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1. Einleitung

1.1 Prionkrankheiten oder iibertragbare spongiforme Enzephalopathien

Als Prionkrankheiten oder iibertragbare spongiforme Enzephalopathien bezeichnet man eine
Gruppe todlich verlaufender degenerativer Krankheiten des ZNS (Zentralnervensystem)
sowohl von Tieren als auch vom Menschen, die entweder vererbt oder iibertragen werden
oder auch sporadisch auftreten.

Als Archetyp dieser Krankheiten gilt die seit tiber 250 Jahren (McGowan, 1922) bekannte und
in vielen Landern aufiretende Traberkrankheit (Scrapie, von engl. ,to scrape®) von Schafen
und Ziegen. Die transmissible Enzephalopathie des Nerzes (TME, , Transmissible Mink
Encephalopathy*) (Hartsough & Burger, 1965), die chronisch zehrende Krankheit der
Hirschartigen (CWD, ,,Chronic Wasting Disease*) von Wedelhirschen und Wapiti (Williams
& Young, 1980), bovine spongiforme Enzephalopathie (BSE) (Wells et al., 1987),
spongiforme Enzephalopathien bei zahlreichen Zootieren (Jeffrey & Wells, 1988) und feline
spongiforme Enzephalopathie (Wyatt et al., 1991) sind weitere Prionkrankheiten bei Tieren.
Zu den spongiformen Enzephalopathien des Menschen zdhlt man die Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit (CJD) (Creutzfeldt, 1920; Jakob, 1921), das Gerstmann-Striaussler-Scheinker-
Syndrom (GSS) (Gerstmann et al., 1936), die todliche familidre Insomnie (FFI, ,,fatal familial
insomnia“) (Lugaresi et al., 1986), sowie Kuru (Zigas et al., 1957).

Bereits 1936 gelang Cuillé und Chelle durch experimentelle Ubertragung von Scrapie (Cuillé
& Chelle, 1936) bei Schafen und Ziegen der Nachweis der infektiosen Natur dieser
Erkrankung. Im Jahre 1959 erkannte Hadlow Ahnlichkeiten zwischen Scrapie und Kuru, einer
durch rituellen Kannibalismus iibertragenen neurologischen Erkrankung (Klatzo et al., 1959;
Hadlow 1959). Mit der Ubertragung von Kuru (Gajdusek et al., 1966) und CJD (Gibbs et al.,
1968) auf Schimpansen durch intrazerebrale Inokulation von Hirnhomogenat konnte das
Vorhandensein eines infektidosen Agens auch fiir humane Prionkrankheiten gezeigt werden.
Im Jahre 1981 folgte die Ubertragung erblicher spongiformer Enzephalopathien des

Menschen auf Primaten (Masters ef al., 1981).

Das Mitte der achtziger Jahre des letzten Jahrhunderts massive, sich rasch zu einer Epidemie
ausbreitende Auftreten von BSE bei Rindern in GroBbritannien (Wilesmith et al., 1988;
Anderson et al., 1996) wurde gemeinhin auf die Ubertragung von Scrapie auf Rinder in Form

von kontaminiertem Tiermehl zuriickgefiihrt. Eine alternative Hypothese geht davon aus, dass



die Epidemie durch Aufarbeitung und Verfiitterung von Rindern, welche an einer Form von
sporadischer BSE erkrankt waren, ausgelost wurde (The BSE Inquiry, 2000; Zentek et al.,
2002).

Bei zahlreichen weiteren Spezies, wie Grolem Kudu, Nyala, Arabischem SpieBbock,
Sabelantilope, Elanantilope, Bison, Tiger, Gepard, Ozelot, Puma und Hauskatzen, konnten
zeitgleich oder nach dem Aufireten von BSE einzelne Félle von spongiformer
Enzephalopathie beobachtet werden - dies deutete darauf hin, dass BSE eine breite
Wirtsspezifitit hat, was durch erfolgreiche experimentelle Ubertragungen auf zahlreiche
Sdugerspezies, wie z.B. Makaken (Lasmézas ef al., 1996) oder Schafe (Houston et al., 2000)
bestétigt wurde.

Dem Ausbruch von BSE folgte etwa zehn Jahre spiter das Auftreten einer neuen Variante der
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (,,vCJD*“ oder ,,nvCJD*) in GroB3britannien (Will et al., 1996)
und Frankreich (Chazot et al., 1996; Deslys et al., 1997). Besonderheiten dieser Krankheit
sind eine von den klassischen Creutzfeldt-Jakob-Krankheiten abweichende Neuropathologie
sowie das auffillig niedrige Durchschnittsalter der Patienten (Ridley & Baker, 1996) von
etwa 30 Jahren.

Infektionsstudien zeigten, dass BSE und vCJD, im Gegensatz zu herkdmmlichen
Prionkrankheiten, identische Transmissionseigenschaften (Bruce et al., 1997; Hill et al.,
1997; Scott et al., 1999) und eine nicht voneinander zu unterscheidende molekulare Signatur
aufweisen (Priola, 1996; Collinge et al., 1996), was einen direkten Zusammenhang beider
Krankheiten nahe legt.

In GroBbritannien sind iiber 180000 bestitigte Fille von BSE aufgetreten, wobei von einer
Gesamtzahl von einer bis zwei Millionen infizierter Rinder ausgegangen wird (Anderson et
al., 1996; Donnelly et al., 2002). Das Auftreten von BSE hat sich, wenngleich in deutlich
geringerem Ausmal, auf viele andere Lander weltweit, unter anderem Portugal, Deutschland,
Italien, die Niederlande und Japan, ausgeweitet.

Der neuen Variante, vCJD, sind bislang rund 130 Menschen zum Opfer gefallen, wobei der
Grofteil der Félle in GroBbritannien (iiber 115 bestdtigte Fille) registriert wurde (Stand
Oktober 2002; Quellen: Department of Health, UK www.doh.gov.uk/cjd ; Organic

Consumers Association, Www.organicconsumers.org ).

Zuverldssige Aussagen beziiglich des Infektionsrisikos sowie der zu erwartenden Gesamtzahl
an vCJD-Erkrankungen entbehren aufgrund vieler noch ungeklirter Sachverhalte, wie der

Linge der Inkubationszeit sowie einer eventuell existierenden genetischen Pridisposition
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(Jackson et al., 2001), und einer zu geringen Menge an vorhandenen Daten bislang jeglicher
wissenschaftlicher Grundlage.

Die Natur des infektiosen Agens der spongiformen Enzephalopathien ist auch nach vielen
Jahren intensiver Forschungsarbeit noch nicht genau bekannt. Die urspriingliche Annahme,
dass es sich bei dem Agens aufgrund der langen Inkubationszeiten um ein langsames Virus
handelt (Sigurdsson, 1954), ist aufgrund des fehlenden Nachweises einer viralen
Nukleinsdure, bzw. einer immunologischen Reaktion und der bemerkenswerten Resistenz des
transmissiblen Agens gegen Nukleinsdure-deaktivierende Behandlungen wie grof3e Hitze,
UV-Strahlung, Formaldehyd oder Nukleasen, wissenschaftlich nicht haltbar. Bereits 1966
wurde vermutet, dass das transmissible Agens von Scrapie keine Nukleinsdure enthilt (Alper
et al., 1966, 1967) - ein Protein wurde als maB3gebliche Komponente des infektiosen Partikels
vorgeschlagen (Griffith, 1967).

Bolton et al. gelang 1982 die Isolierung eines Protease-resistenten Sialoglycoproteins aus
Scrapie-infiziertem Hirnhomogenat. Dieses Protein, welches sich im Gehirn betroffener
Spezies anreichert und amyloide Ablagerungen bildet (Bendheim et al., 1984; Kitamoto et al.,
1986), war der Hauptbestandteil der infektiosen Fraktion. Die Bezeichnung ,Prion*
(,,proteinaceous infectious particle®) wurde vorgeschlagen (Prusiner, 1982), um das infektiose
Agens von Erregern wie Bakterien, Viren oder Viroiden zu unterscheiden. Prionen wurden
definiert als ,kleine, proteinhaltige, infektiose Partikel, welche resistent gegeniiber
Nukleinsdure-modifizierenden Behandlungen sind“ (Prusiner, 1982). Die von Prusiner
erstmals 1982 vorgestellte Prion-Hypothese beschreibt einen neuen Ubertragungsweg
biologischer Information, bei dem eine abnorme, infektiose Isoform eines zelluldren Proteins
ihre Information durch Umbildung des normalen, zelluldren Pendants iibertrdgt. Die
Replikation des transmissiblen Agens, des Prions, wird hierbei nicht durch Nukleinsduren
vermittelt, sondern durch konformationelle Anderung eines endogenen Proteins (Prusiner,

1998).

1.2 Zelluliires Prion-Protein (PrP) und die pathogene Isoform PrP®

Das zellulire Prion-Protein (PrP°) ist ein hochkonserviertes Protein, welches bei Siugetieren
(Schétzl et al., 1995; Windl et al., 1995), Vogeln (Gabriel et al., 1992), Reptilien (Simonic et
al., 2000), Amphibien (Strumbo et al., 2001) und Fischen (Suzuki et al., 2002) nachgewiesen

wurde und moglicherweise von allen Vertebraten exprimiert wird.



Die mRNA von PrP ist bereits wihrend der frithen Phase der Embryogenese im Gehirn
nachweisbar (Harris et al., 1993) und der mRNA-Gehalt des Gehirns nimmt mit
fortschreitender Entwicklung zu (Manson et al., 1992). Bei ausgewachsenen Individuen wird
das Prion-Protein in fast allen Geweben exprimiert (Manson et al., 1992). Im ZNS,
insbesondere in Neuronen (Kretzschmar et al., 1986a), ist das Expressionsniveau von PrP©
am hochsten. PrP-Expression findet sich insbesondere auch in Zellen des Immunsystems
(Dodelet & Cashman, 1998).

PrP¢ durchliuft den sekretorischen Weg eines membranstindigen Proteins iiber den
ER/Golgi-Komplex, wéhrenddessen es mehrere posttranslationelle Modifikationen erfdhrt
und mit der Ausbildung mehrerer a-helikaler-Strukturen sowie einer kleinen B-Faltblatt-
Struktur und einer Disulfidbriicke (Cys178 - Cys213) im C-terminalen Bereich des Proteins

seine korrekte Konformation einnimmt (Abb. 1).

1 50 100 150 200 250
[ I I I I |
Signal- . hochkonservierte CHO CHO GPI-
peptid § Oktapeptide Region 181 | | 197 Anker
| i{ ]
| | | | | L _gg—1 /\/\N\
1-22 60-91 113-137 179 214 231-253
. 27-30
PQGGGGWGQ(PHGGGWGQ)4 proteaseresistenter Kern (PrP )
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Abb. 1: Strukturelle Charakteristika des humanen Prion-Proteins
Dargestellt sind die zellukire Isoform (PrP°), der proteaseresistente Kem von PrP™ (PrP*), sowie Charakteristika der
sekundéren Struktur.
Die Zahlen beziehen sich auf Aminosiurereste.
CHO: Glykosylienngsstellen S : Disulfidbriicke | : Spalstellen
H1,H2, H3 : o-Helices S1, S2 : 3-Faltblattanteile
(modifizierte Abb. nach H. Kretzschmar, 1998)

Die Biogenese von PrP® beginnt, geleitet durch eine N-terminale Signalsequenz, am
Endoplasmatischen Retikulum (ER). Im ER werden an die zwei N-Glykosylierungssequenzen
des Proteins (AS-Positionen 181 - 183 und 197 - 199 fiir humanes PrP) Mannose-Zucker
angehingt und PrP® erhilt nach Abtrennung der C-terminalen GPI-Erkennungssequenz einen

Phosphatidylinositolglykolipid(GPI)-,,Anker (Stahl et al., 1987); des Weiteren wird das N-



terminale Signalpeptid abgetrennt. Im Golgi-Apparat erfihrt das Prion-Protein anschlieBend
eine Umwandlung der Mannose-Zucker hin zu komplexeren, hybriden Zuckerresten und
gelangt schlieBlich als reifes Molekiil an die Zelloberfliche. Neu synthetisiertes PrP¢ gelangt
innerhalb einer Stunde vom ER an die Oberfliche (Caughey et al., 1989; Borchelt et al.,
1990).

Auf der Zelloberflache liegt der iiberwiegende Anteil der PrP-Molekiile, verbunden iiber den
GPI-Anker, extrazelluldr vor und kann mittels Phospholipasen (z.B. PIPLC) oder Proteasen
(z.B. Trypsin) experimentell von der Membran abgetrennt werden (Caughey et al., 1988,
1989, 1991a; Borchelt ez al., 1990; Shyng et al., 1993). Die Halbwertszeit von PrP¢ liegt
zwischen 4 - 6 Stunden (Caughey et al., 1989).

PrP¢ wird in unterschiedlich glykosylierten Formen exprimiert, wobei die Glykosylierung
Asparagin-gebundenen ist. Die doppelt-glykosylierte Form hat ein Molekulargewicht von 33 -
35 kDa (Oesch et al., 1985). Neben der doppelt-glykosylierten kommt es auch in einer un-
sowie einfach-glykosylierten Form vor (Bolton et al., 1985; Endo et al., 1989; Haraguchi et
al., 1989). Die glykosylierten Formen enthalten iiber 50 verschiedene Zucker (DeArmond et
al., 1999; Rudd et al., 2001; Pan et al., 2002).

Prion-Proteine besitzen im N-terminalen Bereich Tandem-Wiederholungen eines Peptids,
welches Kupferionen binden kann (Hornshaw et al., 1995; Schitzl et al., 1995; Brown et al.,
1997; Viles et al., 1999; Wopftner et al., 1999; Kramer et al., 2001). Humanes PrP besitzt vier
solcher Wiederholungen einer Sequenz von acht Aminosduren (Oktapeptid) — diese nehmen
den Bereich von AS 60 - 91 ein. Zusétzliche Oktapeptid-Insertionen sind beim Menschen mit
einer familidren, vererbbaren Form der Prionkrankheiten assoziiert (Goldfarb ef al., 1991,

1993; Owen et al., 1990; Cochran et al., 1996; Capellari et al., 1997; Lehmann et al., 1997).

Biochemische Untersuchungen von elektronenmikroskopisch erkennbaren und als Scrapie-
assoziierte Fibrillen (SAF) oder ,prion rods“ bezeichnete makromolekularen Strukturen in
TSE-infizierten Hirngewebspriparationen fiihrten zur Entdeckung des so genannten PrP*’>°,
dessen Bezeichnung sich aus seiner Migration im WesternBlot ableitet (Merz et al., 1981;
Bolton et al., 1982). PrP?"* ist der proteaseresistente Kernbereich des krankheitsspezifischen
Proteins (PrP*%), welches, im Gegensatz zum deutlich sensitiveren PrP durch einen
definierten Verdau mittels des Enzyms Proteinase K (PK) nicht vollstindig degradiert wird
(daher wird auch die Bezeichnung PrP-res, fiir resistent, verwendet).

SAF-angereicherte Pridparationen erwiesen sich als hochinfektios (Prusiner et al., 1983;
Diringer et al., 1983). Durch Aufreinigungen infizierter Hirnextrakte konnte eine gemeinsame
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Anreicherung sowohl von PrP als auch der Infektidsitdt um das mehr als Tausendfache



erreicht werden - dies wurde als Korrelation der Infektidsitdt mit einer bestimmten Form des
Prion-Proteins gedeutet (Prusiner ef al., 1983; Gabizon et al., 1988).

Von PrP*"" wurde die NH,-terminale Aminosiuresequenz bestimmt (Prusiner ef al., 1984)
und die dazu korrespondierenden Oligonukleotidsonden eingesetzt, um PrP-cDNA-Klone von
Hamster (Oesch et al., 1985) und Maus zu identifizieren (Chesebro et al., 1985; Locht et al.,
1986). Die Aminosduresequenzen von PrP® und PrP* sind véllig identisch. Der mRNA-
Spiegel von PrP¢ verindert sich im Verlauf einer Scrapie-Infektion kaum und in
aufgereinigten Prionpréparationen sind keine PrP-spezifischen Nukleinséduren auffindbar
(Oesch et al., 1985). Der Gehalt an Nukleinsduren pro Infektionseinheit betrdgt weniger als
ein Molekiil von mindestens 100 bp Lange (Meyer et al., 1991; Kellings ef al., 1992, 1993).
Des Weiteren konnten zwischen PrP® und PrP*° keinerlei Modifikationen durch differierende
kovalente Bindungen innerhalb des Proteins festgestellt werden (Stahl ez al., 1993). Obwohl
mogliche Unterschiede in den komplex arrangierten Glykoformen (Endo et al., 1989;
Haraguchi et al., 1989; Stahl et al., 1993; Rudd et al., 1999; Stimson et al., 1999) nicht
ausgeschlossen werden konnen, scheint der essentielle Unterschied zwischen PrP® und PrP®°
in der Proteinkonformation begriindet zu liegen (Pan ef al., 1993; Tatzelt et al., 1996).
Strukturanalysen mittels Fourier-Transformations-Spektroskopie ermittelten fiir PrP einen o-
helikalen Anteil von ca. 40 % und sehr wenige bis keine B-Faltblattstrukturen (Pan et al.,
1993). Durch Untersuchungen der magnetischen Kernresonanzen (NMR) eines sich in
Losung befindlichen PrP“-Fragmentes (AS 121 - 231) und eines rekombinanten PrPs der
Maus (AS 23 - 231) konnte der hohe a-helikale Anteil und der sehr geringe B-Faltblatt-Anteil
in der Sekundirstruktur bestitigt werden (Riek et al., 1996, 1997). Weitere NMR-Analysen
an rekombinantem Hamster- (Donne et al., 1997; James et al., 1997) sowie humanem PrP
(Zahn et al., 1999; Hosszu et al., 1999) zeigten grofie Ubereinstimmungen mit dem PrP® der
Maus.

Im Gegensatz dazu wurde fiir PrP*® ein B-Faltblatt-Anteil von ca. 50 % und ein a-Helix-
Anteil von nur ca. 20 % beschrieben (Caughey et al., 1991c; Pan et al., 1993; Safar et al.,
1993). Die vollstindige Aufklirung der posttranslationellen Umwandlung von PrP€ zu PrP*
konnte noch nicht erbracht werden (Borchelt et al., 1990; Caughey & Raymond, 1991).
Bislang ist es nicht gelungen, PrP*° in eine fiir die Strukturanalyse obligatorische, geloste
Form zu bringen. Daher ist nicht bekannt, wie PrP*® auf molekularer Ebene entsteht und nach
der Prion-Hypothese als entscheidende Komponente die Konformationsinderung des

endogenen PrP bewerkstelligt.



Es wurden bislang zwei voneinander abweichende Theorien fiir die Umfaltung des nativen
Proteins in seine pathogene Konformation durch eine bereits umgefaltete Isoform beschrieben
(Abb. 2). Das ,refolding*- oder ,Prusiner-Modell“ schldgt diesbeziiglich eine Ent- und
anschlieBende Neufaltung von PrP® unter dem Einfluss von PrP vor, bei der die
Uberwindung der dazu bendtigten, hohen Aktivierungsenergie durch eine Katalyse von
bereits existierendem PrP>¢ bewerkstelligt wird (Prusiner, 1991). Dieses Modell wurde
insoweit noch ausgebaut, als ein zellularer Faktor, das sogn. ,,Protein X*, und ein metastabiles
PrP-Intermediat postuliert wurden und die Bindung von Protein X an PrP, bzw. das
metastabile Intermediat der initiale Schritt bei der Entstehung von PrP*° ist. Beim so
genannten ,,Lansbury-Modell* (auch als ,nucleation- oder ,,seeding“- Modell bezeichnet)
befindet sich PrP® mit PrP* bzw. einem PrP**-Vorliufer in einem Gleichgewichtszustand zu
Gunsten des stabileren PrP. Zu einer Stabilisierung und Akkumulation von PrP® kommt es
nur durch das Vorhandensein eines PrP°‘-Aggregates (,seed”), welches aufgrund der
Addition von PrP*-Molekiilen eine fortlaufende Polymerisierung erfihrt. Die initiale Bildung
des PrP-Aggregates wird dabei als kinetisch kontrolliert und extrem langsam beschrieben;
ist jedoch erst einmal ein initiales, stabiles Aggregat entstanden, findet eine schnelle,
autokatalytische PrP*-Addition und eine Vervielfiltigung des pathogenen Agens statt (Jarret
& Lansbury, 1993; Come et al., 1993).

@—P PrP’ PrP> [ PrP’ [ Akkumulierung

Abb. 2: PrP%-Bildung und Akkumulation
Refolding-Modell (oben) und Seeding-Modell (unten)
PrP* : metastabiles Intermediat

Beide Theorien wurden hinsichtlich ihrer prototypischen Eignung in einer vergleichenden
kinetischen Analyse anhand biophysikalischer Kriterien als moglich bzw. gleich
wahrscheinlich bewertet (Eigen, 1996). Beide Modelle sind mafgeblich von drei Faktoren



abhiingig: die Gesamt-PrP“-Konzentration, das Gleichgewichts-Verhiltnis zwischen der
nativen und der selbst-aggregierenden Konformation und die Ubereinstimmung der PrP-
Molekiile, welche wihrend der Aggregation aufeinandertreffen. Uber eine mdgliche
Korrelation zwischen PrP und Infektidsitdt im Sinne eines selbstpropagierenden, infektidsen
Partikels, ist wenig bekannt. Infektiositit ist nicht zwingend an detektierbares PrP*° gebunden
(Collinge et al., 1995a; Wille et al., 1996; Lasmézas et al., 1997; Shaked et al., 1999). Durch
Titrationsversuche wurde ermittelt, dass eine einzelne infektidse Einheit aus etwa 10° PrPS-
Molekiilen besteht (Bolton et al., 1982). Uneinigkeit besteht dariiber, ob ein groes Aggregat
fiir Infektiositdt notwendig ist, oder, im anderen Extremfall, bereits ein einzelnes dieser PrP5e-
Molekiile infektios ist. In reinen in vitro-Konversionsexperimenten konnte eine de novo-
Anreicherung von Infektiositat bislang nicht erreicht werden. In diesen Experimenten wird ein
UberschuB an PrP°¢ als initiales Aggregat eingesetzt, um rekombinantes PrP® in eine
Protease-resistente Form, PrP-res, zu konvertieren. Die Umwandlung von PrPC in eine PK-
resistente Form ist hierdurch moglich - eine Neubildung infektioser Einheiten konnte jedoch
bislang noch nicht bewiesen werden (Kocisko et al., 1994, 1995; Bessen et al., 1995;
DebBurman et al., 1997; Hill et al., 1999a). Dies wurde meist auf eine zu geringe
Konversionseffizienz zuriickgefiihrt - eine Begriindung, die aufgrund einer in jlingerer Zeit
etablierten in vitro-Amplifikationsmethode, bei welcher die Bildung von PrP-Aggregaten
durch zyklische Sonifizierung stark beschleunigt wird (Saborio et al., 2001), moglicherweise
bald widerlegt werden kann. Es ist auch denkbar, dass diese Versuchsansitze nur den initialen
Schritt wihrend der Generierung der infektiosen Isoform von PrP simulieren, welche weitere,

noch nicht identifizierte Kofaktoren erfordert.

Trotz zahlreicher Versuchsansitze gibt es beziiglich der normalen Funktion von PrP® bislang
nur indirekte Hinweise. Die Lokalisation von PrP® auf der Oberfliche von Neuronen des ZNS
deutet auf eine Aufgabe bei der Zelladhdsion (Stahl et al., 1987; Graner et al., 2000a,b) oder
die Beteiligung an der Signaliibertragung hin (Kretzschmar et al., 1986; Shmerling et al.,
1998; Herms et al., 2000; Mouillet-Richard et al., 2000; Spielhaupter & Schitzl, 2001). Die
Fahigkeit des Proteins zur Kupferbindung (Hornshaw et al., 1995a,b; Brown et al., 1997;
Stockel et al., 1998) konnte als Hinweis auf eine Rolle in der Kupfer-Homoostase gedeutet
werden (Brown et al., 1997; Pauly & Harris, 1998). Das Prion-Protein besitzt moglicherweise
Superoxid-Dismutase-Aktivitit (SOD) (Brown et al., 1999) und dadurch antioxidative
Eigenschaften (Brown et al., 2001).

Transgene Maiuse mit inaktiviertem PrP-Gen, sogn. PrP- knock-out“- oder PrP”°-Miuse

(Blieler et al., 1992; Manson et al., 1994; Sakaguchi et al., 1995) entwickeln sich normal



ohne Hinweise auf gravierende neuronale Defekte oder Verhaltensstorungen. Die
beobachteten Phdnotypen beschrinken sich auf Verdnderungen in der synaptischen
Ubertragung (Collinge et al., 1994; Whittington et al., 1995; Sakaguchi et al., 1996), dem
zirkadianen Aktivitatsrhythmus und Schlafmuster (Tobler ez al., 1996, 1997), einer erhohten
Neigung der Méuse zu Schlaganfillen (Walz et al., 1999) und einer Sensibilisierung
gegeniiber oxidativem Stress (Brown et al, 2002). Aufgrund der unbefriedigenden
Reproduzierbarkeit einiger dieser Befunde lieBen sich daraus jedoch keine verldsslichen
Riickschliisse auf die Funktion von PrP¢ ziehen (Herms et al., 1995; Lledo et al., 1996).

Der Mangel an phinotypischen Verdnderungen wurde darauf zuriickgefiihrt, dass Méause, die
vom frithesten Stadium der Embryogenese an nicht iiber PrP¢ verfligen, kompensatorische
Mechanismen ausbilden (Kiithn ef al., 1995). Durch Generierung temporaler ,.knock-out*
Maiuse sollte die Ausbildung von Kompensationsmechanismen fiir die fehlende PrP-
Expression verhindert werden. Hierbei wurden bislang zwei Strategien verfolgt. Tremblay et
al. entwickelten ein Tetrazyklin-abhdngiges Expressionssystem (Gossen & Bujard, 1992), bei
welchem sich die Menge an exprimiertem PrP durch Gabe unterschiedlicher Mengen an
Tetrazyklin iiber das Trinkwasser der Méuse regeln lie (Tremblay et al., 1998). Ein anderer
Ansatz ermoglichte mittels eines Cre-LoxP-Systems (Sauer & Henderson, 1988) das
kontrollierte Ausschalten der gesamten PrP-Expression in Miusen zu einem definierten
Zeitpunkt (Mallucci et al., 2002). Mit Ausnahme einer Storung der spédten Nach-
hyperpolarisationsstrome (AHPs, afterhyperpolarization potentials) in den Neuronen dieser
Cre-LoxP-Mause, welche auf eine Involvierung von PrP in die Modulierung der Erregbarkeit
von Neuronen hindeutet, lieferten auch diese Versuchsansétze keine endgiiltigen Hinweise auf

die Funktion von PrP®.

1.3 Genetik und Epidemiologie

Das Prion-Protein-Gen des Menschen (PRNP) befindet sich auf dem kurzen Arm von
Chromosom 20, das der Maus (Prnp) auf der korrespondierenden Region von Chromosom 2.
Der offene Leserahmen aller bisher bekannten Prion-Protein-Gene befindet sich innerhalb
eines Exons, so dass die Moglichkeit eines alternativen RNA-Spleilens zur Entstehung von
PrP5¢ ausgeschlossen werden kann (Basler ef al., 1986; Westaway et al., 1987; Gabriel et al.,
1992). Die vom PrP-Gen transkribierte mRNA ist 2,1 bis iiber 4 kb gro3. PrP-cDNAs

kodieren fiir Prion-Proteine von 253 (Mensch), bzw. 254 Aminosduren (Maus und Hamster)
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Liange, unabhingig davon, ob sie von einem infizierten oder nicht-infizierten Individuum
stammen (Oesch et al., 1985; Chesebro et al., 1985; Basler et al., 1986; Locht et al., 1986;
Kretzschmar et al., 1986b).

Bei Sdugetieren sind bislang die PrP-Gene von iiber 70 Arten analysiert worden (Schitzl et
al., 1995; Wopftner et al., 1999). Innerhalb der untersuchten Sdugetiere ergaben sich fiir das
zelluldr prozessierte PrP (ohne dabei Polymorphismen zu beriicksichtigen) AS-Homologien
von 84,7 — 99,6 %.

Dieser hohe Grad der Konservierung findet sich auch im die Expression regelnden Promotor
des PrP-Gens, welcher keine TATA-Box enthilt und Ahnlichkeiten mit sogn. ,,Housekeeping-
Genen“ zeigt. Bemerkenswerterweise treten an jenen Positionen des Prion-Proteins, die beim
Menschen von krankheitsauslésenden Mutationen sowie bei Mensch, Schaf und Maus von
Polymorphismen betroffen sind, keine Interspezies-Variationen auf (Schitzl et al., 1995).
Gleiches gilt fiir funktionelle Positionen wie z.B. die Glykosylierungs-Stellen, die Disulfid-
Briicke und die Aminosiure Serin an Position 230/231, welche als Anheftungsstelle fiir den
GPI-Anker fungiert. Auf die im Bereich von AS 90 - 100 zwischen den verschiedenen
Spezies sehr variable Region folgt der am besten konservierte Bereich: in allen untersuchten
Sauger-PrPs sind AS 113 - 137 identisch; Teile dieser Region sind sogar zwischen Sdugern
und Vogeln konserviert. Die auBergewohnliche Homologie dieser Region sowie der
allgemein sehr hohe Grad der Konservierung des PrP-Gens werden als Indizien fiir eine
wichtige biologische Funktion des zelluldren Prion-Proteins betrachtet (Shmerling et al.,

1998).

Prionkrankheiten des Menschen konnen idiopathischen, erworbenen oder hereditiren
Ursprungs sein. CJD tritt in den meisten Féllen (80 - 90 %) sporadisch auf — in diesen Fillen
ist weder die Infektionsquelle noch der Modus der Krankheitsentstehung bekannt
(idiopathisch). Zu den erworbenen Prionkrankheiten z&hlt man neben Kuru und vCJD auch
durch iatrogene, d.h. im Rahmen #rztlicher Titigkeiten akzidentell erfolgte, Ubertragungen
verursachte Krankheitsfille. Die Ubertragungen erfolgten unter anderem iiber kontaminierte
chirurgische Operationsinstrumente, durch die Im- bzw. Transplantation infektioser Gewebe
(Dura mater, Cornea) und durch Injektionen kontaminierter hypophysérer Hormone (Brown,
1988; Cochius et al., 1992; Farrington, 1995; Gibbs et al., 1985; Hogan et al., 1995; Koch et
al., 1985; Tintner et al., 1986; Weber et al., 1993).

Die familidre CJD (fCJD), das Gerstmann-Striussler-Scheinker-Syndrom (GSS) und die
todliche familidre Schlaflosigkeit (FFI, ,fatal familial insomnia®) bilden die Gruppe der



11

vererbbaren Formen humaner TSEs, welche zusammen etwa 10 % der gesamten
Erkrankungsfille von Prionkrankheiten ausmachen. Diese Krankheiten werden mit nahezu
vollstdndiger Penetranz autosomal-dominant vererbt. Bislang konnten in allen untersuchten
Fillen erblicher Prionerkrankungen Punktmutationen oder Insertionen im Prion-Protein-Gen

des Menschen (PRNP) identifiziert werden (Abb. 3).

Mutationen
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Abb. 3: Erbliche Prionerkrankungen des Menschen
Mutationen und Polymorphismen von humanem PrP“

Die bisher gefundenen, Krankheits-assoziierten Mutationen befinden sich, mit Ausnahme der
Insertmutationen der Oktapeptidregion, im zentralen und C-terminalen Bereich von PrP und
filhren entweder zum Austausch einzelner Aminosduren oder zu Kettenabbriichen

(Kretzschmar & Windl, 1998).

Das Auftreten der BSE im Jahre 1986 und die Befiirchtung einer durch ihre Ubertragung auf
den Menschen drohenden Epidemie gab Anlass flir europaweite epidemiologische
Untersuchungen. Die bei Aminosdure-Sequenzierungen des PRNP-Gens von vCJD-Opfern
gemachte Entdeckung, dass alle bislang erfassten Félle an der polymorphen

Aminosédureposition 129 homozygot fiir Methionin waren (Collinge et al., 1996; Hill et al.,
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1999b), zeigt, dass nicht nur bei familidren, sondern auch bei libertragenen Prion-Krankheiten
genetische Faktoren von entscheidender Bedeutung sind und belegt die Unerldsslichkeit

genetischer Analysen fiir ein umfassendes Verstindnis von Prion-Krankheiten.

1.4 Pathogenese der transmissiblen spongiformen Enzephalopathien

Neuropathologische Kennzeichen aller TSEs sind in wunterschiedlich starkem Malle
auftretende schwammartige Lésionen, Nervenzellverluste, Astrogliose und Ablagerungen von
Prion-Protein im Gehirn.

