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1. Einleitung 

1. Einleitung 

 

1.1 Prion-Erkrankungen 
 

1.1.1 Einführung  
 

Prion-Erkrankungen sind tödlich verlaufende, neurodegenerative Erkrankungen, die 

sowohl beim Tier als auch beim Menschen auftreten (Prusiner et al. 1998; Belay 

1999; Collinge 2001; Collins et al. 2001). Aufgrund ihrer Übertragbarkeit 

(Transmissibilität) und Pathologie – eine schwammartige (sponge, Schwamm) 

Hirndegeneration – werden Prion-Erkrankungen auch als transmissible spongiforme 

Enzephalopathien bezeichnet. Neben spongiformen Veränderungen, die 

lichtmikroskopisch als Durchlöcherung (Vakuolisierung) des Hirngewebes 

wahrgenommen werden, sind auch astrozytäre Gliose und Ablagerungen des Prion-

Proteins (Plaques) im Gehirn zu finden. Prion-Erkrankungen zeichnen sich durch eine 

lange Inkubationszeit und einen äußerst progressiven Krankheitsverlauf aus. Die 

Hirndegeneration zieht typische neurologische Symptome, wie Verhaltens- und 

Bewegungsstörungen nach sich. 

Die Einzigartigkeit der Prion-Erkrankungen besteht darin, dass sie nicht nur 

sporadischen oder hereditären, sondern auch infektiösen Ursprungs sein können. 

Letztere Eigenschaft unterscheidet diese von anderen neurodegenerativen 

Erkrankungen wie der Alzheimerschen oder Parkinsonschen Krankheit. 

 

1.1.2 Prion-Erkrankungen beim Tier  
 

Folgende Prion-Erkrankungen sind bei Tieren bekannt (vgl. Tab. 1): Die 

Traberkrankheit (Scrapie) bei Schafen und Ziegen, die Transmissible Nerz 

Enzephalopathie (Transmissible Mink Encephalopathy, TME), die chronisch 

zehrende Hirschkrankheit (Chronic Wasting Disease, CWD) bei frei lebenden 

Hirschen, die Bovine Spongiforme Enzephalopathie (BSE) bei Rindern, die Exotische 

Huftier Enzephalopathie (Exotic Ungulate Encephalopathy, EUE) bei rinderartigen 

 1



1. Einleitung 

Wiederkäuern im Zoo, wie beispielsweise Antilopen und die Feline Spongiforme 

Enzephalopathie (FSE) bei Haus- und Wildkatzen (Leopoldt 1759; Hartsough und 

Burger 1965; Williams und Young 1980; Wells et al. 1987; Pearson et al. 1991). 

 

Krankheit Betroffene 
Tierart 

Jahr der 
Erstdokumentation 

und Ort des 
Auftretens 

Ursache 

Scrapie Schaf 1732, GB unbekannt 

TME Nerz   1974, USA Infektion 

CWD Hirsch   1980, USA unbekannt 

BSE Rind 1986, GB Infektion 

EUE Zootiere 1986, GB Infektion 

FSE Katze 1990, GB Infektion 
 
Tabelle 1: Prion-Erkrankungen der Tiere. TME: Transmissible Mink Enzephalopathie; CWD: 
Chronic Wasting Disease; BSE: Bovine Spongiforme Enzephalopathie; EUE: Exotische Huftier- 
Enzephalopathie; FSE: Feline Spongiforme Enzephalopathie. 
 

 

Im Folgenden wird auf Scrapie der Schafe und die BSE der Rinder eingegangen, da 

diese Prion-Erkrankungen aus epidemiologischer, sowie wirtschaftlicher Sicht am 

folgenschwersten waren. 

Die häufigste natürliche Prion-Erkrankung ist Scrapie beim Schaf. Diese ist seit 1732 

bekannt und zum ersten Mal in Großbritannien aufgetreten (McGowan 1922). Scrapie 

hat sich dort kurz darauf rasch ausgebreitet. In Deutschland wurde bereits im Jahr 

1759 publiziert, dass es sich um eine übertragbare Krankheit handelt (Leopoldt 1759). 

Im Jahr 1898 wurden erstmals pathologische Veränderungen im Gehirn kranker 

Schafe beschrieben (Besnoit und Morel 1898). Da erkrankte Tiere ihre Bewegungen 

nicht mehr koordinieren können, wird ihr Gang schwankend und trabend. Daher 

bezeichnet man die Scrapie auch als Traberkrankheit. Außerdem sind die betroffenen 

Tiere sehr schreckhaft und werden von einem intensiven Juckreiz heimgesucht, so 

dass sie sich durch ständiges Kratzen (to scrape, sich kratzen) und Scheuern selbst 

schwere Fellschäden zufügen.  

Schon Mitte des 18. Jahrhunderts reichten britische Farmer aufgrund erheblicher 

wirtschaftlicher Einbußen auf höchster politischer Ebene eine Petition zur Scrapie-
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Bekämpfung ein. Kurz darauf wurde im englischen Parlament über die Folgen der 

Scrapie für die Textilindustrie diskutiert (Journal of the House of Commons, 1755). 

Zwischen 1920 und 1950 waren besonders englische Suffolk-Schafe von Scrapie 

betroffen, was erneut zu großen finanziellen Verlusten führte. Der internationale 

Handel mit Suffolk-Schafen aus Großbritannien war vermutlich für die Einschleppung 

von Scrapie in viele andere Länder verantwortlich (Hourrigan et al. 1979). Heute sind 

weltweit verschiedene Schafrassen betroffen. In England wurde schließlich 1993 die 

Meldepflicht für Scrapie eingeführt. Viele Tierhalter schrecken jedoch immer noch 

aus ökonomischen Gründen davor zurück, verdächtige Fälle anzuzeigen. 

Die Bovine Spongiforme Enzephalopathie (BSE), auch als Rinderwahnsinn bekannt, 

ist erstmals im Jahr 1986 in Großbritannien aufgetreten (Wells et al. 1987). Der 

englische Veterinärmediziner Gerald Wells und seine Kollegen entdeckten in 

Gewebeschnitten eines Rinderhirns eine lichtmikroskopisch sichtbare Durchlöcherung 

und erkannten, dass es sich um eine neuartige Rinderkrankheit mit eigenem 

Krankheitsbild handelte. Befallene Rinder verlieren, ähnlich wie Scrapie-infizierte 

Schafe, die Kontrolle über ihre Bewegungen, sind außergewöhnlich schreckhaft und 

bekommen einen starren Blick. Innerhalb weniger Jahre hat sich BSE in 

Großbritannien zu einer Epidemie ausgeweitet. Der britische Epidemiologe John W. 

Wilesmith erkannte schließlich die mögliche Ursache für die plötzlich massive 

Verbreitung der BSE: die Verfütterung von Rindermischfutter, das ungenügend 

erhitztes, teilweise vom Schaf stammendes Tiermehl enthielt, das wahrscheinlich mit 

Scrapie-Erregern kontaminiert war (Wilesmith et al. 1988; Wilesmith et al. 1992).  

Die Aufbereitung des Tiermehls wurde in den 70er Jahren in Großbritannien aus 

ökonomischen Gründen vereinfacht. Während zuvor die Erhitzungstemperatur der 

Schlachtabfälle mindestens 120°C betrug, wurde gemäß dem neuen 

Produktionsverfahren lediglich mit 80-90°C gearbeitet. Zudem fiel der zweite 

Erhitzungsprozess weg. Diese Faktoren führten dazu, dass die Erreger nicht mehr wie 

zuvor inaktiviert wurden (Wilesmith et al. 1991). Die britische Regierung erließ im 

Jahr 1988 ein Verbot für die Beimengung von Tiermehl in Rindermischfutter (TM-

Fütterungsverbot) und verhängte eine Anzeigepflicht für BSE-verdächtige Fälle. 

