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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Transmissible Spongiforme Enzephalopathien (TSE)

Transmissible Spongiforme Enzephalopathien (TSE) sind tddlich verlaufende,

neurodegenerative Erkrankungen und treten sowohl beim Tier als auch beim

Menschen auf (Prusiner ez al. 1998; Belay 1999; Collinge 2001; Collins et al. 2001).

Allen TSE gemeinsam sind charakteristische Lisionen mit ausgedehnten Protein-

Ablagerungen im Gehirn der erkrankten Individuen; durch die neuronale

Vakuolisierung, die Hypertrophie der Astroglia und die Ablagerung von Plaques

nimmt das Gehirn die Gestalt eines Schwammes an.

Abbildung 1.

Charakteristische neuropathologische Merkmale von transmissiblen spongiformen

Enzephalopathien in Hirnschnitten von einem CJK (Creutzfeldt-Jakob-Krankheit)-Patient.
(A) Spongiforme, vakuolen-dhnliche Morphologie; (B) Proliferation der Astroglia; (C) Prion Protein
Ablagerungen; alle Darstellungen aus (Glatzel und Aguzzi 2001).
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TSE treten meist spontan auf, konnen aber auch durch Mutationen bedingt vererbt
werden. Desweiteren konnen TSE durch Infektion {ibertragen werden, was sie von
anderen neurodegenerativen Erkrankungen wie z.B. der Alzheimerschen Krankheit

oder Chorea Huntington unterscheidet.

1.1.1. Historische Entwicklung von Prionerkrankungen

Im Jahre 1732 wurde zum ersten Mal in GroBbritannien von der Traberkrankheit bei
Schafen (Scrapie) berichtet (nach:(Mc Gowan 1922)). Auf Grund eines intensiven
Juckreizes kratzten sich die Schafe ihre Wolle ab (engl.: to scrape - kratzen). Die
ersten Berichte von einer TSE-Erkrankung beim Menschen erschienen in den Jahren
1920/1921. Hans Creutzfeldt und Alfons Jakob beschrieben unabhidngig voneinander
Patienten mit einem seltenem Syndrom, der Spastischen Pseudosklerose (Creutzfeldt
1920; Jakob 1921). Spidter wurde die Krankheit nach ihren Entdeckern benannt:
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK). Einige Jahrzehnte spiter wurde von Gajdusek
und Zigas (Zigas und Gajdusek 1957) eine iibertragbare Krankheit mit dem Namen
Kuru beschrieben. Im Jahre 1959 konnten neuropathologische Ahnlichkeiten sowohl
zwischen Kuru und Scrapie als auch zwischen CJK und Kuru beobachtet werden
(Klatzo et al. 1959).

Der Ausloser der Erkrankung war zu diesem Zeitpunkt jedoch noch nicht erforscht.
Im Jahre 1985 trat der erste Fall einer neuen TSE-Erkrankung in GrofBbritannien bei
Rindern auf (Wells et al. 1987). Seit diesem Zeitpunkt erkrankten mehr als 200.000
Rinder in Grofibritannien und einige Tausend in anderen européischen Lindern und in
Japan an BSE (Bovine Spongiforme Enzephalopathie) (Brown ef al. 2001). Kurz
darauf wurden auch bei Zootieren und bei Katzen Spongiforme Enzephalopathien
festgestellt (Schreuder 1994). 1993 hat die britische BSE-Epidemie ihren Hohepunkt
iiberschritten; die Wirksamkeit des Tiermehl-Verfiitterungsverbots wurde sichtbar. Im
Jahre 1996 wurde bekannt, dass zehn Personen an einer neuen Variante der
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (nvCJK) erkrankt waren (Will ef al. 1996). Seit diesem
Zeitpunkt stieg die Zahl der nvCJK-Erkrankungen stetig an und im Jahre 2002 waren
bereits 141 Félle bekannt.

10
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Jahr der Jahr der
Erstbeschreibung Erstbeschreibung
Mensch Ti
und Ort des ler und Ort des
Auftretens Auftretens
1920 . 1732
sCJK Scrapie
Deutschland GrofBbritannien
1924 1947
fCIJK TME
Deutschland USA
1928/1936 1980
GSS . CWD
Osterreich USA
1957 1986
Kuru BSE
Neu Guinea GrofBbritannien
1974 1986
1CJK EUE
USA GrofBbritannien
1986 1990
FFI FSE
Ttalien GrofBbritannien
1996
nvCJK
GrofBbritannien

Tabelle 1. Uberblick aller Formen der Transmissiblen Spongiformen Enzephalopathie (TSE) und
deren ersten Auftreten.

sCJK, fCJK, iCJK, nvCJK: sporadische, familidre, iatrogene, neue Variante der Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit; GSS: Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom; FFI: Fatale Familidre Insomnie; TME:
Transmissible Mink (Nerz) Enzephalopathie; CWD: Chronic Wasting Disease; BSE: Bovine
Spongiforme Enzephalopathie; EUE: exotische Huftier-Enzephalopathie; FSE: Feline Spongiforme
Enzephalopathie.

1.1.2. Spongiforme Enzephalopathien beim Tier

Die folgenden TSE-Erkrankungen sind bei Tieren (vgl. Tabelle 2) bekannt: Die
Traberkrankheit (Scrapie) bei Schafen und Ziegen, die Bovine Spongiforme
Enzephalopathie (BSE) bei Rindern, die Feline Spongiforme Enzephalopathie (FSE)
bei Katzen, die chronisch zehrende Hirschkrankheit (Chronic Wasting Disease,

CWD) bei Hirschen, die transmissible Nerz-Enzephalophathie (Transmissible Mink

11
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Encephalopathy, TME) und die exotische Huftier-Enzephalopathie (Exotic Ungulate
Encephalopathy, EUE) (Leopoldt 1759; Hartsough und Burger 1965; Williams und
Young 1980; Wells et al. 1987; Pearson et al. 1991).

Krankheit Betroffene Tierart Ursache
Scrapie Schaf
unbekannt
CWD Elch, Hirsch
BSE Rind
TME Nerz
Infektion
FSE Katze
EUE Zootiere

Tabelle 2.  Ubersicht iiber die Spongiformen Enzephalopathien der Tiere.

CWD: Chronic Wasting Disease; BSE: Bovine Spongiforme Enzephalopathie; TME: Transmissible
Mink (Nerz) Enzephalopathie; FSE: Feline Spongiforme Enzephalopathie; EUE: exotische Huftier-
Enzephalopathie.

Scrapie kann als die Musterkrankheit aller TSE-Erkrankungen bezeichnet werden. Sie
stellt die hdufigste natiirliche TSE dar und trat bereits im Jahre 1732 in
GroBbritannien auf. In Deutschland wurde sie zum ersten Mal im Jahre 1759 von
Leopoldt beschrieben (Leopoldt 1759). Zum einen wurde Scrapie als eine
Infektionskrankheit betrachtet (Dickinson ef al. 1965), und zum anderen wurde eine
genetische Veranlagung angenommen (Parry 1962). Jedoch erkrankten auch viele
Tiere durch die Verabreichung eines infektiosen Impfstoffes (Gordon 1946). Die
Krankheit ist nahezu weltweit verbreitet, von Land zu Land bestehen jedoch grofle
Unterschiede in Bezug auf die Héufigkeit (Hornlimann ez al. 1995). Den an Scrapie
erkrankten Schafen kommt eine Schliisselstellung bei der Genese der Bovinen
Spongiformen Enzephalopathie (BSE) zu.

Seit dem Auftreten der ersten BSE-Félle in GroBbritannien im Jahre 1986 ist die
Bovine Spongiforme Enzephalopathie von besonderer Bedeutung. Sie ist bis jetzt die
einzige epidemisch auftretende TSE-Erkrankung bei Tieren. Grund fiir dieses

epidemische Auftreten ist sehr wahrscheinlich die Verfiitterung von Tiermehl, das aus

12
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Schafen hergestellt wurde, von denen einige mit Scrapie infiziert waren. Das
Verfahren zur Herstellung dieses Tiermehls wurde Ende der siebziger Jahre
umgestellt; bis dahin hatte man durch bestimmte Herstellungsverfahren den Erreger
unwissentlich unschéidlich gemacht.

Die Transmissible Mink Enzephalopathie (TME) und die Feline Spongiforme
Enzephalopathie (FSE) sind ebenfalls infektiosen Ursprungs (Hanson et al. 1971;
Pearson et al. 1991).

Seit den achtziger Jahren wird aus Colorado und Wyoming (USA) von einigen
Scrapie-dhnlichen Krankheiten bei Tieren aus der Familie Cervidae berichtet, die man
Chronic Wasting Disease (CWD) nennt (Williams und Young 1993). Betroffen sind
der Maultierhirsch (Odocoileus hemionus), der Weillwedelhirsch (Odocoileus
virginianus) und der Rocky-Mountain-Rothirsch (Cervus elaphus nelsoni) (Salman
2003).

Scrapie bei Schafen macht sich vor allem durch Verhaltens- und Bewegungsstdrungen
bemerkbar. Dies gilt auch fiir BSE bei Rindern, die besonders durch Ubererregbarkeit
und Gangstorungen auffallen. Die Inkubationszeit betrdgt bei Schafen ein bis zwei,
bei Rindern ca. vier bis fiinf Jahre. Der Tod der Tiere tritt sechs bis zwolf Monate

nach Ausbruch der Krankheit ein.

1.1.3. Spongiforme Enzephalopathien beim Menschen

Zu den TSE beim Menschen (vgl. Tabelle 3) zdhlen die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit
(CJK), das Gerstmann-Striussler-Scheinker-Syndrom (GSS), die Kuru-Krankheit und

die Fatale Familidre Insomnie (FFI) (Creutzfeldt 1920; Jakob 1921; Gerstmann et al.
1936; Gajdusek und Zigas 1957; Lugaresi et al. 1986).

13
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Krankheit Ursache
FFI
GSS Keimbahn-Mutation im PrP-Gen
fCJK
Somatische Mutation oder spontane
sCJK
Erkrankung
iICJK Infektion durch érztliche Behandlung
nvCJK Infektion
Kuru Ritueller Kannibalismus

Tabelle 3.  Spongiforme Enzephalopathien des Menschen.
FFI: Fatale Familidre Insomnie; GSS: Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom; fCJK: familidre CJK;
sCJK: sporadische CJK; iCJK: iatrogene CJK; nvCJK: neue Variante der CJK.

Die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK) stellt die wichtigste TSE-Erkrankung beim
Menschen dar. Sie ist sehr selten und kommt in der Bevolkerung mit einer Haufigkeit
von eins zu einer Million vor. Von der Creuzfeldt-Jakob-Krankheit sind vier Formen

oder Varianten bekannt:

* Sporadische Creuzfeldt-Jakob-Krankheit (sCJK)

* Familidre Creuzfeldt-Jakob-Krankheit (fCJK)

¢ Tatrogene Creuzfeldt-Jakob-Krankheit (iCJK)

* Neue Variante der Creuzfeldt-Jakob-Krankheit (nvCJK)

Die Sporadische Creuzfeldt-Jakob-Krankheit (sCJK) ist die hdufigste Form der
Creuzfeldt-Jakob-Krankheit; ca. 90% der CJK-Fille werden spontan hervorgerufen.

Rund 10% der CJK-Fille werden durch Mutationen hervorgerufen und autosomal
dominant vererbt (familidre Creuzfeldt-Jakob-Krankheit (fCJK)). Auch bei dem
Gestmann-Striussler-Scheinker-Syndrom (GSS) und der Fatalen Familidren Insomnie

(FFI) ist eine Mutation im PrP-Gen der Ausloser.

14
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Abbildung 2.  Schematische Darstellung der pathogenen Mutationen (rot) und der polymorphen
Varianten (griin und blau) des Prion Proteins.
Abbildung aus (Collinge 2001).

Wie aus der Abbildung 2 hervorgeht liegen die Mutationen des Prion Proteins vor
allem im strukturierten C-Terminus (Hsiao et al. 1989; Dlouhy ef al. 1992; Petersen et
al. 1992; Poulter et al. 1992; Gabizon et al. 1993). Es kommen sowohl Punkt- und
Deletionsmutationen als auch Mutationen mit zusidtzlichen Oktarepeats
(Wiederholungen von den acht Aminosduren PQGGTWGQ) vor.

Weniger als 1% der CJK-Fille wurden durch medizinische Eingriffe unbeabsichtigt
auf den Menschen iibertragen (Iatrogene Creuzfeldt-Jakob-Krankheit (iCJK)).
Hervorgerufen wurden die Infektionen durch kontaminierte chirurgische Instrumente,
durch Transplantation infizierten Gewebes und durch Injektion des
Wachstumshormons Somatotropin, das aus Hypophysen von Leichen, unter denen
sich ein unentdeckter CJK-Fall befunden hat, gewonnen wurde (Duffy et al. 1974;
Bernoulli et al. 1977; Kondo und Kroina 1981; Will und Matthews 1982; Davanipour
et al. 1984).

15
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Auch die neue Variante der Creuzfeldt-Jakob-Krankheit (nvCJK) wird durch
Infektion erworben und steht hochstwahrscheinlich im Zusammenhang mit der BSE-
Krankheit der Rinder (siehe Kapitel 1.1.4.).

Die Kuru-Krankheit tritt bei den Fore, einem Volk in Papua-Neuginea auf. Kuru
wurde durch einen speziellen Ritus zum Zwecke der Verehrung von Verstorbenen
hervorgerufen: dem Verspeisen von bestimmten Organteilen, unter anderem auch dem
Hirn (Gajdusek und Zigas 1957). Kuru nahm zeitweise epidemische Ausmalle an; seit
1957 sollen ihr 2.600 Personen zum Opfer gefallen sein (Prusiner 1995). Nachdem
der rituelle Kannibalismus 1959 verboten wurde, konnte ein deutlicher Riickgang an
Kuru-Erkrankungen festgestellt werden. Heute werden nur noch einige wenige Kuru-
Fille festgestellt, wobei keiner der Patienten nach dem Verbot des Ritus geboren
wurde (Gajdusek 1996).

Alle TSE-Erkrankungen beim Menschen zeichnen sich durch eine lange
Inkubationszeit aus. Unterschiede bestehen allerdings in der Symptomatik, der
Krankheitsdauer und dem pathologischen Bild. Wéhrend der Ausbruch der Krankheit
bei sCJK erst im Alter von 60 bis 70 Jahren auftritt, wird die nvCJK bei
verhdltnisméBig jungen Patienten (Durchschnittsalter 29 Jahre) mit untypischem
Krankheitsbild diagnostiziert (Chazot ef al. 1996; Will et al. 1996). So konnten
ungewohnliche Florid-Plaques (1at.: floridus — blithend) (Plaques umgeben von einem
Ring von spongiformen Verdnderungen) in dem Gehirn von nvCJK-Patienten
festgestellt werden (Will et al. 1996). Der Krankheitsverlauf von nvCJK ist im
Vergleich zu sCJK ldnger (Zeidler et al. 1997a; Zeidler et al. 1997b).

Bei den verschiedenen Krankheiten sind unterschiedliche Regionen des Gehirns
betroffen. Die Symptome sind anfangs Seh-, Sprach- und Bewegungsstérungen; im
weiteren Verlauf der Krankheit sind starke Personlichkeitsverdnderungen und
Gedéchtnisstorungen festzustellen. Der totale Ausfall des GroBhirns fiihrt schlieBlich

zum Tod der Patienten.

1.1.4. Transmissionsexperimente

Eine Analogie der verschiedenen TSE von Mensch und Tier wurde postuliert,
nachdem Gemeinsamkeiten zwischen Scrapie, Kuru und der Creutzfeldt-Jakob-

Krankheit erkannt wurden (Hadlow 1959; Klatzo et al. 1959). Um die Ubertragbarkeit

16



Einleitung

verschiedener TSE-Formen zwischen den Spezies zu untersuchen, wurden bereits in
den siebziger Jahren erste Transmissionsexperimente durchgefiihrt: im Jahre 1961
konnte Scrapie auf Méause, im Jahre 1966 Kuru auf Schimpansen und im Jahre 1968
CJK auf Schimpansen iibertragen werden (Chandler 1961; Gajdusek et al. 1966;
Gibbs et al. 1968). Diese Ergebnisse konnten zum ersten Mal die Ubertragbarkeit der
Krankheit nachweisen und der Begriff ,,Transmissible Spongiforme Enzephalopathie*
(lat. transmittere - ibertragen) wurde eingefiihrt.

Die Ubertragung der Krankheit ist jedoch nicht immer mdglich. So konnte zum
Beispiel noch nie gezeigt werden, dass Scrapie auf den Menschen iibertragbar ist.
Tiere dagegen, wie zum Beispiel der Nerz, sind gegeniiber Scrapie hoch sensitiv
(Barlow und Rennie 1970; Hanson et al. 1971). Dies zeigt, dass die Ubertragung
zwischen verschiedenen Spezies nicht immer moglich ist. Dieses Phdnomen wird
Speziesbarriere genannt (Pattison 1965).

Das wichtigste Beispiel fiir die Uberwindung der Speziesbarriere stellt die Bovine
Spongiforme Enzephalopathie (BSE) dar. Man geht davon aus, dass die nvCJK durch
den Konsum infizierter Rinderbestandteile hervorgerufen wird. So konnte das
Auftreten von nvCJK in einem gewissen zeitlichen Abstand zu BSE sowie eine
regionale Beschrinkung auf das besonders von BSE betroffene Grofbritannien
festgestellt werden. Um den Zusammenhang zwischen der Krankheit und der
Nahrungsaufnahme von infizierten Material zu untersuchen, wurden verschiedene
Experimente durchgefiihrt. So konnte gezeigt werden, dass BSE-Material durch orale
Infektion auf Schafe (Bradley und Wilesmith 1993), Ziegen (Bradley und Wilesmith
1993) und Maéuse (Barlow und Middleton 1990), nicht jedoch auf Hiihner und
Schweine (Bradley und Wilesmith 1993) {ibertragen werden kann. Interessanterweise
konnten auch Kiihe mit Scrapie-Material aus Schafen infiziert werden (Cutlip et al.
1994), was die Vermutung nahe legt, dass die BSE-Epidemie wirklich durch den
Scrapie-Erreger hervorgerufen wurde. Um dariiber hinaus die Ubertragung von BSE
auf den Menschen zu verifizieren, wurden weitere Experimente durchgefiihrt :

* Es konnte gezeigt werden, dass Makaken-Hirne, die mit BSE infiziert wurden,
die gleichen charakteristischen Florid-Plaques aufweisen wie sie auch in
nvCJK Patienten gefunden wurden (Lasmezas et al. 1996).

e PrP°¢ (Scrapie-Form des PrP) aus dem Hirn von Miusen, Katzen und

Makaken, welche mit PrP®** (BSE-Form des PrP) infiziert wurden, zeigen das
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gleiche Glykosylierungsmuster wie das PrP°“ aus dem Gehirn von nvCJK-
Patienten (Collinge et al. 1996).

* Transgene Méuse, welche nur humanes PrP exprimieren, konnten mit BSE-
Material infiziert werden (Hill et al. 1997).

*  Wildtyp-PrP exprimierende Méuse wurden mit BSE-Material und mit nvCJK-
Material infiziert. Beide zeigen dieselben Lisionen und identische
Inkubationszeiten (Bruce et al. 1997).

* In einem Cell free Conversion Assay (zellfreiem Konversionsversuch) konnte
humanes PrP® (zellulire Form des PrP) in die Isoform PrP°¢ umgewandelt

BSE als Startermolekiil diente (Raymond et al. 1997).

werden, wenn PrP
* Rinder-PrP exprimierende transgene Méuse wurden mit BSE- und mit nvCJK-
Material infiziert. Beide weisen dieselbe Inkubationszeit, PrPC-Isoform und

Neuropathologie auf (Scott ef al. 1999).

Diese verschiedenen Studien zeigen, dass BSE hochstwahrscheinlich auf den
Menschen iibertragen werden kann.
Ein verldsslicher Nachweis, dass durch die Nahrung aufgenommenes infiziertes

Rindfleisch den Ausloser der Krankheit darstellt, fehlt jedoch.
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1.2. Das Prion Protein (PrP)

1.2.1. Entdeckung

Nach Feststellung der Analogien von Kuru, CJK und Scrapie folgte die Suche nach
der Identitdt des infektiosen Agens. Anfangs ging man von einer slow virus -
Erkrankung aus. Sehr ungewoéhnlich ist aber die hohe Resistenz des infektidsen
Materials gegeniiber DesinfektionsmaBnahmen und Verfahren, die gewdhnliche Viren
und auch andere Krankheitserreger unschiadlich machen. Experimente, bei denen das
infektiose Material hoher ionisierender Strahlung ausgesetzt wurde, blieben ohne
Wirkung auf die Infektiositdt (Alper et al. 1966), so dass angenommen wurde, dass
sich der Erreger ohne Nukleinsdure vermehrt (Alper et al. 1967). Kurze Zeit spiter
wurde erstmals ein Zellmembranprotein als Erreger der TSE vorgeschlagen (Gibbson
und Hunter 1967). Stanley Prusiner verfolgte diese These und stellte fest, dass durch
Prozeduren, die Proteine zerstoren oder modifizieren, die Infektiositdat erlischt
(Prusiner et al. 1981). So wurde der Ausdruck ,,Prion® (proteinaceous infectious
particles) gepragt (Prusiner ef al. 1981; Prusiner 1982).

Bei der Aufreinigung des infektiosen Agens aus den Ablagerungen in Gehirnen
infizierter syrischer Goldhamster isolierte man ein 27-30 kDa schweres Protein,
genannt PrP27-30 (PrP, Prion Protein). Dieses bildet in vitro schwer 16sliche
Aggregate, die denen in den Ablagerungen infizierter Gehirne dhneln (Bolton et al.
1982; Prusiner et al. 1982; Mc Kinley et al. 1983). PrP27-30 ist ein
Aufreinigungsartefakt, das durch die Anwendung von Proteinase K entstanden ist;
ihm fehlen ca. 67 Aminoséduren (AS) des N-Terminus. Aber auch dieses verkiirzte PrP
ist infektids. Mit einer abgeleiteten DNA-Sonde konnte das kodierende Gen PRNP
identifiziert werden. Uberraschenderweise handelte es sich dabei um ein Wirts- und
kein Fremdprotein (Bolton et al. 1982; Prusiner 1982; Oesch et al. 1985).
Weitergehende Untersuchungen zeigten, dass das Gen sowohl in gesunden als auch in
infizierten Hamstern in gleichem Mafle exprimiert wird (Oesch ef al. 1985). Es
existieren also zwei verschiedene Formen dieses Proteins, eine potentiell infektidse

Form (PrP°C, Prion Protein Scrapie-Isoform) und eine nichtinfektise Form ( PrPC,
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Prion Protein Cellular, zelluldire Form des PrP). Hauptbestandteil der infektiosen
Partikel (Prionen) ist PrP°“. Daneben wurden ca. 10% Polysaccharide und ca. 1%

Lipide gefunden (Riesner 2003).

1.2.2. Eigenschaften von PrPs°

PrP® und PrP° besitzen zwar eine identische Aminosduresequenz, doch
unterscheiden sie sich in ihren biochemischen und biophysikalischen Eigenschaften.
Messungen des Circulardichronismus (CD) und Fourier-Transform-Infrarot-
Spektroskopie (FTIR) mit hoch aufgereinigtem PrP® ergaben einen hohen Anteil an
a-Helix, wohingegen PrP°C einen groBen Anteil an B-Faltblatt-Struktur aufweist
(Caughey und Raymond 1991; Gasset et al.. 1993; Pan et al. 1993). Die
nichtinfektiose Form unterscheidet sich von der infektidsen durch leichte
Abbaubarkeit durch Proteasen und bessere Loslichkeit. Da chemisch keine
Unterschiede zwischen beiden Proteinen festgestellt werden konnten, handelt es sich

mit groBer Wahrscheinlichkeit um Konformationsisomere.

PrpP¢ Prp°°
Loslichkeit ja nein
in Detergenzien
PK-Sensitivitat ja nein
Struktur Meist a-helical Meist B-Faltblatt
Infektiositat nein ja

Tabelle 4. Eigenschaften von PrP® und PrP*C.
Es sind die Unterschiede beziiglich der Loslichkeit, PK-Sensitivitit, Struktur und Infektiositat gezeigt.
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1.2.3. Biogenese von PrP°

Das PrP-kodierende Gen PRNP enthélt drei Exons, wobei der komplette Leserahmen
in Exon 3 enthalten ist.

Das Prion Protein ist ein glykosyliertes Zelloberflichenprotein und wird als 256 AS
(Maus-PrP) langes Priprotein synthetisiert. Wahrend des cotranslationalen Imports
(siehe Kapitel 1.3.1.) in das Endoplasmatische Retikulum (ER) wird die 22 AS lange
N-terminale Pridsequenz abgespalten und Zuckerketten werden mit dem Protein
verkniipft. Die hydrophoben C-terminalen 23 AS fungieren als Erkennungssequenz
fiir einen Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol (GPI) - Anker, welcher als Ganzes im ER an
die sogenannte w-site (AS 231, Maus-PrP) iibertragen wird. Im Golgi-Apparat wird
das Protein komplex glykosyliert (siche Kapitel 1.3.2.) und schlieBlich gelangt es an
die Zellmembran, wo es mit dem GPI-Anker angeheftet ist. PrP reichert sich
zusammen mit anderen GPI-verankerten Proteinen an der Zelloberfliche in Doménen
mit bestimmter Fettsdurezusammensetzung (sogenannten /ipid rafts) an (Harmey et
al. 1995; Vey et al. 1996).

Das Prion Protein wird in fast allen Geweben exprimiert, hauptséchlich jedoch im

Gehirn und in Lymphozyten (Cashman et al. 1990; Bendheim et al. 1992).
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PrPC
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PrP -« O Zellmembran
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Abbildung 3.  Biogenese des PrPs.

(A) PrP wird in das rauhe Endoplasmatische Retikulum (ER) importiert. Wéhrend des Imports wird
die ER-Signalsequenz abgespalten und Zuckerketten werden mit dem Protein verkniipft. (B) Die GPI-
Ankersequenz wird durch einen vorgeformten GPI-Anker ersetzt. (C) Im Golgi-Apparat werden die
Zuckerketten komplex modifiziert. (D) PrP reichert sich auf der Zellmembran in Arealen mit spezieller
Fettsidurezusammensetzung an (lipid rafts). (E) Wihrend PrP¢ im Lysosom abgebaut werden kann,
widersteht PrP°® der Degradation und reichert sich an.
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1.2.4. Struktur von PrP

Das Prion Protein besitzt einen unstrukturierten N-Terminus (Riek ez al. 1996; James
et al. 1997; Riek et al. 1997b; Lopez et al. 2000; Zahn et al. 2000) und einen
strukturierten C-Terminus. In dem N-terminalen Teil des Proteins liegen die
Signalsequenz (Abb. 4, ER-SS), welche fiir den Import des Protein in das
Endoplasmatische Retikulum bendtigt wird, und fiinf Oktarepeats (Wiederholungen
von den acht Aminosiduren PQGGTWGQ), welche Kupferbindungseigenschaften
haben (Brown et al. 1997a; Stockel et al. 1998; Viles et al. 1999; Aronoff-Spencer et
al. 2000).

CHO CHO GPI-

N [ e

ER-SS Oktarepeats ™ p1 al p2 o2 o3

Abbildung 4. Schematische Darstellung des Prion Proteins.

