA

Falcon, Heidelberg

Greiner, Frickenhausen

Schleicher & Schuell, Dassel
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
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Safe-Lock Micro Test Tubes

Schraubdeckel-Reaktionsgefdsse

1,5mL, 2 mL
PCR-Reaktionsgefalie 0,2 mL
Roéntgenfilme Kodak
Réntgenfilme Fuiji
Skalpellklinge
Sterilfilter Millex®-HA 0,45 ym

Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, NUrnbrecht

Abgene, Hamburg

Sigma, Deisenhofen

Fujifilm Deutschland, Disseldorf
Bayha, Tuttlingen

Millipore, Eschborn

Sterilfilter Millex®-HA 0,22 ym

Whatman Chromatographie-
-Papier

Zellkultur 6-well Platte

Zellkultur 12-well Platte

Zellkulturflaschen

Zellkulturschalen

Millipore, Eschborn
Schleicher & Schuell, Dassel

Nunc, Wiesbaden
Nunc, Wiesbaden
BD Biosciences Falcon, Heidelberg
BD Biosciences Falcon, Heidelberg

3,5,6,10 cm
Zellkulturschalen Easy Grip BD Biosciences Falcon, Heidelberg
3,5cm
Zellschaber Corning Life Sciences, Pittston, PA, USA
6 Methoden

6.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, engl. polymerase chain reaction) dient zur
selektiven Amplifizierung von DNA-Fragmenten mittels einer thermostabilen
DNA-Polymerase und Oligonukleotiden (Primer) (Saiki et al. 1988). Im Zuge
dieser Arbeit wurden mehrere Konstrukte unter Verwendung des Standard-PCR-

Verfahrens generiert.

6.1.1  Standard-PCR-Methode und Ligation

Die Standard-PCR-Methode wurde verwendet, um das gewiinschte DNA-

Fragment zu amplifizieren, Restriktionsschnittstellen einzufigen und
anschlieflend mit einem Vektor zu ligieren (Abb. 42). Hierflr wurde der Matrizen-
Strang, Primer 1 und 2, dNTP’s und die Pfu-DNA-Polymerase in einem
geeigneten Reaktionspuffer vermischt und die PCR mit den unter Abschnitt 6.1.2

beschriebenen PCR-Programm durchgefihrt.
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PCR+
v O
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O Vektor

Abb. 42. Schematische Darstellung der Klonierung verschiedener
Konstrukte mittels Standard-PCR.

Fur die Klonierung eines Konstrukts in einem bestimmten Vektor wurde der
Matrizen-Strang mittels PCR unter Verwendung des Primer 1 und 2, dNTP’s und
der Pfu-DNA-Polymerase in einem geeigneten Reaktionspuffer amplifiziert. Nach
der Aufreinigung wurde das DNA-Fragment mit den entsprechenden
Restriktionsenzymen verdaut und mit dem Dbereits verdauten und
dephosphorylierten Vektor ligiert.

Die erhaltenen DNA-Fragmente wurden mit den jeweiligen Restriktionsenzymen
verdaut und anschliellend mit einem Vektor ligiert, der bereits mit denselben
Restriktionsenzymen verdaut und dephosphoryliert worden war. Nach der
Hitzeinaktivierung der Enzyme (65°C, 20 min) wurde der Ligationsansatz in
kompetente Bakterien (DH5a) transformiert, 14 h bei 37°C in einem Schittler
inkubiert und mittels Nucleospin Mini-Kit aus den Bakterien isoliert. Das erhaltene

Plasmid wurde anschlieRend sequenziert (vgl. Abb. 6.1.3).

6.1.2 PCR-Bedingungen

Die PCR-Reaktionen wurden unter Verwendung von 100 ng Matrizen-DNA, je
4 pmol Primer 1 und 2, je 0,25 mM dNTP’s (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) und
2,5 U DNA-Polymerase (Pfu) durchgefiihrt. Hierfir wurden die angegebenen
Reagenzien auf Eis in Pfu-Reaktionspuffer zusammen pipettiert, wobei die Pfu-
Polymerase als Letztes direkt vor dem Start der PCR hinzugegeben wurde. Bei
der Amplifikation der gewlinschten DNA-Fragmente wurde folgendes

Standardprogramm verwendet (Tabelle 6).
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Tabelle 6. Standardprogramm zur Amplifikation der DNA-Fragmente unter
Verwendung der Pfu-Polymerase.

Schritt Temperatur Dauer
1 Denaturierung 96°C 3’
2 Denaturierung 96°C 45"
3 Primer-Anlagerung 52-58°C 45"
4 Elongation 72°C 2’
5 Finale Elongation 72°C 10°
6 Ende 4°C unbegrenzt

In diesem Programm wurden die Schritte 2 bis 4 insgesamt 28 Mal wiederholt.
Die Temperatur wahrend der Primer-Anlagerung wurde in Abhangigkeit von der
Schmelztemperatur des Primers ausgewahlt.

Nach erfolgter PCR wurden die PCR-Produkte mittels Agarose-
Gelelektrophorese isoliert und unter Verwendung des Nucleospin
Gelextraktionskits (Macherey) aufgereinigt. Das weitere Vorgehen wird in
Abschnitt 6.1.1 beschrieben.

6.1.3 Sequenzierung

Um die Korrektheit des DNA-Fragments zu Uberprifen, wurde die DNA von der
Firma GATC Biotech (Konstanz) sequenziert. Die DNA-Sequenzierung wurde
mittels der Kettenabbruchmethode nach Sanger durchgefiihrt (Sanger et al.
1992, 1977).