Dennoch erreichte die Epidemie im Jahr 1992 mit über 37 000 Fällen ihren 

Höhepunkt. Der kontinuierliche Anstieg der BSE-Fälle nach dem TM-

Fütterungsverbot hat verschiedene Gründe: zum einen die lange Inkubationszeit der 

BSE. Diese beträgt bei Rindern ca. vier bis fünf Jahre (im Vergleich dazu bei Schafen 
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nur ein bis zwei Jahre), wobei der Tod der Tiere sechs bis zwölf Monate nach 

Ausbruch der Krankheit eintritt. Die Inkubationszeit und die klinische 

Krankheitsphase stehen somit in zeitlichem Zusammenhang mit dem 

Epidemieverlauf. Zum anderen wurde aufgrund der inadäquaten Tiermehl-

Verarbeitung zwischen der Erstinfektion und dem TM-Fütterungsverbot zusätzlich 

BSE-kontaminiertes Mischfutter an Rinder verabreicht, da Gehirne subklinisch 

infizierter Rinder _ Tiere in einem frühen Inkubationsstadium ohne klinische 

Merkmale _ aus der Schlachtindustrie, ebenso wie Scrapie-kontaminiertes Material 

der Schafe, in die Tiermehl-Industrie gelangten (Abb. 1). BSE-infektiöses Rinder-

Material wurde auf diese Weise über Jahre hinweg in großem Ausmaß innerhalb 

derselben Tierart rezykliert.  

 

 

 
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung zum BSE-Ursprung und der Epidemie. (1) Ursprung der 
BSE. Inadäquat verarbeitete Schlachttierabfälle Scrapie-kontaminierter Schafe gelangten über die 
Tiermehl (TM)-Industrie in die Mischfutterherstellung und schließlich in die Rinderpopulation (2) 
Ausweitung der BSE-Epidemie. Inadäquat verarbeitete Schlachttierabfälle infizierter Rinder wurden 
über die Tiermehl- und Mischfutterherstellung innerhalb der Rinderpopulation rezykliert (gestrichelte 
Linie). (3) Ursprung der BSE außerhalb von Großbritannien. Infizierte Rinder sowie kontaminiertes 
Tiermehl oder Mischfutter wurden aus Großbritannien in andere Länder exportiert.  
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Tiere innerhalb einer Herde haben sich also nicht untereinander infiziert, sondern über 

die Verfütterung von Scrapie-kontaminiertem bzw. rezykliertem, BSE-infektiösem 

Tiermehl, was schließlich zu einer BSE-Epidemie in Großbritannien führte. Britische 

Landwirte, die Fleisch- und Futtermittelindustrie, die Wiederverwerter tierischer 

Nebenprodukte, sowie der Exporthandel erlitten große finanzielle Verluste. Die 

Bewältigung der BSE-Krise kostete die britische Wirtschaft und den Steuerzahler 

Summen in Milliardenhöhe. 

Außerhalb von England trat BSE zum ersten Mal im Jahr 1988 in Nordirland auf 

(Denny et al. 1992). Weiter betroffen sind hauptsächlich europäische Länder, vor 

allem Portugal und die Schweiz (Doherr et al. 1999), allerdings mit einer um mehrere 

Zehnerpotenzen geringeren Inzidenz als Großbritannien. Die ersten BSE-Fälle 

außerhalb von England sind auf den Import von britischen Rindern, aber _ wie sich im 

Jahr 1994 herausstellte _ auch von kontaminiertem Tiermehl (Abb. 1) zurückzuführen 

(Hornlimann et al. 1994). Im Jahr 2001 wurde schließlich in der ganzen EU ein 

generelles Tiermehl-Verbot eingeführt. 

Allein in England wurden über 200 000 klinisch manifeste Fälle registriert (Brown et 

al. 2001), obgleich die Dunkelziffer wesentlich höher liegen dürfte. Zwar hat die 

BSE-Epidemie ihren Höhepunkt längst überschritten, das Ausmaß der Prion-

Erkrankung für den Konsumenten von potentiell infiziertem Rinder-Material ist aber, 

infolge der bestehenden langen Inkubationszeit beim Menschen, längst nicht 

abzusehen (siehe Punkt 1.1.3). Um das Gesundheitsrisiko für den Menschen zu 

minimieren und entsprechende Maßnahmen zu ergreifen, sind sensitivere 

Nachweismethoden für die Diagnose subklinischer Fälle und verstärkte Kontrollen 

der Einhaltung des TM-Fütterungsverbots, sowie strenge Auflagen zur Einfuhr von 

Tieren oder Tierprodukten notwendig.  

 

1.1.3 Prion-Erkrankungen beim Menschen  
 

Folgende Prion-Erkrankungen sind beim Menschen bekannt (vgl. Tab. 2): die 

Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK), das Gerstmann-Sträussler-Scheinker-Syndrom 

(GSS), die Kuru-Krankheit und die Fatale Familiäre Insomnie (FFI) (Creutzfeldt 

1920; Jakob 1921; Gerstmann et al. 1936; Gajdusek und Zigas 1957; Lugaresi et al. 

1986).  
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Krankheit 

Jahr der 
Erstdokumentation 

und Ort des 
Auftretens  

Ursache 

sCJK 1920 
Deutschland unbekannt 

fCJK 1924 
Deutschland 

Keimbahn-Mutation 
im PrP-Gen  

GSS 1928 
Österreich 

Keimbahn-Mutation 
im PrP-Gen  

Kuru 1957 
Neu Guinea 

Ritueller 
Kannibalismus 

iCJK 1974 
USA 

Infektion durch 
ärztliche Behandlung 

FFI 1986 
Italien 

Keimbahn-Mutation 
im PrP-Gen  

nvCJK 1996 
GB                 Infektion 

 
Tabelle 2: Prion-Erkrankungen des Menschen. sCJK, fCJK, iCJK, nvCJK: sporadische, familiäre, 
iatrogene, neue Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit; GSS: Gerstmann-Sträussler-Scheinker-
Syndrom; FFI: Fatale Familiäre Insomnie.  
 

 

Die ersten Dokumentationen über eine Prion-Erkrankung beim Menschen wurden 

1920/21 von zwei deutschen Neurologen, Hans Creutzfeldt und Alfons Jakob, 

unabhängig voneinander verfasst (Creutzfeldt 1920; Jakob 1921). Sie beschrieben ein 

seltenes Syndrom, die spastische Pseudosklerose. Später wurde die Krankheit nach 

ihren Erstbeschreibern Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK) benannt. Die CJK gehört 

mit einer jährlichen Inzidenz von eins zu einer Million zu den seltenen Krankheiten. 

Man unterscheidet zwischen vier verschiedenen CJK-Formen oder -Varianten. 
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1. Sporadische Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (sCJK) 

2. Familiäre Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (fCJK) 

3. Iatrogene Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (iCJK) 

4. Neue Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (nvCJK) 

 

Die häufigste CJK-Form ist die sporadische Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (sCJK). 

Diese stellt 80-90 % aller CJK-Fälle dar und tritt weltweit gleichmäßig verteilt auf. 

Die Ursache der Krankheitsentstehung ist unbekannt, weshalb die sCJK als 

idiopathische Erkrankung bezeichnet wird.  