Zahlreiche Hypothesen versuchen den Mechanismus, welcher zum neuronalen Zellverlust
fiihrt, zu erkliren. Einige Studien kommen zu dem Schluss, dass PrP¢ eine Rolle innerhalb
der Regulierung von Apoptose spielen konnte und dass eine Storung des normalen zelluldren
PrP-Gehaltes zum Zelltod fiihrt (Kurschner & Morgan, 1995, 1996). Im neuronalen Gewebe
von Scrapie-infizierten Maushirnen lassen sich apoptotische Zellen nachweisen (Giese et al.,
1995+1998; Williams et al., 1997). Die Expression von zellulirem PrPC ist fiir die Entstehung
von Prion-Krankheiten essentiell. Dies konnte durch transgene Miuse, welche aufgrund einer
homozygoten Zerstdrung des endogenen PrP-Gens (Prnp®®) kein PrP¢ exprimieren,
nachgewiesen werden — PrP“-defiziente Miuse sind resistent gegeniiber TSEs (Biieler ef al.,
1993). Fiir PrP% wurden direkte neurotoxische Effekte postuliert (Forloni et al., 1993;
Tagliavini et al., 1993; Brown et al., 1994). Es gibt jedoch auch zahlreiche Hinweise, die
gegen eine direkte Neurotoxizitit von PrP*, bzw. Prionen sprechen. Bei manchen
Prionkrankheiten sind nur geringe Mengen oder iiberhaupt kein PrP> detektierbar (Medori et
al., 1992; Collinge et al., 1995a; Hsiao et al., 1990; Lasmézas et al., 1997). In Miusen mit
verringerter zellulirer PrP“-Expression (Prnp-hemizygote Miuse oder Prnp”") sind nach
Prion-Infektion sehr groBe Mengen PrP®¢ nachweisbar — trotzdem haben diese Méuse eine um
mehrere Monate lingere Inkubationszeit als Mause mit natiirlichem PrP“-Expressionsniveau
(Prnp™™) (Biieler ef al., 1994). Umgekehrt zeigen Méuse mit erhdhter zellulirer PrPC-
Expression nach Inokulation mit Méuseprionen zwar verkiirzte Inkubationszeiten, aber nur
geringe Mengen an nachweisbarem PrP> (Fischer e al., 1996). Nach Implantation von stark
PrP5“-haltigem Gewebe in das Gehirn (,,brain graft) von PrP®-defizienten Méusen (Prnp”")

kommt es zu keinen Schiadigungen der angrenzenden Gewebe (Brandner ef al., 1996).

Die Prion—Hypothese proklamiert eine gédnzlich neue Klasse von Infektionserregern, in

welcher das pathologische Prion-Protein (PrP™) selbst den Hauptbestandteil des infektiosen
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Agens darstellt. Fiir die Richtigkeit dieser Hypothese fehlt bislang allerdings der letzte
Beweis. Offen bleibt die Frage, wie ein- und dasselbe Protein ganz verschiedene
Krankheitssymptome hervorrufen kann. Bereits 1961 stellten Pattison und Millson fest, dass
Scrapie bei Ziegen mit deutlich unterschiedlichen Erkrankungsformen einhergehen kann. In
verschiedenen Prion-infizierten Tieren der gleichen Spezies treten multiple Isoformen, sogn.
Prionen-,,Stimme* auf. Diese Erregerstimme lassen sich durch ihre biologischen
Eigenschaften voneinander unterscheiden: nach experimenteller Infektion zeigen sie
unterschiedliche  Inkubationszeiten, verursachen definierte  PrP*-Verteilungsmuster
(Lasionsprofile) im Gehirn und zeigen Unterschiede in der klinischen Symptomatik (Fraser &
Dickinson, 1968; Dickinson & Meikle, 1971; Kimberlin et al., 1986, 1989; Kitamoto et al.,
1990; Bruce et al., 1992; DeArmond ef al., 1993).

Auch auf molekularer Ebene finden sich bei den verschiedenen Stimmen spezifische
Unterschiede (Safar et al., 1998). Die Ubertragung der TME (,transmissible mink
encephalopathy) auf Hamster fithrte zu zwei verschiedenen Stimmen, ,hyper® und
,drowsy“. Diese gingen mit unterschiedlichen PrP*-Formen einher, welche nach einem
limitierten PK-Verdau gelelektrophoretisch nachweisbar waren (Bessen & Marsh, 1992,
1994) und auf unterschiedliche Proteinkonformationen von ,hyper*- und ,,drowsy“-PrPsc
hindeuten. Vergleichbare Eigenschaften fanden sich bei verschiedenen Prion-Isolaten, von
Schafen, Mausen und auch des Menschen. So konnte bei transgenen Méusen, die genetisch
identisch waren, nach einer Infektion mit verschiedenen humanen Prionen die Bildung von
PrP%-Molekiilen gezeigt werden, die nach PK-Verdau den PrP°-Molekiile des Inokulats
entsprachen (Telling et al., 1996). Eine besondere Bedeutung erfuhren solche Analysen bei
der Untersuchung der PrP**-Muster aus Hirnpriparationen Verstorbener, die entweder von
sporadischer bzw. iatrogener CJD oder der neuen Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit
betroffen waren. Durch einen Vergleich der Groe nach PK-Verdau sowie des quantitativen
Verhiltnisses der un-, einfach- und zweifach glykosylierten Prion-Proteine zueinander,
konnten Unterschiede mittels WesternBlot-Analysen festgestellt und eine Typisierung der
PrP%-Molekiile vorgestellt werden (Collinge et al., 1996; Parchi et al., 1996, 1997, 1999;
Wadsworth et al., 1999). Es zeigte sich, dass das PrP*-Muster der neuen Variante sich zwar
von denen der anderen CJD-Formen unterschied, jedoch eine Ubereinstimmung mit dem
PrP*-Muster BSE-infizierter Tiere (Rinder, Makaken und Katzen) aufwies, welches als ein
Indiz fiir die Entstehung von vCID aus der Ubertragung von BSE auf den Menschen
angesehen wurde (Collinge et al., 1996).
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Der Einfluss der sogn. ,,Speziesbarriere” auf die Ubertragbarkeit und Pathogenese der TSEs
konnte durch zahlreiche Studien mit transgenen Tieren néher beschrieben werden. Der Begriff
,.Speziesbarriere” beschreibt dabei das Phinomen, dass die Ubertragung einer TSE zwischen
verschiedenen Spezies oft nur eingeschrinkt moglich ist und mit verldngerten
Inkubationszeiten bei der Erstiibertragung auf eine neue Spezies einhergeht. Die
Hauptdeterminante bei der Kodierung der Speziesbarriere ist die Aminosiure-Ahnlichkeit der
Prion-Proteine (PrP-Aminosiuresequenz-Homologie) von Donor- und Empfianger-Spezies
(Prusiner, 1997; Scott et al., 1989, 1993). Wird das infektiose Agens in der Empfinger-
Spezies weiter passagiert, geschieht dies in der Regel mit einer weitaus hoheren Effizienz und
konstanten Inkubationszeiten.

In transgenen Miusen, welche neben Maus-PrP¢ auch Hamster-PrP® exprimieren, konnte die
beziiglich der Infektion mit bestimmten Hamster-Prionen existierende Speziesbarriere
aufgehoben werden (Scott et al., 1989; Prusiner et al., 1990). Diese Miuse zeigten nach
intrazerebraler Inokulation mit Hamster-Prionen die speziesspezifische Neuropathologie und
die Bildung neuer Hamster-Prionen. Infektion dieser transgenen Méuse mit Maus-Prionen
filhrte zu einer fiir die Maus charakteristischen Neuropathologie und zu Inkubationszeiten, die
denen nicht transgener Miuse entsprach.

Dass der Infektionsvorgang jedoch einzig von der Homologie des umzufaltenden PrP®
abhingig ist, wurde durch die Beobachtung in Frage gestellt, dass die Synthese von humanem
PrP in transgenen Miusen auch bei vielfacher Uberexpression keinen Effekt auf die
Speziesbarriere zwischen Maus und Mensch bei einer Infektion mit humanen Prionen zu
haben scheint. Erst die Expression eines Chiméren-Transgens, welches im zentralen Teil fiir
die humane und an den Enden fiir die murine PrP-Sequenz kodiert, erhohte die
Empfanglichkeit dieser transgenen Méuse fiir humane Prionen erheblich und wurde als Indiz
fiir die Notwendigkeit eines zusétzlichen, bislang nicht identifizierten, zelluliren Faktors
(auch als ,,Protein X* bezeichnet) bei der Umfaltung von PrP¢ zu PrP* gedeutet (Telling et
al., 1995; Kaneko et al., 1997; Cohen et al., 1998; Prusiner et al., 1998). Moglicherweise
fungiert Protein X als Chaperon und bindet dabei eventuell an eine Bindungsstelle, welche
von den AS 168, 172, 215 und 219 des Prionproteins gebildet wird. Selektive Substitution
einer dieser Aminosduren resultiert in einer dominant-negativen Inhibition der PrP%-
Formation (Kaneko et al., 1997; Zulianello et al., 2000). Im NMR-Modell sind diese vier
Aminosduren eng benachbart und bilden dadurch moglicherweise ein Epitop. Weitere

wichtige Positionen scheinen die AS 184, 186, 203 und 205 zu sein (Scott et al., 1997).
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Zur Erforschung der interzelluliren Ubertragungswege von Prionen wurde Prap-
iiberexprimierendes, nicht-infektises Nervengewebe in das Gehirn von Prnp”°-Méausen
implantiert. Intrazerebrale Inokulation mit Scrapie-Prionen resultierte in einer starken
Akkumulation von PrP%, der Anreicherung von Infektidsitit und den fiir Scrapie
charakteristischen, pathologischen Verdnderungen innerhalb des Implantats. Es kam zwar zur
Diffusion von PrP*° in das umgebende, PrP“-freie Gewebe; eine PrP**-Anreicherung konnte
dort jedoch nicht nachgewiesen werden (Brandner et al., 1996a).

Eine Infektionsausbreitung entlang der Nervenbahnen des ZNS erfolgt nur bei Anwesenheit

von PrP. PrnpO/ 0

-Mduse, die ein PrP-exprimierendes Implantat aus Nervengewebe im Gehirn
trugen, wurden intraokular mit Scrapie-Prionen inokuliert. Diese Miuse entwickelten, im
Gegensatz zu Wildtyp-Kontrollméusen, keinerlei neuropathologische Anzeichen einer TSE
bzw. Akkumulationen von PrP*. Die Ubertragung der Scrapie-Infektion auf das Implantat
entlang PrP%-freier Zellen des ZNS wurde nicht erreicht (Brandner et al., 1996b). Diese
Untersuchungen deuten darauf hin, dass eine extrazellulire Exposition von PrP* allein fiir die
Entstehung bzw. Verbreitung der TSE-spezifischen Pathologie nicht ausreicht. Hierfiir scheint

die nur bei Expression von endogenem PrP mogliche Neubildung von PrP*¢ essentiell zu sein.

In vielen tierexperimentellen Studien erwies sich die intrazerebrale Prionen-Inokulation als
der effektivste Verbreitungsweg von TSEs. BSE und vCJD, aber auch andere
Prionkrankheiten wie Kuru oder iatrogen iibertragene CJD, werfen die Frage auf, wie die
Invasion der Prionen aus der Peripherie nach oraler oder intraperitonaler Exposition ins ZNS
verlduft. Es konnte gezeigt werden, dass die Ubertragung der Prionen nach einer peripheren
Inokulation mit groBer Wahrscheinlichkeit iiber Zellen des lymphoretikuldren Systems
stattfindet (Kitamoto et al., 1991; Lasmézas et al., 1996b). Wurden immundefiziente Mause
intraperitoneal mit Scrapie-Prionen inokuliert, so reagierten zwar Maiuse, deren T-
Lymphozyten-Funktion zerstort war, mit der Ausbildung der TSE, nicht jedoch Tiere, die
einen B-Lymphozyten-Defekt aufwiesen. Auf Grund der Notwendigkeit dieses Zelltyps bei
der Ausbildung der Krankheit wurde den differenzierten B-Lymphozyten zunéchst eine
entscheidende Rolle bei der Neuroinvasion des infektiosen Agens zugesprochen (Klein ef al.,
1997). Nachdem aber gezeigt wurde, dass eine Neuroinvasion auch mit PrP¢-defizienten B-
Zellen moglich ist, mufl man davon ausgehen, dass dieser Zelltyp eher eine indirekte Rolle
beim Transfer der Prionen von der Peripherie zum ZNS einnimmt (Klein et al., 1998). Dass
zelluldres PrP€ iiberhaupt in diversen Blutzellen synthetisiert wird, konnte anhand humaner

PBMCs (,,peripheral blood mononuclear cells*) gezeigt werden, die eine PrP-Expression in
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B- und T-Lymphozyten, Monozyten und Dendritenzellen aufweisen (Diirig et al., 2000; Li et
al.,2001).

Als moglicher Interaktionspartner von PrP* wurde die in Blut nachweisbare Protease-
Vorstufe Plasminogen beschrieben (Fischer et al., 2000). Anhand von WesternBlot-Analysen
und in vitro-Assays konnte gezeigt werden, dass Plasminogen selektiv sowohl PrP*¢ als auch
Infektidsitit bindet, jedoch nicht mit der zellulidren Isoform, PrP®, interagiert. Plasminogen ist
der bislang einzige bekannte endogene Faktor, der eine Unterscheidung zwischen PrP¢ und
PrP*¢ ermdglicht, und somit moglicherweise von diagnostischem Nutzen sein konnte.
Hoffnungen auf eine verbesserte in vivo-Frithdiagnostik entstanden durch den Nachweis einer
PK-resistenten Isoform von PrP im Urin TSE-betroffener Hamster, Rinder und Menschen
(Shaked et al., 2001). Bei den infizierten Hamstern gelang dieser Nachweis lange vor dem
Auftauchen klinischer Anzeichen. Weitere Studien, welche diesen Befund bestitigen, stehen
bislang (Stand: September 2002) jedoch noch aus.

Aufsehen erregte eine neu verdffentlichte Studie, in welcher erstmals Prionen im
Skelettmuskelgewebe von infizierten Médusen nachgewiesen wurden (Bosque et al., 2002).
Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass auch eine Replikation von Prionen im
Muskelgewebe stattfinden kann. Ungeklért blieb allerdings die Frage, ob auch eine orale

Inokulation zur Anreicherung und Replikation von Prionen in Muskelgewebe fiihrt.

Die Pathogenese der familidiren Prionkrankheiten wird im Rahmen der Prion-Hypothese
dahingehend interpretiert, dass durch die Mutationen im PRNP-Gen eine a-Helix
destabilisiert wird und dadurch ,,instabilere” Prion-Proteine entstehen, die mit einer
geringeren Aktivierungsenergie leichter in eine oder mehrere pathogene Formen iibergehen
und eine autokatalytische Kettenreaktion auslosen konnen. In Zellkulturstudien konnte fiir
eine ganze Reihe von Mutationen, die mit vererbbaren Formen humaner Prionkrankheiten
assoziiert sind, biochemische Eigenschaften der PrP-Mutanten beschrieben werden, die
charakteristisch fiir PrP* sind, wie erhohte PK-Resistenz oder verringerte Detergenz-
Loslichkeit (Rogers et al., 1993; Lehmann & Harris, 1995, 1996a, 1996b, 1997; Petersen et
al., 1996; Daude et al., 1997; Priola & Chesebro, 1998; Zanusso et al., 1999; Lorenz et al.,
2002).

Allerdings liegen zahlreiche humanpathogene Mutationen auf3erhalb der vorgeschlagenen o-
Helices von PrP€, was eine a-Helix-destabilisierende Wirkung schwer vorstellbar macht und
bei einigen Prionkrankheiten kann Neurodegeneration ohne das Auftreten von detektierbarem

PrP% beobachtet werden, was die Suche nach anderen Auslésern als PrP*° fiir die
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Pathogenese angeregt hat (Brown et al., 1994; Tateishi et al., 1990, 1995; Tateishi &
Kitamoto 1995; Tateishi 1996; Collinge et al., 1995a; Hayward et al., 1994).

Weitere Aspekte der PrP-Expression, wie Faltung und Transport, spielen eventuell bei den
pathophysiologischen Mechanismen, welche schlielich zur Krankheit fithren, eine wichtige
Rolle. Studien mittels Zell-freier Translationssysteme zur Erforschung der Translokation von
PrP¢ an der Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER) haben gezeigt, dass PrP, im
Gegensatz zu den meisten Glykoproteinen, nicht in einer einzigen Orientierung relativ zur
ER-Membran gebildet wird, sondern in mehreren topologischen Formen vorkommt (Hay et
al., 1987a,b; Yost et al., 1990; Lopez et al., 1990). Die meisten PrP¢-Molekiile sind komplett
im ER-Lumen lokalisiert und nur durch den GPI-Anker mit der ER-Membran verbunden.
Diese Fraktion reprasentiert die sekretorische (**PrP), an die Zelloberfliche transportierte
Form von PrP®. Neben *°PrP kénnen noch zwei weitere Topologieformen von PrP©
nachgewiesen werden, “"PrP und “"PrP, welche die ER-Membran in unterschiedlicher

Orientierung durchdringen (Abb. 4).

SecP l‘P Nth l‘P

Ctmp,.p ER-Lumen

Zytoplasma

N C

Abb. 4: Topologieformen von PrP® an der Membran des Endoplasmatischen
Retikulums

% : GPI-Anker l ;. transmembraner Bereich

In vitro-Versuche haben ergeben, dass bei bestimmten Mutationen vermehrt “™PrP aufiritt.
Auch in transgenen Maiusen konnten Hegde et al. einen Zusammenhang zwischen

Cmpp erhdhenden Mutationen und deren

verschiedenen, die Neigung zur Bildung von
Fahigkeit, neurodegenerative Erkrankungen auszulosen, nachweisen (Hegde ef al., 1998).

Auflerdem ergaben sich Hinweise darauf, dass es bei diesen Médusen im Verlauf einer Scrapie-
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Infektion zu einer starken Erhohung des “™PrP-Anteils kommt (Hegde et al., 1999). Die

bislang identifizierten “™

PrP-begiinstigenden Mutationen liegen ausnahmslos innerhalb der
angenommenen transmembranen, hydrophoben Doméne (AS 110 - 135) von PrP (De Fea et
al., 1994; Hegde et al., 1998). Hierzu zdhlt auch die humanpathogene, GSS verursachende
Mutation A117V (Doh-ura et al., 1989; Hsiao et al., 1991).

Peptide, welche groBle Bereiche der angenommenen transmembranen Doméine von PrP
beinhalten (PrP105 - 132 und PrP118 - 135), induzieren den Tod kortikaler Neurone (Haik et
al., 2000). Dieser Effekt tritt erstaunlicherweise nicht nur bei Prnp™*-, sondern auch bei
Prap”°-Méusen auf, was auf die Existenz eines alternativen, PrP®-unabhingigen
neurotoxischen Mechanismus hindeutet. Die nach Applikation der Peptide PrP105 - 132 und
PrP118 - 135 beobachtete Neurotoxizitdt basiert vermutlich auf der stark ausgeprigten
Neigung dieser Peptide, durch Insertion in die Zellmembran die Funktionalitidt der Lipid-
Doppelschicht zu beeintrdchtigen (Pillot et al., 1997; Salmona et al., 1997). Dieser
Mechanismus entspricht mit groer Wahrscheinlichkeit dem der transmembranen Insertion

von “PrP in die Plasmamembran. Sowohl die Peptidbefunde als auch in vivo-Versuche

CMpp bei einer Reihe Prion-induzierter

deuten darauf hin, dass die Bildung von
Neurodegenerationen eine Schliisselrolle spielt (Hegde et al., 1998, 1999; Haik et al., 2000;

diese Arbeit).

1.5 Zellbiologie von PrP€ und PrP-Mutanten

Das Prion-Protein verbleibt nach seiner Synthese nicht permanent an der Zelloberfliche,
sondern unterliegt einem konstitutiven zelluldren Zyklus, dem sogn. ,recycling pathway*,
zwischen Plasmamembran und einem intrazelluliren Kompartiment (Shyng et al., 1993).
Durch Todinierungs- und Biotinylierungsversuche konnte die Aufnahme von PrP® ins
Zellinnere sowie der erneute Transport zur Zelloberfliche gezeigt werden (Lehmann et al.,
1999). Ein PrP“-Molekiil verbleibt mit einer Halbwertszeit von etwa 20 Minuten an der
Zelloberflache und folgt dann wiederholt dem etwa 60 Minuten dauernden Kreislauf durch
die Zelle (Taraboulos et al., 1992).

Innerhalb seines normalen Metabolismus unterliegt ein geringer Teil der synthetisierten PrP-
Molekiile posttranslationellen Spaltungen. Eine dieser Spaltungen findet innerhalb des GPI-
Ankers statt und 16st das Protein von der Zellmembran ab (Borchelt et al., 1993). Die

zelluldre Lokalisation dieser Spaltung ist nicht bekannt, wahrscheinlich ist jedoch, wie bei
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anderen GPI-verankerten Proteinen, eine an der Zelloberflache lokalisierte Phosphatase dafiir
verantwortlich (Low, 1989). Diesem ProzeB unterliegen etwa 10 % der PrP“-Molekiile
(Caughey et al., 1991; Chen et al., 1995; Taraboulos et al., 1992).

Die zweite Spaltung ist proteolytischer Natur und findet innerhalb der zentralen Region des
Prion-Proteins statt (Pan et al., 1992; Harris et al., 1993; Jiménez-Huete et al., 1998). Durch
N-terminale Sequenzierung des C-terminalen Spaltproduktes wurde die Spaltstelle des
humanen PrP® zwischen Aminoséure 110 bis 112 determiniert (Chen et al., 1995). Uber den
zelluldren Ort dieser Spaltung gibt es widerspriichliche Aussagen. Die Inhibierung der
Spaltung durch lysosomotrophe Amine, Leupeptin und Brefeldin A deutet darauf hin, dass
diese in einem sauren Kompartiment innerhalb der Zelle stattfindet (Caughey, 1991). Die
Ergebnisse anderer Versuchsansdtze favorisieren Cholesterol-reiche Dominen der
Plasmamembran als Ort der Spaltung (Taraboulos et al., 1995). Wéhrend jedem Durchlaufen
des ,,recycling pathways®“ werden 1 - 5 % der Molekiile proteolytisch gespalten (Shyng et al.,
1993). Das N-terminale Spaltprodukt wird freigesetzt und das C-terminale Spaltprodukt
verbleibt an der Zelloberflache und wird nur dulerst langsam wieder internalisiert (Shyng et
al., 1995). Die physiologische Bedeutung der zelluldren Spaltung des Prion-Proteins ist
bislang ungekldrt. Das N-terminale Spaltprodukt von etwa 10 kDa, welches die
kupferbindenden Oktapeptidregion enthdlt, konnte einen biologisch aktiven Liganden mit
Signalfunktion darstellen. Alternativ dazu konnte die Spaltung auch zur Regulation der
physiologischen Funktion des Proteins dienen. Es ist auch nicht ausgeschlossen, dass die
zellulire Spaltung des Prion-Proteins Teil der Degradation des Proteins ist, da der PrP-

Katabolismus weitestgehend unbekannt ist.

Der zellulire Ort der postulierten Interaktion zwischen PrP® und PrP° konnte bislang nicht
zweifelsfrei identifiziert werden. Die Interaktion findet mit groBer Wahrscheinlichkeit erst
nach dem Verlassen des ER und der Passage des mid-Golgi statt, was durch Einsatz
spezifischer Inhibitoren dieser Zellkompartimente demonstriert werden konnte (Taraboulos et
al., 1990, 1992; Caughey et al., 1991b). Durch biochemische und elektronenmikroskopische
Untersuchungen wurden sogenannte ,rafts® bzw. Glykolipid-reiche Mikrodomdnen oder
CLDs (,.caveolae-like domains®) als potentielle Dominen der PrP“-Umwandlung zu PrP*
identifiziert. Die anschlieBende Akkumulation von PrP* entlang eines endozytotischen
Transportweges konnte sowohl in CLDs als auch in Lysosomen und sogn. ,spiten
Endosomen nachgewiesen werden (Caughey et al., 1991b; McKinley et al., 1991; Borchelt et
al., 1992; Laszlo et al., 1992; Taraboulos et al., 1992, 1995; Arnold et al., 1995; Harmey et
al., 1995; Vey et al., 1996).
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Um Hinweise auf die fiir die Umwandlung von PrP® in PrP* bedeutsamen Sequenzmotive zu
bekommen, wurden unterschiedlichste PrP-Mutanten generiert. Zum einen wurden
Mutationen in die Bereiche von PrP eingefiigt, welche mit groBer Wahrscheinlichkeit in die
Ausbildung von Sekundérstrukturen involviert sind. Prion-Proteine, die Deletionen in -
helikalen Bereichen aufwiesen bzw. aufgrund definierter Zerstorung der Konsensusmotive
keine Disulfidbriicke mehr ausbilden konnten, verloren ihre Féahigkeit, PK-resistentes PrP in
Scrapie-infizierten Neuroblastomzellen (ScN2A) zu bilden (Muramoto ef al., 1996; Yanai et
al., 1999). Im Gegensatz dazu zeigten Deletionen in nicht bzw. kaum strukturierten Bereichen
von PrP keinerlei Auswirkungen auf die Umwandelbarkeit von PrP¢ zu PrP*. So fiihrte
sowohl die Deletion der Aminosduren 23 - 88 als auch das Entfernen der GPI-
Erkennungssequenz (Aminosduren 231 - 254) von Maus-PrP in ScN2a-Zellen zu PK-
resistentem PrP (Rogers et al., 1993). In transgenen Studien mit PrP-, knockout“-Miusen
konnte gezeigt werden, dass durch die Einbringung verkiirzter PrPs, denen die Aminoséuren
69 - 84 und 32 - 80 (Fischer et al., 1996) bzw. 32 - 93 (Flechsig et al., 2000) fehlten, die
Empfinglichkeit fiir Scrapie wieder hergestellt werden konnte und es nach einer Prion-
Infektion zur Akkumulation von PrP* in den Hirnen der Tiere kam. Aus diesen Daten wurde
gefolgert, dass der Amino-proximale Bereich des reifen Prion-Proteins fiir die Bildung von
PrP* bzw. die Entstehung von TSEs nicht von Bedeutung zu sein scheint. Der Bereich von
AS 90 - 121, d.h. der C-terminale Teil des unstrukturierten Bereiches von PrP, hingegen
scheint sowohl fiir die in vitro-Aggregation (Stockel & Hartl, 2001) als auch fiir die Bildung

von PrP* in vivo (Shmerling et al., 1998) essentiell zu sein.

Um die Prozessierung von mutiertem PrP mit der von wt-PrP vergleichen zu konnen, wurden
Zellkultur-Studien durchgefiihrt. Bei einigen humanpathogenen PrP-Mutationen, wie Y145X
oder D178N, wurde eine Proteasomen-vermittelte Degradierung beschrieben, welche auf
gestorte post-translationelle Prozessierung zuriickzufiihren ist (Zanusso et al., 1999; Ma &
Lindquist, 2001). Obwohl diese Mutanten die N-terminale Signalsequenz tragen, werden sie
nicht, bzw. nur in eingeschrinktem Male entlang des sekretorischen Weges an die
Zelloberfliche transportiert, sondern hdchstwahrscheinlich von den  Qualitéts-
Kontrollmechanismen des Endoplasmatischen Retikulums entlang eines proteasomalen
Pfades ins Zytoplasma aussortiert (Ellgaard et al., 1999; Zanusso et al., 1999; Ma &
Lindquist, 2001).

Protein-Degradation kann in unterschiedlichen Zellkompartimenten, wie den Lysosomen oder
dem Zytoplasma, stattfinden. Der GrofBteil (80 - 90 %) aller zelluliren Proteine wird
proteasomal im Zytoplasma abgebaut (Rock et al., 1994; Craiu et al., 1997). Als
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Abbaumechanismus fiir aberrante, fehlgefaltete Proteine des sekretorischen Pfades konnte der
sogn. ER-assoziierte Degradationsweg (,,ERAD®) identifiziert werden (Bonifacino &
Klausner, 1994). ERAD beginnt mit der sogn. ,Qualitdtskontrolle, dem Prozess des
Konformations-abhéngigen molekularen Sortierens neu synthetisierter Proteine innerhalb des
Endoplasmatischen Retikulums. Die zur Familie der Hitzeschock-Proteine gehdrenden
Chaperone sind sowohl an der Faltung und Qualititskontrolle von Proteinen im ER (Gething
& Sambrook, 1992) als auch an der Selektion der zur Degradation bestimmten Proteine
beteiligt (Gottesman & Maurizi, 1992; Craig et al., 1993; Wagner et al., 1994). Das ER-
Chaperon BiP bindet an PrP, und es konnte nachgewiesen werden, dass eine bestimmte
humanpathogene Mutation (Q217R) diese Interaktion beeinflusst (Zanusso et al., 1999; Jin et
al., 2000). Zum Abbau ausselektierte Proteine werden retrograd ins Zytoplasma transportiert.
Hier werden die Proteine deglykosyliert und anschlieend ubiquitiniert. Durch das kovalente
Anheften von Ubiquitin-Ketten sind die Proteine fiir den Abbau durch das sogn. ,,26S
Proteasom*, der zentralen Protease des Zytoplasmas, markiert (Hochstrasser, 1996; Coux et
al., 1996; Hershko & Ciechanover, 1998). Da ins Zytoplasma ausselektierte Proteine zur
Aggregation neigen, kann der proteasomale Abbau durch zu starke Protein-Aggregation
beeintrachtigt werden (Kopito, 1997; Johnston et al., 1998).

Durch Einsatz von Proteasomen-Inhibitoren konnte gezeigt werden, dass etwa 10 % aller
naszierenden PrP“-Molekiile iiber ERAD degradiert werden (Yedidia et al., 2001). Dies
bedeutet, dass auch PrPS, welches keine Mutation trigt, zu einem gewissen Anteil
Fehlfaltungen unterliegt. Fiir zahlreiche hereditire humanpathogene PrP-Mutationen konnte
eine starke Erh6hung von falsch prozessiertem PrP nachgewiesen werden (Negro et al., 2001;
Ivanova et al., 2001; Ma & Lindquist, 2001; Lorenz et al., 2002). Ungeklart ist, ob auch die
eine vermehrte Bildung von transmembranem PrP verursachenden Mutationen zu einem

erhohten Anteil von iiber ERAD degradierte PrP-Molekiile fiihren.
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1.6 Fallstudie einer neuen PrP-Mutation

Im Rahmen einer epidemiologischen Studie der Prionerkrankungen in Deutschland wird die
kodierende Region des Prion-Protein-Gens aller Verdachtspatienten mittels Nukleinsdure-
Sequenzierungen untersucht. Diese diagnostische Analyse fiihrte bei einem symptomatisch
auffallig gewordenen jungen Mann (26 Jahre) zur Entdeckung einer neuen Punktmutation im
zentralen hydrophoben Bereich von PrP: eine an Aminosdureposition 114 verdnderte
Basenfolge (GTT statt GGT), welche zum Austausch von Glycin gegen Valin (G114V) fiihrt.
Die genetische Analyse weiterer Familienmitglieder (Abb. 5) ergab Anzeichen fiir einen

familidren Hintergrund (Windl et a/., unpublizierte Daten).

T 44 Jahre
(progrediente Demenz)

53 Jahre 54 Jahre
0 M/V \E)ﬂGlMV
| |
|
|
21 Jahre 23 Jahre
0 M/V LOZGIMV M/V

Abb. 5: Die Mutation G114V

Stammbaum der betroffenen Familie aus Deutschland. Der fiir diese Arbeit mafigebliche Indexpatient ist rot
eingerahmt.

& : nicht mutationsbehaftet ~ M/V : Die an der polymorphen Position 129 von PRNP kodierten Aminoséuren
beider Allele. Unterstrichen ist die auf dem mutierten Allel kodierte Aminoséure.

Die Mutation G114V konnte auch in einer Familie aus Uruguay nachgewiesen werden. Hier
ist ein 21-jahriges weibliches Familienmitglied betroffen und zeigt dhnliche klinische
Symptome. Mit groBer Wahrscheinlichkeit liegt ebenfalls eine hereditére Situation vor.

Auftillig ist bei beiden erfassten Patienten das junge Alter, die Kopplung der Mutation mit

Methionin an der polymorphen Aminoséureposition 129, die dem Gerstmann-Stréussler-



23

Scheinker-Syndrom (GSS) &dhnelnden phinotypischen Symptome und die moglicherweise
unvollstindige Penetranz.

Der im August 1978 geborene Indexpatient wurde erstmals im Januar 1999 auffillig. Sein
Verhalten wurde zunehmend durch wechselnde Phasen von sowohl depressiven Stimmungen
als auch Ruhelosigkeit gepragt. Im Laufe der folgenden Monate zeigte er eine Verlangsamung
der Motorik und entwickelte einen Tremor der Hiande. Weitere Symptome waren zunehmende
Vergesslichkeit, ein Nachlassen der Sprachgewandtheit sowie gesteigerte Transpiration. Im
Oktober 1999 traten erstmals Myoklonien auf. Der Zustand des Patienten verschlechterte sich
so weit, dass im August 2000 ein akinetischer Mutismus vorlag und die diagnostischen

Kriterien fiir eine ,,mogliche CJD* erfiillt waren.