6.1.4  Generierung der PrP-Konstrukte

6.1.4.1 PrP-Konstrukte verschiedener Spezies

Die PrP-Konstrukte der verschiedenen Spezies wurden aus genomischer DNA
amplifiziert und in den pcDNA3.1(Zeo+) Vektor (Invitrogen) eingeflgt. Als
Restriktionsschnittstellen wurden am 5°-Ende Hind Il (Primer 1) und an dem 3'-
Ende Not | (Primer 2) verwendet (Tabelle 7).
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Tabelle 7. Ubersicht iiber die generierten PrP-Konstrukte.

Konstrukt Primer 1 Primer 2 GenBank™ Nummer
Hamster-PrP PrP_ham_fw PrP_ham_rev P04273

Rind-PrP PrP_bov_fw PrP_bov_rev AAQ6G4648
Wapiti-PrP PrP_wap_fw PrP_wap_rev ABW79904
Mensch-PrP PrP_hum_fw PrP_hum_rev AAA60182

6.1.4.2 PrP-Fc-Fusions-Konstrukte

Es wurden PrP-Fc-Fusions-Konstrukte generiert, die entweder den N-Terminus
(AS 1-120), den C—Terminus (AS 90-231) oder die ER-Signalsequenz von Maus-
PrP® (GenBank™ Nummer NP 035300), fusioniert mit einem Fc-Teil des
humanen 1gG; enthielten. Die DNA-Fragmente wurden aus dem PrP°-
Matrizenstrang amplifiziert und in den pFUSE-hlgG1-Fc1 Vektor (InvivoGen)
eingefiigt. Als Restriktionsschnittstellen wurden am 5°-Ende EcoRI (Primer 1) und

an dem 3’-Ende Xho | (Primer 2) verwendet (Tabelle 8).

Tabelle 8. Ubersicht iiber die generierten PrP-Fc-Fusions-Konstrukte.

Konstrukt AS von PrP Primer 1 Primer 2
N.PrP/Fc 1-120 PrP_fw PrP_N-term_rev
PrP.C/Fc 90-231 PrP_fw PrP_AGPI_rev
SS/Fc 1-23 PrP_fw PrP_SS rev

6.1.5 Weitere verwendete Konstrukte

Weitere Konstrukte wurden entweder von vorherigen Doktoranden generiert oder
von anderen Arbeitsgruppen zur Verfigung gestellt. Die Konstrukte mit den

entsprechenden Referenzen sind in Tabelle 9 aufgelistet.
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Tabelle 9. Ubersicht iiber weitere Konstrukte.
Die bereits im Labor vorhandenen Konstrukte wurden in den entsprechenden
Referenzen beschrieben.

Konstrukt Merkmal Referenz

PrP Maus-PrP%; Wildtyp (Winklhofer et al. 2003)

PrPAN Maus-PrP"; Deletion AS 27-89 (Winklhofer et al. 2003)

Maus-PrP®; Austausch der GPI-SS mit .

PrP-CD4 CD4-TM-Doméne (Winklhofer et al. 2003)

PrPAHD Maus-PrPC; Deletion AS 112-135 (Winklhofer et al. 2003)

HSE-Luc Iétézr:;erase; Promotor: humanen Hsp70B (Voellmy et al. 1985)

Hsp72 EYFP-Hsp72 (Kim et al. 2002)

AHSF Deletion AS 202-316 (Zuo et al. 1995; Winklhofer et al.
2001)

WtHSFE Wildtyp-HSF1 (Zuo et al. 1995; Winklhofer et al.
2001)

GFP-GPI GPl-verankertes GFP (Rambold et al. 2008)

) ) Mark R. Wilson, University of

Clusterin Humanes Clusterin Wollongong, New South Wales,

Australia

6.2 Bakterienkultur

6.2.1  Herstellung kompetenter Bakterien

Zur Herstellung kompetenter Bakterien des Eschericha coli (E. coli)-Stammes
DH5a wurde die Methode nach Sambrook verwendet (Sambrook et al. 1989).
Hierbei wird die Bakterien-Zellwand mittels divalenter Kationen destabilisiert und
somit fir Plasmid-DNA permeabel gemacht. Zunéchst wurden 2 mL Luria Broth
(LB)-Medium mit einer Bakterienkolonie beimpft und als Vorkultur fir 16 h bei
37°C geschittelt. Nach der Inkubation wurde die Vorkultur in 250 mL LB-Medium
gegeben, etwa 2-3 h bei 37°C geschittelt bis ein ODsgp-Wert zwischen 0,4 und
0,6 erreicht war. Anschlieffiend wurde die Kultur fir 5 min bei 4°C mit 3750 rpm
zentrifugiert, das Zellpellet in 100 mL TFB1-Puffer resuspendiert und weitere
5 min bei 4°C inkubiert. Die Suspension wurde nochmals fir 5 min bei 4°C mit
3750 rpm zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde anschlieend in 10 mL TFB2-
Puffer respuspendiert und 30-60 min bei 4°C inkubiert. Nach der Inkubation
wurden jeweils 100 pyL der Bakteriensuspension aliquotiert, schockgefroren und
bei -80°C gelagert.
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6.2.2 Transformation kompetenter Bakterien

Um kompetente Bakterien zu transformieren (Sambrook et al. 1989), wurde ein
Aliquot der Bakterien auf Eis aufgetaut, mit 100 bis 1000 ng Plasmid-DNA
versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen fir
90 Sekunden bei 42°C und anschlieRend fir weitere 5 min auf Eis inkubiert.
Danach wurde unter semi-sterilen Bedingungen, d.h. an der Bunsenbrenner-
Flamme, 400 pL LB-Medium (ohne Antibiotikum) dazugegeben. Diese
Bakteriensuspension wurde anschlieBend fir 1-1,5 h bei 37°C geschittelt.
AnschlieRend wurden 150 pL der Bakteriensuspension unter semi-sterilen
Bedingungen auf einer Agarose-Platte ausplattiert, wobei diese das jeweilige
Antibiotikum enthielt, gegen das die transformierte Plasmid-DNA eine Resistenz

aufweist. Die Agarose-Platte wurde etwa 17 h bei 37°C inkubiert.