Die familiäre Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (fCJK) gehört zu den hereditären Prion-

Erkrankungen, welche durch Keimbahnmutation im Prion-Protein-Gen (PRNP) 

hervorgerufen werden. Die fCJK wird autosomal dominant vererbt und liegt bei etwa 

10 % aller CJK-Fälle vor. Es wurden eine Reihe unterschiedlicher Punktmutationen, 

sowie einige Deletions- und Insertionsmutationen im PRNP betroffener Familien 

identifiziert. Wie in Abbildung 2 deutlich zu erkennen ist, befinden sich fast alle 

Mutationen im gut strukturierten C-Terminus des Prion-Proteins (Hsiao et al. 1989; 

Dlouhy et al. 1992; Petersen et al. 1992; Poulter et al. 1992; Gabizon et al. 1993). 

Ebenfalls durch Mutationen im PRNP werden das Gerstmann-Sträussler-Scheinker-

Syndrom (GSS) und die Fatale Familiäre Insomnie (FFI) ausgelöst (Hsiao et al. 1989; 

Medori et al. 1992). 

 
 

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Prion-Protein-Gens (PRNP). Pathogene Mutationen 
sind rot und polymorphe Varianten grün und blau dargestellt. Abbildung aus (Collinge 2001). 
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Die iatrogene Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (iCJK) wird durch so genannte 

medizinische Unfälle verursacht. Diese infektiöse Form tritt seit 1974 auf und umfasst 

weniger als 1% aller CJK-Fälle. Am häufigsten verbreitet wurde die iCJK durch 

therapeutische Verabreichung erregerhaltiger Hormonpräparate, die aus Hypophysen 

von Leichen extrahiert wurden, unter welchen sich ein CJK-Fall befunden hat. Einige 

iCJK-Fälle gehen auch auf Verwendung kontaminierter chirurgischer Instrumente 

oder Transplantation von infiziertem Gewebe wie der harten Hirnhaut oder 

Augenhornhaut zurück (Duffy et al. 1974; Bernoulli et al. 1977; Kondo und Kuroiwa 

1982; Davanipour et al. 1984). 

Die seit 1996 bekannte neue Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (nvCJK) wird 

ebenfalls durch Infektion erworben und geht höchstwahrscheinlich auf eine orale 

Übertragung mit BSE-infektiösem Material zurück (siehe Punkt 1.1.4). 

Die Kuru-Krankheit wurde erstmals im Jahr 1957 von Vincent Zigas und Daniel C. 

Gajdusek beschrieben. Kuru blieb immer auf Papua Neuguinea (PNG) beschränkt und 

zwar beim Eingeborenenstamm der Fore und bei einigen Nachbarstämmen im 

östlichen Hochland von PNG (Gajdusek und Zigas 1957). Wie sich fast dreißig Jahre 

später herausstellte, wurde Kuru durch Endokannibalismus innerhalb dieser Stämme 

übertragen (Klitzman et al. 1984). Der Verzehr von Menschenhirn Verstorbener 

diente der Verehrung dieser. Zusätzlich haben sich vor allem Kinder durch 

Verschmieren von kontaminiertem Gewebe auf der Haut oder in die 

Augenschleimhäute, sowie Frauen, die für die Zubereitung der rituellen Mahlzeiten 

verantwortlich waren, parenteral infiziert. Aufgrund der Rezyklierung des Erregers 

innerhalb dieser relativ isolierten Population, nahm Kuru zeitweise epidemische 

Ausmaße an. Insgesamt sind seit 1957, dem Beginn der Kuru-Forschung, etwa 2670 

Patienten gestorben (Prusiner 1995). Der Höhepunkt der Epidemie wurde zwischen 

1957 und 1960 mit über 200 Fällen pro Jahr erreicht (Alpers 1979). Nach Verbot des 

rituellen Kannibalismus im Jahr 1959 war erstmals ein Rückgang feststellbar. Heute 

kommen nur noch einige wenige Kuru-Fälle vor, wobei alle Betroffenen vor dem 

Verbot des Ritus geboren sind. 

Alle Prion-Erkrankungen beim Menschen zeichnen sich durch eine lange 

Inkubationszeit aus. Unterschiede bestehen allerdings in der Krankheitsdauer, der 

Symptomatik und dem neuropathologischen Bild. Während die sCJK im 

Durchschnittsalter von 60 Jahren ausbricht, wird die nvCJK bei verhältnismäßig 

jungen Patienten im Durchschnittsalter von 29 Jahren festgestellt. Das Gerstmann-

 8



1. Einleitung 

Sträussler-Scheinker-Syndrom (GSS) kommt, ähnlich wie andere hereditäre Prion-

Erkrankungen, im mittleren Alter (Durchschnittsalter: 45 Jahre) vor. Bei der Kuru-

Krankheit andererseits besteht infolge der Variabilität der Erregermenge, des 

Zeitpunkts der Exposition und des Infektionswegs eine breite Altersstreuung zwischen 

4 und 60 Jahren. Die durchschnittliche Dauer zwischen dem Ausbruch der Krankheit 

und dem Eintritt des Todes beträgt bei der sCJK nur zwei bis drei Monate, bei der 

nvCJK vierzehn und bei der Kuru-Krankheit zwölf Monate. Die Krankheitsdauer bei 

dem GSS ist mit durchschnittlich fünf Jahren außergewöhnlich lang (Johnson und 

Gibbs 1998; Collinge 2001). Die vielfältige Symptomatik der Prion-Erkrankungen 

lässt sich durch den unterschiedlich starken Befall verschiedener Hirnregionen 

erklären. Während bei den CJK vor allem Demenz im Vordergrund steht, gefolgt von 

Koordinationsstörungen, ist bei der Kuru-Krankheit, die hauptsächlich pathologische 

Veränderungen des Kleinhirns nach sich zieht, die Reihenfolge umgekehrt. Dagegen 

ist beispielsweise bei der Fatalen Familiären Insomnie (FFI) Schlaflosigkeit und 

Störung des vegetativen Nervensystems vorrangig.  

Eine Ablagerung des Prion-Proteins in Form von Plaques im Gehirn gehört zu den 

pathologischen Hauptmerkmalen der meisten Prion-Erkrankungen (Ausnahmen: siehe 

Punkt 1.2.7). In einigen Prion-Erkrankungen sind charakteristische Plaque-Formen zu 

finden. So kommen homogene Ablagerungen, so genannte Kuru-Plaques (Abb. 3a, b), 

oft bei der Kuru-Krankheit (Klatzko et al. 1959) und nur zu 15 % bei der sCJK vor. 

Multizentrische Plaques (Abb. 3c, d), auch als Kokarden-Plaques bezeichnet, finden 

sich dagegen regelmäßig bei Patienten mit dem GSS (Brown 1992). Die 

ungewöhnlichen Florid-Plaques (Abb. 3e, f), die von einem Ring von spongiformen 

Veränderungen umgeben sind und deren Form an eine Blüte (floridus, blühend) 

erinnern soll, kommen ausschließlich im Gehirn von nvCJK-Patienten vor (Will et al. 

1996).  
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Abbildung 3: Verschiedene Plaque-Formen bei Prion-Erkrankungen des Menschen. Die 
Gewebeschnitte entstammen jeweils dem Kleinhirn. (a, b) Kuru-Plaque bei einem sCJK-Fall. (c, d) 
Multizentrische Plaques bei einem GSS-Fall. (e, f) Florid-Plaques bei einem nvCJK-Fall. 
Standardisierte immunhistochemische Darstellung der Prion-Protein-Ablagerungen (a, c, e) und 
Plaque-Färbung mit 2-(1-{6-[(2-Fluoroethyl) (Methyl) Amino]-2-Naphthyl} Ethyliden) Malononitril 
(FDDNP) (b, d, f). Abbildung aus (Bresjanac et al. 2003). 
 