1.7 Fragestellung

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde die neue humanpathogene PRNP-Mutation G114V in
vivo sowie in vitro untersucht. Diese Mutation liegt innerhalb einer bei allen bislang
untersuchten Spezies perfekt konservierten Region des Prion-Proteins. Gleichzeitig befindet
sie sich innerhalb der postulierten transmembranen Domidne von PrP und in unmittelbarer
Néhe der physiologischen Spaltstelle.

Die humanpathogene PRNP-Mutation A117V liegt drei AS C-terminal von G114V und
resultiert ebenfalls in einem falschen Einbau der AS Valin (Abb. 6). A117V fiihrt zur
Ausbildung des Gerstmann-Striussler-Scheinker-Syndroms. Uber die Zellbiologie dieser

Krankheit liegen bislang keinerlei Daten vor.

110 115 120

wt KHMAGAAAAGA

G114V KHMAVAAAAGA

A117V KHMAGAAVAGA

Abb. 6: Aminosiure-Sequenz des zentralen, hochkonservierten Bereichs von PRNP
Dargestellt ist die AS-Sequenz 110 - 120 von humanem PrP“. Die Mutationen G114V und A117V sind rot
hervorgehoben.

Aufgrund der Ahnlichkeit der Mutationen G114V und A117V wurden vergleichende
Analysen gegen Wildtyp-PrP durchgefiihrt. Es wurden murine und humane Zellkulturmodelle
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etabliert, um den Metabolismus dieser PrP-Mutanten untersuchen zu kdénnen. Neben der
Untersuchung biochemischer Eigenschaften sollten durch Generierung von GFP(,green
fluorescent protein*)-PrP-Chiméren und deren Analyse mittels konfokaler Laser-Scanning-
Mikroskopie Informationen iiber den intrazelluliren Transport gewonnen werden.
Experimente zur Kldrung des Abbaus der verschiedenen PrP-Proteine sollten die in vivo-
Studien komplettieren. Unterschiedliche in vitro-Versuchsansitze sollten Einblicke in die
Syntheserate, die Kinetik des intrazelluldren Transportes sowie die Lokalisationsverhdltnisse
an der Membran des Endoplasmatischen Retikulums ermoglichen.

Dariiber hinaus sollte die umfassende Analyse zahlreicher biochemischer und zelluldrer
Parameter Hinweise zur Aufkldrung des durch die Mutationen G114V und Al17V

hervorgerufenen pathogenen Mechanismus liefern.



2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Acrylamid

Agar

Agarose

Amplify ™ Fluorographic Reagent
APS

Bacto-Hefeextrakt
Bacto-Trypton

BCIP

Bradford-Reagenz

BSA

Desoxyribonukleotide
DMSO

Harnstoff

I-Block™

Long Ranger™ (Acrylamid)
NBT

Nonidet P-40

Phenol

TEMED
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Bio-Rad, Miinchen
Difco, Detroit, USA
Difco, Detroit, USA
Amersham, Freiburg
Sigma, Taufkirchen
Difco, Detroit, USA
Difco, Detroit, USA
Roche, Mannheim
Bio-Rad, Miinchen
Paesel & Lorei, Hanau
Promega, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Tropix, Bedford, USA
AT Biochem, Malvern, USA
Roche, Mannheim
Sigma, Taufkirchen
Amresco, Ohio, USA
Amresco, Ohio, USA

Alle weiteren Chemikalien wurden von den Firmen Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg),
Sigma (Taufkirchen) und Bio-Rad (Miinchen) bezogen.

2.1.2 Enzyme und Antibiotika

ALLN (MG-101)

Ampicillin

Brefeldin A

Doxyzyklin

Geneticin® (G418)
Penicillin/Streptomycin (P/S)
Pfu-Turbo-DNA-Polymerase
Phosphatidylinositol-spezifische
Phospholipase C (PIPLC)
PMSF

PNGase F

Proteinase K
Restriktionsendonukleasen

T4-DNA-Ligase

Calbiochem, Bad Soden

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Gibco BRL, Eggenstein

Seromed, Biochrom KG, Berlin
Stratagene, Amsterdam, Niederlande

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

New England Biolabs, Bad Schwalbach
Roche, Mannheim

Promega, Heidelberg; New England
Biolabs, Bad Schwalbach

Promega, Heidelberg
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2.1.3 ,,Kits* zur Behandlung von DNA

Plasmid Mini + Midi Extraction Kit Qiagen, Hilden

QIAEX" II Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

Thermo Sequenase fluorescent

labeled primer cycle sequencing

kit with 7-deaza-dGTP Amersham/Pharmacia Biotech, Freiburg
QuickChange™Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene, Heidelberg

2.1.4 DNA- und Protein-,,Standards*
DNA-Lingenstandard

1-kb-DNA-Leiter Gibco BRL, Eggenstein
Fragmentlidngen (bp): 12216, 11198, 10180, 9162, 8144, 7126, 6108, 5090, 4072, 3054, 2036,
1636, 1018, 506 sowie 8 kleinere Fragmente.

Die DNA-Liangenstandardlosung wurde mit TE-Puffer und 1 x DNA-Auftragspuffer auf eine
DNA-Konzentration von 0,1 pg/ul eingestellt.

SDS-PAGE + Tris-Tricine-PAGE Protein-Molekularstandard

,Broad Range®, vorgefirbt Bio-Rad, Miinchen

Der Protein-Standard lieferte folgende MolekulargroBen:

Myosin, Mr 202000; B-Galaktosidase, Mr 116000; Rinderserum Albumin, Mr 84000;
Ovalbumin, Mr 50100; Carbonische Anhydrase, Mr 35400; Sojabohnen Trypsininhibitor, Mr
29000; Lysozym, Mr 21700; Aprotinin, Mr 7300

2.1.5 Verbrauchsmaterialien zum Arbeiten mit Bakterien und
eukaryontischen Zellen

Einfrierréhrchen (1 + 2 ml) fiir Zellen Nunc, Wiesbaden
(Steril-)Filter Schleicher & Schiill, Dassel
KulturgetiBe, Plastikwaren Sarstedt, Braunschweig;

Nunc, Wiesbaden; Greiner, Solingen
Pipetten 2,5; 5; 10; 25 ml Sarstedt, Braunschweig
Reaktionsgefale 0,5; 1,5; 2,0 ml Sarstedt, Braunschweig;

Biozym, Hess. Oldendorf
Skalpelle Aesculap, Tuttlingen
Zellschaber Sarstedt, Braunschweig
ZentrifugiergefdBle 15 + 50 ml Sarstedt, Braunschweig

2.1.6 Verbrauchsmaterial fiir ,,WesternBlots*

PVDF-Immobilon™-P
Transfer-Membran Millipore, Morlsheim
Whatman 3MM Filterpapier Schleicher & Schiill, Dassel
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2.1.7 Losungen und Puffer fiir Arbeiten mit DNA

6 x DNA-Auftragspuffer
0,05 % (w/v) Bromphenolblau; 0,05 % (w/v) Xylencyanol; 30 % (v/v) Glyzerin; 100 mM
EDTA; pH 8,0

Losung B
LB-Medium mit 12 mM MgSO4 x 7 H,0; 36 % (v/v) Glyzerin; 12 % (v/v) PEG (MW 7500);
sterilfiltriert

Medium A
LB-Medium mit 10 mM MgSO4 x 7 H,O und 0,2 % (v/v) Glucose

10 x TBE-Puffer
0,89 M Tris; 0,89 M Borséure; 0,025 M EDTA

TE-Puffer
10 mM Tris/HCI; pH 8,0; 0,5 mM EDTA

Tris-Puffer
Trishydroxymethylaminomethan wurde in bidestilliertem Wasser aufgelost und der pH mit
Sdure eingestellt. Hierfir wurde bei Tris/HCl Salzsdure, bei Tris/Acetat Essigsdure
verwendet.

2.1.8 Losungen und Puffer fiir Protein- und Zellkulturarbeiten

Alkalische Phosphatase-Puffer
100 mM Tris/HCL; pH 9,5; 100 mM NaCl; 5 mM MgCl,

10 % APS
0,1 g Ammoniumpersulfat in 1 ml H,O

BCIP-Losung
50 mg BCIP pro ml in 100 % DMF

Blocking-Puffer
1 x PBS; 0,2 % (w/v) I-Block™ (Tropix); 0,1 % (v/v) Tween 20

Blotting-Puffer
0,025 M Tris; 0,192 M Glycin; 0,1 % (w/v) SDS; 20 % Methanol

Detergenz-Loslichkeits-Test-Puffer
150 mM NacCl; 50 mM Tris/HCI; pH 7,5; 0,5 % TritonX-100; 0,5 % DOC

Fixierungs-Losung
25 % Isopropanol; 65 % Wasser; 10 % Eisessig

IP-Hochsalz-Puffer
50 mM HEPES; pH 7,5; 500 mM NacCl; 0,1 % (w/v) SDS; 0,2 % TritonX-100

IP-Niegrigsalz-Puffer
20 mM HEPES; pH 7,5; 150 mM NaCl; 10 % (v/v) Glyzerin; 0,1 % TritonX-100

Laufpuffer fiir SDS-PAGE
0,025 M Tris; pH 8,3; 0,192 M Glycin; 0,1 % (w/v) SDS
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NBT-Losung
50 mg NBT pro ml in 70 % DMF

1 x Phosphatgepufferte Saline (PBS)
9,55 g Instamed PBS Dulbecco (Seromed, Biochrom KG, Berlin) / 1 bidest. H,O

PBS(+)
PBS; 1,0 mM Ca®"; 0,5 mM Mg

PBS-Tween
PBS; 0,05 % (v/v) Tween 20

2 x Proteinprobenpuffer
0,125 M Tris/HCI; pH 6,8; 4 % (w/v) SDS; 20 % (v/v) Glyzerin; 0,2 M DTT; 0,02 % (w/v)
Bromphenolblau

RIPA-Puffer
50 mM Tris-HCI (pH 7,5); 150 mM NaCl; 1% NP-40; 0.5% DOC; 0.1 % SDS

4 x Sammelgelpuffer (SDS-PAGE)
0,5 M Tris/HCI; pH 6,8

10 % SDS
1 g SDS in 10 ml H,O

TNE-Puffer
50 mM Tris/HCI; pH 7,5; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA

4 x Trenngelpuffer (SDS-PAGE)
1,5 M Tris/HCI; pH 8,8

Tris-Tricine-Anodenpuffer
0,2 M Tris/HCI; pH 8,9

Tris-Tricine-Gelpuffer
3 M Tris/HCI; pH 8,45; 0,3 % (w/v) SDS

Tris-Tricine-Kathodenpuffer
0,1 M Tris/HCI; pH 8,25; 0,1 M Tricine; 0,1 % SDS

Zell-Lysispuffer
TNE-Pufter; 0,2 % (w/v) Sarcosyl
2.1.9 Nahrmedien fir die Mikrobiologie

LB-Medium
10 g Trypton; 5 g Hefeextrakt; 10 g NaCl; H,O ad 1 Liter

LB-Agar
LB-Medium mit zusétzlich 15 g Agar/Liter

Die Medien wurden 20 min bei 121°C autoklaviert. Danach wurde nach Bedarf das
Antibiotikum Ampicillin (Endkonzentration 100 pg/ml) dem zuvor abgekiihlten (auf ca.
40°C) Medium zugesetzt.
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LB-Platten
LB-Agar wurde durch Erhitzen verfliissigt und nach Abkiihlung auf ca. 40°C mit Ampicillin
(Endkonzentration 100 pg/ml) versetzt, diinn in Petrischalen ausgegossen und erkalten lassen.

2.1.10 Medium fiir eukaryontische Zellen

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
mit 1,0 g/l Glucose, ohne L-Glutamin Bio Whittaker, Belgien

2.1.11 Medienzusitze und gepufferte Salzlosungen

FCS (fotales Kélberserum) Seromed, Biochrom KG, Berlin;
Clontech, Palo Alto, USA

L-Glutamin (200 mM) Seromed, Biochrom KG, Berlin

HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) Bio Whittaker, Belgien

Phosphatgepufferte Saline (PBS),

Instamed PBS Dulbecco Seromed, Biochrom KG, Berlin

Trypsin/EDTA (10 x),

(0,2 % (w/v) in PBS, ohne Ca* und Mg”") Seromed, Biochrom KG, Berlin

2.1.12 Zellkulturmedium

DMEM (komplett):

DMEM

+ 10 % (v/v) Hitze-inaktiviertes (56°C, 1 h) FCS
+ 1 % (v/v) L-Glutamin

+ 1 % (v/v) P/S

Zellkulturmedien fiir radioaktives Labeling:

Starve-Medium: DMEM (komplett) ohne L-Methionin

Pulse-Medium: Starve-Medium mit 200 pCi L-[>>S]Methionin/ml

Chase-Medium: DMEM (komplett) mit 5 x UberschuB an nicht radioaktivem L-Methionin

2.1.13 Escherichia coli-Stamme

GM2163 (Woodcock et al., 1989)
F~ ara-14 leuB6 thi-1 fhuA31 lacY1 tsx-78 galK2 galT22 supE44 hisG4 rpsL136 (Str') xyl-5
mitl-1 dam13::Tn9 (Cam’) dem-6 mcrB1 hsdR2 (rg-mg+) merA

XL1-Blue (Bullock et al., 1987)
recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’proAB laclI®ZAMI15 Tnl0 (Tet")]"

2.1.14 Eukaryontische Zelllinien

N2A (Neuro-2A, ATCC CCL-131, American Type Culture Collection, Rockville, Maryland,
USA)

SH-SYSY (human neuroblastoma, Reference: Biedler et al., Cancer Res. 33:2643-52 (1973),
Depositor: J. Heikkild, University of Turku, Finland)
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2.1.15 Plasmide

Tabelle 1: Vektoren und generierte Konstrukte

Name

Charakteristika

Referenz

pBluescript” II SK (-)

Klonierungsvektor; Amp"

Stratagene, La Jolla, USA

pBS-Prnp pBluescript” IT SK mit Maus-PrP-ORF Institut fiir Neuropathologie,
Miinchen; Windl et al., 1999

pCINeo Expressionsvektor; Amp', Neomycin Promega, Heidelberg

pCINeo-Mowt pCINeo mit Maus-wtPrP-ORF Institut fiir Neuropathologie,

Miinchen; Windl et al., 1999

pCINeo-MoG114V

Maus-PrP mit entsprechender Mutation

diese Arbeit

pCINeo-huwt Human-wtPrP-ORF diese Arbeit
pCINeo-huG114V Human-PrP mit entsprechender Mutation diese Arbeit
pCINeo-huA117V Human-PrP mit entsprechender Mutation diese Arbeit
pCINeo-MoHuwt Maus/Human-wtPrP-Chimére diese Arbeit

pCINeo-MoHuG114V

Maus/Human-PrP-Chimére mit
entsprechender Mutation

diese Arbeit

pCINeo-MoHuA117V

Maus/Human-PrP-Chimére mit
entsprechender Mutation

diese Arbeit

pGFP-wtPrP Tetrazyklin-induzierbarer Expressionsvektor | Lorenz ef al., 2002
(GFP-MauswtPrP-Chimdére)
GFP-Mauswt pCINeo mit GFP-Maus-wt-Chimire diese Arbeit

GFP-MausG114V

GFP-Maus-Chimire mit entsprechender
Mutation

diese Arbeit

GFP- GFP-Maus/Menschwt-Chimére diese Arbeit
Maus/Humanwt

GFP- GFP-Maus/Mensch-Chimiére mit diese Arbeit
Maus/HumanG114V entsprechender Mutation

GFP- GFP-Maus/Mensch-Chimiére mit diese Arbeit
Maus/HumanA117V entsprechender Mutation

2.1.16 Antikorper

2.1.16.1 Herstellung eines polyklonalen anti-PrP-Antikorpers

Das Protokoll wurde dem Kapitel Nr. 5 des Laborhandbuchs ,,Antibodies” von Harlow &
Lane (1988) entnommen. Fiir die Immunisierung eines Kaninchens wurde mit Freund’schem
Adjuvans (complete flir die 1. Immunisierung / bzw. inclomplete fiir die 2. Immunisierung)
vermischtes rekombinantes Maus-PrP eingesetzt. Die beiden Immunisierungen wurden im
Abstand von vier Wochen durchgefiihrt und das Kaninchen zehn Tage nach der 2.
Immunisierung ausgeblutet. Nach Aufreinigung des ,,CDC1* genannten Antikorpers (mittels
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Zentrifugation und Affinitdtssdulen-Chromatographie) wurde eine Qualitdtskontrolle durch-
geflihrt. Hierfiir wurde Zelllysat stabil Maus-wt-PrP-iiberexprimierender N2A-Zellen (Spur 1
— 6) bzw. stabil Human-wt-PrP-iiberexprimierender SH-SYS5Y-Zellen (Spur 7) mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und einer WesternBlot-Analyse unterzogen:

35.4kDa = q .
- l .-
29 kDa = '
1 2 3 4 5 6 7
1: 6H4 (1:1000) 2 : 3B5 (1:50, Hybridoma-Uberstand)
3: CDC1 (1:1000) 4 : CDC1 (1:2000)
5: CDC1 (1:5000) 6 : CDC1 (1:10000)

7 : CDC1 (1:1000) (Zelllysat humanes PrP)

Als Positivkontrollen kamen die monoklonalen AK 6H4 (Spur 1) und 3B5 (Spur 2) zum
Einsatz. Der AK CDCI1 wurde in unterschiedlichen Verdiinnungsstufen (1:1000 — 1:10000)
eingesetzt. Interessanterweise erkennt dieser gegen Maus-wt-PrP gerichtete Antikorper auch
humanes wt-PrP mit hoher Effizienz und Spezifitdt (Spur 7).

2.1.16.2 Eingesetzte Antikorper

Folgende Antikorper wurden in der angegebenen Verdiinnung fiir Immunoprizipitationen
(IP), Immunfluoreszenzfarbungen (IF) sowie WesternBlot-Analysen (WB) eingesetzt:

Tabelle 2: Antikorper

Bezeichnung Herkunft Verdiinnung Referenz
anti-PrP-Antikorper
3B5 Maus, monoklonal 1:5000 (WB+IF) | Krasemann et al., 1996
1:2000 (IP)
3F4 Maus, monoklonal 1:5000 (WB+IF) | Kascsak et al., 1987
1:2000 (IP)
6H4 Maus, monoklonal 1:5000 (WB+IF) | Prionics AG, Basel, Schweiz
12F10 Maus, monoklonal 1:2000 (IP) Krasemann et al., 1996
CDCl1 Kaninchen, polyklonal | 1:2000 (WB) diese Arbeit
Ra3153 Kaninchen, polyklonal | 1:2000 (WB) INP Miinchen, Deutschland
SAF37 Maus, monoklonal 1:5000 (WB) Demart et al., 1999
1:2000 (IP)
anti-GFP-Antikorper
anti-GFP, pk Kaninchen, polyklonal | 1:2000 (WB) Clontech, Heidelberg
anti-GFP, mk Maus, monoklonal 1:500 (WB) Clontech, Heidelberg
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Anti-ER-Antikorper
Anti-Calnexin Maus, monoklonal 1:500 (IF) Dianova, Hamburg

Anti-Zytoplasma-Antikorper

Anti-Hsc70 Ratte, monoklonal 1:500 (IF) Stressgen, San Diego, USA
Sekundir-Antikorper

Anti-Maus IgG, AP-gekoppelt Ziege, polyklonal 1:10000 (WB) Dianova, Hamburg
Anti-Kaninchen IgG, AP-

gekoppelt Ziege, polyklonal 1:10000 (WB) Dianova, Hamburg

Anti-Maus IgG, TexasRed-
gekoppelt Kaninchen, polyklonal | 1:50 (IF) Dianova, Hamburg
Anti-Kaninchen IgG,
TexasRed-gekoppelt Ziege, polyklonal 1:50 (IF) Dianova, Hamburg

2.2 Mikrobiologische und genetische Arbeitsmethoden

2.2.1 Stammhaltung von E.coli-Kulturen

Zur Herstellung von E. coli-Stammkulturen wurden jeweils 0,9 ml einer Ubernachtkultur mit
0,1 ml Glycerin versetzt, gemischt und anschlieBend bei -80°C gelagert.

2.2.2 Anzuchtbedingungen und Wachstumsmessung

E. coli wurde aerob in Reagenzglisern oder Erlenmeyerkolben bei 37°C in einem
Schiittelinkubator bei 180-250 rpm angezogen. Bei der Verwendung von LB-Medium wurde
iiber Nacht und bei der Verwendung von TB-Medium fiir 6-8 Stunden inkubiert. Das
Wachstum der Zellen wurde durch Triibungsmessung (Ultraspec II, Pharmacia) bei einer
Wellenldnge von 600 nm gegen LB-Medium iiberpriift.

2.2.3 Praparation von kompetenten E. coli-Zellen (Nishimura et al., 1990)

50 ml Medium A wurden mit 0,5 ml einer E. coli-Ubernachtkultur angeimpft und unter
Schiitteln bei 37°C bis zum Erreichen der mittleren logarithmischen Wachstumsphase (ODgg
ca. 0,4-0,6) inkubiert. Darauthin wurden die Zellen fiir ca. 10 min auf Eis gestellt,
anschliefend pelletiert (1000 x g fiir 10 min bei 4°C) und der Uberstand verworfen. Die
Zellen wurden in 0,5 ml vorgekiihltem Medium A resuspendiert und nach Zugabe von 2,5 ml
eiskalter Losung B gut gemischt. Die kompetenten Zellen wurden in Aliquots von 0,1 ml
aufgeteilt und unmittelbar bei -80°C gelagert.

2.2.4 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA

Fiir die Transformation wurden die Zellen auf Eis aufgetaut, mit der jeweiligen DNA (ca. 100
pg/100 pl Zellen) gemischt und fiir 15 bis 30 min bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden sie
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einem Hitzeschock (42°C fiir 60 s) ausgesetzt, fiir 1 - 2 min auf Eis gekiihlt und daraufhin mit
0,9 ml LB-Medium (RT) versetzt. Zur Expression der Antibiotikaresistenz wurden die Zellen
fiir etwa eine Stunde bei 37°C inkubiert und darauthin in geeigneten Volumina (i. d. R. 100-
200 pl LB-Medium mit Ampicillin) auf Selektivplatten ausgesit und bei 37°C iiber Nacht
inkubiert.

2.2.5 Methoden zu Arbeiten mit DNA

2.2.5.1 Fiallung von DNA mit Ethanol

Die Ethanolfdllung diente der Konzentrierung und Aufreinigung von DNA. Dabei wurde die
Konzentration monovalenter Kationen erhoht, welches, durch Erhhung der Dielektrizitits-
konstante, die AbstoBung der negativen Ladungen des Phospodiester-Riickgrats vermindert,
wodurch bei Losungsmittelentzug durch Zugabe von Ethanol die DNA-Féllung ermoglicht
wird. Das Volumen der DNA-L&sung wurde bestimmt und mit 1/10 Vol. 3 M Na-Acetat-
oder 7 M NHy-Acetat-Losung gemischt. Der Ansatz wurde mit 2 - 3 Vol. Ethanol versetzt und
griindlich gemischt. Die Prazipitation erfolgte entweder fiir 60 min bei -80°C oder iiber Nacht
bei -20°C. Die DNA wurde durch Zentrifugation (10 min, 20000 x g, 4°C) pelletiert,
anschlieBend einmal mit 200 ul 70 %igem Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert (5 min,
20000 x g, RT). Das DNA-Prazipitat wurde im Exsikkator oder bei RT getrocknet und in
einem entsprechenden Volumen TE-Puffer oder H,O aufgenommen.

2.2.5.2 Konzentrationsbestimmung der DNA

10 pl der DNA-Losungen wurden mit H>O auf 0,5 ml Endvolumen aufgefiillt und die
Konzentrationen durch Messung der OD,¢ in einer Quarzkiivette (Schichtdicke: 1 cm) gegen
0,5 ml H,O bestimmt. Ein OD,¢-Wert von 1 entsprach einer Konzentration von 50 ug
dsDNA/ml. Der Quotient ODjs/OD,g9 wurde als Mall fiir die Reinheit der DNA
herangezogen. Fiir sehr reine DNA-Lsungen liegt das Verhiltnis in einem Bereich von 1,8
bis 1,95. Niedrigere Werte sind ein Indiz fiir die Anwesenheit von Kontaminationen (z.B.
Proteine). Geringe DNA-Mengen wurden nach elektrophoretischer Auftrennung im
Agarosegel liber ihre Fluoreszenzintensitdt unter UV-Licht durch Vergleich mit einem DNA-
Standard bekannter Konzentration bestimmt.

2.2.5.3 Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen

Fiir Restriktionsspaltungen wurde das Gesamtvolumen des Ansatzes so gewihlt, dass die
Enzym-Stammlosung wenigstens 1:10 verdiinnt wurde, um unspezifische Reaktionen (,,star
activity*) aufgrund zu hoher Glyzerinkonzentrationen zu vermeiden. Pro pg DNA wurden
etwa 1-2 Einheiten (Units) des Enzyms und 0,1 Vol. des entsprechenden 10 x Restriktions-
puffers zugegeben. Die Inkubation erfolgte bei der fiir das Enzym/die Enzyme geeigneten
Temperatur fiir eine bis mehrere Stunden. Die Spaltung wurde mittels einer Agarose-
gelelektrophorese iiberpriift.

2.2.6 Isolierung von Plasmid-DNA

2.2.6.1 Mini- und Midipriiparation von Plasmid-DNA (Qiagen-Methode)
Hierfiir kamen “Plasmid Mini + Midi Extraction“-Kits (Qiagen, Hilden) zum Einsatz. Die
Préparationen erfolgten geméll der Protokolle des Herstellers.

2.2.6.2 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Fiir die Extraktion von DNA aus Agarosegelen wurde das QIAEX™ II-Kit (Qiagen, Hilden)
angewendet und die Extraktion anhand des mitgelieferten Protokolls durchgefiihrt.



34

2.2.7 Agarosegelelektrophorese

Fiir die prédparative und analytische Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden 0,7 bis
1,5%ige (w/v) Agarosegele verwendet. Nach dem Kochen der Agarose in 0,5 x TBE-Pufter
wurde 1/2000 Vol. einer Ethidiumbromidlosung (1 mg/ml) zugesetzt, die Agarose in eine
Flachbettschale gegossen und mit einem Kamm versehen, welcher fiir die Ausbildung der
Probenauftragstaschen sorgte. Nach dem Erstarren der Agarose wurde das Gel in eine mit 0,5
x TBE-Puffer gefiillte Flachbettelektrophoresekammer tiberfiihrt und der Kamm entfernt. Vor
dem Auftragen der DNA-Proben wurden diese mit 0,1-0,2 Vol. 6 x DNA-Auftragspuffer
versetzt. Als Ladngenstandard diente die 1 kb-DNA-Leiter (Gibco BRL, Eggenstein). Fiir die
Elektrophorese wurden Spannungen von bis zu 120 Volt (Feldstirken 5-15 V/cm) angelegt.
Nach erfolgter Auftrennung wurde die DNA durch UV-Licht als fluoreszierende Banden
sichtbar gemacht und fotografiert bzw. aus dem Gel extrahiert (s. 2.2.6.2).

2.2.8 Ligation von DNA-Fragmenten in Plasmidvektoren

Plasmid-DNA wurde mit Restriktionsendonukleasen verdaut, mittels des QIAEX® II-Kits
(Qiagen, Hilden) aus Agarosegelen extrahiert und mit Ethanol gefillt. Die Verkniipfungs-
reaktion erfolgte unter Einsatz der T4-DNA-Ligase, welche die Bildung einer Phospho-
diesterbindung zwischen dem 3'-Hydroxylende und dem 5'-Phosphatende von DNA-
Molekiilen katalysiert.

Reaktionsmix:

Vektor-DNA nach Restriktionsverdau (50-200 ng)
DNA-Fragment (5-10 x molarer Uberschuss)

1 x T4-DNA-Ligase-Puffer

T4-DNA-Ligase (1-2 U)

i.d. R. HO ad 10 pl

Die Reaktionen wurden entweder bei 37°C fiir 3 Stunden oder bei RT iiber Nacht
durchgefiihrt. AnschlieBend wurden E. coli-Zellen mit der DNA der Ligationsansétze
transformiert, eine Minipréparation von den auf Selektivplatten gewachsenen Kolonien
durchgefiihrt und die Konstrukte durch Restriktionsanalysen und DNA-Sequenzanalyse
iiberpriift.

2.2.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

PCR-Ansétze (Mullis & Faloona, 1987; Saiki ef al., 1988) wurden i. d. R. in einem Volumen
von 50 ul in 0,5 ml-PCR-Reaktionsgefdlen in einem Thermoblock (,,Cycler”) (Biometra,
Gottingen; Eppendorf, Hamburg) durchgefiihrt. Um einen Fehleinbau von Nukleotiden bei
der Enzymreaktion weitestgehend zu vermeiden wurde Pfu-Turbo-DNA-Polymerase
verwendet, die aufgrund ihrer ,proof-reading“-Eigenschaften eine deutlich bessere Fehler-
korrekturrate aufweist als z.B. Tag-DNA-Polymerase. Die Ansdtze enthielten folgende
Komponenten:

DNA 50-500 ng
,,Primer je 50 pmol
dNTP-Gemisch (je 10 mM) 1 pul
Pfu-Turbo-DNA-Polymerase 1U

10 x Pfu-Turbo-Reaktionspuffer Sul
H,O ad 50 pl
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Zum Schutz vor Verdunstung wurden die Ansédtze mit Mineralol (Sigma, Taufkirchen)
iiberschichtet. Die Denaturierung erfolgte im ersten Zyklus bei 94°C fiir 2 min, danach bei
jedem Zyklus bei 94°C fiir 1 min. Die Anlagerungstemperatur wurde, ausgehend von der
errechneten Schmelztemperatur der ,Primer”, empirisch optimiert und die Kettenver-
lingerung erfolgte jeweils bei 72°C fiir 2,5 min/kb. Nach Abschluss von 20-25 Temperatur-
zyklen wurden die PCR-Produkte mittels Agarosegelelektrophorese analysiert und fiir ihre
Weiterverwendung prépariert.

2.2.10 Ortsspezifische Mutagenese (“Site-directed Mutagenesis”)

Die Ortsspezifische Mutagenese (Kunkel, 1985) ermdglicht die Einbringung (und PCR-
Amplifizierung) von Nukleotid-Austausch-Mutationen in Plasmid-Vektoren mittels Oligo-
nukleotid-Primern, welche die erwiinschte Mutation enthalten. Hierfiir miissen sowohl der
,Sense“- als auch der ,,Antisense“-Primer die gewiinschte Mutation beinhalten, welche sich
moglichst in der Mitte der Primer befinden sollte. Es kam das QuickChange'Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene, Heidelberg) zum Einsatz.

Sense-Oligonukleotid-Primer (G114V forward):
5’ - CCA ACC TCA AGC ATG TGG CAG TTG CTG CGG CAG CTG GGG C -3’

Antisense-Oligonukleotid-Primer (G114V revers):
5’ - GCC CCA GCT GCC GCA GCA ACT GCC ACATGCTTG AGGTTGG-3’

PCR-Ansatz:

10 x Reaction Puffer Sul

ds Plasmid-DNA (45 "/, 1 ul
Sense-Oligonukleotid-Primer (100 "/,,) 1.25 pl
Antisense-Oligonukleotid-Primer (100 "/,,) 1.25 ul
dNTP-Mix 1 ul

ad 50 pl mit H,O
Zugabe von 2.5 U Pfu-Turbo-DNA-Polymerase

PCR-Reaktion:
Zyklus Temperatur Zeit
1 95°C 30 sec
2-16 95°C 30 sec
55°C 1 min
68°C 11 min
= 4°C

Der spezifische Verdau (1 h bei 37°C) der parentalen Template-DNA erfolgte durch Zugabe
von 10 U Dpn 1. AnschlieBend wurde die Plasmid-DNA in kompetente Bakterien trans-
formiert und auf LB-Amp-Platten ausplattiert. Es wurde eine iiN-Kultur (5 ml) angeimpft.
Nach einer Plasmid-Priparation (,Mini‘) erfolgte die Uberpriifung der ortsspezifischen
Mutagenese mittels DNA-Sequenzierung. Um wéhrend der PCR-Reaktion eventuell
aufgetretene Synthesefehler ausschlieBen zu konnen, wurde der die erwiinschte Mutation
tragende DNA-Abschnitt nach Uberpriifung durch Sequenzierung in nicht-PCR-
amplifizierten Vektor umkloniert.
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2.2.11 DNA-Sequenzanalyse

2.2.11.1 ,,Cycle sequencing“-Reaktionen

DNA-Sequenzierungen wurden an einem ,,Li-Cor* DNA-Sequenzierer (MWG Biotech,
Ebersberg) mit Hilfe des ,,Thermo Sequenase fluorescent labeled primer cycle sequencing kit
with 7-deaza-dGTP*“ (Amersham/Pharmacia Biotech, Freiburg) und Fluoreszenzfarbstoff-
(IRD-700/800)-markierter ,,Primer“-Molekiile (MWG Biotech, Ebersberg) vorgenommen.
Das Verfahren stellt eine Modifikation der Didesoxynukleotid-Kettenabbruch-Methode
(Sanger et al., 1977) dar und beinhaltet die Verwendung von thermostabiler DNA-Polymerase
in zyklischen Sequenzierreaktionen (,,cycle sequencing“-Reaktionen). Zur Herstellung des
,DNA/Primer Premix‘“ wurden folgende Komponenten in einem 500 pl-PCR-Reaktionsgefal3
(Biozym, Hess. Oldendorf) gemischt:

DNA 100 ng/kb
,Primer* (IRD-700/800 markiert) 2 pmol
DMSO 1 ul

HO ad 25 pl

Je 2 pl ,,G-, A-, T- und C-termination-mix* (enthalten thermostabile Polymerase und
Reaktionspuffer) wurden in vier 500 pl-PCR-Reaktionsgefifle gegeben, mit je 6 pul des
»DNA/Primer Premix“ gemischt und diinn mit Mineraldl {iberschichtet. Die Sequenzier-
reaktionen wurden anschlieBend in einer PCR-Maschine (Eppendorf, Hamburg) mit
folgenden Standard-Temperaturzyklen durchgefiihrt:

Denaturierung 95°C 2 min
Denaturierung 95°C 15s
,Primer“-Anlagerung 55°C 30s 25x
Polymerisierung 70°C 30s

Nach Beendigung der Zyklen wurden 8 pl ,stop solution in jedes Reaktionsgefall gegeben
und je 2 ul der Reaktion auf ein Sequenziergel geladen.