6.2.3 DNA-Praparation aus Bakterien

Um die Plasmid-DNA aus den Bakterien zu isolieren, wurde das Nucleospin-Mini-
oder Endofree-Plasmid-Maxi-Kit verwendet. Hierbei wurde nach den Angaben

des Herstellers Macherey beziehungsweise Quiagen vorgegangen.

6.3 Zellkultur

6.3.1  Kultivierung von Zellen

Alle Zelllinien wurden als adhéarente Einzelzellrasen in Zellkulturflaschen
beziehungsweise —schalen bei 37°C und 5% CO; kultiviert.

Die murinen Neuroblastomzelllinien (N2a und ScN2a) wurde in MEM (Minimal
Essential Medium) kultiviert. Dem Medium wurden 10% hitzeinaktiviertes fotales
Kélberserum (FCS), 1% Antibiotika-L6ésung (Endkonzentration: 1 U/mL
Penicillin G und 1 pg/mL Streptomycin) und 2 mM Glutamin zugesetzt. Das
Medium der ScN2a Zellen wurde zusatzlich mit 5 mg G418 (Endkonzentration 10
mg/L) versetzt.

Die humane Neuroblastomzelllinie (SH-SY5Y) wurde in DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) kultiviert. Dem Medium wurden 8% hitzeinaktiviertes
fotales Kaélberserum, 1% Antibiotika-Lésung (Endkonzentration: 1 U/mL

Penicillin G und 1 pg/mL Streptomycin) und 2 mM Glutamin zugesetzt.
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Die CHO- und CHO-7PA2-Zellinie (Ovarialzellen des chinesischen Hamsters)
wurden in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) kultiviert. Dem Medium
wurden 10% hitzeinaktiviertes fétales Kalberserum, 1% Antibiotika-Losung
(Endkonzentration: 1 U/mL Penicillin G und 1 pg/mL Streptomycin), 2 mM
Glutamin und 10.5 pg/mL Prolin zugesetzt. Das Medium der CHO-7PA2 Zellen

wurde zusétzlich mit 5 mg G418 (Endkonzentration 10 mg/L) versetzt.

6.3.2 Passagierung der Zellen

Zur Passagierung der verschiedenen Zelllinien wurde nach dem folgenden
Verfahren vorgegangen. Das jeweilige Medium und PBS (ohne Calcium und
Magnesium)(-/-) (Gibco) wurden 30 min bei 37°C und das Trypsin 30 min bei
Raumtemperatur aufgewarmt. Die Zellen wurden zweimal mit 7 mL PBS(-/-)
gewaschen, mit 0,5 mL Trypsin versetzt und nach entsprechender
Inkubationszeit durch vorsichtiges Klopfen vom Boden der Zellkulturflasche
abgel6st. AnschlieRend wurde die Zellsuspension in Vollmedium aufgenommen
und in eine sterile Zellkulturflasche, in der 7 mL Vollmedium vorgelegt war,

pipettiert. Die Zellen wurden je nach Linie alle 2-4 Tage passagiert.

6.3.3  Ausplattieren

Zum Ausplattieren der Zellen wurden die Medien und das PBS(-/-) fir 30 min bei
37°C und das Trypsin 30 min bei Raumtemperatur aufgewarmt. Die Zellen
wurden zweimal mit 7 mL PBS(-/-) gewaschen, mit 0,5 mL Trypsin versetzt und
nach entsprechender Inkubationszeit durch vorsichtiges Klopfen vom Boden der
Zellkulturflaschen abgel6st. AnschlieRend wurde die Zellsuspension in 7,5 mL
Vollmedium aufgenommen. Die Menge der Zellen in der Suspension wurde
mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmt. In Abhangigkeit von der Zelllinie und
von dem Kultivierungszeitraum wurde eine bestimmte Zellmenge in einer 12-well
Platte (1 mL Vollmedium), einer 3,5 cm Schale (2 mL Vollmedium), 6 cm Schale
(3 mL Vollmedium) oder 10 cm Schale (9 mL Vollmedium) ausplattiert. Fur
Immunfluoreszenz-Analysen wurden vor dem Ausplattieren sterile Deckglaschen

in der Schale platziert.
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6.3.4 Transfektion

20 h nach Ausplattieren wurden die Zellen zweimal mit auf 37°C vorgewarmtem
Medium ohne Zusétze gewaschen. Fir die Transfektion wurde das
Transfektions-Kit Lipofectamin (Invitrogen) verwendet. Die Zellen wurden mit
Plasmid-DNA nach den Angaben des Herstellers in OPTIMEM transfiziert. Nach
2 h (SH-SY5Y Zellen) oder 3 h (N2a/ScN2a/CHO/CHO-7PA2 Zellen) Inkubation
wurde das Transfektionsmedium abgesaugt und die Zellen mit 2 mL Vollmedium

versetzt.

6.3.5 Zellernte

16-24 h nach Transfektion wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS(-/-)
gewaschen und in 0,5 mL eiskalten PBS(-/-) auf Eis mit Hilfe eines Zellschabers
geerntet. Die Zellen wurden fur 10 Sekunden bei 12.000 rpm abzentrifugiert und

das Zellpellet auf Eis weiterverarbeitet.