 

1.1.4  Transmissibilität innerhalb derselben und zwischen 
verschiedenen Spezies 

 

Die ersten Transmissionsexperimente (transmission, Übertragung) zum Nachweis der 

Infektiösität der Prion-Erkrankungen wurden bereits Ende des 18. Jahrhunderts mit 

Schafen durchgeführt. Damals scheiterten die Versuche gesunde Schafe mit Scrapie 

zu infizieren daran, dass die Beobachtung der Tiere zu früh abgebrochen wurde und 

somit die lange Inkubationszeit von ein bis zwei Jahren nicht überbrückt werden 

konnte (Besnoit 1899). In den dreißiger Jahren wurde schließlich der Beweis erbracht, 

dass die Scrapie der Schafe auf experimentellem Weg übertragbar ist (Cuille und 
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Chelle 1936). Über zwanzig Jahre später machte William Hadlow auf die 

neuropathologische Ähnlichkeit von Scrapie und Kuru, sowie die lange 

Inkubationszeit von Scrapie aufmerksam (Hadlow 1959), woraufhin im Jahr 1966 der 

experimentelle Nachweis der Übertragung von Kuru auf Schimpansen gelang 

(Gajdusek et al. 1966). Zwei Jahre darauf wurde gezeigt, dass auch die CJK auf 

Schimpansen übertragen werden kann (Gibbs et al. 1968). 

Die Übertragung der Prion-Erkrankungen ist umso effektiver, je direkter der Erreger 

in das zentrale Nervensystem gelangt und je höher die Infektionsdosis ist, wobei die 

Inkubationszeit mit der Infektionsdosis korreliert. Bei einer Übertragung auf eine 

andere Spezies ist teilweise der Grad der Sequenzhomologie zwischen den Prion-

Protein-Genen der verschiedenen Spezies entscheidend (Scott et al. 1989; Weissmann 

et al. 1994). Eine Übertragung zwischen verschiedenen Spezies ist aber nicht immer 

möglich. Dieses Phänomen wird als Speziesbarriere bezeichnet (Pattison 1965). So 

konnte noch nie festgestellt werden, dass die Scrapie der Schafe auf den Menschen 

übertragbar ist. Dagegen konnte bereits Anfang der sechziger Jahre gezeigt werden, 

dass Scrapie auf Mäuse übertragen werden kann (Chandler 1961). In den siebziger 

Jahren erkannte man schließlich, dass Hamster wesentlich sensitiver gegenüber 

Scrapie sind als Mäuse (Prusiner et al. 1982). Trotz dieser Erkenntnisse kann leider 

nicht vorhergesagt werden, zwischen welchen Spezies eine Übertragung möglich 

wäre.  

Um Informationen über die Epidemiologie und Pathogenese der BSE in 

Großbritannien zu gewinnen, wurden in den neunziger Jahren weitere 

Transmissionsexperimente durchgeführt. Es konnte gezeigt werden, dass die BSE-

Erreger der Rinder durch orale Infektion auf andere Spezies, wie Schafe (Bradley und 

Wilesmith 1993), Ziegen (Bradley und Wilesmith 1993), Mäuse (Barlow und Rennie 

1970), aber auch innerhalb derselben Spezies (Anderson et al. 1996) übertragen 

werden können. Dabei ist eine einmalige orale Aufnahme von einem Gramm BSE-

infektiösem Hirnmaterial ausreichend, um ein Rind mit BSE zu infizieren. Rinder 

können auch mit Scrapie-Erregern der Schafe infiziert werden (Cutlip et al. 1994). 

Diese Ergebnisse führten zum Schluss, dass die BSE in Großbritannien durch Scrapie- 

Erreger hervorgerufen wurde und zusätzlich eine Rezyklierung der BSE-Erreger 

innerhalb der Rinderpopulation stattgefunden hat (vgl. Abb. 1). 

Die Transmissionsexperimente wurden erweitert, um eine mögliche orale 

Übertragung von BSE auf den Menschen zu erforschen. Indizien für einen 
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ernährungsbedingten Zusammenhang zwischen der BSE und der nvCJK konnten 

bereits in den neunziger Jahren aus vielfältigen Experimenten gesammelt werden. 

So konnte gezeigt werden, dass Florid-Plaques im Gehirn von verstorbenen nvCJK-

Patienten und von experimentell mit BSE infizierten Makaken identisch sind 

(Lasmézas et al. 1996). Außerdem wurde nachgewiesen, dass die pathogene Isoform 

des Prion-Proteins (PrPSc) (siehe Punkt 1.2.2) aus dem Gehirn von infizierten Mäusen, 

Katzen und Makaken dasselbe Glykosilierungsmuster besitzt wie PrPSc aus dem 

Gehirn von verstorbenen nvCJK-Patienten (Collinge et al. 1996). Beide Prion-

Erkrankungen, nvCJK und BSE, unterscheiden sich sowohl hinsichtlich des 

Glykosilierungsmusters als auch der Plaque-Form bzw. -Bildung deutlich von der 

sCJK. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass Mäuse, die mit BSE- bzw. nvCJK-

Material infiziert wurden, vergleichbare Inkubationszeiten und Läsionsprofile im 

Gehirn aufweisen (Bruce et al. 1997). Ähnliche Resultate wurden mit transgenen 

Mäusen erzielt, die Rinder-PrP exprimierten und auch mit BSE- bzw. nvCJK-Material 

infiziert wurden (Scott et al. 1997). 

Aufgrund dieser deutlichen experimentellen Evidenz gehen heute die meisten 

Forscher davon aus, dass BSE auf den Menschen durch den Konsum infizierter 

Rinderbestandteile übertragen wurde. Dafür spricht auch, dass sich die nvCJK 

hinsichtlich der Pathologie und des Krankheitsbilds deutlich von der sCJK 

unterscheidet und aus bisher ungeklärten Gründen bei verhältnismäßig jungen 

Personen auftritt, sowie in zeitlicher und geographischer Übereinstimmung mit der 

BSE-Epidemie steht. Die nvCJK ist nämlich zehn Jahre nach Beginn der BSE-

Epidemie in Großbritannien aufgetreten (Will et al. 1996) und hat dort die meisten 

Opfer gefordert.  

Da die nvCJK höchstwahrscheinlich durch orale Aufnahme von BSE-infiziertem 

Material hervorgerufen wurde, ist es für den Verbraucherschutz außerordentlich 

wichtig, das Reservoir der Infektiösität im Rindergewebe eindeutig zu bestimmen. 

Infektiösität war experimentell sehr gut im Gehirn und Rückenmark und in geringem 

Maß in den Lymphknoten, der Milz und einigen wenigen Organen _ jedoch nicht im 

Muskelgewebe _ von infizierten Primaten nachweisbar (Brown et al. 1994). Dies 

führte zu entsprechenden Maßnahmen im Verbraucherschutz, wie beispielsweise dem 

Verbot von Hirnmaterial in Wurstwaren. Kürzlich gelang es jedoch erstmals, Scrapie-

Erreger im Skelettmuskel infizierter Mäuse nach intramuskulärer Injektion 

nachzuweisen (Bosque et al. 2002). Darauf aufbauend konnte gezeigt werden, dass 
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eine orale Verabreichung von infektiösem Scrapie-Material an Hamster ebenfalls zu 

einer Erregerausbreitung im Muskelgewebe dieser Tiere führt (Thomzig et al. 2003) 

und die Erreger bereits vor Auftreten der ersten klinischen Symptome in der 

Muskulatur der Tiere nachweisbar sind (Thomzig et al. 2004). Ein Beweis, dass 

Erreger auch im Muskelgewebe von BSE-kranken Rindern vorkommen, konnte 

jedoch mit den zur Verfügung stehenden Nachweismethoden bis heute nicht erbracht 

werden. 