2.2.11.2 Das Sequenziergel

Zur Analyse der Sequenzierreaktionen dienten 0,25 mm starke, 4,3 %ige (w/v) Polyacryl-
amid-Gele (Sanger & Coulson, 1978) mit einer Trennstrecke von 41 cm, die mit Hilfe des
,,Long Ranger* Fertig-Acrylamid-Systems (Biozym, Hess. Oldendorf) und der zum ,,Li-Cor**-
System gehorenden GelgieBausriistung hergestellt wurden. Nachdem die Riicken- und
Abdeckglasplatte griindlich gereinigt waren, wurden der Gelstand aufgebaut und die fertige
Gellosung vorsichtig entlang des oberen Randes der Abdeckplatte aufgetragen. AnschlieBend
wurde der Kamm mit der glatten Seite zum Gel in die dafiir vorgesehene Aussparung der
Abdeckplatte eingesetzt und das Gel zum Auspolymerisieren fiir 1 h waagerecht gelagert.
Nachdem das Gel gemél den Herstelleranweisungen in den Sequenzierapparat eingebaut und
die Pufferkammern mit 1 x TBE gefiillt worden waren, wurde der Kamm umgedreht und mit
der gezahnten Seite zum Gel so eingesetzt, dass die Zéhne leicht auf der Geloberfliche
aufsaBBen. Nach einem Gel-Vorlauf von ca. 30 min wurden die Proben aufgetragen und die
Elektrophorese bei 2200 V, 37 mA und 45°C durchgefiihrt. Die wéhrend des Laufs
aufgezeichneten Fluoreszenzsignale wurden mit Hilfe des im ,,Li-Cor“-System enthaltenen
Programmes ,,.Base ImagIR* Version 2.30 ausgewertet.
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Gellosung fiir Sequenziergele:

Harnstoff 2l g

10 x TBE 5ml
“Long Ranger* 4,3 ml
TEMED 50 pl

10 % (w/v) APS 250 pl
H,0O ad 50 ml

2.3 Methoden zur Arbeit mit eukaryontischen Zellen und
Proteinarbeiten

Die folgenden Methoden und Vorschriften wurden, soweit nicht anders angegeben, den
Laborhandbiichern ,,Cells* von Spector et al. (1998) und ,,Antibodies” von Harlow & Lane
(1988) entnommen. Die Zellen wurden in wassergesaittigter Atmosphére bei 10 % CO, und
37°C kultiviert. Medien und Losungen wurden, wenn nicht anders angegeben, auf 37°C
vorgewédrmt und alle Arbeiten mit sterilem Plastikmaterial (Pipetten, Gewebekulturschalen, -
flaschen und -platten) durchgefiihrt.

2.3.1 Trypsinieren von Zellen

Das Medium wurde von der Gewebekulturschale, -flasche oder -platte griindlich entfernt und
die Zellen in Abhdngigkeit von der Zelldichte, der Aufbewahrungsdauer der Zellkultur und
dem Zelltyp in einem empirisch ermittelten Volumen Trypsin/EDTA fiir bis zu 5 min bei
37°C inkubiert. Das durch die Protease Trypsin verursachte Abrunden und somit Ablésen der
Zellen konnte wihrenddessen sowohl mikroskopisch als auch makroskopisch kontrolliert
werden. Die Reaktion wurde durch Zugabe von serumhaltigem Medium gestoppt, die Zellen
durch mehrfaches Aufziehen mit einer Pipette vereinzelt und bei Bedarf die Zellzahl pro ml
mit Hilfe des Hamocytometers (Zdhlkammer nach Neubauer) bestimmt. AnschlieBend
wurden die Zellen in der gewiinschten Dichte ausgesit bzw. fiir das Einfrieren prépariert.

2.3.2 Einfrieren von Zellen

Die Zellen wurden in eine 80 cm’*-Gewebekulturflasche passagiert und beim Erreichen einer
60-90 %igen Konfluenz zum Einfrieren prédpariert. Nach Trypsinierung wurden die Zellen
pelletiert (5 min, 200 x g, 4°C), der Uberstand verworfen und in 0,4 ml eiskaltem Medium 1
(80 % DMEM, 20 % FCS) resuspendiert. Der Ansatz wurde in vorgekiihlte Einfrierrdhrchen
tiberfiihrt, in welche 0,4 ml eiskaltes Medium 2 (60 % DMEM, 20 % FCS, 20 % DMSO)
vorgelegt war und durch mehrfaches Umdrehen vermischt. Die Rohrchen wurden in einem
auf 4°C vorgekiihlten Isopropanolbehidlter langsam (-1°C/min) auf -80°C gekiihlt und
anschlieBend in fliissigem Stickstoff gelagert.

2.3.3 Auftauen und Revitalisieren von Zellen

Das Einfrierrohrchen wurde nach der Entnahme aus dem Stickstofftank zum vollstindigen
Auftauen der Zellen in ein 37°C-Wasserbad tiberfiihrt. AnschlieBend wurde das Rohrchen
kurz in ein alkoholgetranktes Papiertuch gehiillt und die Zellsuspension unter der Sterilbank
in 9 ml Wachstumsmedium {iberfiihrt. Die Zellen wurden darauthin pelletiert (5 min, 200 x g,
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RT), in frischem Wachstumsmedium aufgenommen und in eine Kulturflasche tiberfiihrt. Am
nichsten Tag wurde das Medium gewechselt, um Reste von DMSO zu entfernen.

2.3.4 Transiente Transfektion von Zellen mit Plasmid-DNA

Fiir alle Transfektionen wurde die DNA durch Midipriaparationen von Plasmid-DNA (Qiagen-
Methode) gewonnen und bei vergleichenden Tests ausschlieBlich DNA gleicher Konzen-
tration und Giite verwendet, um moglichen Qualitdtsschwankungen entgegenzutreten. Die fiir
Transfektionen in die geeigneten Gewebekulturschalen zu passagierenden Zellen befanden
sich in der exponentiellen Wachstumsphase und wiesen eine Konfluenz von 60-80 % auf. Als
Transfektionsreagenz wurde ,,Effectene (Qiagen, Hilden) verwendet und das vom Hersteller
mitgelieferte Protokoll fiir die Transfektion von adhirenten Zellen herangezogen.

2.3.5 Generierung stabil exprimierender Zellklone

Humane Neuroblastom-Zellen (SH-SYS5Y) wurden analog 2.3.4 mit Plasmid-DNA
transfiziert. 48 h nach Transfektion wurde Selektions-Zellkultur-Medium (DMEM (komplett)
+ 400 pg Geneticin/ml) zugegeben. Die Zellen wurden mind. 4 Wochen unter Selektions-
bedingungen kultiviert und einzelne Kolonien (Klone) in neue Kulturflaschen iiberfiihrt. Die
Expressionsstarke der gewonnenen Einzelklone wurde in WesternBlot-Analysen iiberpriift.

2.3.6 Scrapie-infizierte Neuroblastom-Zellen (ScN2A)

Ein induzierbar Maus-wt-PrP-exprimierender muriner Neuroblastom-Zellklon (Windl et al.,
1999) wurde permanent mit dem Maus-adaptierten Scrapie-Stamm 22L infiziert (Nishida et
al., 2000). Die Zellen wurden unter Erhaltungsbedingungen (DMEM + 200 ug Geneticin/ml)
kultiviert und die Proteinexpression durch Zugabe von Doxyzyklin (200 ng/ml) induziert.

2.3.7 Konfokale Laserscanning-Mikroskopie

Kolokalisationsstudien mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie erlauben, im Gegen-
satz zu konventioneller Fluoreszenzmikroskopie, die simultane Detektion von Signalen unter-
schiedlichen Ursprungs innerhalb einer klar definierten Ebene der analysierten Zellen. Aul3er-
halb dieser Ebene liegende Signale werden durch entsprechende Filtereinstellungen ausge-
schlossen. Bei samtlichen hier durchgefiihrten Kolokalisationsstudien {iberschritt die Schicht-
dicke der ausgewéhlten Ebene nie eine Breite von 1.5 um und bei identischen Experimenten
wurden entsprechend identische Einstellungen verwendet. Die Analyse von Fluoreszenz-
signalen bei eukaryontischen Zellen wurde an einem TCS NT/SP2 Confocal System (Leica,
Heidelberg) durchgefiihrt. Dazu wurden das Wasserimmersionsobjektiv Achroplan 63x/0,90
NA und das Olimmersionsobjektiv Fluar 40x/1,3 NA (Zeiss, Oberkochen) verwendet. Die
GFP-Fluoreszenz wurde mit einem Argonionen-Laser bei einer Wellenldnge von 488 nm und
der rot emittierende Farbstoff ,, Texas Red* mit einem HeNe-Laser bei einer Wellenldnge von
543 nm unter Verwendung von FITC- bzw. TRITC-Filtereinstellungen angeregt. Zur
Verifizierung der qualitativen und quantitativen Verteilung von Fluoreszenzsignalen wurden
pro Konstrukt mehrere Dutzend transfizierter Zellen betrachtet und stets serielle Aufnahmen
durch die Zellen aufgenommen, um einen objektiveren Eindruck zu gewinnen. Die erhobenen
Daten wurden von der zum System gehorenden Leica Software und dem Computerprogramm
,,Adobe Photoshop* (Adobe) bearbeitet.



39

2.3.8 Fixierung und Permeabilisierung von Zellen

Adhérente Zellen (auf Glasobjekttrigern) wurden mehrfach in PBS(+) gewaschen und fiir die
Fixierung mit 4 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS fiir 10 min bei RT inkubiert. Fiir intra-
zelluldre Markierungen wurden die Zellen nach der Fixierung mit 0,2 % (v/v) Triton X-100 in
PBS fiir 2 min bei RT permeabilisiert. Die Zellen wurden zweimal in PBS gewaschen und
anschliefend entweder flir die Markierung von Zellorganellen mit Fluoreszenzfarbstoffen
bzw. fiir die Immunfluoreszenz weiterverwendet oder sogleich mit einem ,,Fluorescent
Mounting“-Einbettmedium (Dako, Hamburg) unter Deckgldsern konserviert.

2.3.9 Immunfluoreszenzanalyse

Die Ermittlung der zelluldren Lokalisation von Proteinen erfolgte durch Immunfluoreszenz-
analysen. Dazu wurden fixierte und, bei intazelluldrer Detektion, permeabilisierte Zellen mit
einem flir das zu analysierende Protein spezifischen Antikdrper inkubiert und dessen Aufent-
haltsort unter Verwendung eines zweiten, mit Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten anti-Kanin-
chen- bzw. anti-Maus-IgG-Antikorpers unter dem konfokalen Mikroskop detektiert.
Transfizierte Zellen wurden fliir mindestens 24 h auf Glasobjekttrigern kultiviert und
anschlieBend fixiert sowie bei Bedarf permeabilisiert. Der Primir-Antikdrper wurde je nach
Sensitivitdt 1:50 bis 1:200 in PBS, 3 % (w/v) BSA angesetzt und die Zellen flir mindestens 30
min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen 3 x 5 min in PBS, 1 % (v/v) Triton X-
100 gewaschen und mit dem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Sekundir-Antikdrper (1:50) in
PBS, 3 % (w/v) BSA fiir mindestens 20 min bei RT inkubiert. Es folgte ein dreimaliges
Waschen in PBS und die Konservierung der Zellen unter Deckgldsern mit Hilfe des Einbett-
mediums. Die Priaparate wurden anschlieBend mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie
analysiert.

2.3.10 Markierung von zelluliren Bestandteilen und Zellorganellen mit
Fluoreszenz-Farbstoffen

Neben der Immunfluoreszenzanalyse erfolgte die zelluldre Lokalisationsbestimmung mit
Hilfe von Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Reagenzien, die spezifisch mit ihren zelluldren
Zielorganellen reagieren. Fiir die Markierung des Golgi-Apparats wurde ,,BODIPY TR
ceramide” (Molecular Probes, Mo Bi Tec, Gottingen), fiir die Anfiarbung von Lysosomen
,LysoTracker RED DND-99“ (Molecular Probes) verwendet. Die Anfirbung des Golgi-
Apparats geschah durch die Inkubation lebender Zellen mit 1-2 uM ,,BODIPY TR ceramide*
in Zellkulturmedium fiir 20 min bis 1 h im Brutschrank. Fiir die Farbung von Lysosomen
wurden lebende Zellen mit 100 nM ,,LysoTracker RED DND-99* in Zellkulturmedium fiir 2
h im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss an die Anfirbungen der Organelle wurden die
Zellen mehrmals in PBS gewaschen und fiir die konfokale Laserscanning-Mikroskopie
prépariert.

2.3.11 Enzymatische Abtrennung GPI-verankerter Proteine von der
Zellmembran

Proteine, die {iber ein Phosphatidylinositolglykolipid (GPI) auf der Zellmembran ,,verankert”
sind, konnen mittels der Phosphatidylinositol-spezifischen Phospholipase C (PIPLC) von der
Zelloberfliache abgelost werden. Dazu wurden die Zellen mehrmals in HBSS gewaschen und
mit 1 U/ml PIPLC in serumfreiem Zellkulturmedium bei 37°C fiir 1 h im Brutschrank
inkubiert. Die Proteine im Inkubationsmedium wurden anschlieSend fiir die ,,WesternBlot*-
Analyse Methanol-prézipitiert und fiir die SDS-PAGE prépariert.



40

2.3.12 Zelllyse und Priparation von Proteinextrakten aus Zellkulturen

Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und fiir ca. 30 min auf Eis in Zelllysispuffer
(300 pul/60 mm-Schale) inkubiert. AnschlieBend wurden die lysierten Zellen mit Hilfe eines
Zellschabers abgelost und in ein vorgekiihltes Reaktionsgefdl transferiert. Der Lyse-Ansatz
wurde ca. 10 s gemischt (Vortexgerit) und sonifiziert (ca. 15 s, maximale Leistung). Nach
einer Zentrifugation (2 min, 12000 x g, 4°C) wurde der Uberstand in ein vorgekiihltes
Reaktionsgefdl tiberfiihrt, ein Teil flir die Proteinkonzentrationsbestimmung entnommen und
der Rest zur weiteren Verwendung pripariert bzw. bei -80°C eingefroren.

2.3.13 Deglykosylierung von Glykoproteinen

Die von der Amidase PNGase F katalysierte, spezifische Spaltung der N-glykosidischen
Bindung zwischen dem innersten N-Acetylglucosamin und dem Asparaginrest von
Glykoproteinen wurde genutzt, um diese Proteine auf eine einheitliche Groe zu reduzieren.
Dazu wurden Puffer und Enzym eines entsprechenden Kits verwendet. Es wurden 100-150 pg
Gesamtprotein in 1 x ,,Denaturing Buffer* fiir 10 min bei 99°C denaturiert und anschlieBend
1/10 Vol. von ,,10 x G7 Buffer* und ,,10 % NP-40 hinzugefiigt und vermischt. Die Deglyko-
sylierung der Glykoproteine erfolgte darauthin mit 500 U PNGase F fiir mind. 1 h bei 37°C.

2.3.14 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Konzentration von Proteinextrakten wurde mit Hilfe von Bradford-
Reagenz durchgefiihrt. Dazu wurden 1 pl des zu analysierenden Protein-Lysates mit 200 pl
Bradford-Reagenz und 799 pl H,O vermischt, fiir 5 min bei RT inkubiert und die Absorption
bei einer Wellenldnge von 595 nm photometrisch ermittelt. Die Proteinkonzentration konnte
anschlieBend anhand einer Standardkurve mit definierten BSA-Konzentrationen ermittelt
werden.

2.3.15 Konzentrierung der Proteinextrakte mittels Methanolfillung

Eine entsprechende Protein-Menge wurde mit mind. 4 Vol. eiskaltem Methanol vermischt
und fiir ca. eine Stunde bei -80°C bzw. iiber Nacht bei -20°C inkubiert. Der Ansatz wurde
zentrifugiert (5 min, 12000 x g, 4°C), der Uberstand verworfen und das Reaktionsgefi3 mit
dem Proteinpellet fiir 10-30 Minuten zum Evaporieren von Methanolresten auf einen Wérme-
block (30°C) gestellt. AnschlieBend wurde das Pellet in Zelllysispuffer und 2 x
Proteinprobenpuffer (v/v im Verhiltnis 1:1) aufgenommen, 30 s gemischt (Vortexgerit) und
5-10 min bei 99°C im Thermoblock inkubiert. Der Ansatz wurde darauthin fiir
,»WesternBlot“-Analysen eingesetzt.

2.3.16 Konzentrierung von Proteinen mittels Immunoprizipitation

Eine entsprechende Protein-Menge wurde zur Vorreinigung in einem 2 ml-Reaktionsgefaf3
mit 50 pl Protein A- bzw. Protein G-Agarose-,,beads” (Roche, Mannheim) fiir mind. 3 h bei
4°C auf dem Drehrad inkubiert. Die beads wurden sedimentiert (12000 x g, 20 s) und der
Uberstand in ein neues 2 ml- ReaktionsgefiB iiberfiihrt. Es wurden 1-2 pl eines ent-
sprechenden AntikOrpers zugegeben und fiir 1 h bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert.
AnschlieBend wurden 50 pl Protein A- bzw. Protein G-Agarose-,,beads* zugegeben und flir
mind. 3 h inkubiert. Die Protein-beads-Komplexe wurden sedimentiert (12000 x g, 20 s) und
der Uberstand verworfen. Es wurde 2 x mit je 1 ml IP-Hochsalz-Puffer und 1 x mit je 1 ml IP-
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Niedrigsalz-Puffer gewaschen. Es wurde 2 x Proteinprobenpuffer zugegeben, 10 min bei
99°C im Thermoblock inkubiert und der Ansatz fiir ,,WesternBlot“-Analysen eingesetzt.

2.3.17 Detergenzloslichkeits-Test

Der Detergenzloslichkeits-Test dient der Auftrennung von Zelllysaten in eine
detergenzldsliche (Uberstand, ,supernatant) und eine detergenzunldsliche (Sediment,
,pellet”) Phase. Zelllysat (150 pg Gesamtprotein) wird einer Vorreinigung (16000 x g, 5 min,
4°C) unterzogen, mit Detergenz-Loslichkeits-Test-Puffer auf 300 pl aufgefiillt und fiir 30 min
auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgt die Phasenauftrennung mittels Ultrazentrifugation
(265000 x g, 1 h, 4°C).

2.3.18 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die analytische Trennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht (ab 20 kDA) erfolgte
durch diskontinuierliche, denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli,
1970). Das Gel bestand zu etwa Y seiner Liange aus dem Sammelgel und zu % aus dem
Trenngel, welches einen 12,5 %igen Acrylamid-Anteil enthielt. Um eine bessere Auftrennung
bei Proteinen iiber 40 kDa zu erreichen, wurden neben den Minigelen (100 x 80 x 0,75 mm;
Bio-Rad, Miinchen) auch gréfere Gele (200 x 200 x 2 mm; Bio-Rad, Miinchen) verwendet.

Gelzusammensetzung der SDS-PAGE:
Trenngel (12,5 %)

Acrylamid-Fertiglosung 3,13 (9,4)* ml
4 x Trenngelpuffer 2,5(7,5) ml
10 % SDS 0,1 (0,3) ml
10 % APS 50 (150) pl
TEMED 4 (10) ul
H,O 4,3 (12,7) ml
Sammelgel (5 %)

Acrylamid-Fertiglosung 0,5 (2) ml

4 x Sammelgelpuffer 0,9 (5) ml

10 % SDS 20 (200) pl
10 % APS 20 (100) pl
TEMED 10 (10) pl
H,O 4 (12,7) ml

*Die Mengen fiir gro3e Gele sind in Klammern aufgefiihrt.

Nach dem Gieflen des Trenngels wurde die Gellosung mit Isopropanol iiberschichtet. Durch
diesen Abschlul wurde eine das Auspolymerisieren storende Interaktion mit der Luft
verhindert. Nach dem Polymerisieren des Trenngels wurde das Isopropanol entfernt, die
Sammelgellosung zugegeben und der Kamm positioniert. Die Proteinproben wurde mit
Proteinprobenpuffer versetzt, 5-10 Minuten bei 99°C auf einem Thermoheizblock denaturiert
und auf das Gel aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte im
Laufpuffer fiir SDS-PAGE bei einer Stromstirke von 20 mA pro Minigel bzw. 88 mA bei
einem grof3em Gel.
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2.3.19 Tris-Tricine-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Tris-Tricine-PAGE)

Die diskontinuierliche, denaturierende Tris-Tricine-PAGE (Schigger & von Jagow, 1987)
erlaubt die hochauflosende Auftrennung von Proteinen mit einem Molekulargewicht von 5 -
20 kDa. Die Herstellung der Gele erfolgte analog der SDS-PAGE.

Gelzusammensetzung der Tris-Tricine-PAGE:
Trenngel (16,5 %):

Acrylamid-Fertiglosung 15 (30)* ml
Tris-Tricine Gelpuffer 10 (20) ml
Glycerol 3,3 (6,6) ml
10 % APS 150 (300) ul
TEMED 15 (30) pl
H,O ad 30 (60) ml
Sammelgel (8 %):

Acrylamid-Fertiglosung 2 (4)ml
Tris-Tricine Gelpuffer 3,1 (6,2) ml
10 % APS 100 (200) pl
TEMED 10 (20) pl
HO ad 12,5 (25) ml

*Die Mengen fiir gro3e Gele sind in Klammern aufgefiihrt.
Fir die elektrophoretische Aufirennung wurden der Tris-Tricine-Anoden- , bzw.
Kathodenpuffer eingesetzt.

2.3.20 Immunologischer Nachweis elektrophoretisch aufgetrennter
Proteine (,,WesternBlot*)

Fir immunochemische Nachweise wurden Proteine nach ihrer Aufirennung in Polyacryl-
amidgelen tliber Elektroelution mit Hilfe des ,,semi-dry“-Verfahrens (Towbin et al., 1979;
Kyhse-Andersen, 1984) auf immobilisierende Membranen iibertragen. Die Proteine wurden
auf PVDF-Immobilon-P Transfer-Membrane (Millipore) transferiert. Dazu wurden auf einen
Stapel aus drei, mit Blotting-Puffer getrinkten Filterpapieren (Whatmann 3MM) die
Membran und das SDS-Polyacrylamidgel gelegt und mit drei weiteren Blotting-Puffer-
getrankten Filterpapieren bedeckt. Der gesamte Stapel wurde luftblasenfrei zwischen die
Elektrodenplatten einer Blot-Apparatur positioniert, wobei die PVDF-Membran der Anode
zugewandt lag. Der Transfer wurde fiir 1-2 Stunden bei einer Stromstirke von 0,8 mA/cm’
Gelfldche durchgefiihrt. Nach dem ,,WesternBlotting* wurde die PVDF-Membran einmal in
PBS gewaschen und anschlieBend zum Absittigen unspezifischer Bindungsstellen flir mind.
60 min bei RT bis iiber Nacht bei 4°C in Blocking-Puffer gelagert. Danach wurde der
entsprechende Primir-Antikdrper in Blocking-Puffer verdiinnt und die Membran darin
inkubiert (1 h bei RT oder iiN bei 4°C). Die Membran wurde anschliefend 2 x 5 min in
Blocking-Puffer gewaschen, fiir 30-60 min bei RT in der Sekundir-Antikorperlosung
inkubiert und erneut 3 x 5 min in Blocking-Puffer gewaschen. Die Blotmembran wurde
einmal fiir eine Minute in Alkalische Phosphatase-Puffer gewaschen und die Katalyse der
Farbreaktion in 10 ml Alkalische Phosphatase-Puffer bei RT durchgefiihrt. Als Substrat
wurden 66 ul NBT- und 33 pl BCIP-Losung zugegeben und vermischt. Die Reaktion wurde
nach Erreichen einer addquaten Proteinbandenintensitdt durch Spiilen mit groen Mengen
bidestilliertem Wasser abgestoppt. AbschlieBend wurde die Membran an der Luft getrocknet
und mittels eines Flachbettscanners am PC eingelesen.
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2.3.21 ,,Pulse-Chase-Labeling*“-Assay zur radioaktiven Markierung von
Proteinen

Stabil mit humanem wt-, G114V- oder A117V-PrP transfizierte SH-SY5Y-Zellen wurden in
Zellkulturschalen ausgesidt und zur Methionin-Depletion fiir 40 min in Starve-Medium
(DMEM ohne L-Methionin) kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen kurz mit PBS
gewaschen und fir 20 min in Pulse-Medium (Starve-Medium mit 200 pCi L-
[**S]Methionin/ml; Redivue™ L-[*>S]Methionin, in vivo cell labeling grade; Amersham,
Freiburg) inkubiert. Das Pulse-Medium wurde abgenommen, die Zellen mit PBS gewaschen
und fiir die gewiinschte Chase-Zeit (0-80 min) mit Chase-Medium (DMEM mit 5 x Uber-
schuf3 an nicht radioaktivem L-Methionin) inkubiert. Danach wurde der Metabolismus der
Zellen durch Inkubation bei 4°C gestoppt. Bis zu diesem Zeitpunkt der Chase-Phase an die
Zelloberfliache transportiertes PrP wurde durch Inkubation der Zellen in PIPLC-haltigem
Medium (1 U/ml Medium, 30 min bei 4°C) abgelost, mittels des Antikorpers 3F4 immuno-
prazipitiert und anschlieBend im WesternBlot aufgetragen. Nach Ablosung des Oberflachen-
PrPs wurden die Zellen lysiert. PrP wurde aus dem Zelllysat immunoprézipitiert (3F4) und im
WesternBlot analysiert. Nach dem Gel-Lauf wurde das Gel fiir etwa 30 min in Fixierungs-
Losung und anschlieBend zur Signalverstirkung fiir 15-30 min in Amplify™ Fluorographic
Reagent inkubiert. Das Gel wurde auf Filterpapier gelegt und im Vakuumtrockner (60-80°C
fiir ca. 1 h) getrocknet. AnschlieBend wurde das Gel in eine Expositionskassette iiberfiihrt und
in der Dunkelkammer ein Rontgenfilm (Kodak BioMax MR) sowie eine Verstirkerfolie
aufgelegt. Die Exposition erfolgte bei —80°C fiir 1-2 Wochen.

2.4 invitro-Translations/Translokations-Assay (,,Ctm-Assay*)

Die eingesetzten Plasmide (pCINeo-huwt, -huG114V, -huAl117V) wurden mittels des
Restriktionsenzyms Xbal linearisiert. Fiir die in vitro-Translation kam das TNT®Coupled
Reticulocyte Lysate System (Promega, Heidelberg) zum Einsatz.

Die Reagentien wurden auf Eis aufgetaut und wie folgt in ein steriles 1.5ml-Reaktionsgefil3
gemischt:

TNT®Lysat 12.5 pl
TNT®Reaktions-Puffer 0.5 ul
Aminosédure-Mix (ohne Methionin), 1 mM 0.5 ul
RNasin Ribonuclease Inhibitor (40 U/ul) 0.5 ul
TNT®T7 RNA Polymerase 0.5 ul
L-[’S]Methionin (>1000 Ci/mmol), 10 mCi/ml 2.0 ul
Nuclease-freies H,O 525 ul
Oligosaccharid-Akzeptor-Peptide, 10 mM 1.25 ul
linearisierte Plasmid-DNA, 0.5 pg/pl 0.5 ul
Canine Mikrosomale Membranen 1.5 ul

Inkubation fiir 60 min bei 30°C

Fir den PK-Protektions-Assay wurden 5 pl-Aliquots der Translations-Reaktion mit 250 pg
PK/ml (-/+ 0.5 % Triton-X 100) in 50mM Tris-HCI (pH 7.5) und 1mM CaCl, fiir 60 min bei
4°C inkubiert und die Reaktion anschlieBend durch Zugabe von 5 mM PMSF gestoppt.

Fiir die Immunoprézipitation wurden die Ansétze fiir 5 min bei 99°C in Anwesenheit von 1 %
SDS aufgekocht, in 10 Volumen RIPA-Puffer mit Protease-Inhibitoren (PepstatinA und
Leupeptin, 1 pg/ml; PMSF, 5 mM) verdiinnt, und mit den entsprechenden Antikérpern (3BS,
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3F4 oder 12F10) sowie Protein A-Agarose-,beads™ inkubiert. Der WesternBlot erfolgte
mittels eines 12 %igen Tris-Tricine-Gels und wurde analog des ,,Pulse-Chase-Labeling®-
Assays (s. 2.3.20) durchgefiihrt.
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3. Experimente und Ergebnisse

3.1 in vivo-Modellsyteme

3.1.1 Konstruktion von Klonierungs- und Expressionsvektoren

Zur Durchfiihrung von in vivo-Analysen mutierter Prionproteine wurden Zellkultur-
Modellsysteme etabliert. Murines und humanes PrP sollten sowohl in ihrer nativen Wildtyp
(wt)- als auch in mutierten Formen in eukaryontischen Zellen exprimiert werden. Hierfiir
wurden verschiedene Plasmidkonstrukte generiert (Abb. 7). Dariiber hinaus wurde durch das
zusitzliche Konstruieren murin/humaner PrP-Chiméren die Moglichkeit geschaffen, humane
PrP-Mutationen auch in murinen Zellkultursystemen zu untersuchen.

Alle generierten Plasmide basieren auf dem Expressionsvektor pCINeo (Promega). Die
Expression von murinem wt-PrP erfolgte mittels des Vektors pCiNeo-Mowt (Windl et al.,
1999b). Das in diesen Vektor eingefiigte Maus-Prion-Protein-Gen kodiert an der
polymorphen Aminosdureposition 128 (entspricht Aminosdure 129 bei humanem PrP) fiir
Methionin.

Zur Generierung von pCINeo-MoG114V wurde durch Basensubstitution mittels ,,Site
Directed Mutagenesis® (s. Material & Methoden) im Vektor pCiNeo-Mowt das der humanen
PrP-Sequenz an Aminosiureposition 114 entsprechende Basentriplett mutiert (GGG — GTT),
was in einer Substitution von Glycin gegen Valin resultiert.

Als Ausgangsplasmid flir die Generierung des Expressionsvektors mit humanem wt-PrP
diente genomische DNA eines anonymen britischen Blutspenders, dessen kodierender
Bereich des PrP-Gens PCR-amplifiziert und in einen Klonierungsvektor einligiert worden
war. Aus diesem Plasmid (Windl et al., 1996) wurde der ORF (,,open reading frame®) von
humanem PrP (PRNP) mittels der Restriktionsenzyme Xbal/Xhol ausgeschnitten und in den
analog geoffneten Expressionsvektor pCINeo einligiert. Hierdurch entstand der so genannte
Vektor pCINeo-huwt.

Fir die Konstruktion von pCINeo-huG114V und pCINeo-huA117V wurde pCINeo-huwt
innerhalb der PRNP-Sequenz mit BstEIl (AS 187/188) und Bsu361 (AS 51/52) geoftnet. Bei
humanem G114V-PrP fiihrt die Basensubstitution GGT — GTT zum Austausch von Glycin
gegen Valin. Zwei Basensubstitutionen, GCA — GTG, resultieren bei humanem A117V-PrP
in einem Austausch von Alanin gegen Valin. Die PRNP-ORFs von Patienten (G114V und
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A117V; DNA-Bank des Institutes fiir Neuropathologie, Miinchen) wurden PCR-amplifiziert
und nach Restriktion mit BstEIl und Bsu361 in den gedffneten pCINeo-huwt einligiert.