6.3.6 Isolierung und Kultivierung primarer kortikaler Neuronen

Die PrP-Knockout-Mause sind urspriinglich von der Arbeitsgruppe von Charles
Weissmann generiert worden (Bleler et al. 1992). Hans Kretzschmar stellte uns
freundlicherweise Wildtyp (PrP**)- und PrP-Knockout (PrP%°)-Mause zur
Verfugung. Die priméren kortikalen Neuronen wurden aus PrP** oder PrP°
14,5-15,5 dpc (days post coitum) Mausembryonen isoliert. Die Gehirne wurden
entnommen, die Meningen entfernt und die Kortizes in HBSS (+ 10 mM Hepes)
Uberfihrt. Die isolierten Kortizes wurden mit aktivierter Papain-Losung versetzt
und 15 min bei 37°C inkubiert. Anschlieliend wurden die Kortizes mit DMEM
(+10% FCS) gewaschen, mit 5 mL DMEM (+10% FCS) versetzt und mit Hilfe
einer 2 mL Pipette tituiert. Die Suspension wurde mit 1000 rpm 4 min bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Das Pellet wurde in frischem DMEM (+10% FCS)
aufgenommen und die Zellzahl mittels Neubauer-Zdhlkammer bestimmt. Die
Neuronen wurden in einer Poly-L-Lysin (100 pg/mL)-beschichteten 3,5 cm
Schale mit einer Dichte von 1,3-1,4 x 10° ausplattiert. Fir Immunfluoreszenz-
Analysen enthielten die Schalen Deckgldschen. Nach 4 h erfolgte ein
Mediumwechsel zu Neurobasalmedium, das mit B27® supplement minus AO 50x

(1x), basische Fibroblasten Wachstumsfaktor (10 ng/mL),
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Nervenwachstumsfaktor (10 ng/mL) und L-Glutamin (0,5 mM) versetzt war. Die

primaren kortikalen Neurone wurden bei 37°C und 5% CO, kultiviert.

6.3.7 Beschichtung von Zellkulturschalen

Die Zellkulturschalen wurden mit einer sterilfiltrierten Beschichtungslésung, die
1,91% Natriumborat, 1,25% Borséure und 1 mg Poly-L-Lysin pro 10 mL L&ésung
enthielt, fir 16-24 h inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Schalen mehrmals

mit sterilem, bidestilliertem Wasser gewaschen.

6.4 Protein- und Nukleinsdureanalytik

6.41 Gesamtzelllysat

Um Proteine im Gesamtlysat untersuchen zu kdénnen, wurden die Zellpellets in
0,5% TritonX-100/DOC oder 0,1% Triton X-100 fir 10 min bei 4°C lysiert, wobei
dem Lysepuffer ein Protease-Inhibitor-Mix in der Verdinnung 1:500 zugesetzt
war. Nach Inkubation wurde das Zelllysat mit Laemmli-Proben-Puffer (mit oder
ohne B-Mercaptoethanol) versetzt, 10 min bei 95°C inkubiert und die Ubrigen
Zelltrimmer mit Hilfe einer Spritze mit einer Einmalkanlle der Grélke 27G

geschert und mittels Western Blot analysiert.

6.4.2 Nachweis der Loslichkeit im Lysat

Um die Ld&slichkeit von Proteinen in Detergentien zu untersuchen, wurden die
Zellpellets in 0,5% TritonX-100/DOC fir 10 min bei 4°C lysiert, wobei dem
Lysepuffer ein Protease-Inhibitor-Mix in der Verdinnung 1:500 zugesetzt war.
Nach Inkubation wurde das Zelllysat fir 20 min bei 4°C zentrifugiert, wobei das
Lysat in eine lI6sliche (S) und unldsliche (P) Fraktion geteilt wurde. Beide
Fraktionen wurden mit Laemmli-Proben-Puffer versetzt, 10 min bei 95°C
inkubiert, die Ubrigen Zelltrimmer mit Hilfe einer Spritze mit einer Einmalkanule

der Grofde 27G geschert und mittels Western Blot analysiert.
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6.4.3 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Gesamtproteinmenge der Zelllysate wurde mit Hilfe des Protein Assay Kits
nach der Methode von Bradford (Bradford 1976) bestimmt. Hierbei wurde nach

Angaben des Herstellers Bio-Rad vorgegangen.

6.4.4 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

nach Laemmli

Die Proteine im Zelllysat wurden mittels eindimensionaler diskontinuierlicher
Natriumdodecylsulfat (SDS)-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Laemmli
analysiert (Laemmli 1970). Hierfir wurden SDS-Gele mit einem 4%igen
Polyacrylamid-Sammelgel und einem 8-12%igen Polyacrylamid-Trenngel
hergestellt. Die Polyacrylamid-Konzentration des Trenngels wurde je nach Grole
des zu untersuchenden Proteins gewahlt. Die Gelelektrophorese wurde bei
150-220 V in einer Hoefer-SE600-Kammer durchgefihrt.

6.4.5 Schagger Gele

Anhand der Gelelektrophorese nach Schagger und Jagow kénnen Proteine bis
zu einem Molekulargewicht von 1 kDa analysiert werden (Schagger and von
Jagow 1987). Das SDS-Gel besteht aus einem 4%igen Polyacrylamid-
Sammelgel und einem Trenngel, das sich aus zwei Schichten zusammensetzt:
die untere Schicht mit 16,5% Polyacrylamid und die obere Schicht mit 10%
Polyacrylamid. Die Gelelektrophorese wurde bei 80-120 V in einer Bio-Rad-

Kammer durchgefihrt.

6.4.6 Proteintransfer auf Nitrozellulose (Western Blot)

Nach Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE nach Laemmli oder Schagger
wurden die Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran mit der Porengrélie
0,45 pm transferiert. Hierbei wurden je nach SDS-PAGE-Methode folgende
Parameter verwendet.