 

1.2 Das Prion-Protein  
 

1.2.1 Auf der Suche nach dem Erreger 
 

Nachdem ausreichend Beweise für die Transmissibilität der Prion-Erkrankungen 

erbracht waren, hielt man zunächst langsam wirkende Viren (Slow Virus) für deren 

Ursache. Tikvah Alper hatte 1966 erstmals beschrieben, dass Scrapie-Hirnextrakte 

selbst nach massiver DNA- und RNA- schädigender Strahlung ihre Infektiösität nicht 

verlieren (Alper et al. 1966). Daraus wurde geschlossen, dass der Erreger keine eigene 

Erbinformation besitzt (Alper et al. 1967), was gegen einen Virus oder ein anderes 

konventionelles infektiöses Agens spricht. Kurz darauf wurde als Erreger ein sich 

vermehrendes Zellmembranprotein vorgeschlagen (Gibbons und Hunter 1967). Im 

selben Jahr wurde postuliert, dass ein bloßes Protein, das sich autokatalytisch 

repliziert, für die Übertragung der Prion-Erkrankungen verantwortlich sein könnte 

(Griffith 1967).  

Stanley Prusiner hat in den siebziger Jahren die Frage nach der wahren Natur des 

Scrapie-Erregers aufgegriffen. Nach jahrelanger Forschung gelang ihm und seinen 

Kollegen die Isolierung einer ausreichend reinen, infektiösen Fraktion aus 

Hirnextrakten experimentell infizierter Hamster. Die Infektiösität der gereinigten 

Extrakte ließ sich nicht mit Nukleinsäure-schädigenden Verfahren verringern, jedoch 

mit Substanzen, die Proteine abbauen oder deren natürliche Faltung beeinflussen 

(Prusiner et al. 1981; Prusiner 1982). Die Ergebnisse untermauerten das Modell eines 

proteinartigen Erregers ohne Nukleinsäure. Diese so genannte Prion-Hypothese sollte 

zehn Jahre später mit Versuchen an transgenen Mäusen erhärtet werden (siehe Punkt 

1.2.5). Um diese neuartige Erregerklasse von bis dahin bekannten Mikroorganismen 
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wie Viren oder Bakterien abzugrenzen, wurde von Stanley Prusiner der Begriff 

„Prion“ als Abkürzung für proteinaceous infectious particles (proteinartige, infektiöse 

Teilchen) geprägt, wobei die genaue Abkürzung Proin zugunsten der leichteren 

Aussprache in Prion geändert wurde. Scrapie-Erreger enthielten, wie sich 

herausstellte, ein einziges Protein, das Prion-Protein (PrP) genannt wurde (Bolton et 

al. 1982; Prusiner 1982). 

Schließlich gelang die Bestimmung einiger Aminosäuren vom Ende des isolierten 

Proteins (Prusiner et al. 1984) und somit die Herstellung von DNA-Sonden zum 

Aufspüren des PrP-Gens (Oesch et al. 1985). Es handelte sich nicht wie erwartet um 

ein Fremd- sondern ein Wirtsgen, das erstmals in Hamsterzellen (Oesch et al. 1985) 

und kurz darauf in Mäusezellen (Chesebro et al. 1985) nachgewiesen werden konnte. 

Es stellte sich heraus, dass das Prion-Protein-Gen (PRNP) in allen untersuchten 

Spezies, auch beim Menschen, aktiv ist (Basler et al. 1986; Stahl et al. 1993) und 

darüber hinaus die meiste Zeit in gesunden und infizierten Tieren gleichermaßen 

exprimiert wird (Chesebro et al. 1985; Oesch et al. 1985). Da jeder tierische und 

menschliche Organismus das Prion-Protein herstellt ohne zu erkranken, ließ sich 

schlussfolgern, dass zwei verschiedene Formen von PrP existieren: eine normale, 

harmlose (zelluläre) Form (PrPC, Prion Protein Cellular) und eine veränderte 

pathogene Form (PrPSc, Prion Protein Scrapie). 

 

1.2.2 Die zelluläre Form PrPC im Vergleich zur pathogenen Isoform 
PrPSc  

 

Da PrPC und PrPSc dieselbe Aminosäuresequenz besitzen, geht man davon aus, dass es 

sich um Konformationsisomere handelt, die sich in ihren biochemischen und 

physikalischen Eigenschaften unterscheiden (vgl. Tab. 3). Während nicht-infektiöses 

PrPC hauptsächlich α-helikale Strukturen aufweist und in nicht-ionischen 

Detergenzien gut löslich ist, besteht infektiöses PrPSc vor allem aus β-Faltblatt-

Strukturen und bildet unlösliche Aggregate (Caughey und Raymond 1991; Gasset et 

al. 1993; Pan et al. 1993). 
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 Isomere PrPC PrPSc

Infektiösität nein ja 

Struktur α-helikal β-Faltblatt 

Löslichkeit ja nein 

PK-Sensitivität ja nein 
 
Tabelle 3: PrPC und PrPSc besitzen unterschiedliche biochemische und physikalische 
Eigenschaften. Unterschiede bestehen in der Infektiösität, Struktur, Löslichkeit und Proteinase K 
(PK)-Sensitivität. 
 

 

Ein weiterer Unterschied besteht darin, dass PrPC von Protein-abbauenden Enzymen, 

wie der Proteinase K (PK), innerhalb kurzer Zeit vollständig abgebaut wird, während 

PrPSc resistent gegenüber PK ist (McKinley et al. 1983). Diese PK-Resistenz liegt an 

der Tendenz von PrPSc zur Aggregation, welche zu einem gegenseitigen Schutz der 

PrPSc-Moleküle vor dem Abbau durch PK führt. Durch Einwirkung von PK auf PrPSc 

wird lediglich ein N-terminales Peptid von etwa 68 Aminosäuren abgespalten (Oesch 

et al. 1985). Diese verkürzte Form ist dennoch ausreichend, um Infektiösität zu 

vermitteln und bildet in vitro unter Einwirkung von PK und Detergenzien amyloide 

Strukturen - so genannte Prion Rods - aus (McKinley et al. 1991). Ähnliche 

Strukturen wurden bereits 1981 nach Aufreinigung von infiziertem Hirnmaterial 

gefunden und als Scrapie-assoziierte Fibrillen (SAF) bezeichnet (Merz et al. 1981).  

 

1.2.3 PrPC besitzt eine globuläre C-terminale Domäne 
 

Die dreidimensionale Struktur des Prion-Proteins konnte aufgrund zu geringer 

Konzentration und Langzeitstabilität von PrP in Lösung lange Zeit nicht aufgeklärt 

werden. Nachdem PrP schließlich in ausreichend reiner und löslicher Form 

rekombinant aus E.Coli gewonnen wurde (Hornemann und Glockshuber 1996; 

Hornemann et al. 1997), gelang es Roland Riek und seinen Kollegen, die NMR-

Struktur der C-terminalen Domäne von rekombinantem Maus-PrP (PrP 121-231) 

(Riek et al. 1996) und kurz darauf dessen komplette Struktur (PrP 23-231) zu 

ermitteln (Riek et al. 1997). In beiden Molekülen wurde eine identische, selbstständig 

faltende, globuläre Domäne identifiziert, welche die C-terminale Domäne bildet 
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(Aminosäuren 121-231). Die N-terminale Domäne (Aminosäuren 23-120) dagegen 

ist, zumindest unter den für die NMR-Analyse bestehenden Bedingungen, 

unstrukturiert, nicht faltend und hochbeweglich. Der N-Terminus enthält eine 

Oktarepeat-Domäne (OR) – eine fünfmalige Wiederholungssequenz von acht 

Aminosäuren – und eine hydrophobe Domäne (HD). Die ersten 22 Aminosäuren von 

PrPC werden beim Import in das Endoplasmatische Reticulum (ER) abgeschnitten und 

stellen die ER-Signalsequenz dar (siehe Punkt 1.2.4). 