Maus wt | |
Maus G114V | % |
Maus/Human wt | | | |
Maus/Human G114V [ * | |
Maus/Human A117V | | % | |
Human wt | |
Human G114V | % |
Human A117V | * |

Abb. 7: Schematische Darstellung der Protein-kodierenden Bereiche der generierten
PrP-Konstrukte

Die grau geféirbten Bereiche entsprechen den murinen, die weillen Bereiche den humanen PrP-Sequenzen.

¥ < symbolisiert die Punktmutationen G114V bzw. A117V.

Analog hierzu wurde fiir die Konstruktion der Maus/Human-Chiméren der Vektor pCiNeo-
Mowt mit BstEIl und Bsu361 gedffnet und die humanen Sequenzbereiche innerhalb des Maus-
Prnp eingefligt, um die Vektoren pCINeo-MoHuwt, pCINeo-MoHuG114V und pCINeo-
MoHuA117V zu erhalten.

Sdmtliche humanen wt- und G114V-Sequenzen kodieren an Aminosdureposition 129 fiir
Methionin, wihrend humanes A117V-PrP an Position 129 fiir Valin kodiert.

AbschlieBend wurden die PrP-kodierenden Bereiche sidmtlicher Konstrukte mittels

Sequenzanalyse (s. Material & Methoden) verifiziert.
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3.1.2 Expression von wt-PrP und PrP-Mutanten in Neuroblastomzellen

Im Anschluss an die Konstruktion der Vektoren wurde die Expression der verschiedenen PrP-
Mutanten in eukaryontischen Zellen untersucht und mit dem Expressionsmuster von wt-PrP
verglichen. Hierfiir wurden murine (N2A) und humane (SH-SY5Y) Neuroblastom-Zelllinien

eingesetzt.

35.4 kDa - €3 .

29 kDa - —— b"

1 2 3 4 5 6

Abb. 8: ,,WesternBlot“-Analyse der Expression von Maus-PrP und Maus/Mensch-PrP-
Chimiiren

In der SDS-PAGE wurden je Spur 100 pg Zellextrakt untransfizierter (Spur 1) bzw. transient transfizierter (Spur 2 - 6)
N2A-Zellen aufgetrennt und anschlieflend auf eine PVDF-Membran tibertragen. Die immunochemische Detektion
der Proteine erfolgte mit Hilfe des Antikorpers 3BS.

Auf der linken Seite ist das Molekulargewicht zweier Markerbanden abgebildet; rechts sind die Bereiche der drei
verschiedenen Glykosylierungsformen angezeigt.

1 untransfiziert 4 Maus/Mensch wt
2 Maus wt 5 Maus/Mensch G114V
3 Maus G114V 6 Maus/Mensch A117V

N2A-Zellen wurden transient mit den Vektoren pCINeo-Mowt und pCINeo-MoG114V sowie
pCINeo-MoHuwt, pCINeo-MoHuG114V und pCINeo-MoHuA117V transfiziert und 48 h bis
zur Priparation der Zellextrakte kultiviert. Die Proteine wurden in einer SDS-PAGE
elektrophoretisch aufgetrennt und durch einen immunologischen Nachweis mittels
,WesternBlot“ untersucht. In unbehandelten N2A-Zellen waren unter den gewéhlten
Expositionsbedingungen keine Signale nachweisbar (Abb. 8, Spur 1). Nach Transfektion mit
PrP-Expressionskonstrukten zeigten sich positive Signale einer Molekulargewichtsgrofie von
27-37 kDa (Spuren 2 - 6). Dabei waren sowohl bei den mutierten als auch den chiméiren PrP-
Proteinen (Spuren 3 - 6) unterschiedliche Glykosylierungsstufen mit un- (0 x), einfach- (1 x)
und doppelt-glykosylierten (2 x) Formen nachweisbar, die denen von wt-PrP (Spur 2)

vergleichbar waren.
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Die WesternBlot-Analyse zeigten auBlerdem, dass die Expression von PrP-Chimiren, bei
welchen der zentrale Bereich aus humanen Sequenzen besteht, auch in murinen Zellen

moglich ist (Abb. 8, Spur 4 - 6).

Die rein humanen Prionproteine sollten in einem homologen Zellsystem untersucht werden.
Daher wurde deren Expression durch transiente Transfektion von SH-SYS5Y-Zellen getestet

(Abb. 9). Zum Vergleich dienten zwei murine PrP-Konstrukte (Spur 2 + 3).

:|1x
e — — — . | — X

35.4 kDa - mgv-- -u :|2x
i |

29 kDa -

1 2 3 4 5 6

Abb. 9: Expression von Maus- und Mensch-PrP

Fir die ,,WestemBlot -Analyse wurden je 100 pg Zellextrakt untransfizierter (Spur 1) bzw. transient transfizierter
(Spur 2 - 6) SH-SY5Y-Zellen in einer SDS-PAGE aufggetrennt und nach Ubertragung aufeine PVDF-Membran mit
Hilfe des Antikdrpers 3BS immunochemisch detektiert.

1 untransfiziert 4 Mensch wt
2 Maus wt 5 Mensch G114V
3 Maus G114V 6 Mensch A117V

Die Expression humaner PrP-Konstrukte in humanen Neuroblastomzellen (Abb. 9, Spur 4 - 6)
ergibt ebenfalls ein Glykosylierungsmuster mit un-, einfach- und doppelt-glykosylierten
Prionproteinen. Aus Abb. 9 wird auch ersichtlich, dass Maus-PrP in humanen Zellen
exprimierbar ist (Spur 2 + 3).

Auffillig ist bei sdmtlichen Transfektionen eine im Vergleich zu wt-, bzw. A117V-PrP
schwichere Expression der ein- und zweifach glykosylierten G114V-PrP-Proteine,
unabhéngig davon, ob es sich hierbei um Maus- (Abb. 8 + 9, Spur 3), Human- (Abb. 9, Spur
5) oder chimidres PrP (Abb. 8, Spur 5) handelt. Gleichzeitig ist bei diesen G114V-PrP-
Proteinen keine verringerte Expression der unglykosylierten Fraktion feststellbar. Durch
Einsatz von Plasmid-DNA aus verschiedenen Priparationen konnte ein Artefakt aufgrund
unterschiedlicher Qualitdt des eingesetzten Materials ausgeschlossen werden. Die
Biosynthese der glykosylierten G114V-Prion-Proteine scheint sich demnach von der der wt-

und A117V-Prion-Proteine zu unterscheiden.
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3.1.3 Zytotoxische Effekte durch Langzeitexpression von mutiertem PrP

Transient transfizierte Zellen erlauben sehr hohe Expressionsniveaus der transfizierten
Plasmide. Die Beobachtungsdauer ist jedoch auf wenige Tage beschrinkt. Danach kommt es
zu einem starken Abfall der Expression der transfizierten Plasmide. Durch stabil transfizierte
Zellen lassen sich potentielle Effekte der Proteinexpression iiber lange Zeitrdume beobachten.
Die sehr konstanten Expressionsniveaus stabil transfizierter Zellen erleichtern dariiber hinaus

die Quantifizierung von Proteinmengen.

5 Passagen 15 Passagen 30 Passagen

1]

Abb. 10: Langzeitexpression von mutiertem humanem PrP resultiert in der

Aggregation humaner Neuroblastomzellen
Stabil transfizierte SH-SY5Y-Zellen wurden iiber einen Zeitraum von 90 Tagen kultiviert. Die hierflir eingesetzten

Klone zeigten vergleichbare PrP-Expressionsleistung, Nach 15 Tagen (5 Passagen), 45 Tagen (15 Passagen) und 90
Tagen (30 Passagen) wurden die Zellen fotografiert (100 x VergroBerung).

Fir Langzeitstudien wurden stabile Klone (s. Material & Methoden) der humanen
Neuroblastomzelllinie SH-SYS5Y mit den humanen PrP-Konstrukten generiert. Eine
Observation dieser stabil transfizierten humanen Zellen iiber einen Zeitraum von 90 Tagen
offenbarte deutliche Unterschiede der Mutanten gegeniiber wt-PrP (Abb. 10).

Im Verlauf der Langzeitkultivierung konnte bei den mutiertes PrP exprimierenden Zellen eine
zunehmende Aggregation zu zusammenhingenden Zellverbidnden beobachtet werden, welche

mit verminderter Viabilitdt der Zellen einherging. Erste Anzeichen flir eine beginnende
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Aggregation waren nach etwa 40 Tagen Kultivierung erkennbar. Hierbei war die Neigung zur
Aggregation bei A117V-PrP-exprimierenden Zellen stdrker ausgeprdgt als bei G114V-
exprimierenden Zellen. Stabil wt-PrP-exprimierende Zellen hingegen zeigten auch nach 90-
tagiger Kultivierung nur geringe Anzeichen von Zellaggregation und keine detektierbaren
Anzeichen eines eingeschriankten Wachstums. In lichtmikroskopischen Analysen kernselektiv
(HédmalaunEosin-Farbung) gefarbter Zellen der G114V- und A117V-Langzeit-Klone ergaben

sich Hinweise auf Karyorrhexis (Daten nicht gezeigt).

3.1.4 Analyse der proteolytischen Spaltung von PrP

Innerhalb des Metabolismus von PrP findet im zentralen Bereich des Molekiils eine Spaltung
statt, welche in einem C-terminalen Spaltprodukt von etwa 18 kDa (nach Deglykosylierung)
und einem N-terminalen Spaltprodukt von etwa 10 kDa resultiert. Die Spaltung erfolgt
zwischen den AS 110 bis 112, was eine in dieser Region des Proteins vorhandene
Erkennungssequenz fiir eine spezifische Protease nahelegt. Im Folgenden sollte untersucht
werden, ob die Mutationen G114V und A117V, welche in direkter Nédhe der Spaltstelle
lokalisiert sind, in einer Verdnderung der Spaltungseftizienz resultieren.

Zur quantitativen Untersuchung der zelluldren Spaltung von wt- als auch mutiertem Prion-
Protein wurde sowohl das C- als auch das N-terminale Spaltprodukt detektiert. Das C-
terminale Spaltprodukt umfalt die Aminoséduren 111 oder 112 bis 231 und ist daher mit C-
terminalen Antikorpern nachweisbar. Um quantitative Aussagen zu ermdglichen, wurden die
Proteine vor dem WesternBlot mittels des Enzyms PNGaseF deglykosyliert. Das danach
detektierbare Signal zeigt eine Bande mit einem Molekulargewicht von ca. 28 kDa, welche
die ungespaltene PrP-Fraktion darstellt sowie eine Bande bei ca. 18 kDa, welche das C-
terminale Spaltprodukt reprisentiert (Abb. 11; Spur 2, 4, 6, 8). Dariiberhinaus treten Banden
im Bereich um 25 kDa auf, welche in geringerem Malle auch bei den nicht deglykosylierten
Proben detektierbar sind und bei denen es sich vermutlich um Degradationsprodukte handelt.
Die Auswertung des C-terminalen Spaltproduktes von wt-, G114V-und A117V aus mehreren
unabhingigen Experimenten ergab keine sichtbaren Verdnderungen der Spaltungseftizienz
bei den mutierten Prion-Proteinen. Eine Quantifizierung des C-terminalen Spaltproduktes
gestaltete sich bei diesen WesternBlot-Analysen jedoch als sehr schwierig, da kleine

Unterschiede nur schwer zu beurteilen waren.
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plain wt G114V Al117V
PNGaseF -t - + - + - +
354 kDa -
29 kDa -
21.7 kDa - -

1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 11: Detektion des C-terminalen Spaltproduktes von humanem PrP in stabil
transfizierten humanen Neuroblastomzellen

Aufgetragen wurden je 100 pg Zellextrakt untransfizierter (plain), bzw. stabil transfizierter SH-SYSY-Zellen vor,
bzw. nach Deglykosylierung, Die Detektion erfolgte mittels des AK 6H4. Der Pfeil markiert das C-terminale
Spaltprodukt.

Das N-terminale Spaltprodukt ist in Zellhomogenaten nur sehr schwer detektierbar. Da es von
den Zellen sekretiert wird, kommt es nicht zu einer Anreicherung innerhalb der Zelle. Des
Weiteren konnte der N-terminale Bereich von PrP aufgrund fehlender Strukturierung sehr
instabil sein und schnell von intrazelluldren Proteasen abgebaut werden. Daher wurde
versucht, das N-terminale Spaltprodukt im konditionierten Medium von Zellkulturen (s.
Material & Methoden) nachzuweisen. Durch eine der Detektion vorangehende
Immunopréazipitation von konditioniertem Zellkulturmedium mittels N-terminaler Antikorper
sollten vorhandene N-terminale Spaltprodukte aufkonzentriert werden. Aufgrund des
erwarteten geringen Molekulargewichtes von etwa 10 kDa erfolgte die elektrophoretische
Auftrennung durch ein Tris-Tricine-Gel, welches im niedermolekularen Gewichtsbereich eine
im Vergleich zum SDS-Gel deutlich bessere Auftrennung ermoglicht (s. Material &
Methoden). Die Mutationen G114V und A117V fiihren zu einer starken Anreicherung des N-
terminalen Spaltproduktes im Vergleich zu wt-PrP (Abb. 12).
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plain wt G114V A117V

7.3 kDa -

Abb. 12: Mutiertes PrP fiihrt zu einer verstirkten Anreicherung des N-terminalen
Spaltproduktes in konditioniertem Zellkulturmedium

Kulturmedium (1 ml) untransfizierter (plain), bzw. stabil transfizierter SH-SY5Y-Zellen wurde 36 h konditioniert. Die
Immunoprézipitation der N-terminalen Fragmente im konditionierten Medium erfolgte mit dem AK 3BS5 (oben)
bzw. SAF37 (unten), die Detektion im anschliefenden WestemBlot mit dem AK SAF37 (oben) bzw. CDC1
(unten).

Diese verstirkte Anreicherung ist auch beim Einsatz unterschiedlicher Kombinationen von
Antikorpern fiir die Immunoprézipitation und Detektion nachweisbar (vergl. Abb. 12 oben +
unten), wodurch Artefakte auf Grund unterschiedlicher Affinitdt der Antikorper flir die

jeweiligen Spaltprodukte mit groBer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden konnen.
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0

wt G114V A117V

Abb. 13: Quantifizierung des N-terminalen Spaltproduktes

Das Balkendiagramm zeigt die quantitative Auswertung der Chemolumineszenz-Signale von analog Abb. 12
durchgeflihiten WestemBlot-Analysen fiir das N-terminale Spaltprodukt von wt-, G114V- und A117V-PrP. Die
Mef3daten resultieren aus der Aufzeichmung von Chemolumineszenzsignalen vier unabhéngiger WestemBlot-
Analysen. Die bei wt-PrP detektierten Bandenintensitéten wurden fiir die jeweils eingesetzte AK-Kombination als
100 %-Wert eingesetzt. Die Fehlerbalken entsprechen SD (, standard deviation®).
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Durch Quantifizierungen der Chemolumineszenz-Signale wurde eine Zunahme des N-
terminalen Spaltproduktes bei G114V- als auch bei A117V-PrP um etwa 30 % ermittelt (Abb.
13). Dies zeigt, dass die Mutationen G114V und A117V Auswirkungen auf zelluldre Prozesse

haben, welche die proteolytische Spaltung des Prion-Proteins beeinflussen.

3.2 Biochemische Charakterisierung von wt-PrP und PrP-
Mutanten

3.2.1 Analyse der PK-Resistenz

Bei den meisten Prionerkrankungen ist die Entstehung der pathogenen Isoform PrP* des
Prionproteins nachweisbar. Fiir die Diskriminierung von PrP® und PrP® ist die erhohte
Resistenz von PrP*° gegeniiber einer Proteolyse mittels Proteinase K (PK) das wesentliche
Kriterium. Um diesbeziiglich mégliche Unterschiede zwischen wt-PrP und den PrP-Mutanten
zu ermitteln, wurden Proteinextrakte stabil transfizierter Zellen unterschiedlichen PK-Verdau-
bedingungen ausgesetzt.

plain wt G114V Al117V
PRO- A+ - A

354kD - .
20kD - _

21.7kD -

¥

Abb. 14: Analyse der PK-Resistenz von wt-PrP und PrP-Mutanten

Protenextrakte (100 pg) untransfizierter (plan), bzw. stabil transfizierter SH-SYSY-Zellen wurden fiir 10 min bei
37°C mit PK (3.3 pg/ml) inkubiert. Die immunochemische Detektion im WestemnBlot erfolgte mittels des
Antikorpers 3F4.

Die gewidhlten PK-Verdaubedingungen bewirkten einen kompletten Abbau sowohl von wt-
als auch von mutiertem PrP (Abb. 14). In einem weiteren Versuchsansatz wurden die
Inkubationszeiten des PK-Verdaus verkiirzt (Abb. 15), um auszuschlieBen, dass eine eventuell
vorhandene, gering ausgeprigte PK-Resistenz auf Grund zu harter Verdaubedingungen nicht

detektierbar war.
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wt G114V ATV
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354kD - .

29kD - ’
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Abb. 15: Kinetik der PK-Resistenz
Proteinextrakte (100 pg) stabil transfizierter SH-SYS5Y-Zellen wurden fiir 3, 6 oder 8 min bei 37°C mit PK (3.3
pg/mi) inkubiert. Die immunochemische Detektion erfolgte mittels des Antikorpers 3F4.

Aus der WesternBlot-Analyse wurde ersichtlich, dass wt-PrP eine sehr gering ausgeprigte
PK-Resistenz besitzt und unter den gewihlten Inkubationsbedingungen bereits nach wenigen
Minuten vollstindig degradiert wurde. Die Mutationen G114V und A117V bewirkten unter

diesen Versuchsbedingungen keinerlei Verdnderung der PK-Resistenz.

3.2.2 Analyse der Detergenzloskeit

Neben erhohter Resistenz gegeniiber Protease-Verdau ist die gesteigerte Unldslichkeit in
nicht-denaturierenden Detergenzien ein weiteres fiir PrP* charakteristisches Merkmal
(Taraboulos et al., 1990, 1992, 1995; Lehmann & Harris, 1996a + b). Eine Analyse der
Detergenzloslichkeit sollte klédren, ob G114V- bzw. Al117V-PrP beziiglich dieser
biochemischen Eigenschaft Unterschiede zu wt-PrP aufweisen.

Unter den Bedingungen des ,,.Detergenz-Loslichkeits-Test* verbleibt der grofite Teil von wt-
als auch von mutiertem PrP im Uberstand (,,supernatant*) (Abb. 16 (a)+(b), Spuren 1, 3, 5, 7).
Kleine Mengen an pelletiertem, Detergenz-unloslichem PrP sind bei den Mutanten erkennbar
(Abb. 16 (a)+(b), Spuren 6 + 8 im Vergleich zu Spur 4). Um eine bessere Quantifizierung zu
ermoglichen, wurden die verschiedenen Fraktionen in einem der Versuchsansdtze vor der

WesternBlot-Analyse zusétzlich deglykosyliert (Abb. 16 (b)).



55

plain wt G114V A117V
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Abb. 16: Verringerte Detergenz-Loslichkeit von mutiertem PrP

(@) Pro Ansatz wurden 100 pg Gesamtzellhomogenat untransfizierter (plain), bzw. stabil transfizierter SH-SY5Y-
Zellen einem , Detergenz-1 oslichkeits-Test* (s. Material & Methoden) unterzogen und mittels Ultrazentrifugation in
eine Isliche (S, , supematant*) und eine unlosliche (P, , pellet ) Fraktion aufgetrennt.

(b) Die Proben dieses WestemnBlots wurden vor dem Aufirag mittels PNGaseF deglykosyliert. Fiir die Detektion von
PrP wurde in beiden WB der Antikdrper 3F4 eingesetzt.

3.3. Studien zur zelluliren Lokalisation

3.3.1 Mutiertes PrP zeigt verringerte Expression auf der Zelloberflache

Um die zelluldre Lokalisation der transfizierten PrP-Molekiile analysieren zu konnen, wurden
Immunfluoreszenzfiarbungen an fixierten Zellen durchgefiihrt. Der Grofteil von korrekt
prozessiertem PrP ist mittels eines Glykosylphosphatidylinositol-,,Ankers* (GPI) auf der
extrazelluldren Seite der Zellmembran verankert. Diese PrP-Molekiile sollten daher von
zugegebenen Anti-PrP-Antikdrpern gebunden werden. Eine nicht durch Behandlung mit
Detergenzien permeabilisierte Plasmamembran schirmt den zytoplasmatischen Raum gegen
das Eindringen von Antikdrpern ab und verhindert eine Signalentstehung durch intrazellulére
Bindungen.

Die Studien der zelluliren Lokalisation wurden mittels konfokaler Laserscanning-
Mikroskopie durchgefiihrt. Dabei kamen primdr Maus-Human-PrP-Chiméren zum Einsatz (s.

Abb. 7), wodurch gewihrleistet wurde, dall die fiir den Transport sowie die intrazelluldre
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Prozessierung wichtigen N- und C-terminalen Sequenzbereiche des Prion-Proteins murinen
Ursprungs und somit konform dem verwendeten murinen Zellsystem (N2A-Zellen) waren.
Ein rein humanes System (humanes PrP in humanen Zellen) war aufgrund der besonderen
Form der zur Verfligung stehenden humanen Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y, welche einen
stark abgeflachten Zellkorper besitzen, flir konfokale Laserscanning-Analysen nicht zu
realisieren. Konstante Transfektionseffizienzen wurden durch Uberpriifung mittels parallel

durchgefiihrter WesternBlot-Analysen analog transfizierter Zellen sichergestellt (Daten nicht
gezeigt).

untransfiziert

Abb. 17: Reduzierte Expression von mutiertem PrP auf der Zelloberfléiche
Nach Immunfluoreszenzfirbung wurde die Lokalisation von PrP auf der Zelloberfliche mittels konfokaler Laser-
Scanning-Mikroskopie nachgewiesen. N2A-Zellen wurden transient mit Maus/Mensch-PrP-Chiméiren transfiziert
und nach 48 h fixiert. Oberflichen-PrP wurde mit dem Antikorper 3F4 detektiert und mit einem ,,Texas Red*-
gekoppelten Ziege-Anti-Maus-Sekundérantkorper visualisiert. Der GroBenbalken entspricht 10 pum.

Bei untransfizierten N2A-Zellen (Abb. 17 (a)) ist kein Signal detektierbar. Dies ist ein
Nachweis der extrem hohen Bindungsspezifitit des verwendeten Antikorpers 3F4, welcher
nur die humanen Sequenzbereiche der PrP-Chimiren bindet.

Die Analyse der transient transfizierten Zellen ergab sowohl bei G114V- (Abb. 17 (¢)) als
auch bei A117V-PrP (Abb. 17 (d)) ein im Vergleich zu wt-PrP (Abb. 17 (b)) deutlich
abgeschwichtes Oberflichensignal. Transiente Transfektionen von N2A-Zellen mit rein
murinem G114V- bzw. wt-PrP und dem Nachweis mittels des Antikdrpers 3B5 ergaben einen

identischen Befund (Daten nicht gezeigt).
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3.3.2 Analyse der enzymatischen Ablosbarkeit von Oberflichen-PrP: keine
Unterschiede zwischen wt- und mutiertem PrP

Neben einer reduzierten Anzahl von an die Zelloberfliche transportierten mutierten PrP-
Molekiilen konnte die verringerte Signalintensitdt der Immunfluoreszenzfairbung auch auf
Unterschiede in der Membransténdigkeit zuriickzufiihren sein. Durch eine gegeniiber wt-PrP
verdnderte Verankerung der mutierten PrP-Molekiile auf der Zelloberfliche konnte es zu
sterischen Abschirmungen der Bindungsepitope der verwendeten Antikdrper kommen. Zur
Validierung der Oberflichenverankerung wurde ein weiterer Versuchsansatz mit analog
transfizierten Zellen durchgefiihrt. Uber einen GPI-, Anker* auf der Membran befestigte
Proteine, wie PrP, konnen mittels der Phosphatidylinositol-spezifischen Phospholipase C
(PIPLC) von der Zelloberfliche abgelost werden — eine Eigenschaft, welche bei mutierten
PrP-Molekiilen eingeschréinkt sein kann (Lehmann & Harris, 1995 + 1997).

Auf intrazelluldres PrP, welches in diesem Versuchsansatz nachgewiesen wird, kann das nicht
membrangéngige Enzym PIPLC nicht einwirken. Nach Ablosung des auf der
Membranoberfliache lokalisierten PrP in den exoplasmatischen Raum durch PIPLC ergibt die
WesternBlot-Analyse des Gesamtzellhomogenates eine Abnahme der Signalintensitdt bei
allen Proben (Abb. 18). Dies spricht fiir eine nativem PrP vergleichbare Verbindung der
Maus/Mensch-PrP-Chimére zur Zelloberflache iiber einen GPI-,,Anker* und ist ein weiterer
Hinweis darauf, dass auch Mutationen tragende PrP-Molekiile zu einem gewissen Anteil die
intrazelluldren Qualititskontrollmechanismen passieren konnen und auf der Zelloberflache
verankert werden.

Da sich die Fraktion von mutiertem, an die Zelloberfliche transportiertem PrP wie wt-PrP
enzymatisch mittels PIPLC abspalten 148t, ist die in Abb. 17 gezeigte Abschwichung der
Immunfluoreszenzfirbung von mutiertem Oberfldchen-PrP mit groBer Wahrscheinlichkeit
nicht auf verringerte Antikorperbindung durch sterische Abschirmung zuriickzufiihren. Ein

gesteigerter Verbleib von mutiertem PrP innerhalb der Zelle ist daher naheliegend.
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wt G114V A117V

PIPLC - + - + _ +

35.4 kDa -

29 kDa -

Abb. 18: Mutiertes PrP zeigt keine Verinderung der Abspaltbarkeit von der Zell-
oberfliche

Transient mit Maus/Mensch-PrP-Chiméren transfizierte N2A-Zellen wurden in PIPLC-freiem, bzw. -haltigem
Kulturmedium inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen, lysiert und je 100 pg Gesamtzellhomogenat
fiir eine WestemBlot-Analyse aufgetragen. Die Detektion von PrP erfolgte mittels des Antikorpers 3F4.

3.3.3 Intrazellulare Akkumulation der PrP-Mutanten

Wenn die Mutationen G114V und A117V zu einer verringerten Transporteffizienz an die
Zelloberfliche fiithren, sollte der intrazellulire Verbleib dieser PrP-Molekiile durch
Immunfluoreszenzfiarbung an permeabilisierten Zellen nachweisbar sein. Die Oberflichen-
permeabilisierung fixierter Zellen erlaubt das Eindiffundieren von Antikérpern in den
intrazelluliren Raum. Die intrazelluldre Lokalisation von Antikdrper-markiertem PrP wurde
mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie analysiert.

Der intrazelluldre Nachweis von PrP ergibt bei transient mit wt-PrP transfizierten Zellen eine
lokal konzentrierte Akkumulation von PrP (Abb. 19 (a)). In Folgeexperimenten konnte der
Golgi-Apparat als Ort dieser PrP-Akkumulation identifiziert werden (s. Abb. 24). Es sind
keine weiteren Signale, welche auf eine Lokalisation von intrazellulirem PrP im Nukleus

oder Zytosol hindeuten, detektierbar.
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Abb. 19: Mutiertes PrP zeigt verinderte intrazellulire Lokalisation

N2A-Zellen wurden transient mit Maus/Mensch-PrP-Chiméiren transfiziert. 48 h nach der Transfektion erfolgte die
Fixierung und anschlieflende Permeabilisierung der Zellen. PrP wurde mit dem Antikorper 3F4 detektiert und mit
einem ,,Texas Red*gekoppelten Ziege-Ant-Maus-Sekundérantikorper visualisiert. Der GrofBenbalken entspricht 10
pm.

Mit G114V- bzw. Al117V-PrP transfizierte Zellen zeigen ein deutlich von wt-PrP
abweichendes Lokalisierungsmuster. Hier befinden sich die mutierten Proteine nicht
ausschlielich in einem lokal klar abgegrenzten Akkumulationsbereich, sondern sind, mit
Ausnahme des Nukleus, fast im gesamten intrazelluliren Raum nachweisbar (Abb. 19
(b)+(c)). Das Verteilungsmuster zeigt neben groBflachiger, ,feiner Verteilung auch sehr
viele granuldre Akkumulationen. Vergleichbare Verteilungsmuster wurden auch bei transient
mit rein murinem wt- bzw. G114V-PrP transfizierten N2A-Zellen und dem Nachweis mittels

des Antikdrpers 3B5 beobachtet (Daten nicht gezeigt).

3.3.4 Lokalisationsstudien mittels PrP-Chiméren mit inseriertem griinem
Fluoreszenzprotein (GFP)

Chimiren-Proteine mit integriertem griinem Fluoreszenzprotein (GFP) sind ein etabliertes
Werkzeug fiir intrazelluldre Analysen des Transportes, der Lokalisierung und der Inter-
aktionen von Proteinen (Miyawaki et al., 1997; Tsien, 1998; Zaccolo et al., 2000; Ivanova et
al., 2001; Negro et al., 2001; Lee et al., 2001; Lorenz et al., 2002). Bei samtlichen bislang
publizierten Chiméren hatte die Integration des GFP in wt-PrP keine Auswirkungen auf die

Prozessierung des Chimérenproteins — diese war vergleichbar der von reinem wt-PrP.
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3.3.4.1 Generierung von GFP-PrP-Chimiiren

Bei der Generierung der GFP-PrP-Chimiren wurde auf Sequenzbereiche des Vektors pGFP-
wtPrP (Lorenz et al., 2002) zuriickgegriffen. In diesem Vektor ist die GFP-Mutante S65T, bei
welcher sowohl das Start- als auch das Stopkodon deletiert wurden, zwischen den
Aminosduren 39 und 40 von murinem PrP inseriert. Der Vektor pGFP-wtPrP ist Bestandteil
eines induzierbaren, nur bei simultaner Koexpression des entsprechenden Tetrazyklin-
abhédngigen Transaktivators funktionellem Expressionssystems.

GFP und die flankierenden murinen PrP-Sequenzen wurde mittels PfIMI und Bsu361 aus dem
Vektor pGFP-wtPrP ausgeschnitten und in die analog gedffneten Vektoren pCiNeo-Mowt,
pCINeo-MoG114V, pCINeo-MoHuwt, pCINeo-MoHuG114V und pCINeo-MoHuAl117V
einligiert (Abb. 20). AbschlieBend wurden die Konstrukte durch eine Sequenzanalyse

iiberpriift.
PfIMI Bsu361
AN /
pGFP-wtPrP [ |
GFP-Maus wt | | | |
GFP-Maus G114V [ | * |

GFP-Maus/Human wt | | L | |

GFP-Maus/Human G114V [[] [ =% | |

GFP-Maus/Human A117V  [] [ * | |

Abb. 20: Schematische Darstellung der generierten GFP-PrP-Konstrukte

Dargestellt ist der flir die Gewinnung der zu klonierenden GFP-Sequenz verwendete Vektor pGFP-wtPrP sowie die
nach Emnligierung in die entsprechenden Expressionsvektor-Konstrukte (vergl. Abb. 7) entstandenen GFP-PrP-
Chimi

Die grau gefirbten Bereiche entsprechen den murinen, die weilen Bereiche den humanen PrP-Sequenzen. Das
nserierte GFP ist schraffiert dargestellt. ,, * ““ symbolisiert die Punktmutationen.
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3.3.4.2 GFP-PrP-Chimiiren werden in Neuroblastomzellen exprimiert

Die Expression der GFP-PrP-Chimédren wurde in transient transfizierten N2A-Zellen
analysiert.

Die WesternBlot-Analyse ermittelte fiir die GFP-PrP-Proteine Molekulargewichte von 48 - 58
kDa (Abb. 21). Diese entsprachen den sich aus der Addition der Molekulargewichte der PrP-
Anteile und GFP ergebenden Grofe.

50.5kDa - -”

35.4kDa -

1 2 3 4 5 6

Abb. 21: Expression von GFP-PrP-Chiméiren in Neuroblastomzellen

Untransfizierte, bzw. mit verschiedenen GFP-PrP-Chiméiren transient transfizierte N2A-Zellen wurden nach 48 h
Kultivierung lysiert. Aufgetragen sind je 100 pg Zellextrakt. Fiir die immunochemische Detektion wurde der
Antikorper 6H4 verwendet.

1 untransfiziert 4 GFP-Maus-Mensch-wt-PrP
2 GFP-Maus-wt-PrP 5 GFP-Maus-Mensch-G114V-PrP
3 GFP-Maus-G114V-PrP 6 GFP-Maus-Mensch-A117V-PP

Die Proteinchimdren zeigten ein Glykosylierungsmuster, das dem nicht-chimérer PrP-
Proteine entsprach. Die Expression der Chimiren hatte keinen erkennbaren EinfluB3 auf die
Expression von endogenem PrP, da die Signale des endogenem PrPs (27 — 37 kDa)
unverdndert blieben.