N: N-terminales Ende; C: C-terminales Ende; ER-SS (weiB}): Signalsequenz fiir das Endoplasmatische
Retikulum; Oktarepeats (rot-orange); TM (gelb): Transmembrandoméne; a1-3 (blau): a—Helices; 31-2
(griin): P-Faltbldtter; CHO: Glykosylierungsstelle; S-S: Disulfidbriicke; GPI-Signal:
Glykosylphosphatidylinositol-Anker-Signal

Die strukturierte Doméne bildet der C-terminale Teil des Proteins. Hier befindet sich
die potenzielle Transmembrandomédne (Abb. 4, TM). Die erste Helix wird durch zwei
kleine antiparallele Faltblétter eingeschlossen; daran schlieBen sich zwei weitere
Helices an (Abb. 4 und 5) (Riek et al. 1996; Donne et al. 1997; Riek et al. 1997a).
Durch eine Disulfidbriicke wird der Struktur Stabilitdt verliehen. Das Prion Protein
wird an den Positionen Asp 180 und Asp 196 (Maussequenz) komplex glykosyliert
(Endo et al. 1989; Haraguchi et al. 1989; Rudd ef al. 1999; Stimson et al. 1999). Am
C-Terminus erfolgt die Anheftung eines Phosphatidylinositolglykolipids (GPI-Anker),
mit dem das Protein an der dulleren Zellmembran verankert ist (Stahl et al. 1987;

Stimson et al. 1999).
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&

Abbildung 5. NMR-Struktur von Maus-PrP 121-231.
Bandermodell der Struktur der Maus Prion Protein-Domine PrP121-231, welches die Position der drei
Helices (blau) und der zwei antiparallelen Faltblatter (griin) zeigt (Riek et al. 1996).

Es gibt zwar eine NMR-Struktur von einem verkiirzten Maus-PrP (AS 121-231),
welches rekombinant aus E.Coli gewonnen wurde (Riek ef al. 1996) (Abb. 5), doch

die Struktur von PrP* konnte auf Grund der Unlslichkeit noch nicht geklirt werden.

1.2.5. Das Prion-Konzept

Das Prion-Konzept beruht auf der Protein-only Hypothese von Stanley Prusiner,
welche besagt, dass das Prion Protein in seiner Scrapie Form (PrP°¢) den
Hauptbestandteil der infektiosen Partikel (Prionen) darstellt (Prusiner 1982). Dieser
neuartige Erreger kommt ohne Nukleinsduren aus (Prusiner 1982). Die Bestdtigung,

dass das Prion Protein unmittelbar mit der Ausbildung von TSE verbunden ist,
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ergaben Experimente mit transgenen Miausen. Miuse mit deletiertem PRNP (Prnp®°-
Maiuse) sind nicht infizierbar und kénnen den Erreger nicht propagieren. Durch eine
Wiedereinfithrung des PRNP-Gens in eine Prnp”’-Mauslinie wird die Infizierbarkeit
wiederhergestellt (Biieler e al. 1993). Die Expression von PrP® ist damit fiir eine
Infektion notig.

Fiir die Vermehrung des infektidsen Materials im Gehirn ist eine Umwandlung von
dem zelluliren PrP¢ in die infektidse Form PrP¢ notwendig (Pan er al. 1993). Fiir
diese Konversion wurde ein direkter Kontakt der Isoformen entweder in endosomalen
Kompartiment oder auf der Zelloberfliche postuliert (Caughey und Raymond 1991;
Borchelt et al. 1992; Taraboulos et al. 1995). Wie die Umwandlung von der zelluldren
Form PrP® in die infektiose Isoform PrP°C ablduft, ist nicht geklirt. Es gibt zahlreiche
Konversionsmodelle, wobei die Modelle von Prusiner und von Lansbury am meisten
diskutiert werden. Beide Modelle beruhen auf einer Konformationsumwandlung des
PrP als primédren Ereignis.

Bei dem Heterodimer-Modell von Prusiner stellt die Bildung eines Heterodimers aus
PrP€ und PrP®¢ den kritischen Schritt dar. Ein PrP°® kann jeweils ein PrP® in einer
autokatalytischen Reaktion umwandeln (Prusiner 1991). Die Konversion konnte
erfolgreich in vitro durchgefiihrt werden (Caughey et al. 1995), doch die in vitro
Herstellung von infektiosem Material ist fehlgeschlagen. Dies fiihrte zu der Annahme,
dass noch ein zusitzlicher Faktor, genannt Protein X, fiir die Bildung von pathogenen
Prionen nétig ist (Telling ef al. 1995).

In dem Lansbury-Modell ist die Bildung eines Kristallisationskeims nétig. Ausgehend
von diesem Kristallisationskeim akkumuliert das Protein, wobei es fiir die
Propagierung von PrP°¢ eine bestimmte MindestgroBe erreichen muss (Jarrett und

Lansbury 1993).

1.2.6. Neurodegeneration in Abwesenheit von PrP*¢: ®“"PrP und zyto-

PrP

Wie aus zahlreichen biochemischen, pathologischen und genetischen Studien

hervorgeht, stellt PrP5¢ die wichtigste und die am weitesten verbreitete toxische Form
g g
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des Prion Proteins dar. Jedoch wurden auch zwei weitere Formen des PrPs gefunden,
die in Abwesenheit von PrP°® eine Neurodegeneration hervorrufen konnen: “™PrP
(transmembranes PrP) und zyto-PrP (zytosolisches PrP).

PrP kann an der ER-Membran in drei unterschiedlichen Formen vorliegen. Die
hiaufigste Form ist die sogenannte *PrP-Form, in der das Protein ganz in das ER-
Lumen transloziert ist und mittels eines GPI-Ankers an der Zellmembran verankert
ist. Jedoch kann das Protein auch an der in Computeranalysen vorhergesagten
Transmembrandomine (AS 114-133) in die ER-Membran integriert sein, woraus zwei

Ntm

weitere Formen des PrPs resultieren; bei " PrP liegt der N-Terminus im ER-Lumen

. 1
und bei ™

PrP der C-Terminus. Diese Topologien konnten zuerst in zellfreien
Translationssystemen mit Kaninchen-Retikulozytenlysat und Weizenkeimextrakten
nachgewiesen werden (Lopez et al. 1990; Yost et al. 1990; Hegde et al. 1998a). Es
wurde festgestellt, dass Mutationen in der Signalsequenz und an oder nahe der
Transmembrandomine die relativen Mengen an “"PrP, “™PrP und S“PrP
beeinflussen konnen (Hegde et al. 1998a; Kim ef al. 2001). So konnte bei GSS-
Patienten mit der A117V Mutation und bei transgenen Miusen mit einer Mutation in
der Transmembrandoméne (AV3; AS 112, 114 und 117 von Alanin zu Valin mutiert)
eine erhdhte Synthese der “"PrP-Form festgestellt werden (Hegde ef al. 1998a). Die
erhohte Expression von “PrP fijhrte in Abwesenheit von PrP°¢ zu einer
Neurodegeneration. Auch nach einer Infektion von Méusen mit Scrapie wurde eine
erhohte Menge an “™PrP gefunden (Hegde et al. 1999).

Desweiteren wurde kiirzlich gezeigt, dass zytosolisches PrP an der Pathogenese
beteiligt sein kann. In Zellkultur konnte nach Behandlung mit einem proteasomalen
Inhibitor ein Anstieg an unglykosylierten, unldslichen PrP im Zytosol festgestellt
werden, was zum Zelltod fiihrte. Darliberhinaus entwickelten transgene Méuse, die
PrP im Zytoplasma exprimierten, eine starke Neurodegeneration (Ma et al. 2002).
PrP-Miffaltung, Anhdufung von PrP im Zytoplasma, Abbau durch das Proteasom und
selektive Neurotoxizitét stehen damit in einem engen Zusammenhang.

Eine Fehlregulierung in der Proteinbiogenese und eine alternative Topologie an der
ER-Membran kann damit auch in Abwesenheit von PrP°® an der Entstehung einer

Neurodegeneration beteiligt sein.
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1.2.7. Funktion von PrP°¢

Die Funktion von PrP® konnte bis heute noch nicht nachgewiesen werden. Die
Untersuchung von PrP- knock out- Méusen zeigte keine pragnanten Erkenntnisse,
welche zur Klirung der Funktion von PrP® beitragen. Die erste Maus, in der das
PRNP-Gen deletiert wurde, wurde 1992 generiert und zeigte - wie auch in anderen
Studien (Manson ef al. 1994) - keinen signifikanten Phénotyp im Vergleich zu
Wildtyp Miusen (Biieler ef al. 1992). Bei anderen PrP”°-Miusen wurden
Abweichungen im zirkadianen Rhythmus und Verdnderungen im Schlafverhalten
festgestellt (Tobler et al. 1996).

Bei der weiteren Suche nach der Funktion von PrP® wurde eine Beteiligung an der
Signaltransduktion untersucht. PrP wurde in einer Studie mittels eines Antikorpers
dimerisiert. Daraufhin konnte eine verdnderte Phosphorylierung der Tyrosin-Kinase
Fyn beobachtet werden, was eine Hochregulierung der Fyn-Kinase zur Folge hatte
(Mouillet-Richard et al. 2000). Wie jedoch das zytosolische Fyn mit dem an der
Oberfliche befindlichen PrP® interagieren soll, wurde nicht gezeigt. Des weiteren
wird eine neuroprotektive Signalwirkung von PrP in Erwédgung gezogen. So konnte
das Stress-induzierbare Protein 1 (STI 1) als ein mdgliches mit PrP interagierendes
Protein an der Plasmamembran ausfindig gemacht werden (Zanata et al. 2002). Es
konnte gezeigt werden, dass eine Interaktion von PrP® mit STI 1 Neuronen vor einer
Anisomycin-induzierten Apoptose schiitzt.

Die wohl wichtigste und meist untersuchteste Funktion des PrP® hingt mit dessen
Kupferbindungseigenschaft zusammen (Broussolle et al.. 1989; Stockel et al. 1998;
Viles et al. 1999). Die im unstrukturieten N-Terminus befindlichen Oktarepeats sind
in der Lage Kupferionen zu binden (Miura et al. 1996; Brown et al. 1997a). In PrP%"-
Maiusen wurde eine verminderte synaptosomale Kupferkonzentration festgestellt
(Collinge et al. 1994; Manson et al.. 1995), was einerseits auf dem Verlust des an das
Prion Protein gebundenen Kupfers als auch auf eine verminderte Wiederaufnahme des
bei der synaptischen Vesikelfreisetzung in den synaptischen Spalt gelangenden
Kupfers (Hornlimann et al. 2001) zuriickzufiihren ist. Freie Kupferionen im
synaptischen Spalt konnen den GABA s-Rezeptor beeintriachtigen (Sharonova ef al.
1998). Desweiteren konnte eine verminderte Aktivitdt des kupferabhingigen Enzyms

Superoxiddismutase (SOD) beobachtet werden (Brown et al. 1997b), welcher die
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Aufgabe des Abfangens von schiddlichen Radikalen zukommt. Diese
Superoxiddismutase Aktivitit von PrP“ konnte jedoch von Hutter ef al. nicht bestitigt
werden (Hutter ef al. 2003). Alternativ konnte die Bindung von Kupfer durch PrP®
primér der Wiederaufnahme von Kupfer in die Priasynapse iiber eine Endocytose von
PrP€ dienen (Shyng et al. 1994; Pauly et al. 1998) oder aber nur von struktureller
Bedeutung fiir den N-Terminus von PrP® sein (Marcotte er al. 1999).
Interessanterweise kann auch die beobachtete Verdnderung im Wach-Schlaf-
Rhythmus (Tobler et al. 1996; Tobler et al. 1997) durch einen Kupfermangel erklart
werden. So steht die Synthese des fiir den Schlafrhythmus wichtigen Hormons
Melatonin (Mc Arthur et al. 1991) in Abhingigkeit eines kupferabhéngigen Enzyms
der Monoaminoxidase (Oxenkrug et al. 1998).

1.2.8. Zellkulturmodell

Ein wertvolles System zur Untersuchung von Prionen stellt die N2a-Zelllinie der
Maus (ATCC-Nr. CCI 131) von immortalisierten neuronalen Zellen dar. Diese Zellen
sind infizierbar und replizieren Infektiositit (Butler ez al. 1988; Caughey et al. 1989).
In der ScN2a-Zelllinie wurden N2a-Zellen mit angereicherten Prionen, welche aus
Gehirnen von mit Scrapie infizierten Mdusen gewonnen wurde, infiziert. Die
unterschiedlichen Eigenschaften von PrP¢ und PrP°C lassen sich gut anhand eines

Western Blotes analysieren.
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Abbildung 6. PrPC ist 16slich in Detergenzien, wihrend PrP*® unloslich und Protease-resistent ist.
N2a und ScN2a Zellen (Scrapie infizierte N2a-Zellen) wurden geerntet und in 0.5%Triton-DOC lysiert.
Durch Zentrifugation wurde der 16sliche (S) vom unloslichen Teil (P) getrennt. Nach PK-Verdau (+PK
bzw. -PK) wurden die Proben auf einem SDS-Gel aufgetrennt und PrP nach Western Blot mittels des
A7 Antikdrpers detektiert.

Auf diesem Western Blot sind deutlich die Loslichkeit und die PK-Sensitivitdt von
PrP¢ erkennbar (Abb. 6, N2a, +PK). PrP°“ hingegen ist resistent gegen eine
Proteinase K-Behandlung (ScN2a, +PK). Es entsteht ein ca. 27-30 kDa groBes
Fragment, welches durch die proteolytische Abspaltung des N-terminalen Bereiches
entsteht.

Der Unterschied in der PK-Sensitivitdt dient auch als Grundlage fiir sdmtliche

Priontests.
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1.3. Zellbiologische Grundlagen

1.3.1. Proteinsynthese am ER

Die Synthese eines Proteins beginnt an freien Ribosomen im Zytosol. Die
entstehendende aus dem Ribosom austretende Polypeptidkette enthdlt normalerweise
eine N-terminale Signalsequenz, welche das entstehende Protein an die ER-Membran
dirigiert. Fehlt eine Signalsequenz, so bleibt das Ribosom frei im Zytosol.

Die Signalsequenz ist normalerweise 20-30 AS lang und kann in drei Regionen
eingeteilt werden (von Heijne 1985): (a) eine kurze, positiv geladene N-terminale
Region, (b) eine zentrale hydrophobe Region, und (c) eine polare C-terminale Region,
die die Schnittstelle fiir die Signalpeptidase enthdlt. Obwohl die Signalsequenzen
sehr wichtig sind, sind sie in der Sequenz sehr verschieden. Doch zwei Merkmale
scheinen fiir einen cotranslationalen Import wichtig zu sein: Ein bestimmtes Maf3 an
Hydrophobizitdt muss erreicht sein (Valent et al. 1995) und sie muss in der Lage sein,
eine a-helikale Konformation einzunehmen (Bruch et al. 1989; McKnight et al. 1989;
Rothe und Lehle 1998).

In Sdugetierzellen werden sekretorische Proteine in der Regel cotranslational in das
ER importiert. Wenn Ribosomen sekretorische Proteine oder Membranproteine
translatieren, so werden diese mit Hilfe eines Ribonucleoproteins, das als
Signalerkennungspartikel (SRP, signal recognition particle) bezeichnet wird, zum ER
gebracht (Walter und Blobel 1980; Walter und Blobel 1982). Dieses besteht aus
einem RNA-Molekiil mit 300 Nucleotiden (als 7SL-RNA bezeichnet) und sechs
verschiedenen Polypeptidketten (benannt nach deren Molekulargewicht: SRP9,
SRP14, SRP19, SRP54, SRP68, SRP72). Der SRP-Zyklus (vgl. Abb. 7) beginnt,
indem SRP an das Ribosom und an die hydrophobe N-terminale Signalsequenz
bindet, welche aus dem Ribosom austritt. Wahrend der Bindung von SRP wird die
Elongation der Polypeptidkette verlangsamt oder gestoppt. Der SRP-Ribosomen-
Komplex diffundiert dann zur ER-Membran und bindet dort mittels einer GTP-
abhingigen Interaktion an den SRP-Rezeptor, welcher mit der Translokationspore
(Sec 61-Komplex) interagiert (Meyer und Dobberstein 1980; Gilmore et al. 1982a;
Gilmore et al. 1982b). Darauthin wird der SRP-SRP-Rezeptor-Komplex von dem
Ribosomen-Polypeptidketten-Komplex freigelassen (Connolly und Gilmore 1989)
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und somit kann die Elongation am Ribosom fortgesetzt werden (Pohlschroder ef al.
1997; Matlack et al. 1998; Johnson und van Waes 1999). Durch GTP-Hydrolyse wird
der SRP-SRP-Rezeptor-Komplex gespalten (Miller und Walter 1993). Damit ist der
SRP-Zyklus beendet. Das Ribosom befindet sich nun an der
Translokationsmaschinerie (Translocon), einem aus vielen Untereinheiten
bestehendem Aggregat aus integralen und peripheren Membranproteinen, das auch
Sec 61-Komplex (mit den Untereinheiten a, f3, y) genannt wird (Gorlich ef al. 1992;
Sanders ef al. 1992). Unter Kontrolle des Signalpeptids wird der Kanal gedffnet und
die Signalsequenz assoziiert mit dem integralen TRAM-Protein (translocating chain
associating membrane) (Gorlich et al. 1992; Voigt et al. 1996b). Die wachsende
Polypeptidkette wird in Schleifenform in das ER-Lumen geschoben. SchlieBlich
schneidet die Signalpeptidase, welche an der luminalen Seite der ER-Membran
lokalisiert ist, die Signalsequenz ab (Johnson und van Waes 1999), und die Synthese

des Proteins kann vollendet werden.
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Abbildung 7. Schematische Darstellung des cotranslationalen Imports in das ER.

(A) SRP bindet an das Signalpeptid und das Ribosom. (B) SRP bindet an den SRP-Rezeptor. (C) Der
SRP-SRP-Rezeptorkomplex dissoziiert. (D) Das Ribosom bindet an das Translocon und die Elongation
lauft weiter. (E) Die Signalpeptidase (SP) schneidet die Signalsequenz ab. (F) Das Protein gelangt
vollstindig in das ER. (Abbildung in Anlehnung an (Walter et al. 1984; Alberts et al. 1999; Stryer
1999)).

Der Transport von Proteinen durch die ER-Membran kann in vitro unter Verwendung
von gereinigtem Sec61 Komplex, TRAM und dem SRP-Rezeptor nachvollzogen
werden (Gorlich und Rapoport 1993; Voigt et al. 1996a). Fiir einen erfolgreichen ER-
Import des Prion Proteins wird allerdings ein weiterer Faktor, der sogenannte TRAP
(translocon-associated protein)-Komplex, benotigt (Fons et al. 2003).

Neben dem erlduterten cotranslationalen Importweg, welchen in der Regel

sekretorische Proteine in S&ugetierzellen einschlagen, gibt es noch den
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posttranslationalen Importweg in das ER, welcher fiir kleine Proteine mit einer Lénge
von weniger als 75 AS in Sdugetierzellen und fiir Proteine in Hefezellen beschrieben
ist. Hierbei wird das fertig synthetisierte Protein als Ganzes in das ER eingebracht,
unabhédngig von dem im cotranslationalen Weg verwendeten SRP-System (signal
recognition particle, Signalerkennungspartikel) (siehe oben) (Miiller und

Zimmermann 1987; Schlenstedt und Zimmermann 1987).

1.3.2. Prozessierung der Proteine im ER und Golgi-Apparat

Die wichtigste Prozessierung der Proteine ist ihre Glykosylierung, die sich sukzessive
iiber das ER und die proximalen, mittleren und distalen Golgi-Zisternen erstreckt.
Phosphorylierungen iiber ATP und Sulfatierungen iiber 3 -Phosphoadenosin-5’-
phosphosulfat (PAPS) finden ebenfalls im Golgi-Apparat statt.

Es werden folgende Glykosylierungsarten von Proteinen unterschieden:

Die N-Glykosylierung an Asparaginresten, die durch das Motiv -Asn-X-Ser/Thr- (X

beliebige AS auBler Pro) charakterisiert sind, beginnt cotranslational im ER und setzt
sich im Golgi-Apparat fort.

Die O-Glykosylierung an einem Serin- oder Threoninrest beginnt posttranslational im

ER oder erst im Golgi-Apparat mit der Bindung eines GalNAc-Rests an die OH-
Gruppe der Aminosédure.

Die Ubertragung des Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Ankers bei GPI-verankerten
Proteinen stellt eine Lipidierung dar. Dieser GPI-Anker verankert das Protein an der
Plasmamembran. Solche Proteine haben eine C-terminale GPI-Anker-Prisequenz,
welche aus mehreren hydrophoben Aminoséduren besteht. Diese wird im ER durch den
kompletten GPI-Anker ersetzt, indem die C-terminale Carboxylgruppe des Proteins
mit dem NH2-Gruppe des endstéindigen Ethanolaminphosphats im GPI-Anker

verbunden wird.
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Abbildung 8. Schematische Darstellung der Glykosylierung in ER und Golgi.

Die an Aspargin gebundenen Oligosaccharide werden im ER und in den drei Golgi-Kompartimenten
prozessiert. Folgende Enzyme katalysieren diese Schritte: (1) Glucosidase I, (2) Glucosidase II, (3) a-
1,2-Mannosidase des ER, (4) Mannosidase I des Golgi-Apparates, (5) GlcNAc-Transferase I, (6)
Mannosidase II, (7) GlcNAc-Transferase 11 und IV, (8) Fucosyltransferase, (9) Galactosyltransferase,
(10) Sialyltransferase. TM:Tunicamycin, CSP: Castanospermin, DMJ: Desoxymannojirimycin.

Die Synthese der N-glykosidischen Oligosaccharidketten ist aulerordentlich komplex
und beginnt auf der zytosolischen Seite des ER mit der Bildung eines
Dolicholdiphosphat-Man5GluNAc2; Dolichol ist ein sehr lipophiles Polyprenol in der
ER-Membran. Durch ,,Umklappen® des Dolicholmolekiils innerhalb eines nicht ndher
charakterisierten Proteinkomplexes wird der Lipid-gebundene Precursor auf die
luminale Seite des ER transferiert. Dort wird dieser verldngert, indem die Zuckerreste
nun einzeln oder an Dolicholphosphat gebunden in &hnlicher Weise aus dem
Zytoplasma in das Lumen gebracht werden und dort durch Transferasen angehidngt
werden (Kornfeld und Kornfeld 1985). Sobald der Precursor die Struktur des aktiven
Core-Oligosaccharids (Dolicholdiphosphat-Glc3Man9GlucNAc2) erreicht hat, wird er

als Ganzes mit Hilfe der Oligosaccharyltransferase auf einen Asparaginrest der
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wachsenden Polypeptidkette iibertragen. Nun hat das entstehende Protein das
sogenannte Core Glykan erhalten. Noch wihrend sich das Glykoprotein im ER
befindet, werden die drei endstidndigen Glukoseeinheiten des Core Glykans schnell
abgespalten. Wenn das Protein jedoch falsch oder noch nicht gefaltet ist, wird wieder
Glukose angehéngt (Suh et al. 1989; Sousa et al. 1992; Trombetta et al. 1996). Im ER
laufen mehrere Zyklen von Glukoseaddition und Glukoseabspaltung ab (Hebert et al.
1996), wobei die Glucosyltransferase und die Glucosidase II beteiligt sind. Sind ein
oder mehrere Glukosereste an dem N-gebundenen Oligosaccharid gebunden, so
interagiert es mit den Chaperonen Calnexin (membrangebunden) und Calreticulin
(16slich) (Hebert ef al. 1996). Nach vollstindiger Faltung des Glykoproteins im ER
wird die endstidndige Glukose abgespalten und nicht mehr erneut angehédngt. Das
gefaltete Glykoprotein wird von Calnexin freigesetzt. Somit sind mehrere Zyklen der
Glykosylierung und Glukoseabspaltung und die ausschlieBliche Bindung
glykosylierter Glykoproteine an das Calnexin von zentraler Bedeutung fiir die
Qualititskontrolle im ER (Calnexin-Zyklus) (Parodi 2000; Helenius und Aebi 2001).
Im Golgi-Appart finden weitere Modifikationen der Zuckerketten statt. Doch hier ist
Dolicholphosphat als Carrier nicht enthalten. Die Zucker werden in aktiver Form als
Nukleotide durch spezifische Translokatoren im Antiport gegen die Nucleosiddi- bzw.
monophosphate in die Golgi-Zisternen transportiert und durch entsprechende
Transferasen an die Ketten angehingt (siehe Abb. 8). Die Kohlenhydratprozessierung
im Golgi-Apparat wird als terminale Glykosylierung bezeichnet, im Gegensatz zur
Core Glykosylierung, die im ER stattfindet.

Zur Untersuchung des Prozessierungsstatuses eines Proteins stehen verschiedene
Substanzen zur Verfiigung, welche die unterschiedlichen an der Prozessierung
beteiligten Enzyme hemmen. Ein wichtiger antibiotischer Inhibitor der N-
Glykosylierung ist Tunicamycin (TM). Es hemmt die Addition von N-
Acetylglucosamin an Dolicholphosphat, also den ersten Schritt bei der Bildung des
Core Glykans. Castanospermin (CSP) ist ein Stoff, der die Glucosidase I hemmt,
wobei die Prozessierung auf der Stufe des Core Glykans gestoppt wird (vgl. Abb. 8,
CSP). Durch den Einsatz von Desoxymannojirimycin (DMJ) wird die a-Mannosidase
gehemmt. Hierdurch wird die Prozessierung der Zucker auf der Stufe gestoppt, an der
die endstidndigen Glukosereste erfolgreich abgespalten wurden und der Calnexin-
Zyklus durchlaufen wurde. Durch Vergleich der mit CSP bzw. DMJ behandelten

Zellen kann festgestellt werden, ob vom Core Glykan die drei endstindigen Zucker
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abgespalten wurden und damit der Calnexin-Zyklus erfolgreich durchlaufen wurde.
Auch die terminale Glykosylierung kann gut in Zellkultur analysiert werden. Durch
einen N-Glycosidase F (PNGase F) -Verdau konnen die Zucker von terminal
glykosylierten Proteinen abgespalten werden. Die Endoglykosidase H (Endo H)
hingegen spaltet spezifisch Hybridstrukturen oder zwischen zwei N-Acetyl-
Glukosamin-Resten, an denen mindestens fiinf Mannoseeinheiten hingen (siche Abb.
8). Die Verwendung dieser Enzyme ermdglicht eine Untersuchung des
Glykosylierungszustandes und lisst erkennen, ob High Mannose Strukturen (Endo H)
oder terminal glykosylierte Strukturen (PNGase F) vorliegen.

1.3.3. Faltungskontrolle im ER

Die geringe Haufigkeit von spontanen TSE-Erkrankungen konnte daran liegen, dass
die Zelle mit verschiedenen Mechanismen ausgestattet ist, um einerseits eine
Fehlfaltung zu verhindern und andererseits missgefaltete Proteine zu eliminieren.