 

 
 
Abbildung 4: Die dreidimensionale Struktur der C-terminalen Domäne von Maus-PrP (PrP 121-
231). Der strukturierte Bereich von Maus-PrP beginnt bei Aminosäure 121 (oberes Ende) und reicht bis 
Aminosäure 231 (unteres Ende). Die NMR-Struktur zeigt die Lage der zwei antiparallelen β-Stränge 
(grün) und der drei α-Helices (violett). Abbildung aus (Riek et al. 1996). 
 

 

Die strukturierte C-terminale Domäne enthält zwei antiparallele β-Stränge, die eine β-

Faltblattstruktur bilden und drei α-Helices, wobei die kleine erste Helix durch die 

beiden β-Stränge eingeschlossen wird (Riek et al. 1996; Riek et al. 1997) (Abb. 4). 

Helix 2 und 3 sind durch eine Disufidbrücke miteinander verbunden. Die 

Aminosäureketten der α-Helices 2 und 3 und die des β-Faltblatts bilden zusammen 

einen stabilen hydrophoben Core des Prion-Proteins (Riek et al. 1998). Diese 

Strukturdaten wurden auch durch NMR-Analysen von Hamster-PrP bestätigt, welche 

einen sehr ähnlichen Strukturaufbau ergaben (Donne et al. 1997; James et al. 1997). 

Die Struktur von PrPSc konnte bis heute aufgrund der hohen Unlöslichkeit des 

Proteins nicht geklärt werden.  
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Die Prion-Proteine der Säugetiere sind mit über 90% Sequenzhomologie 

außerordentlich stark konserviert (Schatzl et al. 1995) und besitzen eine nahezu 

identische dreidimensionale Struktur (Lopez Garcia et al. 2000; Wuthrich und Riek 

2001; Lysek et al. 2005). Das Maus-PrPC kann also als repräsentativ für alle 

zellulären Prion-Proteine der Säugetiere angesehen werden.  

Wie unter Punkt 1.3.1 eingehend beschrieben, wird PrPC zusätzlich durch zwei 

komplexe Glykosilierungen an den Asparaginen 180 und 196 (Endo et al. 1989; 

Haraguchi et al. 1989; Rudd et al. 1999; Stimson et al. 1999) und Anhängen eines 

Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol (GPI)-Ankers am Serin 231 (Stahl et al. 1987; 

Stimson et al. 1999) posttranslational modifiziert (Aminosäurenummerierung gemäß 

Maus-PrPC) (Abb. 5). Aufgrund der identischen chemischen Zusammensetzung von 

PrPC und PrPSc, erhält PrPSc ebenso einen GPI-Anker und wird komplex glykosiliert.  

 

 

 
 

 
Abbildung 5: Schematische Darstellung der posttranslationalen Modifikationen von Maus-PrP. 
Die posttranslationalen Modifikationen bestehen aus zwei komplexen Glykosilierungen (CHO) an den 
Asparaginen 180 und 196, der Bildung einer Disulfidbrücke (S-S) zwischen den zwei Cysteinresten an 
den Positionen 178 und 213 und dem Anhängen eines Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol (GPI)-Ankers 
am Serin 231. Die unstrukturierte N-terminale Domäne umfasst die Aminosäuren 23-120, die gut 
strukturierte C-terminale Domäne die Aminosäuren 121-231. OR: Oktarepeats; HD: hydrophobe 
Domäne; α1-3: α-Helix 1-3; β1, 2: β-Strang 1, 2.  
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1.2.4 Die Biogenese von PrPC  

 

Die Prion-Protein-Gene aller Säugetiere _ es sind über siebzig bekannt _ besitzen am 

5´-Ende zwei kurze Exons, die durch ein langes Intron vom dritten Exon am 3´-Ende 

getrennt werden. Das letzte Exon enthält den kompletten Leserahmen, der bei der 

Maus für 256 Aminosäuren kodiert (Oesch et al. 1985; Westaway et al. 1994). 

Alternatives Spleißen der mRNA hat daher keinen Einfluss auf die kodierende 

Region. PrPC wird in fast allen Geweben exprimiert, die höchste Expressionsrate mit 

ca. 50 Kopien pro Zelle findet sich jedoch in Neuronen (Kretzschmar et al. 1986). Die 

im Folgenden angegebenen Aminosäure (AS)-Nummerierungen entsprechen dem 

Maus-PrPC. 

Das Prion-Protein ist ein glykosiliertes Zelloberflächenprotein, das zunächst als 

Präprotein (256 AS) mit jeweils einer N- und C-terminalen Signalsequenz 

synthetisiert wird. Die Synthese von PrPC in Säugetierzellen beginnt an freien 

Ribosomen im Zytosol (Abb. 6). Die aus dem Ribosom austretende hydrophobe N-

terminale Signalsequenz (ER-Signalsequenz) der Polypeptidkette wird von einem 

Ribonucleoprotein, das als Signalerkennungspartikel (SRP, signal recognition 

particle) bezeichnet wird, erkannt und gebunden. SRP verhindert durch diese 

Interaktion die weitere Elongation der Polypeptidkette und dirigiert den gesamten 

Komplex zum ER (Walter und Blobel 1980; Walter und Blobel 1982). Wie die 

meisten sekretorischen Proteine wird auch PrPC cotranslational in das ER importiert. 

Hierfür bindet SRP an den SRP-Rezeptor, der sich an der ER-Membran befindet und 

mit der Translokationspore (Sec 61-Komplex) interagiert (Meyer und Dobberstein 

1980; Gilmore et al. 1982; Görlich et al. 1992; Sanders et al. 1992). Daraufhin wird 

der SRP-SRP-Rezeptor-Komplex vom Ribosom-Polypeptidketten-Komplex 

freigelassen (Connolly und Gilmore 1989) und die Elongation am Ribosom 

fortgesetzt (Pohlschroder et al. 1997; Matlack et al. 1998; Johnson und van Waes 

1999). 
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Abbildung 6: Biogenese von PrPC. (1) Cotranslationaler Import in das ER. Die Translation von PrPC 
beginnt an freien Ribosomen im Zytosol. SRP bindet an die ER-Signalsequenz (ER-SS) und dirigiert 
den Ribosom-Polypeptid-Komplex an die ER-Membran. Während des ER-Imports wird die ER-SS 
abgeschnitten und Zuckerketten werden mit dem wachsenden Protein verknüpft. (2) Die GPI-
Signalsequenz wird im ER durch einen GPI-Anker ersetzt. Nach der komplexen Glykosilierung im 
Golgi (3) wird PrPC mit dem GPI-Anker an die äußere Plasmamembran geheftet (4). Nach seiner 
Internalisierung wird PrPC im Lysosom abgebaut (5).  
 