Der Proteinnachweis mittels Anti-GFP-Antikorper erbrachte ein analoges Ergebnis (Daten

nicht gezeigt).
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3.3.4.3 GFP-PrP-Mutanten zeigen eine intrazellulire Akkumulierung vergleichbar der
von PrP-Mutanten

Nach erfolgreichem Nachweis der Expression im WesternBlot sollte die zelluldre
Lokalisation der GFP-PrP-Chimdren mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie unter-
sucht werden. Dazu wurden N2A-Zellen 48 h nach Transfektion fixiert und das in PrP
integrierte GFP mittels Laserlicht (A = 488 nm) angeregt. Die emittierten Signale wurden bei
vorgeschaltetem FITC-Filter detektiert. In Kontrollexperimenten wurden untransfizierte, bzw.
mit PrP-Konstrukten ohne integriertem GFP transfizierte Zellen eingesetzt. Es traten dabei

keine unspezifischen Hintergrundsignale auf (Daten nicht gezeigt).

Abb. 22: Lokalisation von GFP-PrP-Chimiren
Die ntrazelluliire Lokalisation von GFP-Maus/Mensch-PrP-Chiméren wurde 48 h nach Transfektion von N2A-
Zellen mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie analysiert. Die Grof3enbalken entsprechen 10 pum.

Die Analyse der Verteilung von GFP-wt-PrP bestitigt sowohl die beschriebene Neutralitdt
von in diesem Bereich von PrP integriertem GFP auf die Prozessierung der Chimérenproteine
(Lorenz et al., 2002) als auch die durch Immunfluoreszenzstudien (s. Abb. 17 + 19)
detektierten Lokalisierungsmuster von wt-PrP: eine Akkumulierung findet ausschlieBlich auf
der Zelloberfliche (Abb. 22 (a)) und in einem abgegrenzten intrazelluldren Kompartiment,
dem Golgi-Apparat, statt (vergl. Abb. 24 oben).

Nahezu véllige Ubereinstimmung zu den Immunfluoreszenzstudien fand sich auch bei den
GFP-Chiméren-Proteinen mit mutiertem PrP. Mit Ausnahme des Nukleus umfasste die
aberrante PrP-Verteilung den gesamten intrazelluliren Raum und das Verteilungsmuster
zeigte neben groBflachiger, ,feiner Verteilung auch sehr viele granuldre Akkumulationen

(Abb. 22 (b)+(c)).
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Transient mit GFP-Maus-wtPrP sowie GFP-Maus-G114V-PrP transfizierte N2A-Zellen

ergaben vergleichbare Verteilungsmuster (Daten nicht gezeigt).

3.4 Analyse der zelluldren Prozessierung

Zahlreiche Verdffentlichungen beschreiben einen EinfluB von Mutationen auf die zelluldre
Prozessierung von PrP (Singh et al., 1997; Negro et al., 2001; Ivanova et al., 2001; Ma &
Lindquist, 2001; Lorenz et al., 2002). Die bei den PrP-Mutanten G114V und A117V
beobachtete, von wt-PrP abweichende Lokalisierung deutet ebenfalls auf eine verdnderte
Prozessierung der mutierten PrP-Molekiile hin.

Zur Uberpriifung des zelluliren Transports sowie der Prozessierung von GFP-wt-PrP und den
GFP-PrP-Mutanten wurden mdgliche Kolokalisationen von PrP mit den Zellkompartimenten
Endoplasmatisches Retikulum, Golgi-Apparat, Zytoplasma sowie Lysosomen mittels
konfokaler Laserscanning-Mikroskopie untersucht. Ein groer Vorteil der hierfiir eingesetzten
Chimiren ist die direkte Markierung der Proteine durch die GFP-Insertion — Artefakte
aufgrund unspezifischer Bindungen von Anti-PrP- bzw. entsprechender Sekundirantikorper
werden vermieden. Die direkte Markierung von PrP ermdglicht insbesondere bei
Kofiarbungen eine Minimierung unspezifischer Signale.

Die zu analysierenden Zellkompartimente wurden mittels entsprechender spezifischer
Markerfarbstoffe, bzw. Antikdrper markiert, welche mit dem Fluoreszenzfarbstoff ,, Texas
Red“ gekoppelt waren. Dieser rot emittierende Farbstoff wurde mit Laserlicht der

Wellenldnge 543 nm angeregt und die Signale mit vorgeschaltetem TRITC-Filter detektiert.

3.4.1 PrP in Zellkompartimenten

Der sekretorische Transportweg von membranstindigen Proteinen, wie PrPC, fiihrt iiber den
ER/Golgi-Komplex. Durch Kolokalisationsstudien sollte der Aufenthalt von PrP in diesen
Zellkompartimenten iiberpriift und eventuelle Abweichungen der PrP-Mutanten von wt-PrP

nachgewiesen werden.
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3.4.1.1 Mutiertes PrP ist verstirkt im Endoplasmatischen Retikulum detektierbar

Zur Analyse der Lokalisation von PrP im Endoplasmatischen Retikulum wurde eine
Kolokalisationsstudie unter Verwendung eines gegen Strukturen des ER gerichteten
Antikorpers (Anti-Calnexin) durchgefiihrt.

Durch Uberlagerung der Signale aus der Immunfluoreszenzfirbung mit den Signalen der
GFP-markierten PrP-Molekiile konnte gezeigt werden, dass die Kolokalisation von wt-PrP
mit dem Endoplasmatischen Retikulum nur gering ausgeprégt ist (Abb. 23 oben). Dies steht
in Einklang mit publizierten Daten und deutet auf eine korrekte Prozessierung dieser

Molekiile hin (Ellgaard et al., 1999; Negro et al., 2001).

Uberlagerung

Abb. 23: Mutiertes PrP zeigt aberrante ER-Lokalisation

Die Lokalisation von GFP-Maus/Mensch-PrP-Chiméiren im Endoplasmatischen Retikulum (ER) wurde mittels
Immunfluoreszenz an transfizierten N2A-Zellen (48 h nach Transfektion) mit emem ER-spezifischen Ant-Calnexin-
Antikorper analysiert. Der verwendete Sekundér-Antikdrper war ,,Texas Red"~gekoppelt. Die rechte Spalte zeigt die
Uberlagerung der beiden Fluoreszenz-Signale. Die GrofBenbalken entsprechen 10 um.

Im Gegensatz zu wt-PrP war bei den Mutanten G114V und A117V eine stark ausgeprigte
Kolokalisation mit Strukturen des Endoplasmatischen Retikulums nachweisbar (Abb. 23

Mitte + unten).
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3.4.1.2 Mutiertes PrP zeigt Lokalisation aulerhalb des Golgi-Komplexes

Kolokalisationsstudien von PrP mit dem Golgi-Apparat zeigten eine vollstdndige
Lokalisierung von wt-PrP innerhalb des Golgi (Abb. 24 oben). Davon abweichend war
mutiertes PrP auch auBlerhalb des Golgi-Komplexes nachweisbar (Abb. 24 Mitte + unten).

Uberlagerung

Abb. 24: Mutiertes PrP ist auch aullerhalb des Golgi-Apparates lokalisiert

Der Golgi-Apparat von transient mit GFP-Maus/Mensch-PrP-Chiméren transfizierten N2A-Zellen wurde 48 h nach
Transfektion durch Inkubation mit dem Golg-Marker , Ceramide-Bodipy Texas Red* visualisiert. Die rechte Spalte
zeigt die Uberlagerung der beiden Fluoreszenzsignale. Die GroBenbalken entsprechen 10 pm.

Die Ergebnisse der ER/Golgi-Kolokalisationsstudien zeigten, daf3 der intrazelluldre Transport

von mutiertem PrP Unterschiede zum Wild-Typ aufweist.
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3.4.1.3 Akkumulation der Mutanten im Zytoplasma

Eine Markierung zytoplasmatischer Strukturen und anschlieBende Kolokalisationsstudie mit
GFP-PrP sollte nachweisen, ob das auBlerhalb des Golgi-Apparates nachgewiesene mutierte

PrP ins Zytoplasma transloziert wurde.

G114V

Abb. 25: Lokalisation von mutiertem PrP im Zytoplasma

Eine potentielle Lokalisation von GFP-Maus/Mensch-PrP-Chimédren im Zytoplasma wurde mittels
Immunofluoreszenz an transfizierten N2A-Zellen (48 h nach Transfektion) mit einem Anti-Hsc70-Antikdrper
analysiert. Der verwendete Sekundir-Antikorper war , Texas Red*“gekoppelt. Gezeigt ist die Uberlagerung der
Fluoreszenzsignale. Die Grof3enbalken entsprechen 10 pm.

Die Kolokalisationsstudie von GFP-PrP und dem Zytoplasma offenbart deutliche Unter-
schiede zwischen wt- und mutiertem PrP. Wiahrend wt-PrP fast keine Kolokalisation mit
zytoplasmatischen Strukturen zeigt, ist sowohl bei G114V- als auch bei A117V-PrP eine stark
ausgeprigte Kolokalisation nachweisbar (Abb. 25).

Wenn Proteine verstéirkt ins Zytosol transportiert werden, ist dies oft ein Hinweis auf Fehler
in der Synthese oder Faltung. Diese Proteine werden von den Qualitdtskontrollmechanismen
der Zelle fiir die Degradation aussortiert. Neben einem potentiellen proteasomalen Abbau
dieser aussortierten Proteine im Zytosol ist auch eine Degradation durch Lysosomen moglich.

Dies sollte durch eine weitere Kolokalisationsstudie (s. 3.4.1.4) analysiert werden.
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3.4.1.4 Kein lysosomaler Abbau von PrP nachweisbar

Potentielle lysosomale Degradation von PrP sollte durch spezifische Markierung der

Lysosomen und anschlieBender Kolokalisationsstudie nachgewiesen werden.

Lysosomen Uberlagerung

Abb. 26: PrP wird nicht in Lysosomen degradiert

Transient mit GFP-Maus/Mensch-PrP-Chiméren transfizierte N2A-Zellen wurden zur Visualisierung von
Lysosomen mit dem Markerfarbstoff , LysoTracker RED DND-99* inkubiert und anschlie3end mittels konfokaler
Laserscanning-Mikroskopie analysiert. Die rechte Spalte zeigt die Uberlagerung der beiden Fluoreszenzsignale. Die
Grofenbalken entsprechen 10 pum.

Sowohl bei wt- als auch bei mutiertem PrP ist keinerlei Kolokalisation nachweisbar (Abb.
26), was keine verstirkte Degradation der PrP-Mutanten in den Lysosomen nahelegt. Wenn
die verstirkte Akkumulation von mutiertem PrP im ER und Zytosol mit einer erhdhten
Tendenz zum Proteinabbau einhergeht, wiirde dieser mit groer Wahrscheinlichkeit iiber
einen proteasomalen Weg stattfinden. Dies sollte durch spezifische Inhibierung des

proteasomalen Abbaus (s. 3.5) nachgewiesen werden.
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3.5 Die Inhibierung der proteasomalen Degradierung offenbart
Unterschiede in der zelluliren Prozessierung von wt-PrP und
PrP-Mutanten

3.5.1 Proteasomeninhibition fiihrt zu starker Translokation von mutiertem
PrP ins Zytoplasma

Durch spezifische Inhibierung des proteasomalen Abbaus sollte untersucht werden, ob wt-,
bzw. mutiertes PrP iiber den ER-assoziierten Degradationsweg (,,ERAD*) abgebaut wird.
Aufgrund der hohen Effizienz der proteasomalen Degradation findet gewdhnlich keine
Akkumulation der abzubauenden Proteine statt, wodurch deren Nachweis unter nativen
Bedingungen sehr schwierig ist. Durch Einsatz von Proteasomeninhibitoren kann der
proteasomale Abbau verlangsamt, bzw. vollig unterbunden und somit eine Akkumulation von
proteasomal abzubauenden Proteinen erreicht werden.

N2A-Zellen wurden mit GFP-Maus/Mensch-PrP-Chiméren transfiziert. Nach 48 Stunden
wurde der proteasomale Abbau durch 12-stiindige Inkubation mit dem spezifischen Inhibitor
ALLN (75 puM) unterbunden. Nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurden
zytoplasmatische Strukturen durch Inkubation mit dem Antikérper Hsc70 markiert und
anschlieBend durch einen Texas-Red-gekoppelten Sekundérantikorpers detektiert.
Kolokalisationsstudien mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie zeigen eine partielle
Kolokalisation von wt-PrP mit Strukturen des Zytoplasmas (Abb. 27 (a)). Dies zeigt, dass wt-
PrP zu einem gewissen Anteil iiber ERAD aussortiert und zum proteasomalen Abbau in das
Zytoplasma transloziert wird. Im Gegensatz hierzu akkumulieren die mutierten PrP-Proteine

nach Proteasomeninhibition vollstindig im Zytoplasma (Abb. 27, (b)+(c)).

Die ALLN-induzierte, vollstdndige Kolokalisation sowohl von G114V- als auch von A117V-
PrP im Zytoplasma deutet darauf hin, dass diese Molekiile in weitaus stirkerem Maf3e als wt-
PrP von den Qualitdtskontrollmechanismen des Endoplasmatischen Retikulums aussortiert

werden.
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Abb. 27: Kolokalisationsstudie von PrP mit Strukturen des Zytoplasmas nach
Proteasomeninhibierung.
Nach transienter Transfektion (48 h) von N2A-Zellen mit GFP-Maus/Mensch-PrP-Chiméren wurde der
proteasomale Abbau durch Inkubation (12 h) mit dem Inhibitor ALLN unterbunden. Zytoplasmatische Strukturen
wurden mit dem Antkdrper Hsc70 detektiert. Gezeigt ist die Uberlagerung der Fluoreszenzsignale. Die
GroBenbalken entsprechen 5 pm.

3.5.2 Erhohte Detergenzunloslichkeit von PrP nach Inhibierung der
proteasomalen Degradierung

Nach Inhibierung der proteasomalen Degradation werden PrP-Molekiile, welche die Mutation
G114V bzw. A117V tragen, sehr viel stirker ins Zytoplasma transloziert als wt-PrP. Um zu
kldren, ob neben den beobachteten quantitativen Unterschieden auch Unterschiede in den
biochemischen Eigenschaften der Proteine nachweisbar sind, wurde ein ,Detergenz-
Loslichkeits-Test* (s. Material & Methoden) durchgefiihrt. Stabil humanes PrP exprimierende
SH-SYS5Y-Zellen wurden zwolf Stunden mit Brefeldin A (BFA) oder / und ALLN inkubiert.
BFA ist ein Metabolit des Pilzes Penicillium brefeldianum und fiihrt in Siugerzellen
innerhalb von Minuten zu einer reversiblen Fusion der Golgimembranen mit dem ER. Dies
resultiert in einem Stop des vesikuldren Transportes sekretorischer Proteine aus dem ER
(Misumi et al., 1986; Oda et al., 1987) und einer retrograden Riickfiihrung der sich im Golgi
befindlichen Proteine (Lippincott-Schwartz et al., 1989; Chardin & McCormick, 1999). Die
Degradation von Proteinen via ERAD wird durch den Einsatz von BFA nicht beeintréchtigt
(Klausner & Sitia, 1990; Zanusso et al., 1999). Nach erfolgter BFA oder / und ALLN-
Inkubation wurden die Zellen auf Eis lysiert und Zelltriimmer durch kurze Zentrifugation

sedimentiert. Um potentiell vorhandenes, aggregiertes PrP von der 16slichen Fraktion zu
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trennen, wurde das Zelllysat nach Zugabe von Detergenz auf Eis inkubiert und die
unloslichen Proteinanteile in einer anschlieBenden Ultrazentrifugation sedimentiert. Die
Glykosylierungsstufen der PrP-Molekiile wurden durch separate Inkubation mit PNGaseF
analysiert (Daten nicht gezeigt). AbschlieBend wurden die Il6slichen und unldslichen

Fraktionen einer WesternBlot-Analyse unterzogen (Abb. 28).

ST P[S] P S [ P[S]
BFA - - ¥ ¥
ALLN - + _ ¥

35.4kDa -
2kba - = . ‘ wt
217 kDa - -
. * A7V
-

P

1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 28: Inhibierung der proteasomalen Degradierung und des sekretorischen
Transportes resultiert in verstirkter Detergenzunloslichkeit von mutiertem PrP

Stabil humanes PrP exprimierende SH-SYS5Y-Zellen wurden zwolf Stunden mit BFA (Spg/ml) und / oder ALLN
(75 uM) nkubiert. Nach Lyse und Detergenzbehandlung wurden je 100 pg Zellhomogenat mittels
Ultrazentrifugation (265.000 x g, 40 min) in eine Idsliche (S, ,supematant*) und eine unlosliche (P, , pellet ) Fraktion
aufgetrennt. Fiir die Detektion von PrP im anschlieBenden WestemBlot wurde der Antikorper 3F4 eingesetzt.

In unbehandelten Zellen ist fast das gesamte PrP detergenzloslich (Abb. 28, Spur 1). Bei den
PrP-Mutanten G114V und A117V ist im Vergleich zu wt-PrP lediglich eine sehr gering
ausgeprigte Erhohung der Detergenzunloslichkeit der zweifach-glykosylierten Molekiile
nachweisbar (Spur 2). Nach Inkubation der Zellen mit ALLN kommt es zu einem Anstieg von
16slichem PrP. Dieser Anstieg ist bei den einfach- und unglykosylierten Formen gut

nachweisbar und tritt sowohl bei wt- als auch bei mutiertem PrP auf (Spur 3). AuBlerdem ist
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nach ALLN-Inkubation das vermehrte Auftreten von Fragmenten von etwa 25 - 26 kDa in der
16slichen Fraktion von wt- und mutiertem PrP nachweisbar (Spur 3). Diese Fragmente traten
in sehr geringer Menge auch bei unbehandelten Zellen auf (Spur 1). Deutliche Unterschiede
zwischen wt- und mutiertem PrP sind in den unldslichen Fraktionen von ALLN-inkubierten
Zellen zu beobachten (Spur 4). Es finden sich fast ausschlieBlich einfach- und unglykosylierte
PrP-Molekiile. Diese Anteile sind bei mutiertem PrP stark erhoht. Die 25 — 26 kDa-Fragmente
sind sowohl bei wt- als auch den PrP-Mutanten zu einem gewissen Anteil detergenzunldslich
(Vergl. Spur 3 und 4). Bei G114V- und A117V-PrP tritt dariiber hinaus ein weiteres
unglykosyliertes Fragment von etwa 22 kDa in der unldslichen Fraktion auf (Spur 4).

Nach Inhibierung des PrP-Transportes vom Endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-
Apparat mittels Brefeldin A zeigte sich in der 16slichen Fraktion eine leichte Reduktion der
zweifach glykosylierten Formen bei gleichzeitiger Zunahme der einfach- und unglyko-
sylierten Formen (Spur 5 im Vergleich zu Spur 1). Inkubation mit BFA fiihrt lediglich bei
G114V-PrP zu einer leichten Erhdhung der Detergenzunldslichkeit (Spur 6).

Nach gleichzeitiger Inkubation der Zellen mit BFA und ALLN ist bei wt-PrP in der 16slichen
Fraktion (Spur 7) eine sehr deutlich ausgeprigte Verlagerung hin zu den einfach- und
unglykosylierten Formen nachweisbar. Im Gegensatz hierzu verbleibt bei den mutierten PrPs
mehr zweifach-glykosyliertes PrP in der 16slichen Fraktion (Spur 7). Auch in der unlslichen
Fraktion zeigen sich nach BFA/ALLN-Inkubation Unterschiede zwischen wt- und G114V
bzw. A117V-PrP. Bei wt-PrP sind lediglich sehr geringe Mengen an unglykosyliertem PrP
sowie des 23 kDa-Fragmentes detergenzunloslich (Spur 8). Der Anteil dieser Molekiile ist in
den unloslichen Fraktionen von G114V- und A117V-PrP erhoht. Zusitzlich ist bei A117V-

PrP eine geringe Menge an detergenzunloslichem, einfach-glykosyliertem PrP nachweisbar.

Zusammenfassend kann sowohl bei wt- als auch bei mutiertem PrP ohne vorherige Inkubation
mit ALLN keine, bzw. eine lediglich sehr gering ausgeprigte Detergenzunloslichkeit
nachgewiesen werden (Spuren 2 und 6). Nach ALLN-Inkubation kommt es zu einem
deutlichen Anstieg der Detergenzunloslichkeit niederglykosylierter, bzw. fragmentierter PrP-
Molekiile. Dieser Anstieg ist bei den Mutanten stirker ausgeprigt als bei wt-PrP (Spuren 4
und 8). Die alleinige Inkubation der Zellen mit BFA resultiert nicht in einem signifikanten
Anstieg an detergenzunloslichem PrP (Spur 6).

Das bei den PrP-Mutanten nach ALLN-Inkubation beobachtete Auftreten eines zusitzlichen
Fragmentes von etwa 22 kDa in der unloslichen Fraktion (Spur 4) deutet darauf hin, dass die

Mutationen G114V und A117V nicht nur zu einem im Vergleich zu wt-PrP quantitativen
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Anstieg der iiber ERAD abgebauten Molekiile, sondern auch zu Unterschieden beziiglich der
zelluldren Prozessierung fiihren.

Die Ergebnisse des kombinierten Einsatzes von Inhibitoren zur Unterbindung des vesikuldren
Transportes und des proteasomalen Abbaus zeigen, dass die beobachtete Zunahme an
16slichem PrP (Spur 3) mit groBer Wahrscheinlichkeit ein post-Golgi-Ereignis ist. Die
Akkumulierung der unglykosylierten PrPs findet jedoch, zumindest teilweise, in einem pri-
Golgi-Kompartiment statt (Spur 8). ERAD ist an der Degradierung dieses unglykosylierten
PrPs beteiligt, wenn der proteasomale Abbau nicht inhibiert wird (Spur 2 + 6).

3.5.3 Fiir den proteasomalen Abbau bestimmtes PrP weist erhohte PK-
Resistenz auf

Das PrP, welches nach Proteasomeninhibition im Zytoplasma akkumuliert, besteht zu einem
groBen Anteil aus unglykosylierten Molekiilen. Verschiedene unabhidngige Studien haben
gezeigt, dass diese unglykosylierten Proteine nicht nur eine groBBere Tendenz zur Fehlfaltung
aufweisen (Parodi, 2000), sondern auch mit erhohter Wahrscheinlichkeit in eine PrP5e-
dhnliche Form konvertieren (Jackson et al., 1999; Ma & Lindquist, 1999; Lehmann & Harris,
1997).

Ein Proteinase K-Verdau des Zellhomogenates von ALLN-inkubierten Zellen sollte kliren,
ob die Blockierung der proteasomalen Degradation Auswirkungen auf die Proteaseresistenz
von wt- bzw. mutiertem PrP hat (Abb. 29). Unter den gewéhlten Verdaubedingungen (10 pg
PK/ml, 30 min, 37°C) kommt es in unbehandelten Zellen zu einem vollstindigen Abbau
sowohl von wt- (Spur 2) als auch von G114V- (Spur 6) und A117V-PrP (Spur 10). Die
Inkubation mit ALLN fiihrt zur Bildung von PrP, welches diesen Verdau-Bedingungen
widersteht. Bei wt- (Spur 4) und den mutierten PrPs (Spuren 8 und 12) resultiert der PK-
Verdau in jeweils drei Fragmenten von 28 kDa, 26 kDa sowie 23 kDa. Jedoch liegen diese
drei Fragmente in unterschiedlichen Verhéltnissen zueinander vor. Bei wt-PrP ist das 28 kDa-
Fragment deutlich starker représentiert als die beiden Fragmente von 26 kDa und 23 kDa,
welche in anndhernd gleicher Menge vorliegen (Spur 4). Demgegeniiber zeigen die PK-
resistenten Fragmente der mutierten PrPs ein von wt-PrP abweichendes Intensitdtenverhéltnis.
Die Menge der 28 kDa— sowie 23 kDa-Fragmente, welche in anndhernd gleichem Verhéltnis

zueinander vorliegen (Spur 8 und 12), ist gegeniiber wt-PrP (Spur 4) sehr stark erhoht.
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Bemerkenswert ist, dass die nach PK-Verdau detektierbaren Fragmente bereits vor dem
Verdau im Zellhomogenat nachweisbar sind (vergl. Spuren 3, 7 und 11 mit den Spuren 4, 8

und 12).

wt G114V Al117V

ALLN -

PK

35.4kDa - -
29 kDa -
21.7kDa - - . -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Abb. 29: Inhibierung der proteasomalen Degradierung fiihrt zu erhohter PK-Resistenz
Pro Spur wurden 100 pg Zellhomogenat von stabil humanes PrP exprimierende SH-SYS5Y-Zellen vor, bzw. nach
Inkubation mit ALLN (12 h) emnem PK-Verdau unterzogen (10 pg/ml, 30 min, 37°C). Die Detektion im
WestemBlot erfolgte mittels des Antikdrpers 3F4.

Die nach Inhibierung der proteasomalen Degradation stattfindende Akkumulation von PrP
geht mit der Ausbildung einer gesteigerten PK-Resistenz einher, welche bei den Mutanten,

und hier insbesondere bei bestimmten Glykoformen noch erhdht ist.

3.6 Expressionsstudien von PrP und PrP-Mutanten in infizierten
Neuroblastomzellen

3.6.1 in vivo-Konvertierung von PrP¢ zu PrP* ist von der Sequenz-
homologie abhiingig

Die im Vergleich zu wt-PrP gesteigerte PK-Resistenz der mutierten PrP-Molekiile nach
proteasomaler Inhibierung deutet darauf hin, dass die Mutationen G114V und A117V die
Konversion in eine PK-resistente Isoform beglinstigen.

Um zu kliren, ob diese Mutationen die nach der Prionhypothese durch Interaktion mit PrP*
stattfindende Umfaltung in eine PK-resistente Form fordern, wurde ein Expressionsassay

ctabliert. In stabil mit Maus-adaptiertem PrP*° infizierten murinen Neuroblastomzellen
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(ScN2A, s. Material & Methoden) wurden Maus-PrP sowie Maus/Mensch-PrP koexprimiert
und nach entsprechender Inkubationszeit eine Analyse der PK-Resistenz durchgefiihrt.

untransfiziert wt G114V Al117V

PK| - <+ | - + | - + | - +

35.4 kDa -

29 kDa -

-
 ~

21.7 kDa -

1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 30: Maus/Mensch-PrP-Chiméiren werden durch Expression in Scrapie-infizierten
Zellen nicht in eine PK-resistente Form iiberfiihrt

Stabil mit Maus-adaptiertem PrP™ infizierte N2A-Zellen wurden transient mit Maus/Mensch-PrP-Chiméiren
transfiziert. Nach 48-stiindiger Inkubation wurden je 100 pg Zellhomogenat einem PK-Verdau (10 pg/ml, 1 h, 37°C)
unterzogen. Fiir die Detektion im anschlieSenden WestemBlot wurde der Antikorper 6H4 verwendet.

In Abb. 30 ist ein WesternBlot von ScN2A-Zellen nach transienter Transfektion mit
Maus/Mensch-PrP-Chimédren (s. Abb. 7) gezeigt. Die ScN2A-Zellen zeigen einen hohen
Basalgehalt an PK-resistentem PrP (Spur 2), welches den gewéhlten, fiir Zellkultur-Analysen
sehr harten Verdaubedingungen (10 pug/ml, 1 h, 37°C) widersteht. Trotz stattfindender
Expression (Spur 3, 5 und 7 im Vergleich zu Spur 1) der transfizierten Chiméaren-PrPs ist
keine Zunahme an PK-resistentem PrP nachweisbar (Spur 4, 6 und 8 im Vergleich zu Spur 2).
Die Uberfiilhrung von PrP® in eine PK-resistente Isoform ist insbesondere von der
Sequenzhomologie zwischen dem endogenen PrP und dem zu konvertierenden, exogenen
Substrat-PrP abhingig (Kocisko et al., 1994; Zulianello et al., 2000). Die chimiren
Maus/Mensch-PrP-Molekiile und rein murines PrP unterscheiden sich an 13 Aminosdure-
positionen voneinander. Da bereits eine Sequenzabweichung von nur einer Aminosiure die
fiir eine Umwandlung notwendige Interaktion der beiden PrP-Isoformen beeintrachtigen kann
(Priola et al., 1994), liegt die nicht nachweisbare Konvertierung wahrscheinlich in den

Sequenzunterschieden begriindet.
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3.6.2 Uberfiihrung von murinem PrP€ in eine PK-resistente Isoform durch
Ko-Expression mit PrP*

Durch Ko-Expression von rein murinem wt- bzw. G114V-PrP in ScN2A-Zellen (Abb. 31)
sollte analysiert werden, ob die Nichtkonvertierbarkeit des chimdren Maus/Mensch-PrP (Abb.
30) auf Sequenzunterschiede zwischen dem endogenen PrP*° und dem exogenen PrP
zurlickzufiihren ist. Nach Transfektion von reinen Maus-PrP-Konstrukten in SCN2A-Zellen ist
eine Zunahme an PK-resistentem PrP detektierbar. Diese ist bei G114V-PrP (Spur 6) etwas
stiarker ausgeprégt als bei wt-PrP (Spur 4) - in dem gewéihlten Versuchsansatz scheint die

Mutation G114V eine Konvertierung in PK-resistentes PrP zu fordern.

untransfiziert wt G114V
PK - + - + - +
. (a)
35.4 kDa -
29 kDa - ' -
21.7 kDa - > I e — e —
(b)
L S —— ———

1 2 3 4 5 6

Abb. 31: Mutiertes Maus-PrP zeigt nach Expression in Scrapie-infizierten Zellen
gesteigerte PK-Resistenz

Scrapie-infizierte N2A-Zellen wurden transient mit Maus-PrP transfiziert. Nach 48-stiindiger Inkubation wurden je
100 pg Zellhomogenat einem PK-Verdau (10 pg/ml, 1 h, 37°C) unterzogen. Fiir die WestemBlot-Analyse kamen
der Antikorper 6H4 (a), bzw. Ra3153 (b) zum Einsatz.

Um die Wahrscheinlichkeit mdglicher Artefakten aufgrund unterschiedlicher Antikdrper-
affinitdt zu minimieren, wurden gegen unterschiedliche Epitope gerichtete AntikOrper aus
verschiedenen Spezies fiir die WesternBlot-Analysen eingesetzt (6H4 : monoklonaler Maus-

Anti-PrP-Antikorper (Abb. 31 (a)); Ra3153 : polyklonaler Kaninchen-Anti-PrP-Antikorper
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(Abb. 31, (b))). Eine Unterscheidung zwischen endogenem und transfiziertem PrP ist in
diesem Ansatz jedoch nur bedingt {iber einen quantitativen Vergleich moglich. Daher kann
nicht vollig ausgeschlossen werden, dass die Zunahme an PK-resistentem PrP auf eine durch

die transiente Transfektion stimulierte Produktion an endogenem PrP* zuriickzufiihren ist.

3.6.3 Hinweise auf amyloide Strukturen in Scrapie-infizierten
Neuroblastomzellen

Ein gemeinsames Merkmal aller Patienten, welche eine der mit dem Gerstmann-Striussler-
Scheinker-Syndrom (GSS) assoziierten Mutationen (u.a. A117V) auf dem PRNP-Gen tragen,
ist die Akkumulation sogn. amyloider Plaques im Hirngewebe. Amyloide Plaques entstehen
durch die Aggregation von amyloiden Fibrillen. Sie gehen mit bestimmten Farbstoffen eine
feste Bindung ein und erlangen dadurch anisotrope Eigenschaften. Einer dieser Farbstoffe,
Thioflavin S, interagiert spezifisch mit der quartidren B-Faltblatt-Struktur der amyloiden
Fibrillen (Schwartz, 1968) und zeigt bei Anregung mit UV-Licht (A = 410nm) eine griine
Fluoreszenz von Amyloid.

Ob amyloide Strukturen, wie sie im Hirnmaterial von GSS-Patienten nachweisbar sind, auch
in Zellkulturen durch Expression von mit GSS-assoziiertem mutiertem PrP entstehen kdnnen,
sollte durch entsprechende Versuchsansétze analysiert werden. Neben stabil humanes wt-
sowie G114V- bzw. A117V-PrP exprimierenden SH-SY5Y-Zellen (s. 3.1.2, Abb. 9) wurden
auch transient mit MausG114V-PrP transfizierte ScN2A eingesetzt. Die Zellen wurden auf
Objekttrager ausgesit. Nach anschlieBender Fixierung sowie Permeabilisierung erfolgte eine
Kern- (Hdmatoxylin) und Thioflavin S-Féarbung (s. Material & Methoden). Die Auswertung
der Signale erfolgte mittels Fluoreszenz-Mikroskopie nach spezifischer Anregung mit UV-
Licht der Wellenldnge 410nm (Abb. 32).