Die ,,molekularen Chaperone* (franz. chaperone - Anstandsdame) gewdhrleisten eine
richtige Faltung und verhindern eine Proteinaggregation in der Zelle. Sie sind
essentiell fiir das Uberleben aller Zellen (Hartl 1996; Netzer und Hartl 1998; Ellis und
Hartl 1999; Agashe und Hartl 2000; Feldman und Frydman 2000; Hartl und Hayer-
Hartl 2002; Walter und Buchner 2002). In der de novo Proteinsynthese konnen die
Chaperone entweder ,,passiv die Aggregation verhindern (kleine Chaperone) oder
auch in aktiver Weise die Faltung vermitteln (Hsp60, Hsp70, Hsp90) (engl. heat shock
protein - Hitzeschockprotein) (Agashe und Hartl 2000). Das hdufigste im ER
vorkommende Chaperon ist das Bindungsprotein BiP, ein 78kDa groB3es Protein aus
der Hsp70-Familie. Ein weiteres wichtiges Chaperon im ER ist Grp94 (Glukose
reguliertes Protein). Zusitzlich zu den Chaperonen findet man im Lumen des ER
weitere Proteine, die fiir die Faltung und Prozessierung neu entstehender
Polypeptidketten von essentieller Bedeutung sind. Die Protein-Disulfid-Isomerase
beschleunigt die Proteinfaltung, indem sie die Ausbildung korrekter Disulfidbriicken
katalysiert. Auch die Peptidyl-Propyl-Isomerasen sind wichtig, da sie die cis/trans-
Isomerisierung der nicht frei drehbaren Peptidyl-Propyl-Bindung in Proteinen

katalysieren.
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Sollten Proteine im ER trotzdem nicht falten oder mif3falten, so besitzt die Zelle
Qualitdtskontrollmechanismen, um missgefaltete Proteine zu eliminieren. Neben dem
in Kapitel 1.3.2. beschriebenen Calnexin-Zyklus sind zwei weitere
Qualititskontrollmechanismen vorhanden, um der Anhdufung missgefalteter Proteine
entgegenzuwirken: Die Unfolded Protein Response (UPR) und die ER-assoziierte
Degradierung (ERAD). Die Unfolded Protein Response (UPR) stellt eine komplexe
Signaltransduktionskaskase dar (Lee 1987; Kozutsumi et al. 1988; Gething und
Sambrook 1992). Hierdurch wird die Transkription verschiedener Gene aktiviert,
deren Produkte die Faltung der Proteine unterstiitzen sollen (Mori et al. 1992).
Induziert werden unter anderem die Chaperone BiP und Grp94 sowie die Protein-
Disulfid-Isomerase PDI (Dorner et al. 1990; Little und Lee 1995). Desweiteren
werden auch Untereinheiten des Proteasoms verstdrkt exprimiert, wodurch
faltungsinkompetente Proteine degradiert werden (Ng et al. 2000). Die ER-assoziierte
Degradierung (ERAD) ist ein Mechanismus, der ungefaltete Proteine und
Untereinheiten nicht korrekt assemblierter Proteinkomplexe aus dem ER entfernt und
der Degradierung durch das zytosolische 26S-Proteasom zufiihrt (Finley et al. 1984;
Jentsch et al. 1987; Hurtley und Helenius 1989; Klausner und Sitia 1990; Sommer
und Jentsch 1993; Jensen ef al. 1995). Zunéchst miissen missgefaltete Proteine im ER
erkannt werden, woran vermutlich die im ER lokalisierten Chaperone und die
Glykosylierungsmaschinerie beteiligt sind (McCracken und Brodsky 1996; Plemper et
al. 1997; Jakob et al. 1998). Der zweite Schritt besteht aus dem retrograden Transport
durch die zentrale Translokationspore (sec61-Komplex), die auch am Protein-Import
beteiligt ist (Wiertz et al. 1996; Plemper et al. 1997; Zhou und Schekman 1999).
AnschlieBend kommt es zu einer Polyubiquitinierung, was als Signal fiir den Abbau
durch das 26S-Proteasom dient (Schlesinger et al. 1975; Chau et al. 1989).

ERAD und UPR sind eng miteinander verkniipft. So verursacht eine fehlende ERAD
die konstitutive Aktivierung der UPR. Mutationen, die beide Mechanismen
ausschalten, sind synthetisch letal (Friedlander et al. 2000; Ng et al. 2000; Travers et
al. 2000).
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1.4. Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Biogenese des Prion Proteins der Maus
in Zellkultur und In Vitro zu untersuchen. Es sollte der Einflu von bestimmten
Dominen des PrP auf den effizienten Import in das ER analysiert werden.
Desweiteren sollte untersucht werden, welche Determinanten die korrekte Faltung
von PrP® und das Anheften des GPI-Ankers beeinflussen. Um bestimmte Doménen
des Prion Proteins ausfindig zu machen, welche den physiologischen Faltungsweg
von PrP® beeinflussen, sollten verschiedene Deletionsmutanten hergestellt und in
Zellkultur exprimiert werden. Ein wichtiges Zellkulturmodell in der Prionforschung
stellen immortalisierte neuronale Zellen der Maus, die N2a-Zelllinie, dar. Diese
Zellen sind infizierbar und sie konnen die Infektiositét replizieren (Butler ef al. 1988;
Caughey et al. 1989).

Eine eingehende biochemische und zellbiologische Charakterisierung von
verschiedenen - teils auch pathogenen - PrP Mutanten kann zum besseren Verstindnis

der Biogenese des Prion Proteins einen wichtigen Beitrag leisten.
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2. Material

2.1. Biologisches Material

2.1.1. Zelllinien

N2a

SH-SYS5Y

2.1.2. Bakterienstamme

DH5a

2.1.3. Antikorper

3F4

A7

Anti-Kaninchen Antikorper
(HRP-gekoppelt) aus Esel
Anti-Maus Antikorper
(HRP-gekoppelt) aus Schaf

Typ: murine Neuroblastomzellen
ATCC-Nr. CCI 131
Typ: humane Neuroblastomzellen

DSMZ-Nr. ACC 209

Genotyp: supE44, lacl69,
(_80lacZ_M15), hsdR17, recAl, endAl,
gyrA96, thi-1, relAl

Herkunft: Hanahan, 1983

Signet Laboratories, Dedham, MA, USA
Verdiinnung: 1:5000

Verdiinnung: 1: 2500

Hergestellt durch Immunisierung von
Kaninchen mit gereinigtem rekombinaten
PrP (Winklhofer et al. 2003a)

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
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Anti-Maus Antikérper Cy3
Anti-Grp 94

2.1.4. Enzyme und Proteine

Benzonase

BSA

Endoglycosidase H

Lysozym

N-Glycosidase F
Pfu-Polymerase
Phosphatidylinositol phospholipase C
Proteinase K
Restriktionsendonukleasen
Shrimp-Alkaline-Phosphatase
T4-DNA-Ligase

Trypsin

Dianova, Hamburg

Stressgen, Victoria, BC Canada

Merck, Darmstadt

USB, Cleveland, OH, USA

New England Biolabs, Schwalbach
Sigma, Deisenhofen

Roche Diagnostics, Mannheim
Promega, Mannheim

Roche Diagnostics, Mannheim
Boehringer Mannheim, Mannheim
New England Biolabs, Schwalbach
Roche Diagnostics, Mannheim
New England Biolabs, Schwalbach
Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe

2.1.5. StandardgroBenmarker fur Proteine und Nukleinsauren

Referenzproteine fiir SDS-Page
See Blue Plus2
Dalton Mark VII-L

DNA-Léngenstandards
1 kb DNA-Leiter
100 bp DNA-Leiter

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
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2.1.6. Vektoren und Plasmide

pcDNA3.1/ZEO(+)
pcDNA-CD4-flag
pPROEX-HTa

Invitrogen, Karlsruhe
Herrmann Schétzel

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

2.1.7. Synthetische Oligonukleotide

Die Synthese der Primer wurde von der Firma Metabion, Martinsried durchgefiihrt.

Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen sind unterstrichen.

A/AGCTT
G/GCGCC
C/TCGAG
G/GTNACC

Hind 111
Kas 1
Xho 1
BstE 11

5! 3

PrP-Hindlll-5:AAACTTAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACT

PrP-KasI-3"
Xhol-3"
BstETI-3":

ATM-PrP-5"
ATM-PrP-3"

Agpi-5"
Agpi-3":
mtGPI-5":
mtGPI-3":
AH1-5":
AH1-3"
AH1*-5"
AH1*-3"
M204S-5":

CTCGAGGGCGCCATCCCCAAACAGTGGCTTCTT
CCCTCTAGACTCGAGGGCGCCATCCCCAAACAGTGG
TATCACCATCAAGCAGCACACGGTCACCACCACCAC
ACCAACATGAAGCATATGGCAAGCAGGCCCATGATCCATTT
AAAATGGATCATGGGCCTGCTTGCCATATGCTTCATGTTGGT
AAGGAGTCCCAGGCCTATTACTGAGGGAGGCCTTCCTGCTTG
CAAGCAGGAAGGCCTCCCTCAGTAATAGGCCTGGGACTCCTT
GACGGGAGAAGAACCACCACCACCGTGCTTITTCTCC
GGAGAAAAGCACGGTGGTGGTGGTTCTTCTCCCGTC
AGCAGGCCCATGATCCATTTTAACAACTTCGTGCACGACTGC
GCAGTCGTGCACGAAGTTGTTAAAATGGATCATGGGCCTGCT
AGCAGGCCCATGATCCATTTTCCTAACCAAGTGTACTACAGG
CCTGTAGTACACTTGGTTAGGAAAATGGATCATGGGCCTGCT
TTCACCGAGACCGATGTGAAGAGTATGGAGCGCGTGGTGGA
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M204S-3":
M204R-5":
M204R-3":
AN-5"

AN-3"
A27-156-5"
A27-156-3"
P101Stop-5"
P101Stop-3":
A115Stop-5"
A115Stop-3":
W144Stop-5":
W144Stop-3":
Q159Stop-5":
Q159Stop-3":
A2-22-5"
A2-22-3"
WH-SS-5a";

WH-SS-5b":

CTCCACCACGCGCTCCATACTCTTCACATCGGTCTCGGTGAA
TTCACCGAGACCGATGTGAAGAGGATGGAGCGCGTGGTGGA
CTCCACCACGCGCTCCATCCTCTTCACATCGGTCTCGGTGAA
GGCCTCTGCAAAAAGCGGCCACAAGGAGGGGGTACCCATAA
ATTATGGGTACCCCCTCCTTGTGGCCGCTTTTTGCAGAGGCC
GGCCTCTGCAAAAAGCGGCCACCTAACCAAGTGTACTACAG
CCTGTAGTACACTTGGTTAGGTGGCCGCTTTTTGCAGAGGCC
ACCCATAATCAGTGGAACAAGAGCACCGTGCTTTTCTCCTCC
GGAGGAGAAAAGCACGGTGCTCTTGTTCCACTGATTATGGG
ATGAAGCATATGGCAGGGGCTAGCACCGTGCTTTTCTCCTCC
GGAGGAGAAAAGCACGGTGCTAGCCCCTGCCATATGCTTCA
CATTTTGGCAACGACTGGGAGAGCACCGTGCTTTTCTCCTCC
GGAGGAGAAAAGCACGGTGCTCTCCCAGTCGTTGCCAAAAT
ATGTACCGCTACCCTAACCAAAGCACCGTGCTTTTCTCCTCC
GGAGGAGAAAAGCACGGTGCTTTGGTTAGGGTAGCGGTACA
GATCTAGAATCAGTCATCATGAAAAAGCGGCCAAAGCCTGG
TCCAGGCTTTGGCCGCTTTTTCATGATGACTGATTCTAGATCT
GGCTCCTGACCTTCAGCCTGCTCTGCCTGCTGTGGCCTCAAG
AGGCTGGTGCTAAAAAGCGGCCAAAGCCTGGAG
CCCAAGCTTATGGCTGCAGACTCTCAGACTCCCTGGCTCCTG
ACCTTCAGCCTGCTCTG

2.2. Chemikalien

Aceton Merck, Darmstadt

Agarose Serva, Heidelberg

Ampicillin Boehringer Mannheim, Mannheim
Amplify Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
APS USB, Cleveland, OH, USA
[B-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt

Bacto Agar Difco Laboratories, Detroit, MI, USA
Bromphenolblau Merck, Darmstadt

Castanospermin Merck, Darmstadt
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Complete Protease-Inhibitor
Desoxycholat
Desoxymannojirimycin
Desoxynucleosidtriphosphate
dATP, dCTP, dGTP, dTTP
Dinatriumhydrogenphosphat
EDTA

Essigsdure

Ethanol

Ethidiumbromid

FCS

Ficoll 400

Formamid

Geniticin

Glycerol

Glycin

Harnstoff

Hefeextrakt

Immersionsol
Instant-Magermilchpulver
Kaliumacetat
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kupfersulfat
Lachsspermien-DNA
Magnesiumchlorid
Manganchlorid
Meglumin-Diatrizoat
Methanol

MG 132

Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natrium-Diatrizoat

Natriumhydroxid-Platzchen
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Boehringer Mannheim, Mannheim

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

USB, Cleveland, OH, USA
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

USB, Cleveland, OH, USA
USB, Cleveland, OH, USA
Sigma, Deisenhofen

Difco Laboratories, Detroit, MI, USA

Merck, Darmstadt
Uelzena, Uelzen

Sigma, Deisenhofen

USB, Cleveland, OH, USA
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Roche Diagnostics, Mannheim

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

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
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Oligolabeling-Kit

PBS Dulbecco’s +/+ Mg/Ca
PBS Dulbecco’s -/- Mg/Ca
Pepton

Ponceau S
Polyacrylamid/Bisacrylamid (29:1) 40%
ProMix **S-Methionin/Cystein
Proteasominhibitor MG132
Protein A-Trisacryl-Matrix
Rubidiumchlorid

Salzsdure

Sarkosyl

SDS

TEMED

Transfektionsreagenz:

Lipofectamine Reagent

Plus Reagenz

Tris

Triton X-100

Trypan Blau

Trypton

Tunicamycin

Tween-20

Wasserstoffperoxid 30% H,0,
Zellkulturzusatz

Penicillin/Streptomycin/Glutamin

2.3. Losungen und Puffer

APS-Losung
Blocking Milk fiir Western Blot

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Difco Laboratories, Detroit, MI, USA
Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Calbiochem, Bad Soden

Pierce, KMF Laborchemie, St. Augustin
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

USB, Cleveland, OH, USA

Roth, Karlsruhe

USB, Cleveland, OH, USA

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

USB, Cleveland, OH, USA

USB, Cleveland, OH, USA
Invitrogen, Karlsruhe

Difco Laboratories, Detroit, MI, USA
Sigma, Deisenhofen

USB, Cleveland, OH, USA

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

10%Ammoniumperoxodisulfat in PBS-/-
5% Magermilchpulver
Ix PBST ad 100 ml
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BSA 100x
Castanospermin

Coomassie-Entfarbelosung

Denhardt 100x

DEPC-Wasser

Detergenzpuffer, nichtionisch

Detergenzpuffer, ionisch

Desoxymannojirimycin

DNA-Probenpuffer (6x)

Elutionspuffer 1

Elutionspuffer 2

[P-Puffer

Laemmli-Probenpuffer (2x)
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New England Biolabs, Schwalbach
5 mg/ml in PBS -/-

40% Methanol

7% Essigsdure

2% Ficoll 400

2% PVP

2% BSA

Iml DEPC in 11 Wasser

o/n 37°C, dann autoklavieren
0,1% Triton X-100 in PBS -/-
0,5% Triton X-100

0,5% DOC

in PBS -/-

Smg/ml in PBS -/-

0.25% Bromphenolblau

30% Glycerol

8M Harnstoff

100mM Natriumacetat, pH4.6
8M Harnstoff

200mM Imidazol

100mM Natriumphosphat, pH7
0,5% Triton X-100

0.5% DOC
Protease-Inhibitor-Tablette

in PBS -/-

120 mM Tris pH 6.8

2% SDS

20% Glycerol

0.5% Bromphenolblau

2% Mercaptoethanol
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Laemmli-Probernpuffer (4x) 240 mM Tris pH 6.8

4% SDS

40% Glycerol

1% Bromphenolblau

4% Mercaptoethanol
Laufpuffer fiir SDS-Page (10x) 250 mM Tris, pH 6,8

1,9 M Glycin

1% SDS
MG132 10 mM MG132 in DMSO
MOPS (10x) 0,2 M MOPS

10 mM Na-Acetat

10 mM EDTA
PBS (10x) 80 g NaCl

2 g KClI

14,4 g Na,HPO4 x 2 H,0

2,4 g KH,PO4
PBST (10x) 1% Tween 20 in 1 x PBS
Pfu-Polymerase-Puffer (10x) Promega, Mannheim
Ponceau S — Firbelosung 0,2 g Ponceau S

5 ml Essigsdure

H,0 ad 100 ml
RNA-Ladepuffer 5x 16ul Bromphenolblau, geséttigt

8oul 500 mM EDTA, pH 8,0

720ul Formaltehyd 37%

2ml Glycerol

3084ul Formamid

4 mllo x MOPS

+ looul Rnase-freies H,O

Tunicamycin 10 mg/ml in H,O
Sammelgelpuffer fiir SDS-Page 0,5M Tris, pH 6,8
(Upper Tris) 0,4% SDS

pH 6,8
Shrimp-Alkaline-Phosphatase-Puffer Roche Diagnostics, Mannheim
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SSC 20x 3M NaCl

0,3M Najs-citrat
T4-DNA-Ligase-Puffer (10x) MBI Fermentas, St. Leon-Rot
TAE-Puffer (50x) 2 M Tris-Base

57,1 ml Eisessig

50 mM Na, EDTA x 2H,0, pH 8,0

H,0 ad 1000 ml
TE-Puffer 10 mM Tris/HCI, pH 7,5

I mM EDTA, pH 8,0
TELT 50 mM Tris/HCl

62,5 mM EDTA

0,4% Triton X-100

2,5 M LiCl
TFB1-Puffer 30 mM K-Acetat

100 mM RbCl

10 mM CacCl,

50 mM MnCl,

15% Glycerol

pH 5,8
TFB2-Puffer 10 mM MOPS

75 mM CacCl,

10 mM RbCl

15% Glycerol

pH 6,5
Transferpuffer fiir Western Blot 20 mM Tris-Base

150 mM Glycin

0,01% SDS

20% Methanol
Trenngelpuffer fiir SDS-Page 1,5M Tris, pH 8,8
(Lower Tris) 0,4% SDS

pH 8,8
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2.4. Kits

ECL RPN 2106

QIAprep Spin Plasmidextraktionskit
Mini/Maxi

QIAquick Gelextraktionskit
QIAquick PCR-Reinigungskit
RNeasy Minikit

TNT T7 Quick Coupled

Transcription/Translation System

2.5. Medien

Dulbecco’s Modified

Eagle’s Medium (DMEM)
Minimal Essential Medium (MEM)
Minimal Essential Medium

ohne L-Methionin

OPTIMEM 1

LB-Medium

LB-Agar
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Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Promega, Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

1% NaCl

1% Bacto Trypton

0,5% Hefeextrakt

Ampicillin wird nach dem Autoklavieren
(20 120 °C) in
100 pg/ml

min einer
Endkonzentration von
zugegeben

LB-Medium + 1,5% Bacto Agar
Ampicillin wird nach dem Autoklavieren
(20 120 °C) in

100 pg/ml

min einer
Endkonzentration von

zugegeben.
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2.6. Sonstige Materialien

Deckgléschen

Einmalkaniilen Neolus 26G 0.45mm
Einmalpipetten, steril
Einmal-Pasteurpipetten
Einmalspritzen Omnifix-F1ml
Einmalspritzen 50 ml
Expositionskassetten

fiir Rontgenfilme

Faltenfilter & 90 mm
Gelladespitzen Sorensen
MultiFlex Round Tips
Objekttrager 76 x 26 mm
Petrischalen

Pipettenspitzen fiir Gilson P-Serie

Polypropylen-Zentrifugenrohren
15 ml und 50 ml
Polysterol-Rohrchen, steril, 18 x 95 mm
Protran Nitrocellulose
Nucleinsdure- und Proteintransfer
Rontgenfilme Kodak Biomax MR
Reaktionsgefale:

Safe-Lock Micro Test Tubes
1,5ml und 2ml

Schraubdeckel — Reaktionsgefille
1,5ml und 2ml
PCR-Reaktionsgefiie 0,2ml
Skalpellklinge

Sterilfilter Millex®-HA 0,45um
Sterilfilter Millex®-GS 0,22um
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neoLab, Heidelberg

Terumo, Tokyo. Japan

Nunc, Wiesbaden

neoLab, Heidelberg

Braun, Melsungen

Becton Dickinson, Heidelberg

Fischer Scientific, Nidderau

Schleicher & Schiill, Dassel
Roth, Karlsruhe

neoLab, Heidelberg

Greiner, Frickenhausen

Continental Lab Products, San Diego,
CA, USA

Falcon, Heidelberg

Greiner, Frickenhausen

Schleicher & Schiill, Dassel

Sigma, Deisenhofen

Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Niirnbrecht

Abgene, Hamburg

Bayha, Tuttlingen

Millipore, Eschborn
Millipore, Eschborn
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Whatman Chromatographie-Papier
3MM Chr

Zellkulturflaschen
Zellkulturschalen &3,5cm
Zellschaber

2.7. Gerate

Agarosegel-Elektrophoresekammern

Autoklav GE2606
Brutschrinke
Filmentwickler X-Omat

Gefrierschrinke:

Forma Scientific Bio Freezer (-80°C)
AEG Oko-Arctis (-20°C)
Gelbetrachter

Geltrockner SGD300

Kiihlschrank AEG Oko Santo
Kultur-Schiittler Forma Scientific 4518
Mikroskope:

Axiovert 25

Axiovert 200M

mit Software Axiovision

Leica TCSNT/DMIRB

Kiihlschrank AEG Oko Santo
Kultur-Schiittler Forma Scientific 4518
Mikrowelle M633

PCR-Gerdite:

T3 Thermocycler

GeneAmp PCR-System 2400
pH-Meter

Phosphoimager FLA-2000
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Schleicher & Schiill, Dassel

BD Biosciences Falcon, Heidelberg
BD Biosciences Falcon, Heidelberg
Corning Inc., Corning, NY, USA

Zentralwerkstatt, Max-Planck-Institut,
Martinsried

Getinge Van Dilk, Straelen

Heraeus, Hanau

Kodak, Stuttgart

ThermoQuest, Egelsbach
AEG, Frankfurt am Main
MWG Biotech, Ebersberg
Savant, Holbrook, NY, USA
AEG, Frankfurt am Main
ThermoQuest, Egelsbach

Carl Zeiss, Gottingen

Carl Zeiss, Gottingen

Leica, Heerbrugg, Schweiz
AEG, Frankfurt am Main
ThermoQuest, Egelsbach

Samsung, Schwalbach

Biometra GmbH, Géttingen
Perkin Elmer, Shelton, CT, USA
Fischer Scientific, Nidderau

Fuji Photo Film, Diisseldorf
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mit Software AIDA

Pipetten Gilson

P2, P10, P20, P200, P1000
Pipettierhilfe pipet-aid Drummond
Polyacrylamidgel-Elektrophorese-
kammer Hoefer SE600

mit Power Supply EPS
Reinstwasseranlage Milli-Qprus
Schwenktisch GFL 3017
Spektralphotometer DU-640
Thermoblocke

Transferkammer Hoefer TE-Serie
mit Power Supply EPS 2A200
Uberkopfmischer Heidolph REAX 2
Ultraschallbad

UV-Tisch Foto/UV 21

Vortex

Waagen:

Laborwaage Mettler Toledo PB602
Analysenwaage Mettler Toledo AG285
Wasserbad MT

Ziahlkammer, Neubauer
Zellkulturschrianke

Forma Scientific 3111

Zentrifugen:

Kiihlzentrifuge GS-6R

mit Rotor GH3.8

Kiihlzentrifuge J2-21M

mit Rotor JA-14

Tischzentrifuge Biofuge A
Tischzentrifuge Centrifuge 5415C
Ultrazentrifuge TLX-120

mit Rotor TLA-120.2
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Abimed, Langenfeld

Scientific, Broomall, PA, USA

Pharmacia Biotech, Freiburg

Millipore, Eschborn

Merck eurolab, Ismaning

Beckmann, Unterschleissheim
Zentralwerkstatt, Max-Planck-Institut,
Martinsried

Pharmacia Biotech, Freiburg

Merck eurolab, Ismaning

Roth, Karlsruhe

Fotodyne, Hartland, WI, USA
Bender & Hobein, Ziirich, Schweiz

Mettler-Toledo GmbH, Giessen
Mettler-Toledo GmbH, Giessen
Roth, Karlsruhe

Merck eurolab, Ismaning

ThermoQuest, Egelsbach

Beckmann, Unterschleissheim

Beckmann, Unterschleissheim

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Beckman, Unterschleissheim
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3. Methoden

3.1. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) (Saiki et al. 1988)
dient der selektiven Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels thermostabiler

DNA-Polymerase und spezifischer Oligonukleotide (Primer).

3.1.1. Rekombinante PCR

Um verschiedene Genabschnitte ohne das Einfiigen von Restriktionsschnittstellen
miteinander zu verkniipfen, wurde die rekombinante Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) eingesetzt (Higuchi 1990). Dabei werden in zwei getrennten Ansétzen
Genfragmente mit Primern mit liberlappender Sequenzhomologie amplifiziert (Abb.
9). Diese werden dann in einer zweiten Reaktion als Matrize eingesetzt, wobei die
hybridisierenden Sequenzhomologien als innere Primer fungieren und beide Strange
der DNA vervollstindigt werden. Die externen Primer sorgen filir die Amplifikation
des Produktes (Abb. 9). Durch die Wahl der internen Primer konnen Mutationen,

Insertionen oder Deletionen in ein Gen eingefligt werden.

N N
- -
l PCR1 l PCR2
N
-~
l PCR3
Abbildung 9. Klonierungsstrategie zur Verkniipfung zweier Genfragmente.

(A) Die beiden zu verkniipfenden Fragmente werden separat per PCR amplifiziert. Dabei weisen die
internen Primer am 5°-Ende jeweils Sequenzen des anderen Fragments auf. (B) In der folgenden PCR-
Reaktion lagern sich die liberlappenden Sequenzen aneinander und fungieren so als Primer. Fragmente
mit der vollstdndigen Lange werden durch die externen Primer amplifiziert. Rot und Blau: Fragmente 1
bzw. 2; schwarz: nichthomologe Sequenzen fiir Restriktionsschnittstellen.
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3.1.2. PCR-Bedingungen

Alle PCR-Reaktionen wurden mit dem vom Hersteller gelieferten Reaktionspuffer, 15
pmol Primern, je 0,25 mM dATP, dCTP, dGTP sowie dTTP, 50 ng Matritzen-DNA
und 2,5 U Pfu-DNA-Polymerase durchgefiihrt. Nach einer einminiitigen
Denaturierungsphase bei 96°C wurde folgender Zyklus 28 mal wiederholt:

Denaturierung 96°C: 30 Sekunden

Primer-Anlagerung 48-60°C: 45 Sekunden (je nach Schmelztemperatur des
Primers)

Elongation 72°C: 2 Minuten pro Kilobasenpaare zu

amplifizierender DNA-Lénge
AbschlieBend wurde die Reaktion nochmals 10 Minuten bei 72°C inkubiert und dann

bis zur weiteren Verarbeitung auf 4°C gekiihlt.