Nach Laemmli 90 min bei einer konstanten Stromstarke von 1000 mA

Nach Schagger 60 min bei einer konstanten Stromstarke von 400 mA
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6.4.7 Ponceau S-Farbung

Um die Effizienz des Proteintransfers zu Uberprifen, wurde die Nitrozellulose-
Membran mit einem roten Azofarbstoff Ponceau S reversibel angeféarbt. Hierflir
wurde die Membran fir 2 min in der Farbstoff-Lésung geschwenkt und in Wasser

entwickelt.

6.4.8 Immundetektion der Proteine

Nach dem Proteintransfer und gegebenenfalls der Ponceau S-Férbung wurden
die unspezifischen Bindungsstellen der Nitrozellulose-Membran geblockt, indem
die Membran 1 h im Blockierungspuffer geschwenkt wurde. Um die gewlinschten
Proteine auf der Membran zu detektieren, wurden diese in dem jeweiligen
Antikorper fir 16-20 h bei 4°C geschwenkt. Nach Inkubation wurde die Membran
dreimal je 10 min in PBS-T gewaschen und anschlieBend mit dem
entsprechenden sekundaren Antikdrper, an dem das Enzym
Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt ist, 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Membran wurde nochmals dreimal je 10 min in PBS-T gewaschen und
schlieBlich mit einem HRP-Substrat inkubiert. Das HRP wird in einer
enzymatischen Reaktion umgesetzt, wobei Chemilumineszenz entsteht, die mit
Hilfe eines Rontgenfilms detektiert werden kann. Somit kénnen die Proteine auf
dem Rodntgenfilm sichtbar gemacht werden. Fir die Quantifizierung der
Chemilumineszenz wurde ein ChemiDot Imager (Fujifilm LAS-4000) genutzt. Die
Intensitat der Hsp72-Bande wurde auf B-Aktin normalisiert. Die Werte der CHO-
7PA2 Zellen wurden innerhalb eines Versuches auf die Werte der
gleichbehandelten CHO Zellen bezogen.

Um AB detektieren zu kénnen, wurden die Nitrozellulose-Membran nach dem
Proteintransfer 10 min in PBS(-/-) gekocht und anschliel3end 1 h in I-Block-Puffer
geschwenkt. Nachdem die Membran im jeweiligen Antikérper fur 16-20 h bei 4°C
geschwenkt worden war, wurde die Membran dreimal je 10 min in TBS
gewaschen und anschlieRend mit dem entsprechenden sekundaren Antikdrper,
an dem das Enzym Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt ist, 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurde dreimal je 5 min in TBS

gewaschen, mit einem HRP-Substrat inkubiert und entwickelt.
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6.4.9 Immunpréazipitation von PrP

Die Zellen wurden in 0,5% TritonX-100/DOC fur 10 min bei 4°C lysiert und
anschlieftend fir 20 min bei 4°C zentrifugiert, wobei das Lysat in einen I6slichen
Uberstand (S) und ein unlésliches Pellet (P) geteilt wurde. Das unlésliche Pellet
wurde in 0,5% TritonX-100/DOC/Sarkosyl/1% SDS aufgenommen, 10 min bei
95°C gekocht und mit 0,5% TritonX-100/DOC/Sarkosyl versetzt. Beiden
Fraktionen wurde der Anti-PrP Antikdrper zugesetzt und Gber Nacht bei 4°C mit
Hilfe eines Uberkopfschwenkers (UKS) geschwenkt. Nach der Inkubation wurde
den Proben Protein A oder G-Sepharose zugesetzt und 1-1,5 h bei 4°C unter
Verwendung des UKS inkubiert. Der Antigen-Antikérper-Protein A/G-Sepharose-
Komplex wurde mittels Zentrifugation (6000 rpm, 5 min, 4°C) pelletiert, zweimal
mit 0,5% TritonX-100/DOC/Sarkosyl und einmal mit 0,5% TritonX-100/DOC
gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Pellets mit Laemmli-
Proben-Puffer aufgenommen und 10 min bei 95°C inkubiert. Die Proben wurden

mittels Western Blot analysiert

6.4.10 Immunprazipitation von A

Um AB im konditionierten Medium zu analysieren, wurde das Medium von den
CHO oder CHO-7PA2 Zellen abgenommen, 10 Sekunden bei 12.000 rpm
zentrifugiert und der zellfreie Uberstand in ein neues ProbengefaR tberfiihrt. Das
Medium wurde mit Protease-Inhibitor-Mix und einem Anti-AB Antikdrper versetzt
und 2 h bei 4°C mit Hilfe eines UKS geschwenkt. Nach der Inkubation wurde
dem Medium Protein A-Sepharose zugesetzt und 16-20 h bei 4°C unter
Verwendung des UKS inkubiert. Der Antigen-Antikérper-Protein A-Sepharose-
Komplex wurde mittels Zentrifugation (6000 rpm, 5 min, 4°C) pelletiert und
jeweils einmal mit dem NaCl-Sten-Puffer, SDS/Sten-Puffer und Sten-Puffer fir
20 min bei 4°C mit Hilfe des UKS gewaschen. Die Sepharose-Kiigelchen wurden
stets durch Zentrifugation (6000 rpm, 5 min, 4°C) pelletiert. Nach dem letzten
Waschschritt wurden die Pellets mit Laemmli-Proben-Puffer aufgenommen und
5 min bei 95°C inkubiert. Die Proben wurden mittels Western Blot unter

Verwendung eines Anti-AB Antikérpers analysiert.
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6.4.11 Nachweis von GPIl-verankerten Oberflachenproteinen