Bei stabil transfizierten SH-SYS5Y-Zellen ergibt die Amyloid-spezifische Thioflavin S-
Farbung keinerlei positive Signale (Abb. 32 (a)), unabhéngig davon, ob die Zellen humanes
wt- oder mutiertes PrP (G114V und A117V, Daten nicht gezeigt) exprimieren. Auch die
Inhibierung des proteasomalen Abbaus in diesen Zellen durch Inkubation mit ALLN (12 h)
und die damit induzierte Anhdufung von detergenzunloslichem, PK-resistentem PrP resultiert

nicht in einer detektierbaren Bildung von Amyloid (Daten nicht gezeigt).
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SH-SYSY ScN2A
(huwt-PrP) (untransfiziert)
- ALLN - ALLN + ALLN

Abb. 32: Positive Amyloid-Firbereaktion in Scrapie-infizierten Zellen

Stabil mit humanem wt-PrP transfizierte SH-SYS5Y-Zellen bzw. stabil Scrapie-infizierte N2A-Zellen wurden vor /
nach Inkubation mit ALLN (12 h) einer Hamatoxylin/Thioflavin S-Farbung unterzogen. Mittels Fluoreszenz-
Mikroskopie wurden die Signale nach Anregung mit UV-Licht visualisiert. Die Pfeile verweisen auf positive Signale.

Demgegentiber sind nach Thioflavin S-Farbung von ScN2A-Zellen positive Signale in Form
punktformiger Aggregate detektierbar (Abb. 32 (b)). Diese sind intrazelluldr, jedoch nicht im
Nukleus lokalisiert. Inkubation dieser Zellen mit ALLN fiihrt zu einer GroBBenzunahme der
positiven Signale (Abb. 32 (c)).

3.6.3.1 Signalverstirkung der Amyloid-Firbereaktion durch Expression von mutiertem
PrP in Scrapie-infizierten Zellen

Die Expression von Mauswt- und insbesondere von MausG114V-PrP in ScN2A-Zellen fiihrt
zu einer Zunahme an PK-resistentem PrP in diesen Zellen (s. Abb. 31). Ob dies auch
Auswirkungen auf den Gehalt an Amyloid-positiven Strukturen hat, sollte durch eine
Thioflavin S-Féarbung tiberpriift werden. Die analog Abb. 32 durchgefiihrte Farbung zeigt eine
gegeniiber untransfizierten ScN2a-Zellen leichte Intensivierung der Signale (Abb. 33 (a), im
Vergleich zu Abb. 32 (b)). Eine der Férbung vorangehende ALLN-Inkubation der
MausG114V-transfizierten SCN2A-Zellen fiihrt zu einer Signalzunahme (Abb. 33 (b)).
Transiente Transfektion von ScN2A-Zellen mit Mauswt-PrP und anschlieBender ALLN-
Inkubation ergab ein dhnliches Resultat bei gegeniiber Transfektion mit MausG114V-PrP
abgeschwichten Signalen (Daten nicht gezeigt).
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MausG114V in ScN2A

- ALLN + ALLN

Abb. 33: Verstirkte Detektion amyloider Strukturen nach Expression von mutiertem
PrP in Scrapie-infizierten Zellen

Stabil Scrapie-infizierte N2A-Zellen wurden transient mit MausG114V-PrP transfiziert (48 h). Vor / nach
anschlieflender Inkubation mit ALLN (12 h) wurden sie einer Hamatoxylin/Thioflavin S-Férbung unterzogen. Die
Detektion der Signale erfolgte mittels Fluoreszenz-Mikroskopie nach Anregung mit UV-Licht. Die Pfeile verweisen
aufposttive Signale.

Zusammenfassend konnen durch die Amyloid-spezifische Thioflavin S-Farbung nur in
Scrapie-infizierten Zellen positive Signale detektiert werden. Die stabile Expression der GSS-
assoziierten Mutation A117V sowie der Mutation G114V in nicht Scrapie-infizierten Zellen
resultiert nicht in der Entstehung positiver Signale. Inhibierung der proteasomalen
Degradation durch Inkubation der Zellen mit ALLN fiihrt lediglich zu einer Verstiarkung der
bereits vor ALLN-Inkubation vorhandenen Signale in ScN2A-Zellen - eine Neuentstehung
Amyloid-positiver Signale wurde nicht beobachtet.

Ob die in den untersuchten ScN2A-Zellen nachgewiesenen positiven Signale tatsdchlich auf
amyloide Strukturen zuriickzuflihren sind, oder ob es sich hierbei um unspezifisch angefarbtes

PrP* handelt, miissen weiterfithrende Studien kldren.
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3.7 Analyse des Metabolismus von wt-PrP und Mutanten

Die PrP-Mutanten G114V und A117V zeigen gegeniiber wt-PrP Unterschiede in der
Prozessierung, Lokalisation und des Transports. Im Weiteren sollte geklart werden, ob auch
im Verlauf der Synthese von PrP Unterschiede zwischen wt- und mutiertem PrP zu
beobachten sind.

Fiir die vergleichenden Untersuchungen wurden wt- sowie G114V- und A117V-PrP in einem
,Pulse-Chase-Labeling“-Assay (,,PCL“, s. Material & Methoden) durch Inkorporation
radioaktiver Aminosduren wihrend ihrer Synthese markiert. Nach der 20-miniitigen
Inkubation von stabil humanes wt-, G114V- und A117VPrP exprimierende SH-SYS5Y-Zellen
im Labeling-Medium (,,Pulse“-Phase) wurde, nach entsprechender Inkubation fiir 0, 20, 40,
60 sowie 80 Minuten in nicht mit radioaktiven Aminosduren versetztem Medium (,,Chase®-
Phase), der Metabolismus der Zellen durch Inkubation bei 4°C gestoppt. Bis zu diesem
Zeitpunkt der Chase-Phase an die Zelloberfldche transportiertes PrP wurde durch Inkubation
der Zellen in PIPLC-haltigem Medium (30 min bei 4°C) abgelost, mittels des Antikdrpers 3F4
immunoprézipitiert und anschliefend im WesternBlot aufgetragen (Abb. 35). Nach Ablosung
des Oberflichen-PrPs wurden die Zellen lysiert. PrP wurde aus dem Zelllysat
immunoprézipitiert (3F4) und im WesternBlot analysiert (Abb. 34).

Die Analyse des intrazelluliren PrPs direkt nach der Pulse-Phase zeigte, dass in dem nach
Zugabe des radioaktiven Labeling-Mediums vergangenen Zeitraum von 20 Minuten nur sehr
wenig detektierbares PrP synthetisiert wurde (Abb. 34, Spur 1). Hierbei iiberwiegen un-, bzw.
einfach-glykosylierte Formen. Nach 20-miniitiger Chase-Phase (Spur 2) war ein deutlicher
Anstieg der Gesamt-PrP-Menge zu beobachten. Dieser fiel bei den PrP-Mutanten (Spur 2,
(b)+(c)) stirker aus als bei wt-PrP (Spur 2 (a)). Das Maximum des intrazelluldren wt-PrPs lag
nach 40-miniitiger Chase-Phase vor (Spur 3 (a)). Im Verlauf der darauffolgenden Chase-
Phase fiel der Gehalt an markiertem, intrazellulirem PrP bis nahe an die Detektionsgrenze ab
(Spur 4 (a)). Davon abweichend war ein solch rapider Abfall der intrazelluliren PrP-Menge
zwischen 40 und 60 Minuten Chase bei mutiertem PrP nicht zu beobachten. Die Biogenese
von G114V- und A117V-PrP zeigte stattdessen eine graduierte Abnahme der PrP-Menge —
auch nach 60 Minuten Chase war noch intrazelluléres PrP nachweisbar (Spur 4 (b)+(c)). Des
Weiteren waren zwischen wt- und mutiertem PrP Abweichungen der Glykosylierungsmuster
detektierbar. Bei den Mutanten traten doppelt-glykosylierte Formen im Verhiltnis zu den
nicht- und einfach-glykosylierten Molekiilen stirker auf als bei wt-PrP (Spur 2 (b)+(c), im
Vergleich zu Spur 2 (a)).
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Abb. 34: Verlangsamte Synthese von mutiertem PrP

Stabil transfiziete SH-SYS5Y-Zellen wurden einem |, Pulse-Chase-Labeling“-Assay (,,PCL", s. Material &
Methoden) unterzogen. Nach der Pulse- (20 min) und anschlie3enden Chase-Phase (0 - 80 min) wurde Oberflichen-
PrP durch Inkubation mit PIPLC (30 min bei 4°C) abgelost. Intrazellukires PrP wurde nach Lysierung der Zellen mit
dem Antikdrper 3F4 immunoprézipitiert und nach gelelektrophoretischer Aufirennung autoradiografisch visualisiert.

Parallel zur Analyse der Synthese von intrazellulirem wt- sowie mutiertem PrP wurde bei den
eingesetzten Zellen auch das Auftreten von radioaktiv markiertem Oberflichen-PrP
untersucht. Eine WesternBlot-Analyse von enzymatisch von der Zelloberfliche abgelostem
und anschlieBend immunoprézipitiertem PrP ist in Abb. 35 gezeigt.

Erste Anzeichen von markiertem Oberflichen-PrP waren bei wt-PrP nach 20 Minuten Chase
detektierbar (Abb. 35, Spur 2 (a)). Nach etwa 40 Minuten Chase erreichte die Menge an
Oberflichen-wt-PrP ihr Maximum (Spur 3 (a)), um danach innerhalb des Beobachtungs-
zeitraums kontinuierlich abzunehmen (Spur 4 + 5 (a)).

Die Kinetik des Auftretens von mutiertem Oberflichen-PrP unterscheidet sich von wt-PrP
vergleichbar der Unterschiede, welche bei der Analyse des intrazelluldren PrPs nachgewiesen

wurden.
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Abb. 35: Mutiertes PrP zeigt verlangsamten Transport an die Zelloberfliche

Stabil transfizierte SH-SYSY-Zellen wurden einem ,,PCL*“-Assay unterzogen. Nach der Pulse- (20 min) und
anschlieenden Chase-Phase (0 - 80 min) wurde Oberflichen-PrP durch Inkubation mit PIPLC (30 min bei 4°C) ins
Chase-Medium abgelost und mit dem Antikorper 3F4 immunoprézipitiert. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung
erfolgte die Visualisierung mittels Autoradiografie.

Zum Zeitpunkt des ersten Nachweises von wt-PrP (nach 20 Minuten Chase, Spur 2, oben) war
noch kein G114V- (Spur 2 (b)) und A117V-PrP (Spur 2 (c)) auf der Zelloberfliche angelangt
- dies fand erst in einem Zeitraum zwischen 20 und 40 Minuten Chase statt (Spur 3 (b) + (¢)).
Die Maxima an Oberflachen-PrP lagen bei den mutierten PrP nach etwa 60 Minuten Chase
(Spur 4 (b) + (¢)), und damit rund 20 Minuten spéter als bei wt-PrP vor.

Bei siamtlichen Pulse-Chase-Analysen waren keine Unterschiede zwischen G114V- und
A117V-PrP nachweisbar.

Auffillig sind neben den zeitlichen Unterschieden des Auftretens von intrazelluldrem und
Oberflachen-PrP auch die beobachteten Unterschiede der Glykosylierungmuster — bei den
mutierten PrPs ist der Anteil hochglykosylierter Molekiile zu Beginn der Chase-Phase grofler
als bei wt-PrP. Dies konnte ein Hinweis auf aberrante Prozessierung der mutierten PrP-

Molekiile im Endoplasmatischen Retikulum sein, da sekretorische Proteine, welche
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unnatiirlich lange im ER verweilen (vergl. Abb. 23), oft post-translationell iibermodifiziert

werden (Chessler & Byers, 1992).

3.8 in vitro-Translokationsstudien

3.8.1 Simulierung der Proteinsynthese und Translokation an der Membran
des Endoplasmatischen Retikulums (,,Ctm-Assay*)

Neben der Verankerung an der Zelloberfliche mittels eines GPI-Ankers treten PrP-Molekiile

auch in transmembranen Topologien auf.

(a) Sec Ntm I‘P Sec Ntm PrP
Ctm Ctm N
ER-Lumen ER-Lumen
ER-Membran | ; ER-Membran |
PK
Zytoplasma PK Zytoplasma
(b) 3B5 3F4 12F10
Qe e e e
PrP (28 kDa) | [ ] |
Ctm.
PrP (18 kDa) (T |
N"prP (14 kDa) | Ol
T™MD

Abb. 36: Schematische Darstellung des ,,Ctm-Assay*“ und der daraus resultierenden
PrP-Fragmente

(@) Der wahrend des ,,Ctm-Assay** durchgefiihrte PK-Verdau degradiert unterschiedliche Bereiche von — PrP und
Nprp,

(b) Die Bindungsepitope der im , Ctm-Assay** verwendeten Antikorper 3B5, 3F4 und 12F10 sind angedeutet. Die in
Klammem angegebenen Werte entsprechen den jeweiligen Molekulargewichten der unterschiedlichen PrP-
Fragmente nach PK-Verdau. Der rot eingefirbte Bereich symbolisiert die angenommene transmembrane Doméne
(TMD) des PrP-Molekiils.
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Ctm Ntm

Die drei bislang bekannten Topologieformen von PrP, SecPrP, PrP und " PrP, fithren zur

Lokalisierung unterschiedlicher Bereiche des Proteins innerhalb des Lumens des
Endoplasmatischen Retikulums. Die abschirmende Wirkung der ER-Membran verhindert die

Degradierung dieser Bereiche durch den im Verlauf des “Ctm-Assay“ (s. Material &
Methoden) durchgefiihrten PK-Verdau (Abb. 36 (a)). Dies resultiert bei CMpep und NPrP in
der Generierung unterschiedlicher PrP-Fragmente (Abb. 36 (b)), wohingegen SprP keinerlei
Degradation erfahrt.

Der durch die mit dem Gerstmann-Striussler-Scheinker-Syndrom assoziierten Mutation
A117V bedingte pathogene Mechanismus beruht auf der aberranten Synthese von Cimpp (s.
Einleitung + Abb. 36), einer transmembranen Isoform des Prion-Proteins (Hegde et al., 1998).
Um zu tiberpriifen, ob die Mutation G114V, welche auf dem Prion-Protein in unmittelbarer
Néhe der humanpathogenen Mutation A117V lokalisiert ist, Auswirkungen auf die Topologie
der mutierten PrP-Molekiile hat, wurde die Synthese von G114V- im Vergleich zu wt- und
Al117V-PrP in einem in vitro-Assay (,,Ctm-Assay®) simuliert. Durch den konzertierten
Einsatz von Mikrosomen und Retikulozytenlysat konnen die wéhrend der Proteinsynthese im
Endoplasmatischen Retikulum stattfindenden Vorginge nachgebildet werden (Lingappa ef al.,
1978; Gilmore & Blobel, 1983). Dariiberhinaus kdnnen die im Retikulozytenlysat enthaltenen
zelluldren Komponenten auch post-translationelle Prozessierungen, wie z.B. das Abtrennen
des Signalpeptides oder Glykosylierungen iibernehmen. In Kombination mit den
mikrosomalen Membranen sind auch Vorginge der Proteintranslokation an der ER-Membran
simulierbar. Die wéhrend der in vitro-Synthese des Ctm-Assay gebildeten PrP-Molekiile
wurden durch Inkorporation radioaktiver Nukleinsduren markiert. Die gleichzeitige Zugabe
eines Uberschusses an Oligosaccharid-Akzeptor-Peptiden verhinderte die Glykosylierung der
PrP-Molekiile, was eine deutlich bessere Unterscheidung der im weiteren Verlauf des Ctm-
Assay mittels PK-Verdau generierten PrP-Fragmente ermoglichte. Nach PK-Verdau und
anschlieender Lyse der Mikrosomen wurden die unterschiedlichen PrP-Fragmente durch den
Einsatz spezifischer Antikorper, welche gegen N-terminale (3B5), C-terminale (12F10) oder
zentrale (3F4) Epitope des Prion-Proteins gerichtet sind, immunoprizipitiert und im

WesternBlot dargestellt.
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3.8.2 Mutiertes PrP liegt verstiarkt in transmembraner Form vor

Die Ergebnisse des Ctm-Assay von humanem wt-, G114V- und A117V-PrP sind in Abb. 37
dargestellt. Neben den Ansitzen zur Uberpriifung der unterschiedlichen Topologieformen
wurden zusitzlich zwei Kontrollansidtze durchgefiihrt. Die Analyse der Gesamtproteinmenge
(Spur 1, 6, 11) ergab eine sehr homogene Synthese aller drei PrPs. Gleichzeitig wurde durch
diesen Ansatz die Effizienz der Glykosylierungsinhibierung mittels Oligosaccharid-Akzeptor-
Peptiden bestitigt. Im zweiten Kontrollansatz wurde nachgewiesen, dass die eingesetzte
Konzentration an Proteinase K ausreicht, um nicht durch mikrosomale Membranen
abgeschirmte Proteine vollstindig zu degradieren. Hierfiir wurde der PK-Verdau in der
Anwesenheit von Detergenz durchgefiihrt, was in einer vollstindigen Degradation der
Proteine resultierte (Spur 5, 10, 15).

Die Ansidtze zur Analyse der unterschiedlichen Topologieformen von PrP zeigten, dass
sowohl bei wt- (Spur 2 - 4) als auch bei den mutierten PrPs (Spur 7 - 9 und 12 - 14) der
weitaus grofite Teil der Molekiile als vollstindig im ER-Lumen lokalisiertes SCPrP mit einem

Molekulargewicht von etwa 28 kDa vorlag.

wt G114V All7V

Det: - - - - - - - -t - - - - F
PK -+ o+ o+ -+ o+ o+ + -+ o+ o+ o+
35.4 kDa -
29kDa - g - - - — M) w = w  +— Scc
21.7 kDa - Vi sl . i
-, - - <— Ntm

1P 3F4 3B5 3F4 12F10 3F4  3F4 3BS 3F4 12F10 3F4  3F4 3B5 3F4 12F10 3F4
1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15

Abb. 37: Die Mutationen G114V und A117V fiihren zur verstirkten Bildung von
transmembranem PrP

Aliquots der Translations-Reaktion des , Ctm-Assay* wurden in der Ab-/Anwesenheit von Detergenz einem PK-
Verdau unterzogen. Die jeweilige Kontrollreaktion blieb unverdaut. Fiir die anschlieflende Immunoprézipitation (IP)
der verschiedenen PrP-Fragmente wurden die Antikdrper 3BS, 3F4 bzw. 12F10 eingesetzt. Nach elektrophoretischer
Auftrennung in einem Tris-Tricine-Gel erfolgte die Visualisierung mittels Autoradiografie.
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Bei wt-PrP waren geringe Mengen an N™prp mit einem Molekulargewicht von etwa 14 kDa

(Spur 2 + 3) sowie sehr geringe Mengen von CMpp von etwa 18 kDa (Spur 3 + 4)

nachweisbar. Davon abweichend lag bei den mutierten PrPs ein deutlich groerer Anteil in

transmembraner Topologie vor. Die Analyse von G114V-PrP ergab im Vergleich zu wt-PrP
einen Anstieg von Nimpp (Spur 7 + 8) und insbesondere von Cimpp (Spur 8 + 9). Eine noch
groflere Zunahme an CMp P war bei der A117V-Mutation zu beobachten (Spur 13 + 14).

Somit konnte der in vitro-Translokations-Assay nicht nur den in Verbindung mit der Mutation
A117V im Hirngewebe von Patienten und transgenen Miusen (Hegde et al., 1998 + 1999)
nachgewiesenen Anstieg an Cimpp bestétigen, sondern dariiber hinaus auch einen

Zusammenhang zwischen vermehrt transmembran vorliegender PrP-Molekiile und der

Mutation G114V herstellen.
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4. Diskussion

Bei allen erblichen Prionkrankheiten des Menschen, der familidren CJD (fCJD), dem
Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom (GSS) und der todlichen familidren Schlaflosigkeit
(,,fatal familial insomnia®, FFI), konnen Mutationen in der kodierenden Region des humanen
Prionprotein-Gens (PRNP) nachgewiesen werden (Mastrianni et al., 1996; Nitrini et al., 1997;
Samaia et al., 1997; Kretzschmar & Windl, 1998). Ein Charakteristikum der bislang
bekannten erblichen Prionkrankheiten ist die vollstindige Penetranz des autosomal-
dominanten Erbganges, so dass innerhalb der betroffenen Familien typische Krankheitsfille
meist liber viele Generationen hinweg zuriickverfolgt werden konnen (Beardsley, 1990;
Galvez et al., 1980; Brown et al., 1992; Neugut et al., 1979; Chapman et al., 1994; Gabizon
et al., 1996).

Die Analyse des PRNP-Gens eines symptomatisch auffillig gewordenen 26-jihrigen Mannes
(Indexpatient) offenbarte die bislang nicht bekannte Punktmutation G114V. Die Ausweitung
der genetischen Analyse auf weitere Familienmitglieder zeigte, dass auch der Vater des
Indexpatienten mit der Mutation G114V behaftet ist. Bislang (Stand: September 2002) zeigt
der Vater keinerlei charakteristische Symptome einer Prionkrankheit. Neben dem eventuell zu
einem spateren Zeitpunkt stattfindenden Auftreten von Symptomen wire auch eine bei dieser
Mutation nicht vollstindige Penetranz denkbar. In Tierversuchen konnte bei Scrapie-
infizierten Midusen das Auftreten subklinischer Krankheitsformen nachgewiesen werden
(Thackray et al., 2002). Fiir den Menschen ist die Auspridgung solch subklinischer Formen
von Prionerkrankungen ohne duferlich erkennbare Symptome jedoch bislang nicht bestétigt.
Uber den GroBvater (viterlicherseits) des Indexpatienten liegen keine genetischen Daten vor —
er starb jedoch im Alter von 44 Jahren und zeigte eine mit progredienter Demenz
einhergehende Krankheit. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass er ebenfalls Trager
derselben Mutation war (siche Einleitung Abb. 5). Sowohl die Schwester als auch die Mutter
des Indexpatienten tragen keine Mutation und sind nicht erkrankt. Die Mutation G114V ist
jedoch nicht auf diese eine deutsche Familie beschrinkt, da in einer weiteren Familie aus
Uruguay eine 21-jahrige Patientin als Tréigerin identifiziert werden konnte. Es gibt keine
bekannte Verbindung zwischen den beiden Familien. Die Krankheit hatte dabei in beiden
Fillen, dem Indexpatienten und der Patientin aus Uruguay, einen sehr friithen Beginn und
auch die klinische Manifestationen waren vereinbar. Sdmtliche bislang bekannt gewordenen

Trager der Mutation G114V tragen auf dem mutierten Allel von PRNP an der polymorphen
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Aminoséureposition 129 die Aminosdure Methionin (M129). Der Krankheitsphinotyp ist bei
bestimmten erblichen Prionkrankheiten, wie z.B. der pathogenen Mutation D178N, durch die
Aminosédure an Position 129 determiniert (Gambetti et al., 1995). Bei der GSS-auslosenden
Mutation A117V tritt die Mutation ausnahmslos in Kopplung mit Valin an Kodon 129 auf
(Tranchant et al., 1997; Mallucci et al., 1999). Aufgrund der geringen Zahl der bislang
identifizierten Triager der Mutation G114V kann noch keine Aussage dariiber getroffen
werden, ob die Mutation auschlieBlich in Kopplung mit M129 aufiritt und ob die Kopplung
mit Valin an dieser Aminosiureposition zu einer Verdnderung des Phénotyps fiihren wiirde.
Die in dieser Arbeit als Referenz untersuchte Mutation A117V verursacht beim Menschen das
Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom (GSS) (Gerstmann et al., 1936). Das Alter der
Patienten bei Beginn der Krankheit kann sehr stark schwanken — bislang bekannt gewordene
Fille reichen von 25-61 Jahren; das Durchschnittsalter der Patienten liegt bei etwa 44 Jahren.
Die Dauer des Krankheitsverlaufs kann ebenfalls sehr unterschiedlich sein (2-17 Jahre), der
Durchschnitt liegt bei etwa 7 Jahren. Der klinische Phénotyp von GSS wird als sehr heterogen
beschrieben - neben Tremor und Myoklonien wurden auch progrediente Demenz und Ataxie
diagnostiziert (Mastrianni et al., 1995; Piccardo et al., 1998; Mallucci et al., 1999).

Die Ahnlichkeit der klinischen Symptome, die identische Aminosiuremutation (eine falsche
Kodierung fiir die AS Valin) sowie die benachbarte Lage beider Mutationen im zentralen,
hochkonservierten Bereich des Prion-Proteins legten eine vergleichende Analyse von G114V
und A117V nahe.

Zur in-vivo-Analyse der humanpathogenen PRNP-Mutationen G114V und A117V wurden im
Rahmen dieser Arbeit verschiedene Zellkulturmodelle etabliert. Nach transienter Expression
in N2A-Zellen offenbarten WesternBlot-Analysen bei G114V-PrP quantitative Unterschiede
in der Expressionsleistung sowie im Glykosylierungsmuster im Vergleich zu wt-PrP - ein
Effekt, welcher bei der Mutation A117V nicht zu beobachten war. Die Unterschiede traten
sowohl im murinen als auch im humanen Zellsystem auf, so dass vermutet werden kann, dass
die Mutation G114V zu einer generellen Beeintrachtigung der PrP-Prozessierung fiihrt. Da in
samtlichen durchgefiihrten in-vitro-Analysen nie eine verminderte Synthese von G114V-PrP
auftrat, ist die in den in-vivo-Experimenten festgestellte verringerte Expression mit grofler
Wahrscheinlichkeit auf post-transkriptionelle Ursachen zuriickzufiihren. Eine primér post-
transkriptionelle Kontrolle wurde bereits fiir die Regulierung des PrP“-Metabolismus in
Neuronen postuliert (Ford et al., 2002).

Die Generierung stabiler Zellklone ermdglichte das Studium potentiell toxischer Effekte der

Expression von mutierten PrP-Molekiilen {iber lange Zeitrdume. Diese Ausweitung des
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Untersuchungsspektrums offenbarte zytotoxische Effekte von G114V- und A117V-PrP,
welche bei stabil wt-PrP exprimierenden Zellen nicht auftraten. Neben verminderter Viabilitdt

waren morphologische sowie ultrastrukturelle Verdnderungen zu beobachten, welche

charakteristisch flir apoptotische Zellen sind (Clarke, 1990; Server & Mobley, 1991).

Fiir die Untersuchung der im Verlauf des normalen Metabolismus von PrP® stattfindenden
proteolytischen Spaltung im zentralen Bereich des Molekiils wurden zwei unterschiedliche
Versuchsansitze etabliert, welche den Nachweis sowohl des N-terminalen als auch des C-
terminalen Spaltproduktes ermdglichten. Die meisten zur Spaltung von PrP¢ veroffentlichten
Publikationen beschrinken sich auf den Nachweis des C-terminalen Spaltproduktes, welches
auch aus einem unspezifischen Abbau des sehr instabilen N-terminalen Bereiches des PrP-
Molekiils resultieren konnte (Vey et al., 1996). Durch die Detektion beider Spaltprodukte
wurde nachgewiesen, dass in dem hier etablierten Zellkultur-Modell tatsdchlich eine
spezifische Spaltung stattfindet.

Die Analyse des C-terminalen Spaltproduktes erbrachte in den verwendeten Zellen keine
Hinweise auf modulierende Effekte der Mutationen G114V und Al117V auf die
Spaltungseffizienz. Davon abweichend konnte im Zellkulturmedium der gleichen Zellen eine
Anreicherung des N-terminalen Spaltproduktes um etwa 30 % bei beiden Mutationen im
Vergleich zu wt-PrP beobachtet werden. Im Gesamtzell-Lysat ist das N-terminale Fragment
bei allen Zellen nur in duflerst geringen Mengen nachweisbar, daher ist es wahrscheinlich,
dass die Sekretion die natiirliche Prozessierung dieses Fragments darstellt. Eine aufgrund der
Mutationen verstérkt stattfindende Spaltung wiirde zur Anreicherung C-terminaler Fragmente
auf der Zelloberfliche bzw. innerhalb der Zelle fiihren. Diese Anreicherung konnte einen
pathogenen Zustand fir die Zelle darstellen wund zur Aktivierung von
Degradationsmechanismen fiir das C-terminale Spaltfragment fithren. Verstirkte Sekretion N-
terminaler Fragmente ins Zellkulturmedium und eine gleichzeitig gesteigerte Degradation C-
terminaler Fragmente im Zell-Lysat wére eine mogliche Erklarung fiir die Versuchsdaten.
Falls zellulire Mechanismen existieren, welche die Konzentration des C-terminalen
Fragmentes konstant halten, konnte dies auf eine wichtige, bislang unbekannte Funktion
dieses Fragmentes hindeuten.

Die Spaltung findet zwischen AS 110 bis 112 statt — diese Aminosduren befinden sich in der
bei allen Spezies hochkonservierten Region des Proteins, was eine hier vorhandene
Erkennungssequenz flir eine spezifische Protease nahelegt. Modellanalysen kamen zu dem

SchluB3, dass die die Spaltstelle C-terminal flankierenden kleinen hydrophoben Aminosduren
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Glycin und Alanin fiir die Spaltung an dieser Position verantwortlich sind (Callebaut et al.,
1994). Die Mutationen G114V und A117V bewirken eine partielle Substitution der in dieser
PrP-Region ausschliefflich vorhandenen Glycine, bzw. Alanine. Dies konnte zu einer
Optimierung des Epitops fiir die Protease fiihren und in einer verstirkten Spaltung resultieren.
Die verstarkte Spaltung konnte auch in einer mutationsbedingten Verdnderung der Struktur

oder Prozessierung begriindet liegen (Wegner et al., 2002).

Die Analyse zweier fiir PrP* charakteristischer Merkmale, Unloslichkeit in nicht-
denaturierenden Detergenzien und erhohte Resistenz gegeniiber Protease-Verdau, sollte
klidren, ob G114V- bzw. A117V-PrP biochemische Eigenschaften besitzen, die denen von
PrP> vergleichbar sind. Eine verstirkte Detergenzunldslichkeit von GPI-verankerten
Proteinen wird durch Assoziation dieser Proteine mit Cholesterol-, Sphingolipid- sowie
Glykolipid-reichen Membrankomplexen hervorgerufen (Naslavsky et al., 1997). Im
Zellkultur-Ansatz unbehandelter Neuroblastomzellen war bei den PrP-Mutanten im Vergleich
zu wt-PrP eine leichte Zunahme der Detergenzunloslichkeit zu beobachten. Die spezifische
Inhibierung des vesikuldren Exportes sekretorischer Proteine aus dem Endoplasmatischen
Retikulum durch Inkubation der Zellen mit BFA resultierte nicht in einer Erhohung des
Anteils an detergenzunloslichem PrP. Dies deutet darauf hin, dass die ausschlieBliche
Blockierung des sekretorischen Transportweges nicht ausreichend ist, um PrP in eine
detergenzunlosliche Form zu iiberfithren. Das Erlangen von Detergenzunldslichkeit ist daher
ein post-ER-Ereignis. Dieser Befund steht in Einklang mit der Beobachtung, dass ein
Erlangen von Detergenzunloslichkeit bei den meisten GPI-verankerten Proteinen wéhrend der
Passage durch den Golgi-Apparat stattfindet (Taraboulos et al., 1995; Harmey et al., 1995).

Die in dieser Arbeit detektierte verstirkte Akkumulation von detergenzunldslichem PrP in
Neuroblastomzellen trat nach spezifischer Inhibierung des proteasomalen Abbaus (mittels
ALLN) auf. Ahnlich den Verhiltnissen bei unbehandelten Zellen zeigten G114V- und
A117V-PrP gegeniiber wt-PrP erhohte Mengen detergenzunldslicher Molekiile. In einer
analogen Studie (Yedidia ef al., 2001) konnte durch den Einsatz von Proteasomen-Inhibitoren
gezeigt werden, dass etwa 10 % aller naszierenden wt-PrP“-Molekiile in den ER-assoziierten
Degradationsweg (,,ERAD*) gelangen. Diese flir den proteasomalen Abbau bestimmten
Molekiile zeichneten sich ebenfalls durch erhdhte Detergenzunldslichkeit aus. Der gesteigerte
Anteil detergenzunloslicher G114V- und A117V-Molekiile deutet darauf hin, dass durch
diese Mutationen ein verstirktes Uberfiihren in den ER-assoziierten Degradationsweg

begiinstigt wird. Ahnliche Auswirkungen wurden bereits fiir eine andere mit dem Gerstmann-
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Straussler-Scheinker-Syndrom assoziierte Mutation von PrP (Q217R) beschrieben (Jin et al.,
2000). Die Tatsache, dass auch unmutierte PrP-Molekiile zu einem gewissen Anteil
Fehlfaltungen unterliegen, konnte darauf hindeuten, dass vergleichbare Mechanismen auch in

die Entstehung von sporadischer CJD involviert sind.

Ein weiteres fiir PrP> charakteristisches Merkmal ist die erhdhte Resistenz gegeniiber dem
Abbau durch Proteasen. Dieses Charakteristikum ist auf konformationelle Umstrukturierung
der resistenten Molekiile zuriickzufiihren (Prusiner, 1999). Eine Ausbildung gesteigerter PK-
Resistenz konnte in dieser Arbeit bei zwei experimentell unterschiedlichen in vivo-
Versuchsansétzen beobachtet werden. Zum einen nach Expression von PrP in permanent mit
Scrapie infizierten Neuroblastomzellen, zum anderen nach Inhibierung des proteasomalen
Abbaus der Zellen.