3.1.3. Sequenzierungen

DNA-Sequenzierungen wurden nach der Kettenabbruchmethode nach Sanger (Sanger

et al. 1977) von der Firma Medigenomix, Martinsried, durchgefiihrt.

3.1.4. Klonierung von verschiedenen PrP-Konstrukten

Zur Expression in N2a-Zellen und SH-SY5Y-Zellen wurden die PrP-Fragmente in
den Vektor pcDNA3.1/ZEO(+), der unter der Kontrolle des CMV-Promotors steht,
ligiert. Als Matrize diente das Plasmid pcDNA3.1-3F4, in dem PRND so modifiziert
ist, dass es PrP mit den Mutationen L108M und V111M exprimiert. Diese Mutationen
entsprechen den Aminoséuren des menschlichen PrP und erlauben eine Detektion des
Proteins mit dem monoklonalen Antikdrper 3F4 (Serban et al. 1990).

Soweit nicht anders vermerkt, wurden die im Folgenden beschriebenen Konstrukte
nach folgendem Schema hergestellt: Ausgehend vom Plasmid pcDNA3.1-3F4 wurde
das N-terminale Fragment mit den Primern HindIII-5' und X-3' (wobei X fiir die

jeweilige Konstruktbezeichnung steht) und das C-terminale Fragment mit den Primern
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Kasl1-3' (bzw. Xhol-3") und X-5' amplifiziert. Die Fragmente wurden verkniipft und
iiber die Schnittstellen Hindlll und Kasl (bzw. Xhol) in das Plasmid pcDNA3.1
ligiert.

Hierbei beziehen sich alle Aminoséurenangaben auf die Sequenz von Maus-PrP.

3.1.4.1. PrP mit deletierter Transmembrandomane: ATM

Hergestellt wurde das Konstrukt unter Verwendung der Primerpaare HindIII-5'/
ATM-PrP-3" und KasI-3' / ATM-PrP-5' (siehe 3.1.4).
Bei der Mutante ATM ist die potentielle Transmembrandoméne deletiert. Dies

entspricht einer Deletion der Aminosduren 113-133.

3.1.4.2. PrP ohne GPI-Anker: AGPI bzw. S230Stop

Hergestellt wurde das Konstrukt unter Verwendung der Primerpaare HindIlI-5' / Agpi-
3'und KaslI-3'/ Agpi-5' (siehe 3.1.4).

Das Konstrukt kodiert wt PrP ohne die GPI-Anker-Erkennungssequenz bis zur

Aminosiure 229.

3.1.4.3. PrP mit mutierter GPI-Anker-Erkennungssequenz: mtGPI

Hergestellt wurde das Konstrukt unter Verwendung der Primerpaare HindIII-5'/
mtGPI-3"' und KasI-3'/ mtGPI-5' (siche 3.1.4).

An der w-Site des GPI-Ankers wurden die Serine an den Stellen 229-231 durch
Threonine ersetzt. Dadurch kann die GPI-Anker-Erkennungssequenz nicht mehr
erkannt werden (Nuoffer et al. 1993) und es entsteht ein Konstrukt mit gleicher Lange

wie wtPrP, das jedoch keinen funktionellen GPI-Anker besitzt.

3.1.4.4. PrP mit heterologem CD4-Anker
Ausgehend vom Plasmid pcDNA3.1-CD4-flag, welches einen Flag-Tag enthilt,

wurde ein den CD4-Anker enthaltendes Fragment mittels der Primer BstETI-5' und
Xhol-3' amplifiziert. Uber die Schnittstellen BstEIl und Xhol wurde das Fragment in
das Plasmid pcDNA3.1 ligiert.

Anstatt des GPI-Ankers enthélt dieses Konstrukt den C-terminalen Membrananker des
T-Zell-Oberflichenproteins CD4 der Maus.
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3.1.4.5. PrP mit deletiertem p1-Faltblatt und Helix1: AH1

Hergestellt wurde das Konstrukt unter Verwendung der Primerpaare HindIlI-5'/
AH1-3"'und KasI-3'/ AH1-5' (siche 3.1.4).
In diesem Konstrukt ist die erste ctHelix und das zweite -Faltbaltt deletiert, was

einer Deletion der Aminosduren 141-171 entspricht.

3.1.4.6. PrP mit deletierter Helix 1: AH1*

Hergestellt wurde das Konstrukt unter Verwendung der Primerpaare HindlIII-5'/
AH1*-3"und KaslI-3'/ AH1*-5' (siehe 3.1.4).
Im Gegensatz zu dem Konstrukt AHI wurde hier ausschlieflich die erste Helix

deletiert, was einer Deletion der Aminosduren 141-156 entspricht.

3.1.4.7. PrP mit Punktmutation zur Destabilisierung der Helix1: M204S
und M204R

M204S
Hergestellt wurde das Konstrukt unter Verwendung der Primerpaare HindIlI-5'/

M204S-3' und KaslI-3'/ M204S-5' (siche 3.1.4).

Die unpolare Aminosdure Methionin an Stelle 204 wurde durch die ungeladene polare
Aminosédure Serin ersetzt. Dadurch wird die Helix 1 destabilisiert (siche Kapitel
4.2.5.), wobei die Liange dieses Konstrukts der von wt PrP entspricht.

M204R

Hergestellt wurde das Konstrukt unter Verwendung der Primerpaare HindIII-5'/
M204R-3"' und KasI-3' / M204R-5' (siche 3.1.4).

Die unpolare Aminosdure Methionin an Stelle 204 wurde durch die basische
Aminosdure Arginin ersetzt. Dadurch wird die Helix 1 destabilisiert (siche Kapitel

4.2.5.), wobei die Liange dieses Konstrukts der von wt PrP entspricht.

3.1.4.8. PrP Mutante ohne GPI-Anker: M204SAGPI
Analog des Konstrukts M204S wurde das Plasmid M204SAGPI hergestellt. Als

Matrize diente hier das Plasmid AGPL
Somit hat dieses Plasmid keine GPI-Anker-Erkennungssequenz, beinhaltet jedoch

auch die Helix 1 destabilisierende Punktmutation.
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3.1.4.9. PrP mit deletiertem N-Terminus: AN
Hergestellt wurde das Konstrukt unter Verwendung der Primerpaare HindIII-5' / AN-

3'und KaslI-3'/ AN-5' (siche 3.1.4).
Hier wurden die Aminosduren 27 bis einschlieBlich 89 deletiert; dies entspricht dem

gesamten unstrukturierten Teil des Prion Proteins.

3.1.4.10. PrP mit deletiertem N-Terminus und deletierter Helix 1: ANAH1

Ausgehend vom Plasmid AN wurde das N-terminale Fragment mit den Primern
Hindlll-5' und AH1-3' und das C-terminale Fragment mit den Primern KasI-3' und
AH1-5' amplifiziert. Die Fragmente wurden verkniipft und iiber die Schnittstellen
HindlIll und Kasl in das Plasmid AN ligiert.

In ANAHI ist sowohl der unstrukturierte N-Terminus als auch die erste a.-Helix und
das zweite 3-Faltbaltt deletiert.

Dieses Konstrukt wird auch als PrP 106 bezeichnet, die kiirzeste bisher gefundene

infektiose Mutante (Supattapone et al. 1999).

3.1.4.11. C-terminal verkurzte PrP-Konstrukte: P101Stop, A115Stop,
W144Stop und Q159Stop

P101Stop

Hergestellt wurde das Konstrukt unter Verwendung der Primerpaare HindIII-5'/

P101Stop-3' und Xhol-3'/ P101Stop-5' (siche 3.1.4).

In diesem Konstrukt ist der gesamte C-terminale strukturierte Teil des PrP

einschlieBlich des Stop Transfer Elements STE (Aminosdure 106-112) deletiert.

A115Stop

Hergestellt wurde das Konstrukt unter Verwendung der Primerpaare HindIII-5'/

A115Stop-3' und KasI-3'/ A115Stop-5' (siehe 3.1.4).

Dieses Konstrukt kodiert PrP von den Aminosduren 1-114; somit ist nur die

unstrukturierte Doméne des PrPs erhalten.

W144Stop

Hergestellt wurde das Konstrukt unter Verwendung der Primerpaare HindIlI-5'/

W144Stop-3' und KasI-3'/ W144Stop-5' (siehe 3.1.4).
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Dieses Plasmid kodiert PrP bis zur Aminosdure 143. Hierbei handelt es sich um das
Maus-Aquivalent von einer beschriebenen humanpathogenen Mutante, welche mit
GSS in Verbindung gebracht wird: W145Stop (Kitamoto et al. 1993).

Q159Stop

Hergestellt wurde das Konstrukt unter Verwendung der Primerpaare HindIII-5'/
Q159Stop-3' und Xhol-3'/ Q159Stop-5' (siehe 3.1.4).

Dieses Plasmid kodiert PrP bis zur Aminosdure 158. Auch hierbei handelt es sich um
das Maus-Aquivalent von einer humanpathogenen Mutante des PrPs: Q160Stop
(Finckh et al. 2000).

3.1.4.12. PrP mit zytosolischer Lokalisierung: Zyto-A115Stop, Zyto-
W144Stop, Zyto-Q159Stop, Zyto-S230Stop

Um das Maus-PrP in das Zytosol zu dirigieren, wurde die Signalsequenz (Aminoséure
2-22) deletiert.

Das N-terminale Fragment wurde mit den Primern HindlIII-5' und A2-22-3' und das
C-terminale Fragment mit den Primern X40l-3' und A2-22-5', ausgehend von dem
jeweiligen Plasmid (A115Stop, W144Stop,etc.) amplifiziert. Die Fragmente wurden
verkniipft und iiber die Schnittstellen Hindlll und Xhol in das jeweilige Plasmid
ligiert.

3.1.4.13. A115Stop mit der Signalsequenz des Wachstumshormons der
Ratte: WH-A115Stop

Ausgehend vom Plasmid A115Stop wurde ein Fragment mit den Primern WH-SS-5a'
(welcher den C-terminalen Teil der Signalsequenz des Wachstumshormons der Ratte
enthilt) und Xhol-3' amplifiziert. Das entstandene Fragment diente als Matrize und
das Insertfragment wurde mit dem Primer WH-SS-5b' (welcher den N-terminalen Teil
der Signalsequenz des Wachstumshormons der Ratte kodiert) und Xhol-3'
amplifiziert. Das entstandene Insert wurde tliber die Schnittstellen HindIll und X%ol in
das Plasmid A115Stop ligiert.

Dieses Plasmid enthédlt anstatt der Signalsequenz des PrP die Signalsequenz des

Wachstumshormons der Ratte und kodiert PrP bis zur Aminosaure 114.
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3.1.4.14. PrP mit verkiurztem N-Terminus und ohne GPI-Anker:

AN/S230Stop und A27-156/S230Stop

AN/S230Stop

Ausgehend vom Plasmid S230Stop (entspricht AGPI) wurde das N-terminale
Fragment mit den Primern HindllI-5' und AN-3' und das C-terminale Fragment mit
den Primern KasI-3' und AN-5' amplifiziert. Die Fragmente wurden verkniipft und
iiber die Schnittstellen HindlIll und Kasl in das Plasmid S230Stop ligiert.

Bei diesem Konstrukt ist zusdtzlich zu der GPI-Anker-Signalsequenz der gesamte
unstrukturierte Teil des PrP deletiert.

A27-156/S230Stop

Ausgehend vom Plasmid S230Stop (entspricht AGPI) wurde das N-terminale
Fragment mit den Primern HindIlI-5' und A27-156-3' und das C-terminale Fragment
mit den Primern KasI-3' und A27-156-5' amplifiziert. Die Fragmente wurden
verkniipft und tiber die Schnittstellen HindIIl und Kasl in das Plasmid S230Stop
ligiert.

Bei diesem Konstrukt ist zusdtzlich zu der GPI-Anker-Signalsequenz und dem
gesamten unstrukturierten Teil des PrP noch die Transmembrandoméne und die erste

Helix deletiert.

3.2. Bakterienkultur

3.2.1. Herstellung kompetenter Bakterien

Um Zellen von E.Coli (Escherichia Coli) zur Aufnahme von DNA zu befdhigen, wird
eine Kultur bis zur logarithmischen Phase angezogen und mit divalenten Kationen
behandelt, um die Zellwand zu destabilisieren (Sambrook ez al. 1989).

Zunichst wurde eine Vorkultur (2 ml Luria Broth (LB) -Medium) mit einer
Bakterienkolonie des E.Coli - Stammes DH5a beimpft und iiber Nacht bei 37°C
geschiittelt. Der Ansatz wurde anschlieBend in 250 ml LB-Medium gegeben und 2-3 h
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lang bei 37°C kultiviert bis der ODsgp-Wert zwischen 0,4 und 0,6 lag. Die Kultur
wurde 5 min lang bei 4°C und 3750 rpm zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in
100 ml eiskalten TFB1-Puffer resuspendiert, die Suspension 5 min lang auf Eis
inkubiert und anschlieBend 5 min lang bei 4°C und 3750 rpm zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 10 ml kaltem TFB2-Puffer resuspendiert und 15-60 min lang auf Eis
inkubiert. AbschlieBend wurde die Bakteriensuspension aliquotiert
(100ul/Reaktionsgefdl), in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C
gelagert.

3.2.2. Transformation kompetenter Bakterien

Die Transformation (Sambrook et al. 1989) dient der Aufnahme und Amplifikation
von Plasmiden durch E.Coli.

Tiefgefrorene Aliquots kompetenter Bakterien wurden auf Eis aufgetaut. 10 pl
Ligationsansatz bzw. Plasmid-DNA (100 bis 1000 ng) wurde mit 100ul
Bakteriensuspension vermischt. Nach 30-miniitiger Inkubation auf Eis wurde die
Suspension 90 Sekunden bei 42°C inkubiert (Hitzeschock) und anschliefend 5 min
lang auf Eis gestellt.

Nach Zugabe von 800 ul antibiotikafreiem LB-Medium wurden die Kulturen 1 h lang
bei 37°C geschiittelt. AnschlieBend wurden die Bakterien in unterschiedlichen
Konzentrationen auf ampicillinhaltigen Agarplatten ausplattiert und 16-20 h lang bei
37°C inkubiert.

3.3. DNA-Praparation

Plasmid-DNA wurde mit Hilfe von Qiagen-Mini-Kit bzw. Qiagen-Maxi-Kit nach
Angaben des Herstellers Qiagen hergestellt.
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3.4. Zellkultur

3.4.1. Kultivierung von Zellen

Murine und humane Neuroblastomzellen wurden als adhérenter Einzelzellrasen
kultiviert.

Murine Neuroblastomzellen (N2a) wurden in MEM (Minimal Essential Medium)
unter Zusatz von 10% hitzeinaktiviertem fotalem Kélberserum und 1% Antibiotika-
Losung (Endkonzentration: 1U/ml Penicillin G, 1pg/ml Streptomycin und 2 mM
Glutamin) in Zellkulturschalen bzw. -flaschen bei 37 °C und 5% CO; kultiviert.
Humane Neuroblastomzellen (SH-SY5Y) wurden in DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) unter Zusatz von 10% hitzeinaktiviertem fotalem Kélberserum und
1% Antibiotika-Losung (Endkonzentration: 1U/ml Penicillin G, 1pug/ml Streptomycin
und 2 mM Glutamin) in Zellkulturschalen bzw. -flaschen bei 37°C und 5% CO,
kultiviert.

Die Kulturen wurden alle fiinf Tage passagiert (siche 3.4.2.), wobei die Zellen 1:8 und
1:16 gesplittet wurden.

3.4.2. Passagierung

Nach Abziehen des Kulturmediums wurden die Zellen einer 25 cm?-Zellkulturflasche
zweimal mit 5 ml PBS -/- (Phosphate Buffered Saline) gespiilt und anschlieBend mit
0,5 ml Trypsin (0,5 g/l Trypsin) einige Minuten lang inkubiert. Die Zellen wurden
leicht von ihrer Unterlage abgeklopft, in 8 ml vorgewdrmtem Vollmedium sorgfiltig
resuspendiert und im gewiinschten Verhiltnis aufgeteilt. Nach Zusatz von
Vollmedium (ad 5 ml Gesamtvolumen) wurden die Zellen bei 37 °C und 5% CO;
inkubiert.
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3.4.3. Ausplattieren

Ein Aliquot der mit Trypsin geldsten Zellen (siehe 3.4.2.) wurde in einer Neubauer-
Kammer gezdhlt.

Murine Neuroblastomzellen wurden in einer Dichte von 1 x 10° Zellen auf 3,5 cm-
Schalen bzw. in einer Dichte von 2,6 x 10° Zellen auf 6 cm-Schalen ausplattiert.
Humane Neuroblastomzellen hingegen wurden in einer Dichte von 5 x 10° Zellen auf
3,5 cm-Schalen ausplattiert.

Zellen, die zur Immunfluoreszenz verwendet wurden, wurden diinner ausplattiert, um
einzelne Zellen besser sehen zu konnen. In diesem Fall wurden 0,7 x 10° Zellen
(N2a) bzw. 0,4 x 10° Zellen (SH-SY5Y) auf 3,5 cm-Schalen, welche ein

Deckgléschen mit einem Durchmesser von 18 mm enthielten, ausplattiert.

3.4.4. Transfektion

24 Stunden nach dem Ausplattieren der Zellen wurden diese zweimal mit MEM
gewaschen und mit 1 ug Plasmid-DNA mit dem Transfektions-Kit Lipofectamine
plus nach Angaben des Herstellers Invitrogen transfiziert. Nach 3 Stunden Inkubation

bei 37 °C und 5 % CO, wurde 1ml Vollmedium zugesetzt.

3.4.5. Ernte

24 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen geerntet. Hierzu wurden die Zellen
zweimal mit PBS-/- gewaschen und mit PBS-/- mit Hilfe eines Zellschabers
abgeschabt. Die Zellen wurden fiir 20 Sekunden bei 13000 rpm abzentrifugiert, das

Zellpellet auf Eis gestellt und entsprechend weiterverarbeitet.
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3.5. Proteinpraparation und —analyse

3.5.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden durch eindimensionale, diskontinuierliche SDS-PAGE aufgetrennt
(Laemmli 1970). Je nach der GroBe des interessierenden Proteins wurde eine
Polyacrylamid-Konzentration von 12% oder 15% fiir das Trenngel und 4% fiir das
Sammelgel verwendet. Die Elektrophorese wurde mit 150-250 V in einer Hoefer-

SE600-Kammer durchgefiihrt.

3.5.2. Proteintransfer auf Nitrocellulose (Western Blof)

Proteine wurden zum Zwecke der Immundetektion (siehe 3.5.3.) mit Transferpuffer
auf Nitrozellulose-Membranen der Porengréfe 0,45 um transferiert (Towbin et al.

1979). Der Transfer erfolgte fiir 2 h bei einer festen Stromstérke von 1 A bei 4°C.

3.5.3. Immundetektion von Proteinen

Die Immundetektion wurde mit dem Enhanced Chemiluminescence (ECL)-System
nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Membranen wurden eine Stunde in
PBST (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8 mM Na,HPOy4, 1,8 mM KH,POy, 0,1% Tween-
20) mit 5% Milchpulver bei Raumtemperatur blockiert und tiber Nacht bei 4°C mit
den angegebenen Endkonzentrationen der primédren Antikdrper bzw. Antiseren
inkubiert. Die Membranen wurden dreimal 10 min mit PBST gewaschen und 40 min
mit dem sekundiren Antikorper Meerrettich-Peroxidase (HRP)-gekoppelte Schaf-
Anti-Maus oder Esel-Anti-Kaninchen, 1:5000 Verdiinnung in PBST inkubiert. Die
Membranen wurden dreimal 10 min mit PBST gewaschen und 1 min mit ECL
inkubiert. Die Visualisierung der Signale erfolgte durch Exposition eines

Rontgenfilms.
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3.5.4. Nachweis der Loslichkeit

Das Zellpellet (siehe 3.4.5.) wurde in Detergenzpuffer resuspendiert (Zelllysat), 5
Minuten lang auf Eis inkubiert und 20 Minuten lang bei 13000 rpm und 4°C
zentrifugiert. Sowohl der Uberstand als auch das Pellet wurden in Laemmli-
Probenpuffer aufgenommen und 10 Minuten lang bei 100°C inkubiert. Die
genomische DNA wurde durch mehrmaliges Aufziehen der Probe in eine 1 ml-
Einwegspritze mit einer 26G-Kaniile geschert. Die Proben wurden auf einem SDS-

Gel analysiert.

3.5.5. Nachweis der Protease-Resistenz

Zum Nachweis der Protease-Resistenz wurde Zelllysat mit Proteinase K (PK) 1:100
versetzt und eine Stunde auf Eis inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
PMSF (Endkonzentration: 1 mM) gestoppt. Die Proben wurden mit Laemmli-

Probenpuffer versetzt und auf einem SDS-Gel analysiert.

3.5.6. Nachweis der Glykosylierung

Blockierung von Glykosylierungsenzymen

Um den Glykosylierungszustand der Proben zu bestimmen, wurden bestimmte
Enzyme zugesetzt, welche die Glykosylierung hemmen.

So wurde das Enzym o-Mannosidase 1 unter Verwendung des Inhibitors
Desoxymannojirimycin (DMJ) gehemmt. Hierfiir wurde DMJ in einer Konzentration
von 10 ug/ml zu den transfizierten Zellen wihrend des Hungerns und der radioaktiven
Markierung gegeben.

Um ER-Glykosidasen zu hemmen, wurde Castanospermin (CSP) in einer
Konzentrazion von 10 ug/ml zu den transfizierten Zellen wéhrend des Hungerns und

der radioaktiven Markierung gegeben.
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Endo H Verdau

Um Proteine auf Asparagin-gekoppelte Glykosylierung zu testen, wurde ein
enzymatischer Verdau mit Endoglykosidase H nach Vorschrift des Herstellers
durchgefiihrt. Dazu wurde ein Aliquot des Uberstandes (siehe 3.5.4.) mit
Denaturierungspuffer versetzt, 10 min gekocht und dann auf Eis gekiihlt. Nach
Zugabe von Reaktionspuffer und Enzym wurde die Probe eine Stunde bei 37°C

inkubiert, mit Laemmli-Probenpuffer versetzt und auf einem SDS-Gel analysiert.

3.5.7. Nachweis von Oberflachenproteinen

Um zu bestimmen, ob das Protein an der Plasmamembran lokalisiert ist, wurde ein
Trypsin-Verdau durchgefiihrt. Hierfiir wurde auf eine mit PBS-/- gewaschene
transfizierte Zellschale 500 ul Trypsin gegeben. Sobald sich die Zellen 16sten, wurden
die Zellen in ein Reaktionsgefdl tliberfiihrt, die Schale mit 500 ul Trypsin-Inhibior
nachgewaschen und mit den Zellen vereinigt. Die Zellen wurden fiir 20 Sekunden bei
13000 rpm abzentrifugiert und das Zellpellet mit Trypsin-Inhibitor gewaschen. Das
Zellpellet wurde in Lysepuffer resuspendiert und wie in Kapitel 3.5.4. beschrieben

weiterverarbeitet.

3.5.8. Untersuchung der Membranverankerung

Zur Bestimmung der Art der Membranverankerung wurde ein Phosphatidylinositol-
Phospholipase C (PIPLC) -Verdau durchgefiihrt. PIPLC schneidet selektiv den GPI-
Anker ab. Hierfiir wurden die Zellen zweimal mit PBS-/- gewaschen und mit 0,5
units/ml PIPLC in PBS-/- versetzt. Die Zellschalen wurden 2 Stunden lang bei 4°C
geschwenkt. Der Uberstand wurde abgenommen und die Proteine mittels einer TCA-
Féllung gefillt (siehe 3.5.10.). Die Zellen wurden zweimal mit PBS-/- gewaschen,
geerntet (siche 3.4.5.) und wie in Kapitel 3.5.4. beschrieben analysiert.

Fiir den PIPLC-Verdau im Extrakt wurden die Zellen geerntet (siche 3.4.5.) und in
0,1% Triton X-100 in PBS-/- lysiert. PIPLC wurde zu dem Zellextrakt gegeben, 1
Stunde lang auf Eis inkubiert und anschlieBend 20 Minuten lang bei 13000 rpm und
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4°C zentrifugiert. Der Uberstand als auch das Pellet wurden in Laemmli-Probenpuffer
aufgenommen und 10 Minuten lang bei 100°C inkubiert. Die genomische DNA wurde
durch mehrmaliges Aufziehen der Probe in eine 1 ml-Einwegspritze mit einer 26G-

Kaniile geschert. Die Proben wurden auf einem SDS-Gel analysiert.

3.5.9. Nachweis der Sekretion

Um festzustellen, ob das Protein in den Zellkulturiiberstand sekretiert wird, wurden
die Zellen zweimal mit MEM gewaschen und anschlieBend mit 1 ml MEM fiir 3
Stunden bei 37°C inkubiert. Das Medium wurde abgenommen und die vorhandenen

Proteine mit TCA (trichloraceticacid) (siehe 3.5.10.) gefillt.

3.5.10. TCA-Fallung

Die Proben wurden mit 1/10 Volumen 50%TCA-Losung versetzt und 10 Minuten
lang auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde 10 Minuten bei 13000 rpm und 4°C
zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde zweimal mit Aceton gewaschen, an der Luft

getrocknet und in Laemmli-Probenpuffer aufgenommen.

3.5.11. Nachweis der Wiederaufnahme von sekretierten Proteinen

Transfizierte Zellen wurden zweimal mit MEM gewaschen und 3 Stunden lang bei
37°C in 1 ml MEM inkubiert. Der Zellmediumiiberstand, in welches die Proteine
sekretiert sind, wurde abgenommen und auf untransfizierte Zellen gegeben. Nach 24
Stunden Inkubation bei 37°C wurden die Zellen geerntet (siche 3.4.5.), lysiert und in

eine losliche und unlésliche Fraktion aufgetrennt (siche 3.5.4.).

65



Methoden

3.5.12. Indirekte Immunfluoreszenz

Transfizierte Zellen wurden mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz auf die
Expression bestimmter transfizierter Konstrukte hin untersucht.

Beim Ausplattieren (sieche 3.4.3.) der Zellen enthielten die Schalen Glaspléttchen (&
18 mm), die vorher mit absolutem Ethanol gespiilt und abgeflammt worden waren.
Am folgenden Tag wurden die Zellen transfiziert (siche 3.4.4.). Einen Tag nach der
Transfektion wurden die Glaspldttchen entnommen, 2x mit PBS +/+ gewaschen und 5
min lang in Methanol (-20°C) fixiert. Die Plattchen wurden auf Whatman-Papier an
der Luft getrocknet und danach fiir die Immunreaktion verwendet. Zum Rehydrieren
wurden die Gldschen 3 min lang mit PBS -/- (4°C) benetzt. Je 80 pl einer geeigneten
Erstantikérper-Verdiinnung (1:200 in PBS -/-, 1% BSA (bovine serum albumin))
wurden luftblasenfrei auf die Glaspléttchen pipettiert. Diese wurden 60 min lang bei
37°C in einer feuchten Kammer inkubiert und anschliefend 3 x 3 min in PBS -/-
(4°C) gewaschen. Nun wurden je 80 pl eines geeigneten Fluoreszenz-markierten
Zweitantikorpers (1:200 in PBS -/-, 1% BSA) luftblasenfrei auf die Plittchen getropft.
Nach 30-miniitiger Inkubation bei 37°C wurden die Préparate 3 x 3 min in PBS -/-
(4°C) gewaschen und auf einem Objekttrager eingebettet. Nach mindestens 16-
stiindiger Aushértung unter Lichtschutz bei Raumtemperatur wurden die Proben unter

dem Mikroskop ausgewertet. Die Proben wurden bei 4°C gelagert.