Zur Analyse von GPl-verankerten Oberflachenproteinen wurden die Zellen mit
dem entsprechenden Konstrukt transient transfiziert. 24 h nach Transfektion
wurden die Zellen zweimal mit PBS (mit Calcium und Magnesium)(+/+)
gewaschen und mit der Phosphatidylinositol-spezifischer Phospholipase C
(PI-PLC) in PBS(+/+) fur 3 h bei 37°C inkubiert. Wasser wurde als Kontrolle
verwendet. Nach Inkubation wurde das Medium abgenommen, 10 Sekunden bei
12.000 rpm zentrifugiert und der zellfreie Uberstand in ein neues Probengefal
Uberfihrt. Die Proteine im Medium wurden mittels TCA-Fallung (vgl. Abschnitt
6.4.12) isoliert. Die Zellen wurden geerntet, lysiert und mit Laemmli-Proben-
Puffer gekocht. Die Proteine im Zelllysat (L) oder im Medium (M) wurden mittels

Western Blot analysiert.

6.4.12 Nachweis der Sekretion

Die von Zellen sekretierten Proteine wurden mittels TCA-Fallung im Medium
nachgewiesen. Hierfur wurden die Zellen mit den entsprechenden Konstrukten
transient transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen zweimal mit
serumfreiem Medium gewaschen und 3 h bei 37°C in serumfreiem Medium
inkubiert. Nach Inkubation wurde das Medium abgenommen, 10 Sekunden mit
12.000 rpm bei 4°C zentrifugiert und der zellfreie Uberstand in ein neues
Probengefal® Uberfuhrt. Die sekretierten Proteine im Medium wurden mittels
Trichloressigsaure (TCA) gefallt. Hierfir wurde das Medium mit TCA
(Endkonzentration 5%) versetzt, 10 min bei 4°C inkubiert und 10 min mit
12.000 rpm bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde dreimal mit Aceton
gewaschen, bei Raumtemperatur getrocknet, anschlieRend in Laemmli-Proben-
Puffer aufgenommen und 10 min bei 95°C gekocht. Die Zellen wurden geerntet,
lysiert und mit Laemmli-Proben-Puffer gekocht. Die Proteine im Zelllysat (L) oder

im Medium (M) wurden mittels Western Blot analysiert.

6.4.13 Indirekte Immunfluoreszenz

Um die Expression von Proteinen mittels indirekter Immunfluoreszenz
nachzuweisen, wurden die Zellen zweimal mit 37°C-aufgewdrmtem PBS(+/+)

gewaschen und auf den Deckglaschen mit 3,7% Paraformaldehyd fixiert (20 min
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bei Raumtemperatur). AnschlieRend wurden die Zellen mit eiskaltem PBS(-/-)
gewaschen und mit Hilfe von 0,2% Triton X-100 (in PBS(-/-)) permeabilisiert.
Nach 10-minitiger Inkubation wurden die Zellen mit eiskaltem PBS(-/-)
gewaschen und die unspezifischen Bindungsstellen mit Hilfe eines
Blockierungspuffers blockiert (1 h bei Raumtemperatur). AnschlieRend wurden
die Zellen mit eiskaltem PBS(-/-) gewaschen und fir 16-20 h bei 4°C mit den
entsprechenden primaren Antikérpern inkubiert. Nach Inkubation wurden die
Zellen mit eiskaltem PBS(-/-) und 0,1% Tween-20 (in PBS(-/-)) gewaschen und
fir 1 h bei Raumtemperatur mit sekundaren Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten
IgG Antikdrpern (Alexa) inkubiert. Nach weiteren Waschschritten mit eiskaltem
PBS(-/-) und 0,1% Tween-20 (in PBS(-/-)) wurden die Zellen in Mowiol
eingebettet. Um die Kerne zu farben, wurden entweder die Zellen vor dem
Einbetten fir 10 min mit ToPro in PBS(-/-) (1:10.000) inkubiert oder es wurde der
Mowiol-Lésung Dapi (1 pg/mL) zugesetzt. Die Préparate wurden mittels
Fluoreszenzmikroskopie unter Verwendung des Zeiss Axiovert 200M oder

Axioscope 2 plus Mikroskops (Carl Zeiss) analysiert.

6.4.14 Co-Kultivierungsexperimente der SH-SY5Y Zellen

Far Co-Kultivierungsexperimente wurden SH-SY5Y Zellen auf Glasdeckglaschen
kultiviert und mit den jeweiligen Konstrukten transient transfiziert. 2 h nach
Transfektion wurden die Deckgldschen in Schalen, die eine 90% konfluente
Zellschicht der N2a, ScN2a, CHO oder CHO-7PA2 Zellen enthielten, Uberfihrt.
Nach 16 h Co-Kultivierung wurde die Apoptoserate oder die mitochondriale

Integritat der SH-SY5Y Zellen mittels indirekter Immunfluoreszenz analysiert.

6.4.15 Apoptose-Assay

Fur die Quantifizierung der Apoptoserate wurden die SH-SY5Y Zellen auf
Deckglaschen fixiert und mittels indirekter Immunfluoreszenz unter Verwendung
des aktiven Caspase 3-Antikdrpers analysiert (vgl. Abschnitt 6.4.13). Der Anteil
der aktiven Caspase 3-positiven Zellen oder der Anteil der Zellen mit
fragmentiertem Zellkern von mindestens 1000 transfizierten Zellen wurde
bestimmt. Alle Quantifizierungen basieren auf mindestens drei voneinander

unabhangigen Experimenten. Um die Expressionsmengen der jeweiligen
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Konstrukte zu Uberprifen, wurden parallel geernteten Zellen mittels Western Blot

analysiert.