 

Während des cotranslationalen Imports in das ER wird die 22 AS lange N-terminale 

ER-Signalsequenz abgespalten und Zuckerketten werden mit den Asparaginen 180 

und 196 des wachsenden Proteins verknüpft. Die hydrophobe 23 AS lange C-

terminale Signalsequenz fungiert als Erkennungssequenz für den GPI-Anker, welcher 

als Ganzes im ER an Serin 231 des Proteins übertragen wird. Anschließend wandert 

PrP vom ER über das Golgi, wo die komplexe Glykosilierung der beiden Glykane 

erfolgt (siehe Punkt 1.3.1), zur Plasmamembran. PrPC wird mit dem GPI-Anker an die 

äußere Zellmembran geheftet und kann anschließend internalisiert werden, wobei die 

N-terminale Domäne des Proteins an diesem Prozess beteiligt ist (Shyng et al. 1995; 
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Nunziante et al. 2003; Sunyach et al. 2003). Für die Internalisierung von PrPC wurden 

zwei verschiedene Wege vorgeschlagen: die Endozytose über so genannte coated pits 

und über caveoläre Strukturen (Shyng et al. 1994; Marella et al. 2002; Peters et al. 

2003; Sunyach et al. 2003). Für letzteres spricht, dass PrPC sich in vivo an der 

Zelloberfläche in Cholesterin-reichen Membraneinbuchtungen (Caveolae) anreichert 

(Harmey et al. 1995; Vey et al. 1996). Während die Endozytose über coated pits mit 

einer Clathrin-abhängigen Einstülpung einhergeht, können sich Caveolae von der 

Plasmamembran abschnüren und ebenfalls über den Endozytoseweg mit Endosomen 

fusionieren. PrPC wird schließlich in Lysosomen vollständig abgebaut. 

 

1.2.5 Missfaltung von PrPC ist kennzeichnend für Prion-Erkrankungen 

 

Gemäß der ursprünglichen Prion-Hypothese von Prusiner (siehe Punkt 1.2.1) ist ein 

proteinartiger Erreger ohne Nukleinsäure Hauptbestandteil der infektiösen Partikel 

(Prionen). Eine weitergehende Hypothese, die Prion-Protein-only-Hypothese, stellt 

das Prion-Protein in seiner Scrapie-Form (PrPSc) als Hauptbestandteil der Prionen dar 

(Prusiner et al. 1981; Prusiner 1982). 

Ein Jahrzehnt nach Formulierung dieser Hypothesen haben Experimente mit 

transgenen Tieren bestätigt, dass das Prion-Protein in Zusammenhang mit der 

Pathogenese der Prion-Erkrankungen steht. Transgene Mäuse, die kein PrPC 

exprimieren (Prnp0/0-Mäuse), sind selbst nach intrazerebraler Inokulation mit dem 

Erreger nicht infizierbar und können den Erreger nicht propagieren (Büeler et al. 

1993). Sie bleiben symptomfrei und zeigen keine histopathologischen Veränderungen 

im Gehirn. Kontrolltiere dagegen weisen ca. 140 Tage nach Inokulation neurologische 

Symptome auf und sterben infolgedessen nach ungefähr weiteren acht Tagen. Durch 

Wiedereinführung des Prion-Protein-Gens in die Prnp0/0-Mäuse kann die 

Infizierbarkeit wiederhergestellt werden (Büeler et al. 1993). Die Ergebnisse konnten 

mit weiteren Erregertypen in verschiedenen Prnp0/0-Mauslinien bestätigt werden 

(Prusiner et al. 1993; Manson et al. 1994; Sakaguchi et al. 1995). Aus diesen 

Befunden lässt sich schlussfolgern, dass eine Expression von PrPC für eine Infektion 

notwendig ist.  

Für die Replikation des infektiösen Materials im Gehirn ist eine Umwandlung von 

PrPC in die infektiöse (pathogene) Form PrPSc notwendig (Pan et al. 1993). Es wird 
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angenommen, dass diese Umwandlung durch direkte Interaktion beider Isoformen 

entweder in lysosomalen Kompartimenten oder auf der Zelloberfläche stattfindet 

(Caughey und Raymond 1991; Borchelt et al. 1992; Taraboulos et al. 1995). Dabei 

zwingt das eindringende PrPSc dem zellulären PrPC seine pathogene Konformation 

auf, was zu einer Umwandlung von PrPC in PrPSc und somit zu einer 

Nettoneusynthese der pathogenen Konformation führt.  

Der konkrete Mechanismus der Konversion ist noch unbekannt. Es gibt zahlreiche 

Konversionsmodelle, wobei die Modelle von Prusiner und Landsbury am meisten 

diskutiert werden. Beide Modelle unterscheiden sich vor allem in der Frage, wie viele 

Moleküle an der Umfaltung von PrPC beteiligt sind.  

Beim Heterodimer-Modell von Prusiner ist die Bildung eines Heterodimers aus PrPC 

und PrPSc der kritische Schritt, woraufhin ein PrPC-Molekül in einer autokatalytischen 

Reaktion durch ein PrPSc-Molekül umgefaltet wird (Prusiner 1991) (Abb. 7). Der 

direkte Kontakt beider Moleküle wurde aus Experimenten mit transgenen Mäusen 

abgeleitet, die zusätzlich zum Maus-PrPC auch Hamster-PrPC exprimierten (Prusiner 

et al. 1990). Nach Infektion mit Hamster- bzw. Maus-Prionen wurde lediglich das 

jeweilige speziesspezifische PrPSc in den transgenen Mäusen propagiert.  

 

 
 
Abbildung 7: Replikation von PrPSc. Nach dem Heterodimer-Modell von Prusiner findet die 
Umwandlung von PrPC in PrPSc durch direkte Interaktion beider Isoformen statt, wobei jeweils ein 
PrPC-Molekül in einer autokatalytischen Reaktion durch ein PrPSc-Molekül unter Bildung eines 
Heterodimers umgefaltet wird. Mehrere PrPSc-Aggregate bilden eine infektiöse Einheit (Prion), welche 
außerdem in geringem Anteil Lipide (gelb) und Polysaccharide (rot) enthält. 
 

 

Beim Nukleations-Modell von Landsbury bildet sich ein Kristallisationskeim 

(Nukleus), der eine Mindestgröße für den weiteren Einbau von PrPSc besitzen muss. 

Somit erfolgt ein irreversibler Einbau von PrPSc in ein bereits bestehendes PrPSc-

 21



1. Einleitung 

Oligomer. Im Gegensatz zum Heterodimer-Modell stellt nach Landsbury erst der 

Nukleus ein infektiöses Partikel dar und nicht bereits das einzelne PrPSc-Molekül 

(Jarrett und Lansbury 1993). Der größte Kritikpunkt an den Modellen von Prusiner 

und Landsbury besteht darin, dass diese nur eine Umwandlung in Lösung 

berücksichtigen und keine zellulären Bedingungen, wie beispielsweise die 

Membranverankerung von PrPC, widerspiegeln können (Eigen 1996).  

Wie viele PrPSc-Moleküle tatsächlich für eine Infektion nötig sind, kann aufgrund der 

derzeit vorhandenen proteinanalytischen Methoden nicht eindeutig geklärt werden. 

Titrationsversuche haben ergeben, dass eine infektiöse Einheit (Prion) von ca. 105 

PrPSc-Molekülen gebildet wird (Bolton et al. 1982), von welchen aber theoretisch eine 

geringere Anzahl wahrhaft infektiös sein könnte. Andererseits könnte die Bildung 

großer Aggregate tatsächlich für die Infektiösität notwendig sein. Neben PrPSc-

Aggregaten sind auch 10% Polysaccharide und 1% Lipide in Prionen enthalten (siehe 

Abb. 7). Letztere sind von der Art wie sie in Einschnürungen der äußeren 

Zellmembran (Caveolae) vorkommen und liefern daher einen möglichen Hinweis auf 

den Entstehungsort von Prionen (Taraboulos et al. 1995). Diese weiteren Bestandteile 

könnten zur Stabilisierung der PrPSc-Konformation oder zum Kontakt mit 

Komponenten der Zelloberfläche und somit zur Infektiösität beitragen (Klein et al. 