3.5.13. Nachweis der intrazellularen Lokalisierung

Die intrazelluldre Lokalisierung von Proteinen wurde mit einer modifizierten
Renografin-Dichtegradientenzentrifugation untersucht (Schandel und Jenness 1994;
Wang und Chang 1999; Heller et al. 2003). Je drei 6 cm-Schalen mit transfizierten
Zellen wurden geerntet (sieche 3.4.5.) und die Zellpellets vereint. Das Pellet wurde in
600 wl TE-Puffer mit Compete Protease-Inhibitor-Tablette (1/2 Compete Protease-
Inhibitor-Tablette in 15 ml TE-Puffer) aufgenommen, auf Trockeneis eingefroren und
anschlieend bei 37°C aufgetaut. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. Nach
Zusatz von 1 ul Benzonase und 10-miniitiger Inkubation bei 37°C wurde 1 Minute bei

500 rpm zentrifugiert, um Zellkerne und unlysierte Zellen abzutrennen. 500 ul des
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Lysates wurden mit 500 ul Renografin 76 (66% Meglumin-Diatrizoat, 10% Na-
Diatrizoat, in TE, pH=7,6) vermischt und in einem Zentrifugenréhrchen platziert. Die
Probe wurde sodann mit jeweils 1 ml 34%, 30%, 26% und 22% Renografin
(Verdiinnungen von Renografin 76 mit TE) iiberschichtet und 20 h mit 150.000 g,
4°C zentrifugiert. Von den Gradienten wurden 13 Fraktionen 4 350 ul von oben
entnommen. Je 300 ul der Fraktionen wurden mit 700 ul TE verdiinnt und 1h mit
100.000 g, 4°C zentrifugiert. Die Niederschlige wurden in 100 wl Laemmli-

Probenpuffer aufgenommen und auf einem SDS-Gel analysiert.

3.5.14. Expression und Charakterisierung von rekombinantem PrP

Die Sequenzen von wtPrP und M204S-PrP wurden ampilfiziert und mittels PCR iiber
die Schnittstellen Ehel und Hindlll in den Vector pPROX-HTa kloniert. Dadurch
entstanden zusidtzliche 6 N-terminale Histidine. Transformierte Escherichia Coli
DHS5a wurden bei 37°C bis zu einer optischen Dichte von 0.6 wachsen gelassen und
die Proteinexpression wurde fiir 3 Stunden durch die Zugabe von 0.5 mM Isopropyl-
1-thio-b-D-galactopyranosid induziert. PrP wurde mit Hilfe einer Ni'-Siule unter
denaturierenden Bedingungen (8 M Harnstoff, 50 mM Tris, pH 8) gereinigt. Die
Proteine wurden mit Elutionspuffer 1 eluiert und die Fraktionen, die PrP enthielten,
wurden vereinigt. Um die Bildung von Disulfidbriicken anzuregen, wurden die
Proteine auf eine Konzentration von 0,1 mg/ml verdiinnt und iiber Nacht mit
Kupfersulfat als Katalysator (Hornemann et al. 1997) luftoxidiert. Zur
Aufkonzentrierung wurden die Proteine auf pH 8 eingestellt, {iber eine Ni'-Sdule
gebunden und mit Elutionspuffer 2 eluiert. Fiir den PK-Verdau wurden die Proteine
fiir die angegebene Zeit mit 1 ug/ml Proteinase K bei Raumtemperatur inkubiert.
Gestoppt wurde die Reaktion durch Zugabe von 2 mM Phenylmethylsulfonylfluorid.
Die Proben wurden mit Laemmli-Probenpuffer versetzt, aufgekocht, auf einem SDS-

Gel analysiert und mit Coomassie angefarbt.
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3.5.15. Radioaktive Markierung

Einen Tag nach Transfektion wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 30 min in
Markierungsmedium (MEM ohne Methionin, 1x PenStrepGlu) inkubiert, um
vorhandenes Methionin (Met) aufzubrauchen. Das Medium wurde abgenommen und
durch 500 wl frisches Markierungsmedium mit [*>S]-Met (ProMix, 150 uCi/ml)
ersetzt. Nach 30 min Markierung wurden die Zellen zweimal mit MEM gewaschen.
Die zur Bestimmung der wéhrend der pulse-Phase synthetisierten Proteine
vorgesehene Schale wurde in Lysepuffer (PBS, 0,5% Triton X-100, 0,5% DOC,
Complete Protease-Inhibitor) geerntet (pulse-Proben). Die anderen Schalen wurden
fiir die angegebene Zeit mit Vollmedium inkubiert und dann wie oben lysiert (chase-
Proben). Die Proben wurden auf eine Endkonzentration von 0,5% Sarkosyl gebracht.

Es folgte eine Immunprézipitation.

3.5.16. Immunprazipitation (IP)

Die Zelllysate wurden bei 20.000 g, 4°C fiir 20 min zentrifugiert und der Uberstand in
ein frisches GefaB tiberfiihrt. Es wurden 1 ul Antikdrper/Antiserum zugefiigt und iiber
Nacht bei 4°C in einem Uberkopf-Dreher inkubiert.

Um die Protein/Antikorper-Komplexe zu isolieren, wurden 30 ul einer zweimal in IP-
Puffer gewaschenen ProteinA-Trisacryl-Matrix zugefiigt und die Inkubation bei 4°C
fiir weitere 90 min in einem Uberkopf-Dreher fortgesetzt. Die Komplexe wurden dann
bei 20.000 g fiir 20 sec abzentrifugiert, zweimal mit IP-Puffer gewaschen und in 50 ul
Laemmli-Probenpuffer 10 min gekocht. Je 30 ul der Probe wurden auf ein SDS-Gel

aufgetragen.
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3.5.17. Behandlung mit proteasomalen Inhibitor

Um das Proteasom zu hemmen, wurden die Zellen mit dem proteasomalen Inhibitor
MG132 (Tsubuki et al. 1993) behandelt. Hierzu wurde MG132 in einer Konzentration
von 50 umol/ml (in DMSO) wéhrend des Hungerns und der radioaktiven Markierung

zu den Zellen gegeben.

3.5.18. Autoradiodiagramme

Gele mit radioaktiv markierten Proteinen wurden 30 min fixiert (40% Methanol, 7%
Essigsdure) und 30 min mit Amplify inkubiert. Auf einem Whatman-Papier wurden
sie dann in einem Geltrockner fiir 1 h bei 72°C unter Vakuum getrocknet. Die
markierten Proteine wurden durch Exposition eines Rontgenfilms oder mittels

Phosphoimaging (siehe 3.5.19.) visualisiert.

3.5.19. Phosphoimaging

Eine computergestiitzte Visualisierung und Quantifizierung radioaktiv markierter
Proteine wurde mittels Phosphoimaging durchgefiihrt. Auf die getrockneten Gele
wurde fiir 2 bis 48 h ein Phosphoimaging-Schirm aufgelegt. Die Signale wurden von
einem Phosphoimager (Fuji-FLA2000) ausgelesen und mit dem Programm AIDA

(raytest) am Computer ausgewertet.

3.5.20. Quantifizierung der Inmunprazipitationsexperimente

Die Proteinmenge, welche unter Zusatz von MG132 festgestellt werden konnte,
wurde als 100% festgelegt. Hiervon ausgehend wurde der prozentuale Anteil der
proteasomalen Degradierung errechnet. ER-Konstrukte mit zwei Formen (mit und

ohne Signalsequenz) wurden separat analysiert.
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3.5.21. In Vitro Translation und PK-Verdau

Die In Vitro Translation wurde mit dem TNT T7 Quick Coupled
Transcription/Translation System (Promega) gemifl den Anweisungen des Herstellers
Promega durchgefiihrt. Sowie angedeutet, wurden Canine Pancreatic Microsomal
Membranes (Promega) hinzugefiigt. Nach einer 70-miniitigen Translation bei 30°C
wurden die Proben aufgeteilt; eine Hélfte wurde unbehandelt gelassen, wiahrend die
andere Halfte mit 0,5 mg/ml Proteinase K 1 Stunde lang auf Eis inkubiert wurde. Um
diese Reaktion zu stoppen, wurden 2 mmol Phenylmethylsulfonylfluorid
hinzugegeben. Die Proben wurden mit dem Antikdrper A7 immunprézipitiert (siche

3.5.16.) und auf einem SDS-Gel analysiert.

3.5.22. RNA-Nachweis (Northern Blot)

Je Probe wurden 10 ug Gesamt-RNA in einem Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt,
auf eine Nylon-Membran (Hybond N+) iibertragen und mit UV-Licht fixiert. Die
Membran wurde fiir mindestens 2 h bei 45°C in Hybridisierungspuffer (5x SSC, 10x
Denhardt, 50% Formamid, 1% SDS, 1% BSA, 600 ug/ml Lachsspermien-DNA)
prahybridisiert und iiber Nacht bei 45°C in Hybridisierungspuffer mit der Sonde
hybridisiert. Die Sonde wurde nach den Angaben des Herstellers mit 50 ng DNA und
50 wCi [0.-*P]dCTP mit dem Oligolabelling-Kit (Amersham) hergestellt. Die
Membran wurde dann 3 mal 15 min bei 45°C in Waschpuffer I (2x SSC, 1% SDS,
50% Formamid) und 3 mal 10 min bei 60°C in Waschpuffer II (0,2x SSC, 1% SDS)
gewaschen. Die Membran wurde auf ein Whatman-Papier gelegt, in Frischhaltefolie

gewickelt und die Signale wurden mittels Autoradiografie visualisiert.
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4. Ergebnisse

4.1. Bedeutung der C-terminalen Domane des Prion Proteins fur den

Import in das Endoplasmatische Retikulum

Im ersten Teil dieser Arbeit wird untersucht, welche Kriterien fiir den effizienten
Import des Prion Proteins in das Endoplasmatische Retikulum (ER) entscheidend
sind.

Das Prion Protein kann an der ER-Membran in drei unterschiedlichen Topologien
vorliegen. Neben der hdufigsten Form, in der das Protein ganz in das ER-Lumen

transloziert ist (°*°

PrP) gibt es zwei weitere transmembrane PrP-Formen, welche an
der Transmembrandomine in die ER-Membran integriert sind (“"PrP und “""PrP)
(siche Kapitel 1.2.6.). Die Anteile der verschiedenen Topologien werden durch
Mutationen im PrP moduliert, die entweder in der Ndhe der Transmembrandoméne
(Hegde et al. 1998b) oder auch in der ER-Signalsequenz liegen (Hegde et al. 1998b;
Kim et al. 2001). Es konnte gezeigt werden, dass eine erhohte Expression von “™PrP
zu einer Neurodegeneration flihrt (Hegde ef al. 1998a).

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte analysiert werden, welche Determinaten des Prion
Proteins notwendig sind, damit PrP iiberhaupt in das ER importiert wird.

Wird das Prion Protein nicht in das ER importiert, so zieht dies eine Expression von
PrP im Zytosol nach sich. Erst kiirzlich wurde von Ma et al. gezeigt, dass

zytosolisches PrP sowohl in Zellkultur als auch in transgenen Miusen toxisch ist (Ma

et al. 2002).
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41.1. C-terminale Verkurzungen beeinflussen die N-terminale

Prozessierung von PrP

Um wichtige Doménen fiir den Import des PrP in das ER ausfindig zu machen,
wurden verschiedene Mutanten hergestellt. Ausgangspunkt der Analyse waren zwei
humanpathogene Mutanten des PrP, W145Stop und Q160Stop (Kitamoto et al. 1993;
Finckh et al. 2000); dazu wurden die der Maussequenz entsprechenden Aquivalente
W144Stop und Q159Stop hergestellt. Da diesen beiden pathogenen Mutanten jeweils
ein Teil des strukturierten C-Terminus fehlt (siche Abb. 10), stellte sich die Frage,
welchen Einflul die strukturierte C-terminale Doméne auf den ER-Import hat. So
wurden weitere Konstrukte in die Analyse miteinbezogen, welche den strukturierten
C-Terminus entweder nicht oder vollstindig umfassen. In den zwei Stop-Mutanten
A115Stop und P101Stop ist der C-Terminus deletiert und sie umfassen nur den
unstrukturierten N-Terminus (Abb. 10). Bei P101Stop ist im Gegensatz zu A115Stop
auch das Stop-Transfer-Element deletiert, welches fiir die Ausrichtung des Proteins an
der ER-Membran verantwortlich ist (Yost et al. 1990). Als weitere Kontrolle diente
S230Stop, welche den gesamten strukturierten C-Terminus umfasst. S230Stop, in
welchem die GPI-Anker-Signalsequenz deletiert ist, wurde anstatt wt PrP aus den
folgenden Griinden gewdihlt: Alle in dieser Studie verwendeten Stop-Mutanten
zeichnen sich durch das Fehlen der GPI-Anker-Signalsequenz und der
Glykosylierungsstellen aus. So ist auch in S230Stop der GPI-Anker deletiert und es
liegt hauptséchlich als unglykosyliertes Protein vor. S230Stop wird jedoch erfolgreich
in das ER importiert und sekretiert (Rogers et al. 1993; Kocisko et al. 1994;
Winklhofer ef al. 2003b). Durch Verwendung von S230Stop als Kontrolle anstelle
von komplex glykosylierten und GPI-verankerten (wt) PrP konnen mdégliche Effekte
von posttranslationalen Modifikationen ausgeschlossen werden.

Um unmittelbar vergleichen zu konnen, ob das Protein prozessiert wurde, d.h. die
ER-Signalsequenz abgeschnitten wurde, wurde jedes Konstrukt sowohl mit als auch

ohne die ER-Signalsequenz hergestellt (Abb. 10, ER und zyto).
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Abbildung 10.  Schematische Darstellung der C-terminal verkiirzten Mutanten.

ER: Konstrukt, das die ER-Signalsequenz beinhaltet; Zyto: Konstrukt, in dem die ER-Signalsequenz
deletiert ist; ER-SS: ER-Signalsequenz; TM: Transmembrandoméne; 3 1und B2: Faltblétter 1 und 2;
al-3: Helixes 1-3; CHO: Glykosylierungsstelle.

Um einen ersten Hinweis auf die Prozessierung und Sekretion der unterschiedlichen
Mutanten zu erhalten, wurden die Konstrukte in N2a-Zellen exprimiert. Die Zellen
wurden geerntet und lysiert. AnschlieBend wurden die Proben auf einem Western Blot

analysiert.
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Abbildung 11. C-terminale Verkiirzungen beeinflussen das N-terminale Prozessieren und die
Stabilitdt von PrP.

Die dargestellten Mutanten wurden in N2a Zellen exprimiert. Die Zellen wurden 3 h in frischen
Medium kultiviert. Im Zellkulturmedium (Medium) und im Zelllysat (Lysat) vorhandenes PrP wurde
auf einem Western Blot analysiert und mittels der unter den Bildern angegebenen Antikoérper (3F4
bzw. A7) detektiert. Die GroBenmarker 22, 16, 6 (und 4) kDa sind links von den Bildern als Striche
dargestellt.

Ein Vergleich des Laufverhaltens der ER- mit der Zytoform auf dem SDS-PAGE lésst
die Schlussfolgerung zu, dass S230Stop als unglykosylierte Form vorliegt und dass
die N-terminale Signalsequenz von S230Stop geschnitten ist (Abb 11, S230Stop). Da
S230Stop keinen GPI-Anker hat, wird die ER-Form dieses Konstruktes effizient in
das Zellkulturmedium sekretiert (S230Stop, ER, Medium). Die Zyto-Form kann
dagegen nicht in das ER importiert werden, den sekretorischen Weg also nicht
einschlagen und damit auch nicht sekretiert werden (S230Stop, zyto, Medium). Bei
den beiden pathogenen Mutanten Q159Stop und W144Stop kénnen zwei Banden
detektiert werden, wobei die untere Bande auf der Hohe der zytosolischen Form lauft.
Dies deutet darauf hin, dass diese Konstrukte in zwei unterschiedlichen Formen
vorliegen, wobei nur ein Teil davon N-terminal prozessiert wird.
Bemerkenswerterweise wird auch ein Teil dieser Mutanten in das Zellkulturmedium
sekretiert (Q159Stop bzw. W144Stop, ER, Medium). Die beiden in dieser Analyse
untersuchten kurzen Mutanten A115Stop und P101Stop, welche nur den
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unstrukturierten Teil des Proteins umfassen, konnen nicht auf dem Western Blot

detektiert werden.

4.1.2. Der C-Terminus beeinflusst die Prozessierung und somit die

Effizienz des proteasomalen Abbaus

Um die beiden beobachteten Phinomene, ndmlich das Auftreten der pathogenen
Mutanten in zwei Formen und die fehlende Detektion der kurzen Mutanten néher zu
untersuchen, wurde eine metabolische Markierung mit anschlieBender

Immunprézipitation durchgefiihrt.

ER-Form  Zyto-Form
MG 132 - + - +
s230stop MO ;
Q159Stop P e
W144Stop E - — =
A115Stop > —
e

Abbildung 12. PrP-Formen mit ungeschnittener N-terminaler Signalsequenz unterliegen einem
schnellen Abbau durch das Proteasom.

N2a Zellen wurden transient mit verschiedenen PrP Stop-Mutanten, welche die Signalsequenz
beinhalten (ER-Form) oder nicht (Zyto-Form), transfiziert. Die Zellen wurden mit (MG 132 +) oder
ohne (Mg 132 -) den proteasomalen Inhibitor MG 132 kultiviert und mit [**S]Methionin 30 min lang
radioaktiv markiert. PrP wurde unter Verwendung des monoklonalen Antikorpers 3F4
immunprazipitiert. Weifler Pfeil: N-terminal prozessierte Form; Schwarzer Pfeil: N-terminal
unprozessierte Form; CHO: glykosylierte Form von S230Stop.
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Fiir eine erste Analyse, ob die PrP Konstrukte erfolgreich in das ER importiert
wurden, wurde die GroBBe der Zyto-Form (ohne Signalsequenz) mit der GroB3e der ER-
Form (mit Signalsequenz) verglichen (Abb. 12). S230Stop lauft auf derselben Hohe
wie die dazugehdrige zytosolische Mutante. Daraus kann geschlossen werden, dass
die ER-Signalsequenz dieser Mutante geschnitten wurde, was auf einen erfolgreichen
Import in das ER deutet (weiler Pfeil). Im Gegensatz hierzu verhélt sich A115Stop:
Die Proteinbande der ER-Form ist etwas grofer als die der Zyto-Form. Daher scheint
diese kurze Mutante ohne Struktur nicht prozessiert zu werden (schwarzer Pfeil). Die
beiden pathogenen Mutanten, denen ein Grofteil der Faltungsdomine fehlt, liegen in
zwel Formen vor: Eine Bande lduft auf Hohe der korrespondierenden Form ohne
Signalsequenz (weiller Pfeil), und die andere liegt dariiber. Hier ist ein interessantes
Phinomen zu beobachten; die pathogenen Mutanten liegen in zwei Formen vor,
wobei ein Teil erfolgreich prozessiert wird, wohingegen der andere Teil nicht in das
ER importiert werden kann und im Zytosol anzutreffen ist.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die hier untersuchten PrP Mutanten in
drei unterschiedlichen Formen vorliegen. So liegt PrP in einer vollstindig
prozessierten Form (S230Stop), in einer nur teilweise prozessierten Form (Q159Stop

und W144Stop) oder in einer iiberhaupt nicht prozessierten Form (A115Stop) vor.

4.1.2.1. Unprozessierte Formen der PrP Mutanten werden schnell

durch das Proteasom abgebaut

Nachdem in diesem ersten Schritt der unterschiedliche Prozessierungsstatus der
verschiedenen PrP-Mutanten festgestellt wurde, wurde in einem weiteren Schritt ein
Augenmerk auf den Einfluss des proteasomalen Inhibitors MG132 gelegt. Hierzu
wurde die Intensitdt der Bande, welche mit MG132 detektiert wurde (Abb. 12) als
100%-Wert festgesetzt und davon ausgehend der prozentuale Anteil des Abbaus

durch das Proteasom ermittelt.
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Abbildung 13. PrP-Formen mit ungeschnittener ER-Signalsequenz werden schnell durch das
Proteasom abgebaut.

Die Intensitédt der dargestellten Banden des jeweiligen ER-Konstrukts wurde quantitativ ausgewertet.
Hierzu wurde die unter Zusatz von MG 132 ermittelte Intensitit (vgl Abb. 12) als 100% festgesetzt
und daraus der prozentuale Anteil des Abbaus durch das Proteasom ermittelt. Waren zwei Formen
(Signalsequenz geschnitten und ungeschnitten) vorhanden, so wurde jede Bande einzeln ausgewertet.

Wie bereits beschrieben liegt S230Stop in nur einer Form vor, ndmlich der
prozessierten, in welcher die Signalsequenz geschnitten ist (Abb. 13, S230Stop,
Signalsequenz geschnitten). Der Abbau dieser Mutante durch das Proteasom ist sehr
gering. Die zwei pathogenen Stop Mutanten liegen in zwei Formen vor (Q159Stop
bzw. W144Stop, Signalsequenz geschnitten, ungeschnitten), wobei die ungeschnittene
Signalsequenz-Form wesentlich besser durch das Proteasom abgebaut wird
(schwarzer Balken). A115Stop wird nicht prozessiert (A115Stop, Signalsequenz
ungeschnitten). Hier ist ein starker Abbau durch das Proteasom festzustellen, was
auch die fehlende Detektion auf dem Western Blot (vgl. Abb. 11) erklért.

Die unprozessierten Formen der verschiedenen Konstrukte werden wesentlich

schneller durch das Proteasom abgebaut als die prozessierten Formen.
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4.1.2.2. Der Abbau durch das Proteasom wird von der Lange der

Konstrukte beeinflusst
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Abbildung 14. Die Lange der Mutanten ist fiir die Intensitét des proteasomalen Abbaus wichtig.

Die Intensitdt der in Abb. 12 dargestellten Banden der Zyto-Form wurde quantitativ ausgewertet.
Hierzu wurde die unter Zusatz von MG 132 ermittelte Intensitdt als 100% festgesetzt und daraus der
prozentuale Anteil des Abbaus durch das Proteasom ermittelt.

Die Zyto-Formen der PrP Mutanten haben ein Fehlen der Signalsequenz gemeinsam.
Diese im Zytosol lokalisierten Mutanten unterliegen einer starken proteasomalen
Degradierung. Aus Abb. 14 wird deutlich, dass die Lange der Konstrukte fiir die
Effizienz des Abbaus durch das Proteasom ausschlaggebend ist. So werden die
kiirzeren Mutanten (z.B. A115Stop) wesentlich schneller durch das Proteasom

abgebaut als die langen Konstrukte (z.B. S230Stop).

4.1.3. In Vitro Import der PrP Mutanten

Im vorangegangenen Abschnitt wurde auf Grund der unterschiedlichen Gréfen der
Proteinbanden festgestellt, dass die Konstrukte in geschnittenen und / oder
ungeschnittenen Signalsequenz-Formen vorliegen. Um nun ndher zu untersuchen, ob

die Mutanten mit geschnittener Signalsequenz auch wirklich in das ER importiert
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werden, wurde eine in vitro Translation durchgefithrt. Zu dem in vitro
Translationsansatz wurden Vesikel von ER-Membranen (Mikrosomen) gegeben. Mit
Hilfe von Mikrosomen kann der Import von Proteinen in das ER simuliert werden.
Nach Translation wurde ein PK-Verdau durchgefiihrt. Hierdurch ist eine
Unterscheidung moglich, ob das Protein in die Mikrosomen importiert wurde oder

nicht. Somit kann die Lokalisierung der Proteine untersucht werden.

- Mikrosomen + Mikrosomen

PK - + - +

S230Stop .

Q159Stop

|

W144Sto AR
P -— -~

A115Stop i

Abbildung 15.  N-terminal prozessiertes PrP wird in das ER importiert.

Die links angegebenen Konstrukte wurden in vitro mit Hilfe des TNT Quick Systems translatiert. Um
den cotranslationalen Import zu untersuchen, wurden mikrosomale Membranen (+Mikrosomen)
hinzugegeben. Der Import der Proteine wurde mit Hilfe eines Proteinase K Verdaus fiir 1 h auf Eis
untersucht. Als Kontrolle wurden die Proteine ohne Zugabe von Mikrosomen (-Mikrosomen)
translatiert. Die radioaktiv markierten Proben wurden auf einem SDS-PAGE aufgetrennt.

Wie in Abb. 15 zu sehen ist, ist bei S230Stop, Q159Stop und W144Stop nach Zugabe
von Mikrosomen eine zweite etwas kleinere Bande erkennbar. Diese Bande bleibt
auch nach einem Proteinase K Verdau erhalten, was darauf schlielen lasst, dass dies
die Form mit geschnittener Signalsequenz darstellt, welche in die Mikrosomen

importiert wurde und somit nicht mehr von dem Enzym Proteinase K verdaut werden
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kann. Diese zweite Bande kann nach dem Zusatz von mikrosomalen Membranen bei
A115Stop nicht detektiert werden. Des weiteren sind die unprozessierten Formen von
W144Stop und Q159Stop (obere Bande) nicht gegen einen proteolytischen Verdau
geschiitzt, d.h. sie befinden sich nicht im Lumen der Mikrosomen. Damit bestatigt
sich die Annahme, dass diese Konstrukte (W144Stop, Q159Stop) in zwei Formen
vorliegen, wobei sich die Molekiile mit einer geschnittenen ER-Signalsequenz im
Lumen befinden.

Somit werden offensichtlich nur die ldngeren, einen strukturellen Teil umfassenden

Konstrukte (S230Stop, Q159Stop und W144Stop) in das ER importiert.

4.1.4. Intrazellulare Lokalisierung der PrP Konstrukte

Aus dem vorangegangenen Versuch (vgl. Kapitel 4.1.3.) wurde erkennbar, dass
W144Stop und Q159Stop eine geschnittene Signalsequenz haben und somit -
zumindest zu einem Teil - in das Lumen der Mikrosomen importiert werden. Nun
sollte anhand eines Renografin-Dichtegradienten die Situation in vivo ndher
untersucht werden. Hierfiir wurden die Konstrukte in Zellkultur exprimiert und ein
Renografin-Dichtegradient hergestellt (Schandel und Jenness 1994; Wang und Chang
1999; Heller et al. 2003). Durch eine Zentrifugation werden die Zellbestandteile in
unterschiedliche Schichten aufgetrennt, was einen Riickschluss auf die Lokalisierung
der Proteine ermoglicht. Proteine, welche sich in der ER- bzw. Plasmamembran
befinden, schwimmen entsprechend dem Sedimentationsverhaltens von ER- bzw.
Plasmamembran im oberen Bereich des Gradienten, wéahrend zytosolische Proteine im

unteren Gradient bleiben, und somit in den spéteren Fraktionen zu finden sind.
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Abbildung 16.  Nur die N-terminal prozessierte Form von PrP wird in das ER importiert.

Die zelluldre Lokalisierung von den links der Abbildung angegebenen Mutanten wurde mittels einer
Renografin-Dichtegradienten-Zentrifugation von Zellextrakten ermittelt. Die Fraktionen wurden von
oben vom Gradienten abgenommen und auf einem Western Blot mit Hilfe der rechts angegebenen
Antikorper detektiert.