6.4.16 Analyse der mitochondrialen Morphologie von SH-SY5Y Zellen

Um die mitochondriale Morphologie der SH-SY5Y Zellen nach der Co-
Kultivierung mit ScN2a oder N2a Zellen zu analysieren, wurden die Zellen vor
dem Fixieren mit MitoTracker® Red CMXRos (Invitrogen) (Endkonzentration
100 nM) inkubiert. Die Anzahl der SH-SY5Y Zellen mit nicht-tubularen,
fragmentierten Mitochondrien von mindestens 500 transfizierten Zellen wurden
bestimmt. Alle Quantifizierungen basieren auf mindestens drei voneinander

unabhangigen Experimenten.

6.4.17 Behandlung mit dem y-Sekretase-Inhibitor DAPT

Um die Generierung von AB zu verhindern, wurden die CHO-7PA2 Zellen mit
dem y-Sekretase-Inhibitor DAPT ((N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-
phenylglycine t-butyl ester)) (Endkonzentration 1 uM) fir 24 h behandelt. Nach
Inkubation wurde AB im konditionierten Medium mittels Immunprazipitation und
anschlielRender Western Blot Analyse untersucht. Um den Effekt der fehlenden
AB Generation in dem Co-Kultivierungsexperiment zu analysieren, wurden die
CHO-7PA2 oder CHO Zellen 24 h vor und wahrend der Co-Kultivierung mit
DAPT (Endkonzentration 1 yM) behandelt.

6.4.18 Behandlung mit einem Hefeprion-Protein NM

Die NM-Stammlésung wurde in Kollaboration mit der Gruppe von Susan
Lindquist nach der bereits beschriebenen Methode hergestellt (Scheibel et al.
2001). Transient transfizierte SH-SY5Y Zellen wurden mit vernetzten,
niedermolekularen NM Oligomeren (Endkonzentration 500 nM) oder dem Puffer
A als Kontrolle behandelt. Nach 7 h Inkubation wurde die Apoptoserate bestimmt
(vgl. Abschnitt 6.4.15).
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6.4.19 Behandlung mit einem de novo entworfenen Peptid

Die Stammlésung des de novo entworfenen B-Peptids und des a-Peptids wurden
in Kollaboration mit der Gruppe von Ullrich Hartl nach der bereits beschriebenen
Methode hergestellt (Olzscha et al. 2011; West et al. 1999). Fur die Analyse der
Apoptoserate wurden SH-SY5Y Zellen transient transfiziert und mit dem -
Peptid, a-Peptid (Endkonzentration 200 nM) oder PBS behandelt. Nach 12 h
Inkubation wurde die Apoptoserate bestimmt (vgl. Abschnitt 6.4.15).

6.4.20 Behandlung mit dem NMDA-Rezeptor-Antagonisten Memantin

Um den Effekt des NMDA-Rezeptor-Antagonisten Memantin auf die
Apoptoserate co-kultivierter oder mit dem [3-Peptid behandelter SH-SY5Y Zellen
zu analysieren, wurden die SH-SY5Y Zellen 1 h vor und wahrend der Co-
Kultivierung beziehungsweise B-Peptid-Behandlung mit Memantin
(Endkonzentration 10 yM) inkubiert. Wasser wurde als Kontrolle verwendet. Die
Apoptoserate wurde, wie in den entsprechenden Abschnitten beschrieben,
bestimmt (vgl. Abschnitt 6.4.14 und 6.4.19).

6.4.21 Behandlung mit dem Oligomer-spezifischen Antikérper A11

Um den Effekt des Oligomer-spezifischen Antikérpers A11 auf die Apoptoserate
co-kultivierter Zellen zu analysieren, wurden die N2a, ScN2a, CHO, CHO-7PA2
Zellen 1 h vor und wahrend der Co-Kultivierung mit dem Antikérper A11
(Endkonzentration 1 pg/mL) oder Kontrollserum inkubiert. Die Apoptoserate

wurde mittels indirekter Immunfluoreszenz bestimmt (vgl. Abschnitt 6.4.14).

6.4.22 Proteinase K-Verdau

Um PK-resistentes Material nachzuweisen, wurden die ScN2a oder N2a Zellen
geerntet, in Lysepuffer B lysiert und mit Proteinase K (Endkonzentration
10 pg/mL) far 30 min bei 37°C inkubiert. Der PK-Verdau wurde mit 2 mM
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) abgestoppt. Nach einer 5-minltigen
Inkubation auf Eis, wurde dem Zelllysat Laemmli-Proben-Puffer zugesetzt und

10 min bei 95°C gekocht. AnschlieRend wurde die Probe mit Hilfe einer Spritze
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mit einer Einmalkanile der Gréle 27G geschert und mittels Western Blot

analysiert.

6.4.23 Co-Kultivierungsexperimente und Behandlung priméarer Neuronen

Fir Co-Kultivierungsexperimente wurden die primaren kortikalen Neuronen direkt
nach ihrer Isolierung in Poly-L-Lysin-beschichtete Schalen ausplattiert, die eine
20% konfluente Schicht der ScN2a oder N2a Zellen enthielten. Nach 4 oder 5
Tagen in Kultur wurden die Neuronen mittels indirekter Immunfluoreszenz
untersucht. Fur die Analyse der Uberlebensrate der Neurone und der Lénge der
Dendriten wurden die primaren Neuronen mit Anti-MAP2 Antikorper geférbt. Die
Zellkerne wurden mit TO-PRO®-3-iodid (642/661) sichtbar gemacht. Um die
Uberlebensrate zu untersuchen, wurde die Zellzahl MAP2—positiver Neuronen in
einer Flache von 1 mm? mittels Fluoreszenzmikroskopie bestimmt. Die
dendritischen Langen von mindestens sechs priméren Neuronen, die 4 Tage mit
ScN2a oder N2a Zellen co-kultiviert wurden, wurden mit Hilfe eines Zeiss LSM
Image Programmes quantifiziert. Um die mitochondriale Morphologie der
primaren Neuronen nach der Co-Kultivierung mit ScN2a oder N2a Zellen zu
analysieren, wurden die Zellen vor dem Fixieren mit MitoTracker® Red CMXRos
(Invitrogen) (Endkonzentration 250 nM) inkubiert. B3 Tubulin diente als
neuronaler Marker. Es wurde der Anteil der primaren Neuronen mit perinuklear
angehéuften Mitochondrien von mindestens 500 Neuronen bestimmt. Um den
toxischen Effekt von einem de novo entworfenen B-Peptid auf primare kortikale
Neuronen zu analysieren, wurden diese am Tag 4 und Tag 5 mit dem [3-Peptid
(2 oder 5 pM) versetzt. Am Tag 6 wurden die Neuronen fixiert und mittels
indirekter Immunfluoreszenz unter Verwendung des Anti-B3 Tubulin Antikérpers
analysiert. Alle Quantifizierungen basieren auf mindestens drei voneinander