Nach Expression in nicht-infizierten Neuroblastom-Zellen war bei den PrP-Mutanten G114V
und A117V im Gegensatz zu vielen anderen humanpathogenen Mutationen kaum erhohte
Resistenz gegeniiber dem Verdau mit Proteinase K detektierbar. Die nahezu unverdnderte
Sensitivitdt dieser speziellen Mutationen gegeniiber dem Proteaseverdau wird auch durch
Beobachtungen in den entsprechenden Prionkrankheiten unterstiitzt. Die Akkumulation von
PK-resistentem A117V-PrP in den Gehirnen von betroffenen Patienten wird aufgrund
widerspriichlicher publizierter Daten sehr kontrovers diskutiert (Piccardo ef al., 2001; Hegde
et al., 1998; Tateishi et al., 1995b). Beziiglich einer in Zellkultur-Ansitzen eventuell
stattfindenden Anreicherung von PK-resistentem A117V-PrP existieren bislang keinerlei
Referenzdaten. Die Uberfiihrung von PrP® in eine PK-resistente Isoform durch Expression in
permanent Scrapie-infizierten Zellen ist insbesondere von der Sequenzhomologie zwischen
dem endogenen PrP* und dem zu konvertierenden Substrat-PrP abhingig (Priola ef al., 1994;
Zulianello et al., 2000). Analog erbrachten in vitro-Inkubationsansitze die hochsten
Konversionsraten bei volliger Sequenzhomologie von PrP¢ und PrP*® (Kocisko et al., 1994).
Damit in Einklang stehend zeigte sich auch bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten in vivo-
Versuchen eine starke Abhédngigkeit der Konvertierungseffizienz von der Sequenzhomologie.
Die Sequenzen von Maus-PrP und den eingesetzten Maus/Human-PrP-Chiméren
unterscheiden sich an 13 Aminoséurepositionen voneinander. Entsprechend war nach
Expression dieser Chimdren in murinen Neuroblastomzellen (ScCN2A) keine Zunahme von
PK-resistentem PrP im Vergleich zu untransfizierten Zellen detektierbar. Nach Expression
von rein murinem PrP in ScN2A resultierte der PK-Verdau in der Zunahme eines resistenten

Fragmentes von etwa 23 kDa. Diese Zunahme war bei G114V-PrP trotz der durch die
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Mutation bedingten Aufhebung der volligen Sequenzhomologie zwischen endogenem und
Substrat-PrP etwas stirker ausgeprigt als bei wt-PrP. Folglich scheint die Mutation G114V
eine zu PK-Resistenz fiilhrende Konformationsédnderung zu begiinstigen. Potentieller Ausloser
hierfiir ist wahrscheinlich eine destabilisierende Wirkung auf die Molekiilstruktur - ein Effekt,
welcher flir die Mutation A117V bereits postuliert wurde (Okimoto et al., 2002).

Der im Zytoplasma der Zelle stattfindende proteasomale Abbau von zur Degradation
bestimmten Proteinen erfolgt mit sehr hoher Effizienz (Coux et al., 1996; Voges et al., 1999)
— ohne eine Beeintrichtigung dieses Abbaumechanismus findet wahrscheinlich eine
komplette Degradierung der ausselektierten PrP-Molekiile statt. Eine Akkumulation von PK-
resistentem wt-PrP nach Inhibierung des proteasomalen Abbaus wurde in anderen
Versuchsansdtzen beschrieben (Yedidia et al., 2001). Demgegeniiber zeigte sich nach
spezifischer Inhibierung des proteasomalen Abbaus eine gegeniiber wt-PrP verstirkt
ausgeprigte PK-Resistenz von G114V- und A117V-PrP. Die gesteigerte PK-Resistenz nach
Inhibierung der proteasomalen Degradierung spiegelt sich insbesondere in zwei PrP-
Fragmenten mit einem Molekulargewicht von etwa 26 kDa, bzw. 20 kDa wider. Das 20 kDa-
Fragment stellt mit groBer Wahrscheinlichkeit ein proteolytisches Abbauprodukt dar, welches
aus der partiellen Degradation des 26 kDa-Fragmentes resultiert. Beide Fragmente waren
bereits vor PK-Verdau sowohl in unbehandelten Zellen als auch, in stark erhohten Mengen,
nach Inkubation mit ALLN detektierbar, unabhingig davon, ob es sich um wt- oder mutiertes
PrP handelte. Dies bedeutet, dass die Generierung dieser Fragmente einen natiirlich in der
Zelle stattfindenden ProzeB darstellt, welcher durch die Inkubation mit ALLN lediglich
verstarkt wurde. Die nach proteasomaler Inhibierung detektierte PK-Resistenz ist
moglicherweise auf einen anderen Entstehungsmechanismus zuriickzuftihren als die PK-
Resistenz in SCN2A-Zellen, denn der Grofiteil dieser PK-resistenten Fragmente unterscheidet

sich im Molekulargewicht (26 kDa) vom proteaseresistenten PrP der SCN2A-Zellen (23 kDa).

Weitere Hinweise auf eine unterschiedliche Beschaffenheit des PK-resistenten PrPs von
ScN2A-Zellen im Vergleich zu nicht-infizierten Zellen lieferten Versuche zum Nachweis
amyloider Strukturen. Im Hirngewebe samtlicher von GSS-Mutationen betroffener Patienten
sind amyloide Plaques nachweisbar (Bugiani et a/., 2000). Sie entstehen durch Aggregation
amyloider Fibrillen - dies sind wassergefiillte Nanorohrchen unterschiedlicher Lénge, welche
aus einzelnen, aneinandergereihten, zylindrischen B-Faltblattstrukturen bestehen (Perutz et al.,
2002). In Bakterien konnen solche Nanorohrchen letale Effekte ausldsen, indem sie sich in

Membranen inserieren und diese dadurch depolarisieren. Es gibt Hinweise darauf, dass
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amyloide Fasern auch bei Zellen als elektrische Leiter fungieren und einen Zusammenbruch
des transmembranen lonenpotentials auslosen kdnnen, was zu einem rapiden Zelltod fiihrt.
Intrazelluldre Einschliisse amyloider Strukturen sind als krankheitsauslosender Faktor
beschrieben worden (Fernandez-Lopez et al., 2001).

Samtliche Versuche zum spezifischen Nachweis amyloider Strukturen mittels Thioflavin S-
Farbung in nicht-infizierten Zellen, welche G114V- bzw. A117V-PrP exprimierten, ergaben,
auch nach vorangegangener Inhibierung des proteasomalen Degradationspfades, keinerlei
Anzeichen auf das Vorhandensein solcher Strukturen. Demgegeniiber resultierte die Farbung
bei SCN2A-Zellen in positiven Signalen, welche sowohl durch Inhibierung des proteasomalen
Degradationspfades als auch durch zusdtzliche Expression von wt- und insbesondere G114V-
PrP intensiviert wurden.

Die Frage, ob die in den ScN2A-Zellen detektierten Signale wirklich amyloide Strukturen
repriasentieren, ist nur durch weiterfiihrende experimentelle Ansdtze zu kldren. Das
Lokalisationsmuster der Thioflavin-positiven Signale ist dem fiir PrP* in Scrapie-infizierten
Zellen beschriebenem (McKinley et al., 1991b) sehr dhnlich. Da der Aggregationsstatus
jedoch nicht zwingend mit der PK-Resistenz korreliert (Wille et al., 2000), kann keine
Aussage dariliber getroffen werden, ob die in den ScN2A-Zellen angefarbten Strukturen aus
PK-resistentem PrP bestehen. Die hier angewandte Thioflavin S-Fiarbung ist im Vergleich zu
anderen Amyloid-Fiarbungen, wie z.B. mittels des Farbstoffs ,,Congo Red®, sensitiver und
leichter zu interpretieren und quantifizieren, sie weist aber auch groflere Unspezifitdt auf. Da
eine unspezifische Bindung an andere zelluldre Strukturen, insbesondere Fibrin oder
Kollagen, nicht vollig ausgeschlossen werden kann, wird die Anwendung der Thioflavin-
Farbung fiir diagnostische Zwecke nicht empfohlen (Levine, 1995). Unabhéingig davon, ob
die in den ScN2A-Zellen nachgewiesenen Signale tatsdchlich auf amyloide Strukturen
zuriickzufiihren sind oder ob es sich um unspezifisch angefirbtes PrP* handelt, lieferten diese
Befunde einen weiteren Hinweis auf die unterschiedliche Beschaffenheit des PK-resistenten
PrPs von ScN2A- und nicht-infizierten Zellen.

Zusammenfassend deuten die hier durchgefiihrten Untersuchungen zum Nachweis von PK-
resistentem, bzw. amyloidem PrP in Zellkulturexperimenten darauf hin, dass es
unterschiedliche Ausprigungsformen von PK-Resistenz gibt, welche auf unterschiedliche
Entstehungsmechanismen zuriickzufiihren sind. Die bei G114V- und A117V-PrP in nicht-
infizierten Zellen detektierte Erhohung der PK-Resistenz ist wahrscheinlich auf ein im
Vergleich zu wt-PrP stirkeres Ausselektieren und Uberfiihren dieser mutierten Molekiile ins

Zytoplasma zuriickzufithren, was durch Analyse der intrazelluldiren Lokalisation bestitigt
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wurde. Dieses stirkere Aussortieren fiihrt eventuell zum Erreichen einer , kritischen®, fiir den
Beginn der Aggregation und folgender Ausbildung einer PK-Resistenz erforderlichen
Konzentration, da ins Zytoplasma iiberfiihrte Proteine zur Aggregation neigen (Kopito, 1997).
Durch Protein-Aggregation im Zytoplasma kann der proteasomale Abbau beeintrachtigt
werden (Johnston et al., 1998). Die durch Einsatz des Proteasomeninhibitors ALLN
herbeigefiihrte Beeintrachtigung des proteasomalen Abbaus simuliert eventuell eine zu
Beginn einer Prionkrankheit natiirlich auftretende Storung, welche in pathogener

Proteinakkumulation im Zytoplasma resultiert.

Die Analyse der zelluldren Lokalisation mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie
zeigte eine im Vergleich zu wt-PrP verringerte Expression von G114V- und A117V-PrP an
der Zelloberfliche. Dies wurde auch fiir zahlreiche andere PrP-Mutationen in
unterschiedlichen Zellkultur-Ansétzen beschrieben (Singh et al., 1997; Zanusso et al., 1999;
Ma & Lindquist, 2001; Ivanova et al., 2001; Lorenz et al., 2002). Im Falle der in dieser Arbeit
analysierten PrP-Mutationen G114V und A117V koénnte man nur bei Ersterer aufgrund der im
WesternBlot nachgewiesenen verringerten Expression vermuten, dass dies auf allgemein
verringerte Proteinsynthese zuriickzuflihren ist. Die in den in vitro-Versuchen beobachtete
quantitativ identische Expression von G114V-PrP im Vergleich zu wt- und A117V-PrP
spricht gegen diese Vermutung und deutet auf eine aberrante post-translationelle
Prozessierung hin. Die Analyse der intrazelluliren PrP-Lokalisation offenbarte ein stirkeres
Verbleiben von mutierten PrP-Molekiilen in intrazelluldren Kompartimenten. Dass es sich bei
diesen intrazelluldr akkumulierten PrP-Molekiilen mit groBer Wahrscheinlichkeit um nicht
korrekt prozessiertes PrP handelt, legt die vergleichbare enzymatische Ablosbarkeit von an
die Oberfldche transportiertem wt- und mutiertem PrP nahe — auch von G114V- und A117V-
PrP wird ein gewisser, obgleich zu wt-PrP signifikant geringerer Anteil konform den
intrazelluliren Qualitdtskontrollmechanismen prozessiert und nach Transport an die
Zelloberfliche in einer wt-PrP-analogen Weise auf der Plasmamembran verankert.

Die bei G114V- und A117V-PrP verstarkte Lokalisation im Endoplasmatischen Retikulum
bei gleichzeitig verringerter Expression an der Zelloberfliche wurde auch bei einer Reihe
anderer PrP-Mutationen beobachtet (Singh et al., 1997; Ma & Lindquist, 2001; Ivanova et al.,
2001). Die Retention von aberranten Proteinen im ER ist einer der Ausloser von zelluliren
Stress-Reaktions-Mechanismen (Kaufman, 1999), welche eventuell auch in den pathogenen

Effekten von mutiertem PrP involviert sind.
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Es gibt Hinweise darauf, dass Chaperone bei familidiren Prionkrankheiten in zweifacher
Weise in Aktion treten. Sie sind nicht nur am KonversionsprozeB von PrP® zu PrP* beteiligt
(Welch & Gambetti, 1998), wie es auch fiir nicht-hereditdre Prionkrankheiten beschrieben
wurde (DebBurman et al., 1997), sondern spielen mit groBer Wahrscheinlichkeit auch beim
destabilisierenden, durch bestimmte PRNP-Mutationen ausgelosten Effekt eine Rolle
(Chesebro, 1999). Die primdren Qualitdtskontrollmechanismen des sekretorischen
Transportweges beinhalten die temporire Assoziation von neu synthetisierten Proteinen mit
Chaperonen des Endoplasmatischen Retikulums. Chaperone besitzen neben unterstiitzender
Funktion beim FaltungsprozeB3 von Proteinen auch eine Riickhaltefunktion von falsch bzw.
unvollstindig gefalteten Proteinen (Klausner & Sitia, 1990). Diese sogn. sekundéren
Qualititskontrollmechanismen sollen das Uberfilhren ausselektierter Proteine in die
Degradationswege der Zelle sicherstellen (Ellgaard et al., 1999). Eine Retention neu
synthetisierter Proteine im ER kann auch auf Interaktion dieser Proteine miteinander
zuriickzufiihren sein. Studien zur Analyse von Proteinfaltung offenbarten eine verstérkte
Neigung inkorrekt gefalteter Proteine zur Selbstaggregation (Hurtley & Helenius, 1989). Eine
Neigung zur Selbstaggregation wird auch fiir das Prion-Protein beschrieben (Caughey et al.,
1991) und es gibt Hinweise auf eine Involvierung von Chaperonen in diesen Proze3 (Saborio
et al., 1999; Stockel & Hartl, 2001). Die Selbstaggregation kann zur Bildung von Aggregaten
filhren, welche aufgrund ihrer GroBe und Bindung an immobile Chaperone, wie z.B. BiP,
Transport-inkompatibel sind (Johnston et al., 1998). Die Interaktion mit Chaperonen fordert
auch die Degradation von mutiertem PrP und verzogert eine Konversion zu PrP*, was einen
Erkldrungsansatz fiir das bei familidren Prionkrankheiten oft erst im spéten Lebensalter
stattfindende Auftreten der klinischen Manifestation darstellen kdnnte. Analysen der GSS-
assoziierten PRNP-Mutation Q217R in Zellkultur offenbarten eine im Vergleich zu wt-PrP
deutlich verldngerte Interaktion des ER-Chaperons BiP mit den mutierten Q217R-Molekiilen,
welche anschlieBend dem ER-assoziierten proteasomalen Degradationsweg zugefiihrt wurden

(Jin et al., 2000).

Eine aberrante Prozessierung von G114V- und A117V-PrP zeigte sich auch in PrP-Golgi-
Kolokalisationsstudien. Wéhrend wt-PrP eine vollstindige Kolokalisation mit diesem
Organell des sekretorischen Transportwegs zeigte, konnte mutiertes PrP zu einem gewissen
Anteil auch in intrazelluldren Bereichen nachgewiesen werden, welche nicht Bestandteil des
Golgi-Netzwerkes sind. Dies ist ein weiteres Indiz fiir die nicht ausschlieBlich iiber den

sekretorischen Transportweg verlaufende intrazelluldre Prozessierung dieser mutierten PrP-
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Molekiile. Das trans-Golgi-Netzwerk fungiert neben dem Endoplasmatischen Retikulum als
weiteres zelluldres Kompartiment fiir die Translokation fehlgefalteter, zur Degradation
bestimmter Proteine. Im Gegensatz zu korrekt prozessierten sekretorischen Proteinen, welche
iiber das trans-Golgi-Netzwerk zur Plasmamembran transportiert werden, gelangen im Golgi
ausselektierte Proteine liber Endosomen zu Lysosomen (Ellgaard et al., 1999). Analysen
mittels Scrapie-infizierter Neuroblastomzellen zum Ort der zelluliren Konversion von PrP in
eine Protease-resistente Form ergaben Hinweise auf eine Anreicherung von PK-resistentem
PrP in Lysosomen (Caughey et al., 1991b). Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten
Experimenten konnten weder bei wt-PrP noch bei den Mutanten G114V und A117V eine
Kolokalisation mit Lysosomen nachweisen, was keine verstdrkte Degradation dieser PrP-
Mutanten in Lysosomen nahelegt. Eine fehlende Kolokalisation von PrP in Lysosomen wurde
auch fiir anderen humanpathogene Prion-Mutationen beschrieben (Negro ef al., 2001; Ivanova
et al., 2001). Die in dem Versuchsansatz von Caughey et al. (1991b) detektierten Signale
stammten mit groBer Wahrscheinlichkeit von PrP*, und nicht von iiber den ER-assoziierten
Degradationspfad ins Zytoplasma {iiberfiihrtes PrP, welches aufgrund von Aggregation PK-
resistente Eigenschaften erlangte. Wenn die stattfindende erhohte Akkumulation von G114-
und A117V-PrP im ER und Zytosol mit einer erhohten Tendenz zum Proteinabbau
einhergeht, so geschieht dies daher mit groBer Wahrscheinlichkeit iiber den proteasomalen

Weg.

Im Zytoplasma von wt-PrP-exprimierenden Zellen war eine sehr gering ausgeprigte
Kolokalisation von PrP mit zytoplasmatischen Strukturen nachweisbar. Die im Vergleich zu
wt-PrP deutlich ausgepriagtere Zytoplasma-Lokalisation von G114- und A117V-PrP deutet
auf verstirktes Uberfiihren dieser mutierten Proteine ins Zytoplasma hin. Hinweise, dass es
sich hierbei um fiir den proteasomalen Abbau bestimmte PrP-Molekiile handelt, erbrachten
die Inkubationsversuche mit dem Proteasomeninhibitor ALLN. Nach Inhibierung der
proteasomalen Degradation zeigte sich bei wt-PrP eine leicht verstérkte, bei den G114V- und
A117V-Molekiilen hingegen eine sehr starke Kolokalisation mit dem Zytoplasma. Im ER-
assoziierten Degradationsweg ausselektierte Molekiile werden deglykosyliert und durch
Anheftung von Polyubiquitin-Ketten fiir den Abbau durch das im Zytoplasma lokalisierte
Proteasom markiert. Der im WesternBlot nach Inhibierung des proteasomalen Abbaus
detektierte Anstieg eines PrP-Fragmentes, welches neben erhohter Detergenzunloslichkeit
und PK-Resistenz auch ein unglykosyliertem PrP entsprechendes Molekulargewicht aufweist,

deutet darauf hin, dass es sich bei diesem Fragment um zytosolisches PrP handelt. Ein
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vergleichbares Fragment wurde als charakteristisch fiir zytosolisches PrP beschrieben (Ma &
Lindquist, 2002; Ma et al., 2002). Die stirkere Prisenz dieses Fragmentes bei G114V- und
A117V- PrP ist ein weiterer Hinweis auf die verstirkte proteasomale Degradation der
mutierten PrP-Molekiile. Die WesternBlot-Analysen von nicht mit dem Proteasomeninhibitor
behandelten Zellen lieferten keine eindeutigen Hinweise auf verstirktes Auftreten von
zytosolischem G114V- und A117V-PrP. Dies ist neben der hohen Effizienz des
proteasomalen Abbaus mit groBer Wahrscheinlichkeit auf die Notwendigkeit des Erreichens
einer kritischen Konzentration an zytosolischem PrP zuriickzufiihren, welche Voraussetzung

fiir den Beginn von Aggregation zu sein scheint (Ma & Lindquist, 2002).

Die Analyse der Kinetik des zelluldren Transportes von neu synthetisiertem PrP offenbarte
einen gegeniiber wt-PrP verlangsamten Transit von G114V- und A117V-PrP an die
Zelloberfliche. Neu synthetisiertes wt-PrP¢ gelangt nach etwa einer Stunde an die
Zelloberflache (Caughey et al., 1989; Borchelt et al., 1990). Ein PrP¢-Molekiil verbleibt mit
einer Halbwertszeit von etwa 20 Minuten auf der Zelloberfliche und folgt dann wiederholt
dem etwa 60 Minuten dauernden Kreislauf (,,Recycling pathway*) durch die Zelle
(Taraboulos et al., 1992; Shyng et al., 1993). Die Halbwertszeit reifer PrP-Molekiile betrigt 3
- 6 h (Caughey et al., 1989). Die in dieser Arbeit mittels wt-PrP-exprimierenden humanen
Neuroblastoma-Zellen durchgefiihrten Kinetik-Studien stimmten mit den fir PrP©
beschriebenen Daten iiberein.

Eine aberrante intrazellulire = Verweildauer sekretorischer Proteine kann in
,,Uberprozessierung®, insbesondere innerhalb des Endoplasmatischen Retikulums, resultieren
(Chessler & Byers, 1992), was bereits mehrfach fiir mutiertes PrP beschrieben wurde (Singh
et al., 1997; Capellari et al., 2000; Walmsley et al., 2001).

Die aberrante Prozessierung von G114V-PrP und A117V-PrP hat ihren Ursprung mit groBBer
Wabhrscheinlichkeit in der bei diesen PrP-Mutanten erhohten Synthese an transmembranem
“MprP. Beide Mutationen sind sowohl innerhalb der bei allen bislang untersuchten Spezies
nahezu perfekt konservierten Region (AS 113-137) als auch der angenommenen
transmembranen Domine des Prion-Proteins lokalisiert. Eine erhdhte Bildung von “"™PrP ist
auf Mutationen innerhalb der angenommenen transmembranen Domidne (AS 110-135)
beschrinkt, da sowohl artifizielle als auch humanpathogene Mutationen auBerhalb dieses
Bereiches von PrP nicht zu erhohten Anteilen an transmembranem PrP fithren (Stewart &
Harris, 2001). Innerhalb der transmembranen Doméne fiihrte insbesondere die artifizielle

Mutation ,,AV3*, bei welcher die natiirlicherweise an den Aminosédurepositionen 113, 115
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und 118 exprimierten Alanine durch Valine substituiert wurden, zur Bildung sehr groBer

Ctm

Mengen an ~PrP. Interessanterweise handelt es sich bei der durch die Mutationen G114V

und A117V filschlicherweise exprimierten Aminosiure ebenfalls um Valin.

Die bei diesen beiden Mutationen beobachteten Auswirkungen auf den Metabolismus von PrP
waren in sdmtlichen untersuchten Parametern sehr &dhnlich. Auffillig ist jedoch der
Zusammenhang zwischen der Menge an synthetisiertem “PrP und der Ausprigung eines
aberranten PrP-Metabolismus. Die Mutation A117V fiihrt im Vergleich zu G114V nicht nur
zur stirkeren Synthese von transmembranem PrP, sondern auch zu einer in den meisten
untersuchten Parametern stirker von wt-PrP abweichenden PrP-Prozessierung. Ein
vergleichbarer Zusammenhang wurde auch bei transgenen Versuchstieren, welche A117V-
PrP in verschiedenen Mengen exprimieren, beobachtet. Bei diesen Tieren war das Auftreten
neurodegenerativer Symptome direkt von der Menge an synthetisiertem ™

(Hegde et al., 1999).

Beziiglich des Mechanismus der Neurotoxizitit von transmembranem PrP koénnen zwei

PrP abhingig

unterschiedliche Modelle postuliert werden. Das eine geht von einer direkten zytotoxischen
Wirkung von transmembranem PrP aus. Hinweise hierflir ergaben sich aus in vitro-Studien
mit Peptiden, welche aus den zentralen Bereichen des PrP-Molekiils abgeleitet waren. Die
Toxizitdt dieser Peptide stieg in Abhédngigkeit ihrer Neigung, sich stabil in die Membranen
kortikaler Neurone zu inserieren. Als Ausloser fiir den resultierenden Zelltod wurde eine
durch die Peptidinsertion hervorgerufene Beeintrichtigung der Membranfunktion
vorgeschlagen (Haik et al., 2000). Das zweite Modell schligt einen durch “PrP verursachten

Cmpp konnte sowohl eine

Anstieg der Konzentration an zytoplasmatischem PrP vor. Fiir
aberrante Lokalisation im Endoplasmatischen Retikulum als auch die Translokation ins
Zytoplasma und proteasomale Degradation nachgewiesen werden (Stewart et al., 2001).
Zytoplasmatisches PrP erwies sich sowohl in Neuroblastoma-Zellkulturen als auch in
transgenen Maéusen als sehr neurotoxisch (Ma et al., 2002). Dariiber hinaus zeigt
zytosolisches PrP biochemische Eigenschaften, welche denen von PrP* sehr dhneln sowie
eine stark ausgeprigte Neigung zur Aggregation. Diese Aggregation, deren Einsetzen vom
Erreichen eines Schwellenwertes abhidngig ist, kann zur Generierung amorpher Aggregate
fithren. Ein Zusammenhang zwischen Erreichen eines Schwellenwertes an zytosolischem

Protein und Einsetzen von Aggregation wurde neben PrP (Ma & Lindquist, 2002) unter

anderem auch filir die neurodegenerative Parkinson-Krankheit beschrieben, bei welcher eine
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unnatiirlich erhohte zytoplasmatische Konzentration an a-Synuclein Voraussetzung flir den
Beginn von Aggregation ist (Shtilerman et al., 2002).

PrP% ist wahrscheinlich die Hauptkomponente infektioser Prionpartikel (Prusiner, 1982 +
1998). Infektiositét 146t sich in Form infektioser Homogenate mit unterschiedlicher Effizienz
sowohl innerhalb einer als auch zwischen verschiedenen Spezies (Cuillé & Chelle, 1936;
Gajdusek et al., 1966; Gibbs et al., 1968; Masters et al., 1981; Lasmézas et al., 1996; Houston
et al., 2000) iibertragen. Dariiber hinaus konnten verschiedene Neuroblastomzell-Linien durch
Inkubation mit infektiosen Hirnhomogenaten stabil infiziert werden (Race ef al., 1987 + 1988;
Nishida et al., 2000). Die meisten hereditiren Prionerkrankungen lassen sich auf
Versuchstiere libertragen (Brown et al., 1994; Tateishi & Kitamoto, 1995; Tateishi et al.,
1995 + 1996). Zu den wenigen Ausnahmen zdhlt die Mutation A117V, bei welcher sich
dariiberhinaus kein typisches PrP nachweisen 1Bt (Tateishi er al., 1990). Die fehlende
Ubertragbarkeit von A117V deutet darauf hin, dass die mit dieser Mutation einhergehende

erhdhte Bildung von ™

PrP eine Prionproteinerkrankung und keine Prionerkrankung im
klassischen Sinne darstellt. Die Entstehung von zytoplasmatischem PK-resistentem PrP-res
und infektiosem PrP*° findet wahrscheinlich iiber unterschiedliche zellulire Wege statt. Die
Bildung von zytoplasmatischem PrP-res verlauft iiber den proteasomalen Degradationsweg
sekretorischer Proteine und findet im Zytosol statt. Die Synthese von PrP* hingegen erfolgt
mit groer Wahrscheinlichkeit wéhrend des Transits von PrP zwischen dem mid-Golgi und
den Lysosomen, was auf eine Involvierung des endozytotischen Transportweges in der PrP*-

Synthese hindeutet (Taraboulos et al., 1992).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die hier erstmals beschriebene humanpathogene
PrP-Mutation G114V sowie die als Referenz untersuchte Mutation A117V zu einer
Entstehung erhohter Mengen an PK-resistentem zytosolischem PrP flihren, welches sich von
dem bei vielen anderen PrP-Mutationen auftretenden PrP* deutlich unterscheidet. Eine
Degradierung von mutierten Proteinen iiber den proteasomalen Pfad wurde auch fiir
zahlreiche andere sekretorische, mit der Auslosung neurodegenerativer Krankheiten
assoziierter Proteine beschrieben. Bei diesen Krankheiten, unter anderem Huntington und
Parkinson, resultiert die intrazellulire Proteinaggregation in einer Beeintridchtigung der
Funktion des Proteasoms (Ward et al., 1995; Kopito, 1997; Wickner et al., 1999).
Vergleichbar den Prionkrankheiten ist das zentrale Thema dieser Krankheiten ebenfalls die
Konversion eines natiirlicherweise 16slichen Proteins in eine B-Faltblatt-reiche, unldsliche

Form, welche zur Aggregation und Bildung intrazellulirer Ablagerungen neigt.
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Prionkrankheiten sind vom Auftreten unterschiedlicher Formen von aberrant verdndertem
Prionprotein begleitet. Eventuell ist die Anhdufung an zytosolischem PrP ein, obgleich durch
unterschiedliche Mechanismen hervorgerufenes, Charakteristikum sédmtlicher Prion-
krankheiten, welches sich entsprechend der unterschiedlichen Weiterprozessierung dieses

zytosolischen PrPs in unterschiedlichen klinischen Phénotypen manifestiert.
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5. Zusammenfassung

Die vererbbaren Formen humaner Prionkrankheiten reprasentieren etwa 10 % der gesamten
Erkrankungsfille. In allen bislang untersuchten Féllen konnten Punktmutationen oder
Insertionen im Prion-Protein-Gen des Menschen (PRNP) nachgewiesen werden. Auch die in
dieser Arbeit erstmals beschriebene neue PRNP-Mutation G114V 146t bei Betrachtung der
Stammbdume bislang erfasster Familien auf einen hereditdren Hintergrund schlieen.
Auffillig ist das zum Teil sehr junge Alter der mit dieser Mutation behafteten Patienten (20-
25 Jahre) sowie die Ahnlichkeiten der klinischen Symptome zum Gerstmann-Striussler-
Scheinker-Syndrom (GSS). Eine der bereits bekannten PRNP-Mutationen, welche zu GSS
fiihrt, ist A117V. Diese Mutation liegt, ebenso wie G114V, im zentralen, hochkonservierten
Bereich des Prion-Proteins (PrP), welcher nicht nur eine der physiologischen Spaltstellen,
sondern auch die postulierte transmembrane Domédne von PrP beinhaltet. Bislang iiber A117V
erhobene Daten waren hauptsdchlich auf die Beschreibung des klinischen Bildes beschrankt
und erlaubten keine gesicherten Riickschliisse liber den auf zellbiologischer Ebene zu Grunde
liegenden pathogenen Mechanismus.

Aufgrund der Ahnlichkeit der Mutationen G114V und A117V wurden in der vorliegenden
Arbeit unterschiedliche in vivo- und in vitro-Modellsysteme etabliert, um vergleichende
Analysen dieser Mutationen gegen Wildtyp-PrP (wt-PrP) durchfiihren zu konnen. In murinen
und humanen Zellkulturmodellen wurden neben der Synthese sowie der Degradation der
Proteine auch ihre biochemischen Eigenschaften untersucht. Durch Generierung von GFP
(,,green fluorescent protein®)-PrP-Chiméren und deren Analyse mittels konfokaler Laser-
Scanning-Mikroskopie konnten Informationen iiber den intrazelluliren Transport dieser
mutierten Proteine gewonnen werden. Fiir beide Mutationen wurde ein vergleichbarer, stark
vom Wildtyp abweichender zelluldrer Phianotyp nachgewiesen. Als Charakteristika dieses
Phinotyps konnten unter anderem eine verringerte Expression der mutierten Proteine auf der
Zelloberflache bei gleichzeitig verstirkter Lokalisation im Endoplasmatischen Retikulum
sowie ein verlangsamter Transport durch die Zelle identifiziert werden. Die Expression der
mutierten Proteine iiber lingere Zeitriume mittels stabil transfizierter Zelllinien resultierte in
starker Aggregation der Zellen, welche von verringerter Viabilitdt begleitet war. Dariiber
hinaus fiihrten beide Mutationen zur Entstehung erhohter Mengen an Proteinase K-
resistentem PrP, welches sich durch spezifische Inhibierung des proteasomalen

Degradationspfades im Zytosol anreichern lieB. Ausloser hierfiir ist wahrscheinlich der
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mittels in vitro-Simulierung der Proteinsynthese nachgewiesene erhohte Anteil transmembran
orientierter PrP-Molekiile. Es konnte auch gezeigt werden, dass sich G114V- und A117V-PrP
von PrP%, der infektidsen Isoform des Prionproteins, unterscheiden. Dies deutet darauf hin,
dass beide Mutationen innerhalb der familidren Prionkrankheiten eine eigene Gruppe von
Krankheiten reprisentieren, welche sich durch Nicht-Ubertragbarkeit auszeichnet — eine
Eigenschaft, welche fiir die Mutation A117V bereits bestétigt wurde.

Die bei den Mutationen G114V und A117V detektierte Anhdufung an zytosolischem PrP
stellt moglicherweise ein Charakteristikum sdmtlicher Prionkrankheiten dar, welches sich
entsprechend der unterschiedlichen Weiterprozessierung dieses zytosolischen PrPs in

verschiedenen Phinotypen manifestiert.
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