Um die fiir das ER spezifischen Fraktionen zu bestimmen, wurden die Zellen mit dem
Vektor pcDNA3.1-ZEO(+) (ohne PrP-Insert) transfiziert und nach dem
Gradientenlauf auf einem Western Blot mit Hilfe des ER-spezifischen Antikorpers
Grp94 detektiert. Diese Proteine sind in den oberen drei bis vier Fraktionen des
Gradienten detektierbar (Abb. 16, Vektor Kontrolle, 1 bis 4, Grp94). Auch wt PrP,
das, wie bekannt ist, erfolgreich in das ER importiert wird (Winklhofer et al. 2003b),
ist in den fiir das ER spezifischen frithen Fraktionen zu detektieren. Die zytosolische
Form von S230Stop hingegen findet sich in den spidteren Fraktionen wieder
(S230Stop, Zyto, 8 bis 13). S230Stop wird, wie aus den vorhergehenden Studien
erwartet, in das ER importiert und ist in den ersten Fraktionen zu detektieren
(S230Stop, ER). Bei W144Stop sind zwei Banden zu erkennen, wobei aber nur die
untere Bande auch in den ersten Fraktionen vorliegt. Somit wird also nur die Form mit
der geschnittenen Signalsequenz erfolgreich in das ER importiert. Die unprozessierte
Form ist hingegen nur in den fiir das Zytosol spezifischen spiten Fraktionen

detektierbar.
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Leider war die Durchfiihrung einer Renografin-Dichtegradienten-Zentrifugation mit
A115Stop nicht moglich, da diese Mutante zu schnell abgebaut wird und somit nicht
auf einem Western Blot detektierbar ist (vgl. Abb. 11).

4.1.,5. Die C-terminale globulare Domane ist fur den ER-Import

ausreichend

Es stellte sich nun die Frage, ob der mangelhafte Import von C-terminalen
Deletionsmutanten auf die geringe Gréfe oder auf das Fehlen von Informationen
zuriickzufiihren ist, welche in der C-terminalen globuldren Doméne liegen. Um dies

eingehender zu untersuchen, wurden weitere Mutanten in die Analysen

miteinbezogen.
CHO CHO
S5230Stop — — S
™ p1 ol P2 a2 o3
CHO CHO
AN/S230Stop —) — ) l— —
ER-SS ™ p1 ol B2 o2 a3
CHO CHO
A27-156/S230Stop S M E—
%M a2 a3

Abbildung 17.  Schematische Darstellung von PrP-Konstrukten.
ER-SS: ER-Signalsequenz, TM: Transmembrandoméne, a.1-3: a-Helices, 1und2: -Faltblitter, CHO:
Glykosylierungsstelle.

In der Mutante AN/S230Stop ist der unstrukturierte N-terminale Teil des PrP deletiert,
wiahrend A27-156/230Stop eine groflere N-terminale Deletion umfasst, welche auch
die Transmembrandoméne und die Helix 1 einschlief3t.

Um den Einfluss dieser Regionen des PrP auf den ER-Import zu analysieren, wurden
N2a-Zellen transient transfiziert, radioaktiv markiert und PrP wurde mittels

Immunprézipitation analysiert.
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Abbildung 18. Der unstrukturierte N-terminale Teil des PrPs ist fiir einen effizienten ER-Import
nicht notwendig.

Transient transfizierte N2a-Zellen wurden mit [*>S]-Methionin fiir 30 Min. radioaktiv markiert und
anschliefend fiir die angegebene Zeit in frischem Medium inkubiert. PrP im Zellkulturmedium (M) und
im Zelllysat (L) wurde mit Hilfe des monoklonalen Antikdrpers 3F4 immunpréazipitiert und auf einem
SDS-PAGE Gel analysiert. CHO: glykosyliertes PrP.

Vergleicht man die Intensitit der Banden der zwei Konstrukte, so kann man
feststellen, dass AN/S230Stop genauso effizient in das Zellkulturmedium sekretiert
wird wie S230Stop (Abb. 18, M). Daher scheint der gesamte unstrukturierte Anteil
des Prion Proteins keinen Einfluss auf den ER-Import und den nachfolgenden
Transport im sekretorischen Pathway zu haben.

Um nun herauszufinden, ob die Ldnge des Proteins einen wichtigen Faktor fiir den
ER-Import darstellt, wurde eine noch kiirzere Mutante A27-156/S230Stop in die

Untersuchung mit einbezogen.
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Abbildung 19.  A27-156/S230Stop wird effizient in das ER importiert.

Transient transfizierte N2a-Zellen wurden mit [*°S]-Methionin fiir 30 Min. radioaktiv markiert und mit
dem polyklonalen Antikérper A7 immunprézipitiert. (A) Die Proben wurden mit MG132 (50 umol/ml)
inkubiert. (B) Die Proben wurden mit Endoglykosidase H (EndoH+) 1 h bei 37°C inkubiert und
anschlieBend auf einem SDS-PAGE Gel analysiert.

Nach radioaktiver Markierung, Behandlung mit dem proteasomalen Inhibitor MG132
und Immunprézipitation von PrP wird deutlich, dass MG132 keinen Einfluss auf die
Stabilitdt von A27-156/S230Stop hat (Abb. 19, A). Somit wird dieses kurze PrP
Konstrukt, welches einen GroBteil des strukturierten C-Terminus umfasst, nicht auf
dem proteasomalen Weg abgebaut. Der EndoH-Verdau der Probe zeigt, dass A27-
156/S230Stop glykosyliert wird, also effizient in das ER importiert wurde (Abb. 19,
B). Hierbei sei anzumerken, dass die Glykosylierung durch die Deletion von Helix 1
in A27-156/S230Stop erklaren werden kann (vgl. Kapitel 4.2.).

Die kiirzeste in dieser Studie analysierte PrP Mutante A27-156/S230Stop wird in das
ER importiert. Somit wurde gezeigt, dass nicht die Lange des Proteins fiir den ER-
Import entscheidend ist. Vielmehr ist das Vorhandensein von Informationen, die
offensichtlich in dem strukturierten Teil von PrP vorliegen, fiir den ER-Import
ausschlaggebend.

Kiirzlich wurde gezeigt, dass die Signalsequenz einen entscheidenden Einfluss auf
den Import in das ER eines Proteins hat (Rutkowski ef al. 2003). Um zu untersuchen,
ob auch die Signalsequenz von A115Stop fiir einen mangelnden Import in das ER
verantwortlich sein konnte, wurde die Signalsequenz von A115Stop mit der
Signalsequenz von dem Wachstumshormon der Ratte ersetzt. Fiir diese konnte gezeigt

werden, dass sie den ER-Import fordert (Rutkowski ez al. 2003).
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Dazu wurden Zellen mit diesem Konstrukt, das die Signalsequenz des
Wachstumshormons der Ratte enthilt, transient transfiziert, radioaktiv markiert und

PrP mit Hilfe des 3F4 Antikorpers immunprézipitiert.

untransf. Zyto PrP-SS WH-SS

MG 132 - + = + - + - +
A115Stop

Abbildung 20. Die Signalsequenz des Wachstumshormons der Ratte kann keinen ER-Import von
A115Stop hervorrufen.

Die Zellen wurden nicht (untransf.) oder mit dem Zyto-Konstrukt von A115Sto (Zyto), A115Stop mit
der PrP-Signalsequenz (PrP-SS) oder A115Stop mit der Signalsequenz des Wachstumshormons der
Ratte (WH-SS) transient transfiziert. Die Zellen wurden mit (MG132+) oder ohne (MG132-) Zusatz
des proteasomalen Inhibitor kultiviert, mit [*>S]Methionin fiir 30 Minuten radioaktiv markiert und
anschlieBend mit dem 3F4 Antikdrper immunpréazipitiert.

A115Stop mit der Signalsequenz des Wachstumshormons (Abb. 20, WH-SS) liuft
iiber der zytosolischen Mutante (Zyto). Bei der untersten Band handelt es sich um
eine unspezifische Bande (vgl. untransf.). WH-A115Stop besitzt also wie auch
A115Stop eine ungeschnittene Signalsequenz (Abb. 20, PrP-SS und WH-SS) und
unterliegt einem sehr schnellen Abbau durch das Proteasom. Somit wurde gezeigt,
dass der Import in das ER nicht durch Verwendung der Signalsequenz des

Wachstumshormons der Ratte wiederhergestellt werden kann.
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4.1.6. Zusammenfassung

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass PrP ohne die GPI-Anker-Signalsequenz
(S230Stop) erfolgreich in das ER importiert wird. Wenn jedoch ein Teil der C-
terminalen Faltungsdoméne fehlt, so wird nur noch ein geringerer Anteil prozessiert
(Q159Stop und W144Stop). Sobald das Prion Protein nur noch die unstrukturierte N-
terminale Doméne umfasst (A115Stop und P101Stop), kann das Protein nicht mehr
importiert werden und es verbleibt ginzlich im Zytosol. Im Gegensatz hierzu werden
N-terminal deletierte Mutanten des PrP (AN/S230Stop und A27-156/S230Stop)
erfolgreich in das ER importiert.

Die C-terminale strukturierte Domine des PrP ist somit notwendig und auch
ausreichend fiir einen erfolgreichen Import in das ER.

Die im Zytosol befindlichen Formen werden sehr schnell und effizient durch das
Proteasom abgebaut; ist das Protein jedoch importiert worden, so kommt dem Abbau
durch das Proteasom nur noch eine untergeordnete Rolle zu.

Somit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass der C-terminale strukturierte Teil
des Prion Proteins wichtige Informationen enthélt, welche die Effizienz des Imports in

das ER bestimmen und somit die Menge an zytosolischem PrP beeinflussen.
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4.2. Untersuchung der Faltung des Prion Proteins In Vivo

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden wichtige Kriterien fiir den erfolgreichen Import
des Prion Proteins in das Endoplasmatische Retikulum untersucht. Der zweite Teil
befasst sich mit einem spiteren Schritt im sekretorischen Weg des PrPs: Die Faltung
des Proteins im ER-Golgi-Apparat. Die im Folgenden beschriebenen Ergebnisse
sollen Aufschluss iiber die Rolle der PrP Doménen in der Reifung des Proteins geben.
So wurde der EinfluB verschiedener PrP Dominen auf die Ubertragung der Core
Glykane, auf die Ubertragung des GPI-Ankers und auf die Umwandlung in komplexe

Glykane untersucht.

4.2.1. Helix 1 ist fur die komplexe Glykosylierung des PrP

verantwortlich

Um die Faltung von PrP® im sekretorischen Weg in Siugetierzellen zu untersuchen,
wurden verschiedene Mutanten hergestellt. Die zwei Glykosylierungsstellen, der GPI-
Anker und die Disulfidbriicke, welche fiir eine korrekte Faltung notwendig sind (Riek
et al. 1996; Rudd et al. 1999; Stimson et al. 1999) befinden sich in dem strukturierten
Helix 2-Loop-Helix 3 -Bereich. Dieser Bereich wurde daher nicht mutiert.

Da das Prion Protein keine bekannte enzymatische Funktion hat, wurde als Indikator
fiir eine erfolgreiche Faltung zunichst der Glykosylierungsstatus des Proteins
analysiert.

Dazu wurden verschiedene PrP Mutanten in Maus-Neuroblastom-Zellen exprimiert
und anschlieBend ein Endoglykosidase H (EndoH) -Verdau durchgefiihrt, um den
Glykosylierungsstatus festzustellen. Der im Folgenden abgebildete Western Blot zeigt

die Analyse verschiedener Mutanten des Prion Proteins.
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Abbildung 21.

Helix 1 ist fiir die komplexe Glykosylierung des PrPs verantwortlich.

(A) Schematische Darstellung der PrP-Konstrukte. TM: Transmembrandoméne; 31,2: B-Faltblattl,2; o
1-3: a-Helix 1-3; CHO: Glykosylierungsstelle; S-S: Disulfidbriicke (B) Die in (A) dargestellten
Konstrukte wurden transient transfiziert. Das Zelllysat wurde mit Endo H verdaut (EndoH +) oder
unbehandelt gelassen (EndoH -) und die Proben mittels eines Western Blotes analysiert.
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Es gibt unterschiedliche Glykosylierungsstadien eines Proteins: Eine unglykosylierte
Form, eine High Mannose Glykosylierungsform und die komplexe Glykosylierung
(vgl. Kapitel 1.3.2.). Das Enzym EndoH aus Streptomyces plicatus spaltet spezifisch
zwischen zwei N-Acetyl-Glucosamin-Resten, an denen mindestens fiinf
Mannoseeinheiten hiangen (Robbins ef al. 1984; Maley et al. 1989) Somit konnen
durch EndoH nur die Zucker von Proteinen abgespalten werden, welche in der High
Mannose Form vorliegen. Komplex glykosylierte Proteine jedoch kénnen nicht durch
EndoH, sondern nur durch PNGase F abgespalten werden (siche Kapitel 1.3.2.). Ist
das Protein EndoH sensitiv, so hat dies eine erhohte elektrophoretische Mobilitét auf
einem SDS-Gel zur Folge. wtPrP wird komplex glykosyliert und ist daher nicht
EndoH-sensitiv (Abb. 21). Auch das Konstukt AN, in welchem der gesamte
unstrukturierte Teil des Proteins deletiert wurde, ist nicht EndoH sensitiv. Anders
hingegen verhilt sich das Konstrukt, in welchem die Helix 1 und das erste 3-Faltblatt
deletiert wurde (AH1). Hier ist eine deutlich erhohte elektrophoretische Mobilitit nach
dem EndoH-Verdau zu sehen (Abb. 21, B). Daraus lésst sich schlieen, dass in AH1
eine High Mannose Struktur vorliegt, welche durch das Enzym EndoH abgespalten
werden kann. Der gleiche Phénotyp liegt vor, wenn zusétzlich zu AH1 der gesamte
unstrukturierte N-terminale Teil deletiert wurde (ANAH1). Um sicher zu gehen, dass
der in AH1 beobachtete Effekt auf das Fehlen der ersten Helix zuriickzufiihren ist und
nicht auf das erste B-Faltblatt, wurde die Mutante AH1* untersucht. Bei AH1* wurde
ausschlieBlich die erste Helix deletiert. AH1* zeichnet sich - wie auch AH1 - durch
eine erhohte elektrophoretische Mobilitét nach Behandlung mit EndoH aus. So wird
deutlich, dass der beobachtete Effekt auf der Deletion von Helix 1 beruht,
wohingegen das erste 3-Faltblatt offensichtlich keinen Einfluss hat. Bei der Mutante
ATM, in welcher die potentielle Transmembrandomine deletiert ist, ist der grof3te
Anteil komplex glykosyliert. Bemerkenswerterweise reagiert jedoch auch ein Teil
davon sensitiv mit EndoH. Die Mutante ATM scheint in zwei Formen vorzukommen,
wobei jedoch das Protein groftenteils richtig gefaltet wird.

Diese ersten Untersuchungen zeigen, dass die Deletion des gesamten N-Terminus
oder der putativen Transmembrandomine die komplexe Glykosylierung von PrP nicht
beeinflussen. Nach Deletion der ersten a-Helix entsteht jedoch eine High Mannose

Form von PrP, welche nicht in eine komplexe Struktur umgewandelt wird.
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4.2.2. Die Umwandlung von High Mannose Glykanen in komplexe

Strukturen wird von Helix 1 beeinflusst

Um die fehlende Ausbildung von komplex glykosylierten Strukturen in AH1 niher zu
untersuchen, wurden transient transfizierte Zellen radioaktiv markiert und
anschlieBend wurde das Prion Protein mittels einer Immunprézipitation analysiert.
Wie in Abb. 22 dargestellt wurden die Zellen mit dem a-Mannosidase I- Inhibitor 1-
Desoxymannojirimycin (DMJ) versetzt. Hierdurch wird die Abspaltung von
Mannoseeinheiten und die darauffolgende Prozessierung der Zucker unterbunden, was
zur Folge hat, dass das Protein nicht in komplexe Strukturen umgewandelt werden

kann (Fuhrmann ef al. 1984)(vgl. Kapitel 1.3.2.).

A wt ATM AH1

bmvJ - o+ -+ - 4+

T TRY

komplex |

i
High - o
Mlagnnose| g - ’ ! -

Abbildung 22. Helix 1 ist fir die Umwandlung von High Mannose Strukturen in komplexe
Glykosylierungsformen notwendig.

Die transient transfizierten Zellen wurden mit [*>S]-Methionin fiir 30 Minuten radioaktiv markiert. PrP
wurde mit dem monoklonalem Antikérper 3F4 immunprézipitiert. (A) Die Proben 1, 3, 5 wurden
unbehandelt gelassen (DMJ -), bei den Proben 2, 4, 6 wurde DMJ hinzugegeben (DMJ +). (B) Die
Proben 1, 3 und 5 wurden nach der radioaktiven Markierung geerntet (Chase -). Die Proben 2, 4 und 6
wurden nach der radioaktiven Markierung gewaschen und fiir 30 Minuten in frischem Medium
weiterkultiviert (Chase +).
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Sowohl bei wt PrP (Probe 1) als auch bei ATM (Probe 3) liegen zwei
Glykosylierungsstadien vor (Abb. 22, A). Die obere diffuse Bande reprisentiert
komplex glykosyliertes PrP, wohingegen die untere Bande die High Mannose Form
darstellt. Nach Behandlung der Proben mit DMJ (Probe 2 und 4) wird die komplexe
Glykosylierung blockiert und somit verschwindet die obere diffuse Bande. Im Falle
des Konstruktes AH1 hat DMJ jedoch keinen Einfluss (Probe 5 und 6), da hier nicht
der komplexe Glykosylierungsstatus erreicht wird. Dies bekriftigt die bereits in
Kapitel 4.2.1. beschriebene Annahme, dass AH1 als High Mannose Struktur vorliegt.
Um die Umwandlung von High Mannose Strukturen in hoher glykosylierte Formen zu
verfolgen, wurden nach der radioaktiven Markierung die Zellen mit frischem Medium
weiterkultiviert (Chase +). Bei wt PrP als auch bei ATM ldsst sich eine klare
Abnahme der unteren Bande und eine Zunahme der oberen Bande wihrend des
Chases feststellen (Abb. 22, B, Probe 1-4). Bereits innerhalb dieser 30 Minuten Chase
wird ein Teil der noch nicht vollstindig glykosylierten Form in die komplex
glykosylierte Form umgewandelt. Bei AH1 hingegen ist auch nach Inkubation in
frischem Medium keine Umwandlung in komplexe Glykane nachweisbar (Abb. 22, B,
Probe 6).

Diese Experimente verdeutlichen nochmals, dass die Ausbildung von Helix 1 fiir die

Umwandlung von High Mannose Strukturen in komplexe Glykane notwendig ist.

4.2.3. Die Deletion von Helix 1 verhindert die Ubertragung eines GPI-

Ankers

Um den sekretorischen Weg von AH1 und anderen Mutanten weiter zu verfolgen,
wurde untersucht, ob sich die Konstrukte an der Plasmamembran befinden und ob sie

dort mit Hilfe eines GPI-Ankers verankert sind.
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4.2.3.1. Die Mutante AH1 befindet sich nicht an der Oberflache

In einem ersten Schritt wurde ein Trypsinverdau ausgefiihrt. Hierzu wurden lebende
transfizierte Zellen auf einer Zellkulturschale mit Trypsin bei Raumtemperatur
inkubiert, bis sich die Zellen 16sten. Trypsin entfernt alle Proteine, die sich an der

Zelloberfliache befinden.

Abbildung 23. AHI befindet sich nicht an der Plasmamembran.

Die Zellen wurden transient mit den Konstrukten wt, ATM oder AHI transfiziert. Um
Oberflachenproteine abzuschneiden, wurden die Zellen mit Trypsin inkubiert (Trypsin +) oder zur
Kontrolle unbehandelt gelassen (Trypsin -). Das nach Zelllyse verbleibende PrP wurde mittels Western
Blot analysiert.

Bei wt PrP als auch bei ATM lésst sich deutlich erkennen, dass der grofite Anteil des
Proteins durch den extrazelluldren Trypsinverdau entfernt wurde, und somit nicht
mehr auf dem Blot detektierbar ist (Abb. 23, Probe 2 und 4). Diese Konstrukte sind an
der Plasmamembran lokalisiert. Anders verhilt es sich fiir AH1. In diesem Fall kann
keine Abnahme der Stdrke der Proteinbande nach Trypsinbehandlung festgestellt
werden (Probe 5 und 6) und somit ist AH1 nicht an der Plasmamembran zu finden.
Helix 1 ist offensichtlich fiir die Verankerung an der Oberfldche mittels GPI-Anker

notwendig.
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4.2.3.2. Die Deletion von Helix 1 verhindert das Anheften des GPI-
Ankers

Um die fehlende Anheftung an die Plasmamembran ndher zu analysieren, wurde ein
Phosphatidylinositol-Phospholipase C (PIPLC)-Verdau durchgefiihrt. PIPLC
schneidet spezifisch den GPI-Anker bei GPI-verankerten Proteinen ab.

4°C 37°C

Lysat Medium

Lysat
Medium

PIPLC — + — 4

«- 3 R

.
aTM W oW -
- - =
AH1
. e w— - -
1 2 3 4 5 6

Abbildung 24. Die Deletion von Helix 1 verhindert das Anheften eines GPI-Ankers und AH1-PrP
wird stattdessen in das Zellkulturmedium sekretiert.

Lebende transient transfizierte Zellen wurden bei 4°C mit PIPLC (Probe 2 und 4) oder PBS-/- (Probe 1
und 3) inkubiert. Um eine mdgliche Sekretion der Proteine in das Zellkulturmedium zu analysieren,
wurden parallel dazu Zellen fiir 3 Stunden bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde das Zelllysat
(Lysat) und das Zellkulturmedium (Medium) mittels Western Blot auf PrP untersucht.

Wt PrP ist mit einem GPI-Anker an der Plasmamembran verankert. Ohne PIPLC-
Behandlung (Abb. 24, wt, Probe 1) ist PrP im Lysat zu finden. Durch einen PIPLC-
Verdau (wt, Probe 1) wird der GPI-Anker abgeschnitten und PrP ist nicht mehr im

Lysat (wt, Probe 2), sondern im Zellkulturmedium (wt, Probe 4) zu detektieren.
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Anders verhilt sich AH1. Die relativen Proteinmengen werden bei AH1 durch eine
Inkubation mit PIPLC nicht beeinflusst (AH1, Probe 1 bis 4). Da nach PIPLC-Verdau
kein Zuwachs an AHI-PrP im Medium bei 4 °C zu erkennen ist, ldsst sich daraus
schlussfolgern, dass AH1 keinen GPI-Anker besitzt. Um festzustellen, ob das Protein
wihrend der Inkubationszeit in das Zellkulturmedium sekretiert wird, wurden die
Zellen 3 Stunden lang bei 37°C inkubiert. Wahrend wt PrP an der Membran verankert
ist und somit nicht bei 37°C in das Medium sekretiert wird (wt, Probe 6), wird AH1-
PrP effizient in das Medium sekretiert (AH1, Probe 6).

ATM liegt wie schon in Kapitel 4.2.1. beschrieben in zwei Formen vor. Der groflere
Anteil von ATM wird mit einem GPI-Anker an die Membran angeheftet; nach dem
PIPLC-Verdau wird der GPI-Anker abgeschnitten und das Protein befindet sich in der
Mediumfraktion (ATM, Probe 4). Ein Teil von ATM liegt jedoch in der High
Mannose Form vor (vgl. Abb. 21). Diese Form wird interessanterweise - wie auch
AH1 - bei 37°C in das Zellkulturmedium sekretiert.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass AH1 nicht mit einem GPI-Anker an die
Plasmamembran angeheftet ist, sondern stattdessen effizient in das Zellkulturmedium

sekretiert wird.

Um die These zu unterstiitzen, dass AH1 keinen GPI-Anker erhilt, wurde ein PIPLC-
Verdau in vitro durchgefiihrt. Hierzu wurden die Zellen transfiziert, geerntet und
anschlieffend in 0.1% Triton-X-100 (in PBS-/-) lysiert. Durch Zentrifugation wurde
die Probe in eine ldsliche und eine unldsliche Fraktion aufgeteilt. Unter diesem
Bedingungen sind GPI-verankerte Proteine normalerweise in der unloslichen Fraktion
zu finden. Ist das Protein nicht an der Zelloberfliche mit einem GPI-Anker verankert
oder wird der GPI-Anker durch PIPLC-Behandlung abgespalten, so ist es in der

16slichen Fraktion zu detektieren.
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Abbildung 25. Helix 1 ist fiir die Ausbildung und Anheftung eines GPI-Ankers notwendig.

Der Zellextrakt von transient transfizierten Zellen (wt, AH1,TM) wurde auf Eis mit PIPLC verdaut
(Probe 2, 4, 6). AnschlieBend wurden die Extrakte zentrifugiert und in eine l6sliche (Sup) und
unldsliche (Pellet) Fraktion aufgetrennt. Die Proteine wurden mittels eines Western Blotes analysiert.

Wie auch andere GPI-verankerte Proteine ist wtPrP unldslich (Abb. 25, wt, Probe 1,
Pellet). Wenn jedoch der Zellextrakt vor der Zentrifugation mit PIPLC inkubiert wird,
so wird der GPI-Anker abgespalten und das Protein wird 16slich (wt, Probe 2, Sup).
Analog dazu verhélt sich ATM. Auch hier konnte nachgewiesen werden, dass der
grofite Anteil GPI-verankert ist und somit im Pellet vorliegt (ATM, Probe 3, Pellet);
nach spezifischem Abschneiden des GPI-Ankers wird auch hier das Protein 1slicher
(ATM, Probe 4, Sup). Wiederum ist anzumerken, dass bei ATM die EndoH-sensitive
Glykosylierungsform bereits ohne PIPLC-Behandlung 16slich ist (ATM, Probe 3,
Sup), und somit keinen GPI-Anker erhilt. Nach Deletion der Helix 1 des Prion
Proteins ist nach Behandlung mit PIPLC keine erhdhte Loslichkeit festzustellen (AH1,
Probe 5 und 6, Sup), was das Fehlen des GPI-Ankers nochmals bestétigt.

Somit konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass Helix 1 fiir die Ausbildung eines
GPI-Ankers und dadurch fiir das Anheften an die Plasmamembran unerlésslich ist.
Sobald Helix 1 deletiert wird, kann das Protein nicht mehr GPI verankert werden;

stattdessen wird es in das Zellkulturmedium sekretiert.
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4.2.4. Lokalisierung von verschiedenen PrP Konstrukten in intakten

Zellen

Nachdem die verschiedenen PrP-Mutanten eingehend biochemisch analysiert wurden,
wurde eine indirekte Immunfluoreszenz durchgefiihrt. Dadurch sollte die

Lokalisierung der Konstrukte in lebenden Zellen untersucht werden.
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N2a SH-SY5Y

wtPrP

PrPATM

PrPAH1

PrPAN

PrPANAH1

Abbildung 26. Immunfluoreszenz von den verschiedenen PrP Mutanten.