unabhangigen Experimenten.

6.4.24 Bestimmung der Luziferase-Aktivitdt im Gesamtzelllysat

Die Luziferase-Aktivitdt der Gesamtlysate wurde mit Hilfe des Luciferase Assay
Systems nach Angaben des Herstellers Promega bestimmt. Hierbei wurden die
Zellen geerntet, in flissigen Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Das Zellpellet wurde in dem Reporter-Lyse-Puffer aufgenommen, 15 min bei

136



Methoden

Raumtemperatur geschittelt und 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert.
AnschlieRend wurde die Luziferase-Aktivitdt des Lysates mit Hilfe des
Luminometers LB96V oder des Luminometers Mithras LB 940 (Berthold
Technologies, Bad Wildbad) vermessen. Die Auswertung erfolgte mit der
WinGlow Software der Firma Berthold.
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8

Abb.
AB
APP
APS
AS
ATP
BSA
BSE
CHO
CJD
CWD

Da
DAPI
dATP
dCTP
dGTP
dTTP
dNTP
DMEM
DMSO
DNA
DOC
dpc
E.coli
ECL
EDTA
EPSP
eQKS
ER
FCS
FFI
FSE
GFAP
GFP
GPI
HBSS
HD
HMW
HRP
Hsp
HSR
JNK
LTP
MEM
MOPS
NMR

Glossar

Abbildung

Amyloid B

Amyloid-Vorlaufer-Protein
Ammoniumperoxidsulfat

Aminoséaure

Adenosintriphosphat

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
Bovine spongiforme Encephalopathie
Chinese hamster ovary
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

Chronisch zehrende Hirschkrankheit (chronic wasting
disease)

Dalton

4" ,6-Diamidino-2-phenylindol
Deoxyadenosintriphosphat
Deoxycytosintriphosphat
Deoxyguanosintriphosphat
Deoxythymidintriphosphat
Deoxynukleotidtriphosphat

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure

Desoxycholat

days post coitum

Escherichia coli

Enhances Chemiluminescence
Ethylendiamintetraessigsaure
Exzitatorisches post-synaptisches Potential
Extrazelluldres Qualitatskontrollsystem
Endoplasmatisches Retikulum

Fotales Kalberserum (fetal calf serum)

Fatale Familidre Insomnie

Feline spongiforme Enzephalopathie

Saure Gliafaserprotein (glial fibrillary acidic protein)
Grin fluoreszierendes Protein
Glykosylphosphatidylinositol

Hanks” Balanced Salt Solution

Hydrophobe Domaéane

Hohes Molekulargewicht
Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase)
Hitzeschock-Protein

Hitzeschock-Antwort

c-Jun N-terminale Kinasen
Langzeit-Potenzierung

Minimal Essential Medium
3-Morpholinopropansulfonsaure
Kernspinresonanz-Spektroskopie (nuclear magnetic
resonance)
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Glossar

kb Kilobasenpaare

kDa Molekulargewicht von Proteinen (Kilodalton)

LTP Langzeit-Potenzierung

MAP2 Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2

Oligo Oligomer-Fraktion

OR Oktarepeat

ORF offener Leserahmen (open reading frame)

PAGE Polyacryalamid-Gelelektrophorese

PBS Phosphat-gepufferte physiologische Kochsalzlésung

PCR Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction)

pH negativer dekadischer Logarithmus der H;O"-

lonenkonzentration

PK Proteinase K

PRNP PrP-Gen

PrP Prion-Protein

Ponceau S 3-Hydroxy-4-[2-sulfo-4-(4-sulfophenylazo)-phenylazo]-2,7-
naphthalendisulfonsaure

RNA Ribonukleinsdure

rpm Umdrehung pro Minute (rounds per minute)

RT Raumtemperatur

Sarkosyl N-Lauroylsarkosin

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecylsulfat)

SEC Grolienausschlusschromatographie

SOD Superoxiddismutase

SS Signalsequenz

ST Stress-induzierbares Protein 1

TAE Tris-Acetat-EDTA

TCA Trichloressigsaure

TE Tris-EDTA

TEMED N,N,N",N’-Tetramethylethylendiamin

TEV Tabacco Etch Virus

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Triton X-100 t-Octyl-Phenoxy-Polyethoxyethanol

TSE Transmissible spongiforme Enzephalopathien

Tween-20 Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat

U Enzymaktivitat, Umsetzung von 1 pymol Substanz/min

UPR Unfolded stress response

wit Wildtyp

ZNS Zentrales Nervensystem

Aminosauren wurden nach dem Einbuchstaben-Code bezeichnet. Gewichts- und

andere Einheiten wurden nach dem internationalen SI-System benannt.
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