Um die Mutanten zu lokalisieren, wurden N2a- und SH-SYS5Y-Zellen auf Glaspldttchen kultiviert und
die Konstrukte transient transfiziert. AnschlieBend wurden die Proben mittels einer indirekten
Immunfluoreszenz in einem konfokalen Mikroskop analysiert.
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Bei wt PrP und ATM kann eine klare Lokalisierung entlang der Zelloberfldche
erkannt werden (Abb. 26, N2a, wtPrP und PrPATM). Selbst nach Deletion der
gesamten unstrukturierten N-terminalen Doméne des Prion Proteins ist die gleiche
Oberflachen-Lokalisierung wie bei wt PrP festzustellen (vgl. wt PrP und PrPAN).
PrPAHI1 und PrPANAHI1 jedoch ist - wie bereits auf Grund der vorangegangenen
biochemischen Studien erwartet - nicht an der Zelloberfliche zu finden. Bei diesen
beiden Konstrukten ist eine distinkte intrazelluldre Fiarbung festzustellen (N2a,
PrPAH1 und PrPANAH1), welche auf ein Post-ER-Golgi-Kompartiment hinweist.
Obwohl eine Deletion von Helix 1 eine starke Sekretion in das Zellkulturmedium
hervorruft, kann eine intensive intrazelluldre Féarbung beobachtet werden.
Wahrscheinlich beruht diese intrazelluldre Féarbung nicht auf einer dortigen
andauernden Lokalisierung; vielmehr wird hier das Protein erfasst, das sich auf dem
Weg zur Zelloberfliche befindet und anschlieBend sekretiert wird. Da das Golgi-
Kompartiment ein im Vergleich zur ganzen Zelle kleines Areal umfasst, konzentriert
sich die Fiarbung nach Deletion von Helix 1 nur auf dieses, was eine intensive
Farbung zur Folge hat.

Um sicherzustellen, dass die beschriebenen Effekte nicht zelltyp-spezifisch sind,
wurden auch humane Zellen in die Analyse miteinbezogen. Die humanen
Neuroblastomzellen SH-SYSY zeichnen sich dadurch aus, dass sie im Gegensatz zu
den murinen Neuroblastomzellen N2a kein endogenes PrP exprimieren. Wie aus Abb.
26 ersichtlich sind auch in den humanen Zellen wtPrP, PrPATM und PrPAN an der
Zelloberfliache lokalisiert. Auch in diesen Zellen ist nach Deletion von entweder Helix
1 alleine (SH-SYSY, PrPAH) oder zusammen mit dem unstrukturierten N-terminalen
Teil (SH-SYS5Y, PrPANAH1) eine intrazelluldre Golgi-Féarbung festzustellen.
Zusammenfassend lésst sich festhalten, dass Helix 1 eine entscheidende Rolle in den
posttranslationalen Modifikationen spielt und fiir die Anheftung des GPI-Ankers
unabdingbar ist. Falls Helix 1 zerstort ist, bleibt die Glykosylierung auf der Stufe der
High Mannose Glykosylierungsform stehen und eine weitere Umwandlung in
komplexe Glykane ist nicht moglich. Nach Deletion von Helix 1 kann kein GPI-
Anker angeheftet werden. Dies hat zur Folge, dass das Prion Protein in seiner High

Mannose Form in das Zellkulturmedium sekretiert wird.
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4.2.5. Fur die Faltung und Reifung von PrP° ist eine hydrophobe

Aminosaure in Helix 3 notig

In einem weiteren Schritt wurde {iberlegt, wie die Ausbildung der anscheinend so
wichtigen ersten Helix des Prion Proteins beeinflusst werden kann ohne diese
Domine zu deletieren. Die NMR-Struktur-Analyse von Maus PrP¢ ergab, dass eine
hydrophobe Seitenkette an Position 204 eine wichtige Stabilisierung von Helix 1

darstellt.

Abbildung 27.  Methionin ** ist fiir die Stabilisierung von Helix 1 von Bedeutung.

Links ist eine schematische Darstellung des gesamten Prion Proteins zu sehen. In der rechten
Abbildung ist eine VergroBerung der nichtpolaren Interaktionen von Metionin®* (gelb, Stick
Reprisentation) mit den benachbarten Aminosauren Phe'*, Glu'*’, Tyr'*® und Tyr'*® (roter Schatten)
dargestellt.

Die hydrophobe Seitenkette an Position 204 innerhalb der Helix 3 interagiert mit
Phenylalanin 140, Glutaminsdure 145, Tyrosin 148 und Tyrosin 149. Dieses
Zusammenspiel konnte fiir die Stabilisierung von Helix 1 notwendig sein. Diese
Position ist bei allen Sdugetieren konserviert: Methionin im Mensch und bei der

Maus, Isoleucin beim Hamster (Wopfner et al. 1999).
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Um die Ausbildung von Helix 1 zu verhindern, wurden zwei neue Punktmutationen

mit in die Analyse aufgenommen: M204S und M204R.

o o
- = -
(&) (8]
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™ p1 al B2 a2 3] GPI-  M204R
S-S Signal

Abbildung 28.  Schematische Darstellung der Punktmutationen M204S und M204R.
TM: Transmembrandoméne; $1,2: B-Faltblatt1,2; a 1-3: a-Helix 1-3; CHO: Glykosylierungsstelle;
S-S: Disulfidbriicke.

Fiir diese Punktmutationen wurde Methionin im Falle von M204S gegen das
ungeladene polare Serin und im Falle von M204R gegen das basische Arginin
ausgetauscht.

Um den Einfluss dieser beiden Punktmutationen zu analysieren, wurde der
Glykosylierungsstatus dieser Mutanten untersucht. Desweiteren wurde die Sekretion

dieser Mutanten analysiert.

M204R M204S

EndoH - - + - - +

Abbildung 29. Die hydrophobe Seitenkette in Position 204 ist fiir die komplexe Glykosylierung und
fiir die Membranverankerung notig.

Die Punktmutationen M204S und M204R wurden in Zellkultur exprimiert. Um eine mogliche
Sekretion in das Zellkulturmedium (M) zu analysieren, wurden die Zellen 3 Stunden in frischem
Medium inkubiert und die Proteine geféllt. Zur Untersuchung des Glykosylierungsstatuses wurde ein
EndoH-Verdau durchgefiihrt (EndoH + / -). Die Proteine wurden auf einem Western Blot analysiert.
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Beide Punktmutationen werden - wie auch AHI - in das Zellkulturmedium sekretiert
Abb. 29, M), was auf das Fehlen eines Membranankers hindeutet. Nach einem
EndoH-Verdau ist eine erhohte elektrophoretische Mobilitdt festzustellen; dies ist auf
das Abschneiden von High Mannose Glykanen zuriickzufiihren (L, Endo H +). Die
fehlenden Modifikationen sind wahrscheinlich auf eine durch die Punktmutation
hervorgerufene verdanderte Konformation des Proteins zuriickzufiihren.

Es konnte gezeigt werden, dass die Punktmutationen M204S und M204R
hochstwahrscheinlich durch Destabilisierung der Helix 1 die Membranverankerung
als auch die Glykolsylierung von PrP® beeinflussen.

Die Annahme, dass wtPrP und PrP-M204S in unterschiedlichen Konformationen
vorliegen, konnte durch eine biochemische Analyse von rekombinanten Proteinen
bestitigt werden. Hierzu wurden wtPrP und PrP-M204S in E.Coli exprimiert,
gereinigt und oxidiert (siche Kapitel 3.5.14.)

A B

r-PrP r-wtPrP r-PrP-M204S
"Wt M204S "I;i}?'s 10 3045 5 10 3045 M
— R — — — . —
->

Abbildung 30. Rekombinant exprimiertes wtPrP weist eine andere Konformation als PrP-M204S
auf.

WtPrP und PrP-M204S wurden in E.Coli exprimiert, gereintigt und oxidiert. (A) PrP wurde auf einem
SDS-Gel analysiert und das Gel mit Coomassie gefirbt. (B) Rekombinant exprimiertes PrP wurde mit
Proteinase K (1ug/ml) fiir die angegebene Zeit (min PK) verdaut. Die Proben wurden auf einem SDS-
Gel analysiert und das Gel mit Coomassie gefdrbt. Das proteolytische Fragment in r-wtPrP ist mit
einem Pfeil gekennzeichnet. Die Markerbanden (M) représentieren die Groflen 50, 36, 22 und 16 kDa.

Rekombinant gereinigtes wtPrP und PrP-M204S werden gleich stark exprimiert (Abb.
30, A). Nach Verdiinnung der Proben in wéssrigen Puffer wurde ein PK-Verdau

durchgefiihrt. Nur bei r-wtPrP kann ein ca. 15 kDa groes Fragment detektiert werden
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(r-wtPrP, min PK 5-30); dieses Fragment ist wahrscheinlich der strukturierte C-
terminale Bereich des Proteins. Da kein Fragment bei r-PrP-M204S entstand, deutet
dies auf eine unterschiedliche Konformation von wtPrP und PrP-M204S hin.

Daher kann man zusammenfassend festhalten, dass eine hydrophobe Seitenkette in
Helix 3 fiir die Glykosylierung von PrP® wichtig ist. Ein sanfter proteolytischer
Verdau von rekombinant exprimierten Protein deutet zudem auf eine unterschiedliche
Konformation hin. Wenn man die vorangegangenen Analysen betrachtet, liegt dieses
Verhalten wahrscheinlich an der Destabilisierung der Helix 1, welche einen wichtigen

Beitrag fiir die Prozessierung der Zucker und die Faltung von PrP® hat.

4.2.6. Die Glykosylierung von PrP wird von der C-terminalen
Signalsequenz, der Faltung von PrP und der

Membranverankerung bestimmt

4.2.6.1. Eine Deletion oder Destabilisierung von Helix 1 bewirkt eine

Core Glykosylierung von PrPAGPI

Wie unter Kapitel 4.2.3. beschrieben erfolgt nach Deletion von Helix 1 keine
Membranverankerung. Daher wurden weitere Mutanten in die Untersuchung
miteinbezogen, die keine GPI-Anker-Signalsequenz besitzen. Es ist aus
vorausgegangenen Studien bekannt, dass die Deletion von dem GPI-Anker die
Ausbildung einer unglykosylierten, unldslichen Form von PrP zur Folge hat (siche
Kapitel 4.1.1.) (Rogers et al. 1993; Kocisko et al. 1994; Blochberger et al. 1997;
Walmsley et al. 2001). In in vitro-Versuchen konnte gezeigt werden, dass diese
missgefaltete Form von AGPI-PrP bevorzugt in eine PK-resistente PrP Isoform
umgewandelt wird.

In der folgenden Studie wurden verschiedene PrP-Konstrukte, die alle das Fehlen der

GPI-Anker-Signalsequenz gemeinsam haben (AGPI), miteinander verglichen.
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AGPI AH1AGPI M204SAGPI
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EndoH -— - + - - + - - 4

Abbildung 31. Eine Deletion oder Destabilisierung von Helix 1 in PrP-AGPI ruft eine Core
Glykosylierung hervor.

N2a-Zellen wurden transient mit folgenden Konstrukten transfiziert; in AGPI wurde die GPI-Anker-
Signalsequenz deletiert, in AH1AGPI bzw. M204SAGPI wurde zusétzlich die Helix 1 deletiert bzw.
destabilisiert. Um sekretierte Proteine zu analysieren, wurden die Zellen 3 Stunden in frischem
Medium inkubiert und anschlieBend préazipitiert (M). Fir die Untersuchung des
Glykosylierungszustandes wurde ein EndoH-Verdau durchgefiihrt (L, EndoH+). Die Proteine wurden
mittels Western Blot analysiert.

Es ist klar erkennbar, dass AGPI effizient in das Zellkulturmedium sekretiert wird
(Abb. 31, AGPI, M), wie das bei fehlender Membranverankerung zu erwarten ist. PrP-
AGPI liegt auBerdem vornehmlich als unglykosylierte Form vor (AGPI, L, EndoH -/
+). Bei Deletion von Helix 1 in AGPI ist liberraschenderweise nach EndoH-
Behandlung eine erhohte elektrophoretische Mobilitdt erkennbar. In diesem Fall liegt
das Protein also nicht unglykosyliert vor, sondern es wurde bis zur High Mannose
Form glykosyliert. Bezugnehmend auf die vorher beschriebenen Punktmutationen
(vgl. Kapitel 4.2.5.) wurde auch M204S in AGPI mutiert (M204SAGPI). Auch hier ist
eine Core Glykosylierung festzustellen (M204SAGPI, L, EndoH - / +). Daher scheint
Helix 1 eine entscheidende Rolle in der Glykosylierung von AGPI auszuiiben. Um zu
analysieren, ob AGPI und M204SAGPI in unterschiedlichen Konformationen

vorliegen, wurde ein proteolytischer Verdau durchgefiihrt.
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AGPI M204SAGPI
PK - -+ - +
-
— J—

Abbildung 32. Helix 1 ist fiir die Bildung von PK-resistenten Aggregaten verantwortlich.
AGPI und M204AGPI exprimierende Zellen wurden lysiert und einem Proteinase K-Verdau (1:100, auf
Eis, 1Stunde) unterzogen. Verbleibendes PrP wurde mit einem Western Blot analysiert.

PrP-AGPI ist resistent gegeniiber Proteinase K (Abb. 32, AGPI, PK +), wohingegen
nach Destabilisierung der Helix 1 in AGPI das Protein sensitiv gegen Proteinase K ist
(M204SAGPI, PK +).

Diese Ergebnisse zeigen, dass im Gegensatz zu PrPAGPI, PrP-AH1AGPI und PrP-
M204SAGPI glykosyliert sind. Die Deletion oder Destabilisierung von Helix 1 kann

also eine Core Glykosylierung in AGPI in vivo bewirken.

4.2.6.2. Die C-terminale Signalsequenz und die Membranverankerung

sind fur die Glykosylierung ausschlaggebend

Es ist bekannt, dass der Abstand von den Glykosylierungsstellen zum C-terminalen
Ende eines Proteins die Effizienz der Glykosylierung beeinflusst (Whitley et al.
1996). Dieser Abstand muss grol genug sein, damit das aktive Zentrum der
Oligosaccharyltransferase vor Kettentermination erreicht werden kann. Im Prion
Protein befinden sich die beiden Glykosylierungsstellen Asn'®® und Asn'”® sehr nahe
an dessen C-terminalen Ende. Um einen moglichen Einfluss dieser Entfernung zum
C-Terminus zu untersuchen, wurde eine weitere Mutante - mtGPI - in die Studien
einbezogen. Bei mtGPI ist die GPI-Anker Schnitt-/Anheftungsstelle (w-site) der GPI-

Anker-Signalsequenz mutiert. Durch den Austausch von den Serinen an den
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Positionen 230-232 durch Threonine wurde die w-site so verdndert, dass diese nicht
mehr funktionsfihig ist (Nuoffer et al. 1993). Bei mtGPI ist somit der Abstand der
Glykosylierungsstellen zum C-Terminus genauso grof3 wie bei wt PrP, doch eine

Anheftung des GPI-Ankers ist nicht moglich.

mtGPI
M L L
EndoH -— - +

Abbildung 33.  Ein nicht funktionaler GPI-Anker fiihrt zu einer Core Glykosylierung.
Die Mutante mtGPI, welche eine verdnderte w-site der GPI-Anker-Signalsequenz aufweist, wurde in
N2a-Zellen transient transfiziert und wie bei Abb. 31 beschrieben analysiert.

mtGPI ist glykosyliert, wie aus dem EndoH-Verdau in Abb. 33 hervorgeht. Somit hat
offensichtlich die Entfernung der Glykosylierungsstellen vom C-terminalen Ende
einen Einfluss auf die Glykosylierung. Da aber mtGPI EndoH sensitiv ist (Abb. 33,
EndoH +), und somit nicht komplex glykosyliert wird, stellt sich die Frage, ob nun
eine Verankerung an der Plasmamembran fiir eine komplexe Glykosylierung
notwendig ist. Um dies zu analysieren, wurde ein heterologer CD4-Anker anstelle der

GPI-Anker-Signalsequenz an den C-Terminus des Prion Proteins fusioniert.
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PrP-CD4 PrP-CD4

M L L
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Abbildung 34. Ein heterologer CD4-Anker am PrP ruft komplexe Glykosylierung hervor und PrP-
CD4 ist an der Zelloberfldche lokalisiert.

Das PrP-CD4 Konstrukt wurde transient in N2a Zellen transfiziert. (A) Das Zellkulturmedium und das
Zelllysat wurde wie in Abb. 31 beschieben analysiert. (B) Die Lokalisierung des PrP-CD4-Konstrukts
wurde mit Hilfe von indirekter Immunfluoreszenz mit einem konfokalen Mikroskop untersucht.

Wie aus vorausgegangenen Studien (Taraboulos et al. 1995; Kaneko et al. 1997)
erwartet, ist PrP-CD4 komplex glykosyliert (Abb. 34, A) und an der Plasmamembran
lokalisiert (Abb. 34, B). Damit verhilt sich PrP mit einem heterologen Membrananker

(CD4) genauso wie wtPrP, das mit einem GPI-Anker an die Membran verankert ist.

AbschlieBend ist festzuhalten, dass die Glykosylierung von wtPrP von der C-
terminalen Signalsequenz, der Faltung von PrP und der Membranverankerung
bestimmt wird.

Core Glykosylierung kann durch einen nicht funktionalen GPI-Anker (mtGPI) oder
auch durch eine Missfaltung (AH1AGPI, M204SAGPI) hervorgerufen werden. Also
ist nicht nur das C-terminale Ende fiir die Glykosylierung verantwortlich, sondern
auch die Faltung des Proteins. Fiir eine komplexe Glykosylierung ist jedoch eine
Membranverankerung, sei es durch einen GPI-Anker oder durch einen anderen

funktionalen Anker (CD4), unerlésslich.
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4.2.7. Die drei endstandigen Glukoseeinheiten werden initial getrimmt

In einem weiteren Schritt wurde das initiale Trimming von den endstdndigen
Glukoseeinheiten nédher betrachtet. Das Abschneiden der letzten drei
Glukoseeinheiten von dem Core Glykan wird als ein Anzeichen fiir eine erfolgreiche
Faltung der entstehenden Polypeptidkette gewertet (Parodi 2000; Helenius und Aebi
2001). Um diese Modifikation zu untersuchen, wurden die ER-Glykosidasen mit der
Substanz Castanospermin (CSP) gehemmt (Pan et al. 1983). Hierdurch wird die
Abspaltung der drei endstéindigen Glukoseeinheiten vom Core Glykan unterbunden.
Durch Behandlung der Zellen mit 1-Desoxymannojirimycin (DMJ) entstehen High
Mannose Formen, welche nicht weiter modifiziert werden konnen (siche Kapitel
1.3.2)).

Die verschiedenen PrP Konstrukte wurden radioaktiv markiert und anschliefend

mittels Immunprézipitation analysiert.

wtPrP ATM AH1
- CSP DMJ - CSP DMJ - CSP DMJ
komplex
.- » = - __ G3MangGNA2
—

= T“MangGNA;

Abbildung 35. Die letzten drei Glukoseeinheiten werden bei unreifem PrP erfolgreich geschnitten.
N2a Zellen wurden transient mit den Konstrukten wtPrP, ATM-PrP und AH1-PrP transfiziert. Die
Zellen wurden wihrend des Hungerns und der radioaktiven [*’S]-Markierung mit Castanospermin
(CSP) bzw. 1-Desoxymannojirimycin (DMJ) inkubiert. AnschlieBend wurde das Protein
immunprazipitiert und mit unbehandelten Proben (-) verglichen. Die unterschiedlichen
Glykosylierungsformen sind an den Seiten angedeutet; komplex: komplex glykosylierte Glykane;
G;3;ManyGNA,; : Core Glykan mit 2 N-Acetylglucosamin- (GNA), 9 Mannose- (Man) und 3 terminalen
Glukoseeinheiten (G); ManyGNA,: Core Gykan ohne die 3 terminalen Glukoseeinheiten.
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Nach Inkubation mit CSP bzw. DMJ werden die ER-Glykosidasen bzw. die a-
Mannosidase 1 gehemmt, wodurch die Modifikation der Zucker im ER gestoppt wird
und somit die Ausbildung von komplex glykosylierten Strukturen verhindert wird
(Abb. 35, wtPrP, ATM). Wie bereits in Kapitel 4.2.1. beschrieben wird PrP-AH1 nicht
komplex glykosyliert, hier entsteht nur eine High Mannose Form. Vergleicht man nun
die GroBe der mit CSP und DMJ entstehenden Banden (wtPrP, ATM, AHI) so kann
man feststellen, dass die nach CSP-Behandlung entstehende Bande jeweils etwas
grofer ist. Dies ist auf die drei zusdtzlichen Glukoseeinheiten an jeder der beiden
Glykosylierungsstellen zuriickzufithren. Wie nach Behandlung mit DMJ zu erkennen
ist, wurden bei allen Konstrukten die endstdndigen Glukoseeinheiten abgespalten.

Es ldsst sich festhalten, dass auch bei AH1 das initiale Trimmen der drei

Glukoseeinheiten am Core Glykan stattfindet.

4.2.8. Missgefaltetes PrP aktiviert die Unfolded Protein Response nicht

Um zu untersuchen, wie sich die Expression der verschiedenen PrP Mutanten auf die
Zelle auswirkt, wurde der Einfluss auf die Unfolded Protein Response (UPR)
analysiert.

Akkumulieren unreife oder missgefaltete Proteine im ER, so besitzt die Zelle einen
Mechanismus, um diese zu eliminieren: Die Unfolded Protein Response (UPR)(vgl.
Kapitel 1.3.3.). Ein Merkmal fiir die Aktivierung der UPR ist die erhdhte
Transkription verschiedener Gene wie z.B. von dem ER-Chaperone BiP (Ma und

Hendershot 2001; Patil und Walter 2001).
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Abbildung 36. Die Unfolded Protein Response wird nicht aktiviert.

Um die Hochregulierung von BiP zu untersuchen, wurde RNA aus transfizierten Zellen (wtPrP, ATM,
AH1) extrahiert und mittels eines Northern Blotes analysiert. Membran-gebundene RNA wurde mit
einer *P-markierten DNA-Sonde, die spezifisch fiir Maus-BiP war, hybridisiert. Als Positivkontrolle
dienten Zellen, die vor der RNA-Extraktion 6 Stunden mit Tunicamycin (10ug/ml) inkubiert wurden.

Der BiP-mRNA-Gehalt wurde mittels Northern Blot untersucht. Aus Abb. 36 ist
ersichtlich, dass bei keiner der untersuchten Mutanten (wtPrP, ATM, AH1) die

Transkription von BiP erhoht wird. Nur bei der Positivkontrolle kann eine

Hochregulierung von BiP-mRNA festgestellt werden (Abb. 36, Tunicamycin).

Somit kann man zusammenfassen, dass AH1 im ER nicht als missgefaltetes oder

unreifes Protein erkannt wird und daher die Unfolded Protein Response nicht aktiviert

wird.

4.2.9. Sekretiertes PrP kann von Zellen wiederaufgenommen werden

Um das Schicksal von sekretierten PrP Molekiilen weiter zu untersuchen, wurde

analysiert, ob Zellen in der Lage sind sekretiertes PrP wiederaufzunehmen. Hierfiir
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wurden transfizierte Zellen mit frischem Medium inkubiert. Dieses Medium, welches
sekretierte PrP Molekiile enthilt, wurde auf untransfizierte Zellen gegeben. Nach 24
Stunden Inkubation wurde untersucht, ob die Zellen in der Lage sind, das sekretierte
Protein wiederaufzunehmen. Durch den monoklonalen 3F4-Antikorper ist es moglich,

endogenes PrP von exogenem PrP zu unterscheiden.

Abbildung 37.  Sekretiertes PrP kann von den Zellen wiederaufgenommen werden.

Transient transfizierte Zellen (wt, M204S, mtGPI, AGPI) wurden 3 Stunden in frischem Medium
kultiviert. Dieses Zellkulturmedium, welches sekretierte Proteine enthélt, wurde auf untransfizierte
Zellen gegeben. Nach einer 24-stiindigen Kultivierung wurden die Zellen geerntet und durch eine
Zentrifugation in eine 16sliche (S) und eine unldsliche (P) Fraktion aufgetrennt. Die Proben wurden auf
einem Western Blot mit dem 3F4-Antikorper analysiert.

Sekretiertes PrP-M204S, PrP-mtGPI und PrP-AGPI kann von den heterologen Zellen
aufgenommen werden (Abb. 37, M204S, mtGPI, AGPI). Interessanterweise kann
dieses Protein ausschlieBlich in der unldslichen Fraktion gefunden werden (M204S,
mtGPI, AGPI, P). wtPrP ist durch den GPI-Anker an die Plasmamembran verankert,
daher erfolgt keine Sekretion in das Zellkulturmedium und somit ist auch keine

Wiederaufnahme durch heterologen Zellen moglich (wt).
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4.2.10. Zusammenfassung

Die hier beschriebenen Ergebnisse zeigen zum ersten Mal, dass Helix 1 des Prion
Proteins eine entscheidende Bedeutung fiir die Faltung und Prozessierung von PrP
hat. Wahrend sowohl die gesamte unstrukturierte Doméne des PrP als auch die
potenzielle Transmembrandoméine keinen Einfluss auf die komplexe Glykosylierung
und die Anheftung eines GPI-Ankers haben, stellt die Ausbildung der Helix 1 einen
entscheidenden Schritt bei der Maturierung dar. Eine Abwesenheit oder Deletion
dieser Helix 1 (M204S oder AH1) fiihrt zur Ausbildung von High Mannose
Strukturen, welche nicht in komplexe Glykane umgewandelt werden konnen.
Desweiteren kann nach Deletion von Helix 1 kein GPI-Anker angeheftet werden, was
eine Sekretion der High Mannose Formen zur Folge hat. Das missgefaltete PrP (AH1,
M204S) wird von den Qualitdtskontrollmechanismen im ER (Calnexin-Zyklus und
UPR) nicht erkannt. Interessanterweise kann dieses sekretierte Protein von
heterologen Zellen wieder aufgenommen werden. Die Versuche deuten zudem darauf
hin, dass eine Umwandlung in komplexe Glykane nur bei einer Membranverankerung
erfolgt. Ist die GPI-Anker-Signalsequenz deletiert (AGPI), so tragt Helix 1
offensichtlich zur Ausbildung von unglykosylierten und teilweise PK-resistenten
Aggregaten bei. Es konnte beobachtet werden, dass nach Deletion der Helix 1 das
unverankerte Protein (AGPI) wieder Core glykosyliert wird. Desweiteren konnte
gezeigt werden, dass die GPI-Anker-Signalsequenz unabhingig von ihrer Aufgabe der
GPI-Anker-Anheftung, die Core Glykosylierung beeinflusst.

Diese Studie deutet auf eine zweiseitige Rolle von Helix 1 bei der Reifung und
Aggregation von PrP hin und stellt die wichtige Rolle der Membranverankerung bei

der Umwandlung in komplexe Glykane dar.
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5. Diskussion

Transmissible spongiforme Enzephalopathien (TSE) sind tddlich verlaufende
neurodegenerative Erkrankungen. Sie manifestieren sich durch die Ablagerung des
missgefalteten Prion Proteins (PrP°“) im Gehirn und durch eine progressive
Degeneration von Nervenzellen. Obwohl der Mechanismus dieser Neurodegeneration
bislang nicht bekannt ist, spielt die Missfaltung des zelluldren Prion Proteins (PrP®)
eine zentrale Rolle bei der Pathogenese. Eine Determinierung derjenigen Faktoren,
welche die Umwandlung in das missgefaltete PrP verursachen, ist daher entscheidend
fiir das Verstiandnis der Pathogenese. Kiirzlich konnten zwei weitere missgefaltete

Formen des PrPs, ™

PrP und zytosolisches PrP, gefunden werden, die in Abwesenheit
von PrP°¢ zur Neurodegeneration fiithren.

In der vorliegenden Studie wurde der physiologische Faltungsweg von PrP® sowie der
EinfluB verschiedener Dominen des PrPs auf dessen Missfaltung untersucht.
Desweiteren wurde analysiert, welche Faktoren zur Entstehung von zytosolischem

PrP beitragen.

5.1. Import in das Endoplasmatische Retikulum

Frithere Arbeiten zeigen, dass die Biogenese des PrPs von Mutationen in der
Signalsequenz und in der Transmembrandomine beeinflusst wird, indem die
Topologie an der ER-Membran veridndert wird (Hegde et al. 1998a; Kim et al. 2001).
Im ersten Teil dieser Arbeit konnte durch die Untersuchung des ER-Imports von PrP
Mutanten ein weiterer entscheidender Faktor fiir die Biogenese identifiziert werden.
Die Ergebnisse zeigen, dass wichtige Informationen fiir den ER-Import im
strukturierten C-terminalen Teil des Prion Proteins vorzufinden sind. Fehlen diese
Informationen, so kommt es zu einem mangelndem Import in das ER, was die
Entstehung von zytosolischem PrP nach sich zieht. Die Effizienz des ER-Importes
nimmt ab je kleiner der strukturelle Anteil ist (vgl. Kapitel 4.1.) (siche Abb. 38). Die
S230Stop Mutante wird effizient in das ER importiert. Die beiden pathogenen
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Mutanten Q159Stop und W144Stop weisen zwei Formen auf, wobei nur eine Form
prozessiert und in das ER importiert wird. A115Stop wird hingegen iiberhaupt nicht in
das ER importiert. Interessanterweise wird die kiirzeste analysierte Mutante, die den
strukturierten C-Terminus umfasst (A27-156/S230Stop) effizient in das ER importiert
(Abb. 19). Im Gegensatz zu dem isolierten N-Terminus wird der strukturierte C-
Terminus also quantitativ importiert. Der Import in das ER ist somit offensichtlich
nicht von der Lénge der Polypeptidkette abhingig, sondern vielmehr scheint die

Struktur von Bedeutung zu sein.

Degradierung

Zytosol ER durch das Sekretion
Proteasom
?HO ?HO
SZ3OSt°p S b TM p1 : |-5’2 a2 a3
?HO ?HO
== B — — | —
AN/S230Stop ERSS~—" TMpI ol |s-£ 02 o3 - + - +
?HO ?HO
A27-156/S230Stop [%-5 e
Q159Stop § — —
ER-SS ™R al + + + +
W144Stop §y —
ER-SS ™ p1
A115Stop &
ER-SS
P101Stop 55

ER-SS

Abbildung 38. Faktoren fiir den PrP Import in vivo.

Diese Abbildung zeigt eine Zusammenfassung der im ersten Teil dieser Arbeit untersuchten PrP
Mutanten. Basierend auf der Effizienz des ER-Importes konnen drei Klassen unterschieden werden.
Die erste Gruppe beinhaltet das strukturierte Helix 2 - Loop - Helix 3 - Motiv und wird erfolgreich in
das ER importiert. Die zweite Gruppe, welche die pathogenen Mutanten Q159Stop und W144Stop
umfasst, beinhaltet nur einen Teil des strukturierten C-Terminus. Diese Mutanten werden in zwei
Formen exprimiert; eine Form hat eine ungeschnittene Signalsequenz, wiahrend die andere N-terminal
prozessiert wird. In der dritten Gruppe fehlen jegliche Strukturelemente des C-Terminus; diese
Mutanten werden nicht prozessiert und verbleiben im Zytosol.
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5.1.1. Information im C-terminalen Teil des PrP ist fur den Import in das

ER notwendig

In den hier dargestellten Ergebnissen konnte der C-Terminus des PrPs als ein weiterer
wichtiger Faktor flir die Maturierung identifiziert werden. Diese Doméne ist dafiir
verantwortlich, ob das Protein iiberhaupt in das ER importiert wird oder nicht. Es
konnte festgestellt werden, dass nur Formen mit geschnittener Signalsequenz
erfolgreich in das ER importiert werden (siche Kapitel 4.1.3.). Somit steht das
Schneiden der Signalsequenz in direktem Zusammenhang mit dem ER-Import. Die
charakterisierten Mutanten des PrPs unterscheiden sich sowohl in der Liange als auch
im Vorhandensein des strukturierten C-Terminus, welcher die GPI-Anker-
Signalsequenz, zwei Glykosylierungsstellen und das geordnete Helix 2 -Loop-Helix 3
-Motiv enthilt. Die GPI-Anker-Signalsequenz hat offensichtlich keinen Einfluss auf
den Import, da diese in allen untersuchten Mutanten fehlt. Konstrukte ohne GPI-
Anker-Signalsequenz (S230Stop, A27-156/S230Stop, AN/S230Stop) (vgl. Kapitel
4.1.5.) werden genauso in das ER importiert wie Konstrukte mit GPI-Anker-
Signalsequenz (wt, AN, AHI, M204S) (vgl. Kapitel 4.2.1.).

Eine Analyse des Glykosylierungsstatuses zeigt, dass auch dieser den ER-Import nicht
beeinflusst. Die Mutante A27-156/S230Stop wird glykosyliert (vgl. Abb.19),
AN/S230Stop und S230Stop sind dagegen vorwiegend unglykosyliert (vgl. Abb. 18);
jedoch werden alle diese Mutanten erfolgreich in das ER importiert. Offensichtlich
hiangt der Glykosylierungsstatus jedoch von Ereignissen wihrend des Imports ab
(siehe Kapitel 5.2.)

Um zu untersuchen, ob die Linge der Mutante per se fiir die fehlende Prozessierung
verantwortlich ist oder nicht, wurde A115Stop mit der noch kiirzeren Mutante A27-
156/S230Stop verglichen. Wihrend A115Stop nicht in das ER importiert wird (vgl.
Kapitel 4.1.3.), konnte interessanterweise bei A27-156/S230Stop ein effizienter
Import in das ER festgestellt werden (vgl. Kapitel 4.1.5.). Die Lénge des Proteins ist
somit fiir die Effizienz des ER-Importes nicht entscheidend. Vergleicht man
A115Stop und A27-156/S230Stop so wird ersichtlich, dass bei A27-156/S230Stop im
Gegensatz zu A115Stop die strukturierte C-terminale Doméne samt des Helix 2 -

Loop-Helix 3-Motivs erhalten ist. Dies deutet darauf hin, dass in diesem strukturierten
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C-terminalen Bereich wichtige Informationen fiir den ER-Import liegen. In diesem
Zusammenhang ist wichtig zu erwihnen, dass die Faltung des C-Terminus von PrP
eine der schnellsten gemessenen Faltungsreaktionen darstellt (Wildegger et al. 1999).
Wenn man nun die GroBe des exit tunnels des Ribosoms und die Translokationspore
am ER in Betracht zieht (Hamman et al. 1997; Liao et al. 1997; Menetret et al. 2000;
Morgan et al. 2002), so konnte es moglich sein, dass das Protein bereits vor Eintritt in
das ER eine Sekundérstruktur annimmt. Inwiefern dies die Effizienz des ER-Importes
beeinflusst, bleibt zu kldren. In dem strukturierten C-Terminus konnte ein wichtiges
Strukturmerkmal vorhanden sein, welches direkt fiir eine Interaktion mit der
Translokationspore oder anderen Komponenten nétig ist. Hierbei ist zu erwéhnen,
dass der ER-Import im Falle des Prion Proteins komplexer ist als fiir gewohnliche
sekretorische Proteine. Wéhrend der Transport von Proteinen durch die ER-Membran
in vitro normalerweise unter Verwendung von gereinigten Sec61 Komplex, TRAM
und SRP-Rezeptor nachvollzogen werden kann (Gorlich und Rapoport 1993; Voigt et
al. 1996a), wird im Falle des Prion Proteins fiir einen erfolgreichen ER-Import ein
weiterer Faktor, der sogenannte TRAP (translocon-associated protein)-Komplex
benoétigt (Fons et al. 2003).

Gegenwirtig kann nicht gesagt werden, an welcher Stelle der ER-Import fehlschlégt.
So kann es sein, dass die Polypeptidkette nie zur ER-Membran gelangt, oder aber bei
der Translokation an der ER-Membran ein Fehler unterlduft. Auch ein retrograder
Transport aus dem ER in das Zytosol wire denkbar. Im Gegensatz dazu zeigen jedoch
die in vitro -Daten, dass PrP mit ungeschnittener Signalsequenz sensitiv gegeniiber
einem proteolytischen Verdau ist (siche Kapitel 4.1.3.), also nicht in ER-Vesikel
importiert wird. Daher kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei den hier im
Zytosol anzutreffenden Formen nicht um retrograd transportierte Formen handelt, die

mittels des ERAD-Weges aus dem ER zuriick in das Zytosol transportiert wurden.

Die bisher geschilderten Ergebnisse zeigen erstmalig, dass nicht die Lénge der
Polypeptidkette, sondern das Vorhandensein einer strukturierten Doméne fiir den
Import von PrP entscheidend ist. Diese Erkenntnis legt die Vermutung nahe, dass das
Vorhandensein von Strukturmermalen generell fiir einen Import in das ER notwendig

1st.
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5.1.2. Degradierung von PrP durch das Proteasom

Ein weiterer wichtiger Punkt in dieser Studie ist die Degradierung von PrP durch das
Proteasom. Es konnte gezeigt werden, dass zytosolisches PrP durch das Proteasom
abgebaut wird und dass die Stabilitdit der PrP-Mutanten mit der Linge des C-
Terminus korreliert. Zyto-S230Stop ist am stabilsten, wahrend Zyto-A115Stop am
wenigsten stabil ist (siche Abb. 14). Dies erkldrt auch, warum S230Stop auf einem
Western Blot detektierbar ist, wihrend A115Stop nur nach Inhibierung des
Proteasoms durch MG132 und anschlieender Immunprézipitation detektiert werden
kann (vgl. Kapitel 4.1.2.). Aus der Analyse der pathogenen Mutanten wurde
ersichtlich, dass der mangelnde ER-Import und die proteasomale Degradierung in
direktem Zusammenhang mit der ungeschnittenen ER-Signalsequenz stehen (vgl.
Kapitel 4.1.2. und Kapitel 4.1.3.). Diese Mutanten liegen in zwei Formen vor, wobei
nur die unprozessierte Form, welche nicht in das ER importiert wird, signifikant durch

MG 132 stabilisiert werden kann.

Fiir die Effizienz des proteasomalen Abbaus scheint die Lange der Polypeptidkette
von Bedeutung zu sein. Es bedarf weiterer Analysen, um zu kléren, ob die Lénge per
se oder auch hier das Vorhandensein von Strukturmerkmalen die Effizienz des

proteasomalen Abbaus beeinflusst.
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5.2. Faltung im Endoplasmatischen Retikulum

Nachdem im ersten Teil der vorliegenden Arbeit der ER-Import untersucht wurde,
wurde im zweiten Teil die Maturierung im ER/Golgi-Kompartiment analysiert. Es
konnte gezeigt werden, dass Helix 1 und die GPI-Anker-Signalsequenz wichtige

Faktoren fiir die Glykosylierung und Faltung von PrP darstellen.
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Abbildung 39. Faktoren fiir die Faltung von PrP in vivo.

Diese Abbildung zeigt eine Zusammenfassung aller im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit
untersuchten PrP-Mutanten. Wie wt PrP werden Mutanten ohne die Transmembrandoméne (ATM) oder
ohne den N-Terminus (AN) komplex glykosyliert und GPI verankert. Der GPI-Anker kann durch einen
heterologen CD4-Anker ersetzt werden (PrP-CD4) ohne die posttranslationalen Modifikationen zu
beeintrichtigen. Eine zweite Gruppe von PrP-Mutanten zeichnet sich durch eine fehlende oder
destabilisierte Helix 1 aus. Diese Mutanten werden zwar Core glykosyliert, doch die High Mannose
Strukturen konnen nicht in komplexe Glykane umgewandelt werden. Auch die Anheftung eines GPI-
Ankers scheitert. Eine dritte Gruppe entsteht durch die Deletion der GPI-Anker-Signalsequenz. AGPI
liegt vorwiegend unglykosyliert vor. Eine Deletion oder Destabilisierung der ersten Helix kann die
Core Glykosylierung von AGPI hervorrufen (AHIAGPI und M204SAGPI).

Wie aus Abbildung 39 ersichtlich wird, konnten drei unterschiedliche
Glykosylierungsformen des PrPs beobachtet werden: komplex glykosyliert, High
Mannose Glykan und unglykosyliert.
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5.2.1. Die Core Glykosylierung von PrP° ist von der C-terminalen

Signalsequenz abhangig

Die Ubertragung der Core Glykane findet statt, wenn sich die Polypeptidkette noch
am Translocon befindet (siche Kapitel 1.3.2.). Ob Oligosaccharide an die
Glykosylierungsstellen angehdngt werden konnen, wird vom Abstand der
Glykosylierungsstellen zum C-terminalen Ende beeinflusst (Whitley ef al. 1996). Im
Falle des Prion Protein liegen die beiden Glykosylierungsstellen an den Positionen
Asn180 und Asn196 (Stimson et al. 1999) und somit sehr nahe am C-terminalen Ende
des Proteins. Ist die GPI-Anker-Signalsequenz deletiert (AGPI entspricht einer
Deletion von aa 230-256), so liegt der C-Terminus anscheinend zu nahe an den
Glykosylierungsstellen und das Protein ist vorwiegend unglykosyliert. Somit ist die
GPI-Anker-Signalsequenz offensichtlich nicht nur fiir die Ausbildung eines GPI-
Ankers, sondern auch fiir die erfolgreiche Core Glykosylierung notwendig. Diese
Hypothese konnte durch die Expression von PrPmtGPI mit einer mutierten, nicht
funktionalen Signalsequenz bestédtigt werden (siehe Kapitel 4.2.6.).
Hochstwahrscheinlich durch die zusitzlichen C-terminalen Aminoséuren bei mtGPI
ist eine Core Glykosylierung mdglich. Doch nur im Falle von wtPrP scheint die GPI-
Anker-Signalsequenz eine Rolle bei der Glykosylierung zu spielen. Sobald Helix 1
zusdtzlich zur GPI-Anker-Signalsequenz deletiert (AH1AGPI) oder destabilisiert
(M204SAGPI) ist, kann eine Core Glykosylierung beobachtet werden (siehe Kapitel
4.2.6.). Hier sei anzumerken, dass die Faltung des C-Terminus von PrP eine der
schnellsten bisher messbaren Faltungsreaktionen darstellt (Wildegger et al. 1999).
AGPI wird moglicherweise wegen der C-terminalen Verkiirzung schneller als wtPrP
oder mtPrP vom Translocon freigesetzt und faltet schnell. Damit bleibt den Enzymen,
welche die Ubertragung des Core Glykans katalysieren, nicht geniigend Zeit, um
angreifen zu konnen. Anders verhilt es sich sobald Helix 1 deletiert ist. In diesem
Falle wird die Faltung verzdgert, und eine Ubertragung des Core Glykans kann
stattfinden. In einer fritheren Studie (Walmsley ef al. 2001) wurde die Moglichkeit
diskutiert, dass das Anheften des GPI-Ankers und die Ubertragung der Core Glykane
kooperative Prozesse darstellen. Dies scheint jedoch nicht der Fall zu sein, da eine
Core Glykosylierung ohne gleichzeitige Anheftung des GPI-Ankers beobachtet
werden kann (mtGPI, AH1AGPI und M204SAGPI).
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5.2.2. Die Faltung von PrP beeinflusst das Anheften eines GPI-Ankers

In der vorliegenden Studie konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass neben der
GPI-Anker-Signalsequenz auch die Konformation des Proteins einen entscheidenden
Einfluss auf das Anheften des GPI-Ankers hat. So konnte bei AH1 trotz vorhandener
funktioneller GPI-Anker-Signalsequenz kein GPI-Anker angehingt werden (siehe
Kapitel 4.2.3.). In diesem Fall verhindert die durch Zerstérung der Helix 1 (AH1)
hervorgerufene Fehlfaltung offensichtlich die Ubertragung des GPI-Ankers.
Interessanterweise konnte auch bei M204S ein Ausbleiben der Membranverankerung
festgestellt werden. Die NMR-Struktur deutet darauf hin, dass dies
hochstwahrscheinlich auf eine Destabilisierung der ersten Helix zuriickzufiihren ist
(sieche Kapitel 4.2.5.). Somit ruft M204S anscheinend - wie AH1 - eine Fehlfaltung
hervor, wodurch das Fehlen des GPI-Ankers erklirt werden kann.
Bemerkenswerterweise konnte durch die Analyse der rekombinant exprimierten
Konstrukte wt und M204S ein Unterschied in der proteolytischen Sensitivitit gezeigt
werden (vgl. Abb. 30). Dies deutet auf eine unterschiedliche Konformation der beiden
Konstrukte hin. Daher erscheint es plausibel, dass die Konformationsédnderung der
Ausloser fiir die fehlende Anheftung des GPI-Ankers ist. Jedoch konnte es auch sein,
dass die Helix 1 direkt im Prozess der GPI-Anker-Anheftung eine Rolle spielt.

5.2.3. Eine Membranverankerung ist fur die Umwandlung in komplexe

Glykane notwendig

Ein Fehlen des GPI-Ankers &duBlert sich nicht nur in der ausbleibenden
Membranverankerung, sondern auch in der fehlenden Umwandlung von High
Mannose Glykanen in komplexe Glykane. So konnte bei keinem der analysierten
Konstrukte ohne GPI-Anker eine komplexe Glykosylierungsform gefunden werden.
Jedoch ist die komplexe Glykosylierung nicht spezifisch fiir GPI-verankerte Proteine.
Ersetzt man den GPI-Anker durch einen heterologen Anker, wie den Membrananker
CD4, so ist auch in diesem Falle die Ausbildung von komplexen Saccharidstrukturen
moglich (vgl. Abb. 34). Somit stellt die Membranverankerung einen wichtigen Faktor

fiir die Glykosylierung dar, wobei der Anker eine spezielle Umgebung zu bieten
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scheint. Membrankomponenten kdnnen direkt an der Faltung beteiligt sein, oder aber
indirekt zum Beispiel durch Privention von intermolekularen PrP Wechselwirkungen
von hydrophoben Dominen die Glykosylierung beeinflussen. Interessanterweise
wurde kiirzlich in zwei in vitro Studien gezeigt, dass die Membranumgebung die
Struktur von rekombinantem PrP beeinflusst (Morillas et al. 1999; Sanghera und
Pinheiro 2002).

Aus den vorliegenden Daten wird die Komplexizitdt der Proteinsynthese und der
Modifikationen von Proteinen ersichtlich. Einzelne Doménen eines Proteins konnen
drastischen Einflul auf wichtige biologische Prozesse, wie posttranslationale

Modifikationen und die Ubertragung eines Membranankers, haben.

5.3. Implikationen fur Prionerkrankungen

In dieser Arbeit konnten zwei Formen des PrPs beobachtet werden, die zur
Entstehung von Prionerkrankungen beitragen konnten: zytosolisches PrP und
miBgefaltetes PrP, welches sekretiert wird.

PrP Mutanten, die bei vererbbaren Prionerkrankungen auftreten, konnen den ER-
Import beeinflussen. So konnen Mutationen in der Transmembrandomine, wie zum
Beispiel A117V, eine erhohte Synthese der transmembranen PrP-Form “™PrP
bewirken. Den beiden in dieser Studie untersuchten pathogenen Mutanten, W144Stop
und Q159Stop, fehlen jedoch wichtige Informationen fiir den Import in das ER, was
die Bildung von zytosolischem PrP mit ungeschnittener Signalsequenz zur Folge hat.
Es stellt sich die Frage, wie zytosolisches PrP zur Pathogenese von
Prionerkrankungen beitagen kann. Aus fritheren Studien wird ersichtlich, dass auch
andere PrP Konstrukte eine ausbleibende Translokation aufweisen (Kim und Hegde
2002; Drisaldi ef al. 2003) und nach Inhibierung des Proteasoms sogar ein Teil von
wtPrP im Zytosol gefunden werden kann. Vor kurzem wurde gezeigt, dass
zytosolisches PrP sowohl in Zellkultur als auch in Méausen toxisch ist (Ma et al.
2002). Wie diese Toxizitdt entsteht, ist ungeklért, doch wurde vorgeschlagen, dass
zytosolisches PrP durch den Transport in den Zellkern ein toxisches Potential erlangt
(Lorenz et al. 2002; Gu et al. 2003). Eine Studie in Hefe von unserer Arbeitsgruppe

weist auf einen anderen Weg hin (Heller ef al. 2003). Hier konnte gezeigt werden,
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dass zytosolisches PrP eine ungeschnittene Signalsequenz hat und mit der ER-
Membran assoziiert. Dies flihrte zu einem verminderten Wachstum. Eine Expression
von “PrP wurde nicht festgestellt, vielmehr scheint der zytotoxische Effekt in der
verldngerten Assoziation mit der ER-Membran begriindet zu sein. Interessanterweise

beinhaltet auch ™

PrP die Signalsequenz. Es bleibt also zu untersuchen, ob retrograd
transportiertes “PrP zur Entstehung von zytosolischem PrP beitrigt. Welcher
Mechanismus jedoch hinter der Toxizitdt von zytosolischem PrP steckt und welche

Rolle dabei das Proteasom spielt, bleibt zu kldren.

Ein weiterer wichtiger Befund in dieser Arbeit ist die Sekretion und Ubertragung von
missgefaltetem PrP. Laufen die posttranslationalen Modifikationen nur unvollstindig
ab (unglykosyliert, High Mannose Form), so spricht dies fiir eine Fehlfaltung. Die
Zelle besitzt verschiedene Mechanismen wie zum Beispiel die ER-assoziierte
Degradierung (ERAD) (siehe Kapitel 1.3.3.), um fehlgefaltete Proteine aus dem ER
zu entfernen. Fiir die in der vorliegenden Studie analysierten Mutanten konnte keine
Eliminierung iiber den ERAD-Weg festgestellt werden. Vielmehr wurden die
missgefalteten Proteine (AH1, M204S und AGPI) in das Zellkulturmedium sekretiert.
Somit scheinen diese PrP Mutanten die Qualititskontrollmechanismen unterlaufen zu
haben bzw. von ihnen nicht als missgefaltete Proteine erkannt worden zu sein. Diese
Uberlegung konnte anhand von zwei Experimenten belegt werden: So wurden bei
ATM, AH1, M204S und mtGPI die endstindigen Glukoseeinheiten getrimmt. Dies
lasst darauf schlieBen, dass der Calnexin-Zyklus erfolgreich durchlaufen wurde (siche
Kapitel 4.2.7.). Desweiteren konnte keine Hochregulierung des Chaperons BiP
festgestellt werden, was eine Eliminierung durch die Unfolded Protein Response
ausschlieBt (siehe Kapitel 4.2.8.). Stattdessen wurden die missgefalteten PrP Mutanten
in das Zellkulturmedium sekretiert. Interessanterweise konnten sie von heterologen
Zellen wiederaufgenommen werden (vgl. Kapitel 4.2.9.). So stellt sich die Frage, ob
diese PrP Formen ein toxisches Potential besitzen und welche Auswirkungen sie auf
Nachbarzellen haben.

In vielen verschiedenen Studien wurde die physiologische Rolle von PrP¢ analysiert
(siche Kapitel 1.2.8.). Hierbei konnten zum Beispiel eine Rolle beim Kupferhaushalt
oder bei der Signaliibertragung, und auch Protein-Protein Wechselwirkungen

festgestellt werden (Martins ef al. 1997; Rieger et al. 1997; Kretzschmar et al. 2000;
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Mouillet-Richard et al. 2000; Gauczynski et al. 2001; Schmitt-Ulms et al. 2001).
Daher ist es wichtig zu untersuchen, ob PrP in der High Mannose Form seiner
physiologischen Aufgabe erfolgreich nachkommen kann. Ist dies nicht der Fall,
konnte darin eine der Ursachen fiir die Entstehung von Prionerkrankungen liegen.
Desweiteren hat der Glykosylierungsstatus von PrP® einen entscheidenden Einfluss
auf die Umwandlungseffizienz in PrP°C. So konnte nicht nur fiir unglykosylierte
Formen des PrPs eine erhohte Umwandlung in PrP% beobachtet werden (Taraboulos
et al. 1990; Kocisko et al. 1994; Lehmann und Harris 1997; Korth et al. 2000; Priola
und Lawson 2001), sondern auch die High Mannose Form stellt ein bevorzugtes
Substrat bei der Entstehung von PrP*¢ dar (Winklhofer et al. 2003a). Die in der
vorliegenden Studie analysierten High Mannose Strukturen sind im Gegensatz zu der
oben erwihnten Studie (Winklhofer et al. 2003a) nicht an der Membran verankert
sind. Ob auch die nicht verankerten High Mannose Formen eine Umwandlung in
PrP° begiinstigen, bleibt zu kléren.

Ein anderer Ansatz zur Erkldrung der moglichen Toxizitdt von den beobachteten High
Mannose Strukturen liegt in der fehlenden Membranverankerung. Dadurch kann keine
Interaktion und keine mogliche Stabilisierung durch Membrankomponenten

stattfinden. Somit konnten diese Formen leichter in Aggregate umgewandelt werden.
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6. Zusammenfassung

Transmissible spongiforme Enzephalopathien (TSE) sind tddlich verlaufende
neurodegenerative Erkrankungen, die sowohl beim Tier als auch beim Menschen
auftreten. Die Missfaltung des zelluliren Prion Proteins (PrP‘) ist von zentraler
Bedeutung fiir die Pathogenese.

In der vorliegenden Arbeit wurde der physiologische Faltungsweg von PrP® und der
EinfluB unterschiedlicher Doménen des PrPs auf die Entstehung von missgefaltetem
PrP untersucht. Hierfiir wurden verschiedene Deletionsmutanten und pathogene
Mutanten in immortalisierten Maus-Neuroblastom-Zellen analysiert. Die Arbeit
konzentriert sich auf zwei Ansétze: Import in das ER und Faltung im ER.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die globuldre
Doméne des C-Terminus einen entscheidenden Faktor fiir den ER-Import darstellt.
Dieser strukturierte C-Terminus ist fiir eine erfolgreiche Translokation in das ER
unerldsslich und ausreichend. PrP Mutanten mit einer Deletion im C-Terminus
werden schlecht importiert und tragen so zur Entstehung von zytosolischem PrP bei.
Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit konzentriert sich auf die Faltung im ER. Es
konnte gezeigt werden, dass sowohl die Helix 1 als auch die C-terminale GPI-Anker-
Signalsequenz wichtige Faktoren fiir die Glykosylierung und die Faltung des PrPs
darstellen. So konnen bereits erste Fehlfaltungsschritte im ER zu langlebigen PrP-
Konformeren fiihren, welche von anderen Zellen aufgenommen werden kdnnen.

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse leisten einen wichtigen Beitrag zur

Klarung von Missfaltung des Prion Proteins im sekretorischen Weg.
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