1998; Appel et al. 1999). 

Es wurden zahlreiche Versuche zur Herstellung von infektiösem PrPSc mittels in vitro-

Konversion von in Bakterien exprimiertem, rekombinantem PrP unternommen. Diese 

in vitro erzeugten Aggregate waren zwar PK-resistent, jedoch nicht infektiös (Kocisko 

et al. 1994; Kaneko et al. 1995; Kaneko et al. 1997; Hill et al. 1999; Jackson et al. 

1999; Post et al. 2000). Der Grund für die fehlende Infektiösität wurde darin 

vermutet, dass die in Bakterien nicht stattfindende posttranslationale Modifizierungen 

von PrP oder ein zusätzlicher in Bakterien nicht vorhandener Faktor, der als Protein X 

bezeichnet wurde, für die Herstellung der Infektiösität notwendig ist (Telling et al. 

1995). Dass man nicht die richtigen Bedingungen gefunden hatte, erschien aufgrund 

der zahlreichen Versuche eher unwahrscheinlich. Kürzlich gelang es jedoch 

tatsächlich der Gruppe von Prusiner rekombinantes PrP in Bakterien herzustellen, das 

nach seiner in vitro-Konversion und anschließenden intrazerebralen Inokulation in 

transgene Mäuse, zu histopathologischen Veränderungen und Propagierung von PK-

resistentem sowie infektiösem PrPSc im Gehirn führte (Legname et al. 2004). Nach 

Ausbildung der typischen neurologischen Symptome kam es zum Tod der Tiere. 
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Somit scheint eine Missfaltung von PrPC ausreichend für die Übertragung von Prion-

Erkrankungen zu sein.  

Diese und vorangegangene Ergebnisse bestätigen, dass die Konformationsänderung 

von PrPC in PrPSc ein entscheidender Vorgang der Infektion ist. Damit kann aber nicht 

nur die Entstehung der durch Infektion erworbenen Prion-Erkrankungen erklärt 

werden, sondern auch die der sporadischen und hereditären Formen. Bei der 

sporadischen CJK (sCJK) wird angenommen, dass die Missfaltung von PrPC spontan 

entsteht. Die spontan missgefalteten PrP-Moleküle können dann den Ausgangspunkt 

für die weitere Propagierung der missgefalteten Formen bilden. Der Prozess der 

Umwandlung müsste wesentlich langsamer und mit weitaus geringerer 

Wahrscheinlichkeit als bei einer Infektions-bedingten Prion-Erkrankung erfolgen. 

Dies würde auch das seltene Vorkommen dieser Erkrankungen erklären, von welchen 

80-90% den sCJK zugeordnet werden. Bei hereditären Prion-Erkrankungen wird 

angenommen, dass Mutationen im Prion-Protein Gen (siehe Abb. 2) die Umfaltung 

von PrPC in eine pathogene Konformation mehr oder weniger effektiv begünstigen 

können. Damit erklärt man sich die unterschiedliche Penetranz der familiären 

Erkrankungen, welche sogar bis zu 100 % betragen kann (Spudich et al. 1995).  

 

1.2.6 Rätsel um die Funktion von PrPC 

 

Die physiologische Funktion des zellulären Prion-Proteins verbleibt auch über 

zwanzig Jahre nach seiner Entdeckung weitgehend unbekannt. Die hohe 

Expressionsrate von PrPC während der frühen Embryogenese und im adulten 

Organismus (Manson et al. 1992), die starke Konservierung innerhalb der Säugetiere 

(Schatzl et al. 1995), sowie die Existenz des PrP-Gens in Vögeln (Gabriel et al. 

1992), Reptilien (Simonic et al. 2000), Amphibien (Strumbo et al. 2001) und Fischen 

(Oidtmann et al. 2003) lässt eine wichtige physiologische Funktion von PrP 

vermuten. Bislang gibt es jedoch lediglich indirekte Hinweise auf mögliche 

Funktionen. 

Aus den ersten Untersuchungen mit Prnp0/0-Mäusen konnten keine wesentlichen 

Erkenntnisse über die Funktion von PrPC gewonnen werden, da die Tiere keinen 

signifikanten Phänotyp aufwiesen (Büeler et al. 1992). Nach weiteren Studien 

konnten Abweichungen im zirkadianen Rhythmus, der synaptischen Physiologie und 
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in einigen elektrophysiologischen Parametern von Prnp0/0-Mäusen nachgewiesen 

werden (Tobler et al. 1996).  

Aus Analysen in neuronalen Zellen wurden verschiedene Funktionen von PrPC in der 

Signaltransduktion und der Protein-Protein-Interaktion in Erwägung gezogen. So 

wurde nach induzierter Dimerisierung von PrPC eine darauf folgende Veränderung der 

Phosphorylierung der Tyrosin-Kinase Fyn beobachtet (Mouillet-Richard et al. 2000). 

Weiterhin wurden der 37 kDa Laminin-Rezeptor (Rieger et al. 1997; Graner et al. 

2000; Gauczynski et al. 2001), ein nicht näher charakterisiertes 66 kDa 

Membranprotein (Martins et al. 1997) und das Stress-induzierbare Protein 1 (STI 1) 

(Zanata et al. 2002), auch ein Membranprotein, als mögliche Interaktionspartner von 

PrPC vorgeschlagen. Letztere Studie führte zur Vermutung, dass PrPC eine 

neuroprotektive Signalwirkung besitzen könnte, da die Interaktion von PrPC mit STI 1 

Neuronen vor einer Anisomycin-induzierten Apoptose schützt.  

Eine neuroprotektive Funktion von PrP wurde auch aufgrund neuerer Studien mit 

transgenen Mäusen vorgeschlagen. Kürzlich konnte gezeigt werden, dass durch 

spezifische Antikörperbindung von PrPC in vivo Apoptose in primären Neuronen 

ausgelöst wird, was möglicherweise darauf zurückzuführen ist, dass eine 

neuroprotektive Signalwirkung, die von PrPC ausgeht, unterbrochen wird (Solforosi et 

al. 2004). Weitere in vivo-Untersuchungen deuten darauf hin, dass PrPC in Prion-

Erkrankungen direkt in die neurodegenerative Kaskade involviert ist (Brandner et al. 

1996; Mallucci et al. 2003) (siehe Punkt 1.2.7). 

Da Prnp0/0-Mäuse keinen signifikanten Phänotyp aufweisen, wurde angenommen, 

dass diese Tiere bereits früh in der Embryogenese Kompensationsmechanismen 

entwickeln, um dem Mangel an PrPC entgegenzuwirken. Die Generierung von 

CreloxP-Mäusen ermöglicht die PrP-Expression erst zu einem späteren postnatalen 

Zeitpunkt einzustellen (Mallucci et al. 2002). Außer einer Verminderung der 

Nachhyperpolarisationsströme in hippocampalen Zellen, was auf eine Rolle von PrPC 

in der Modulierung neuronaler Erregbarkeit hinweist, konnten jedoch keine weiteren 

Erkenntnisse über die Funktion gewonnen werden.  

Aufgrund der Kupfer-bindenden Eigenschaft von PrPC (Broussolle et al. 1989; 

Stöckel et al. 1998; Viles et al. 1999) wird eine Rolle von PrPC in der Kupfer-

Homöostase vorgeschlagen. Die Oktarepeats im unstrukturierten N-Terminus von 

PrPC stellen eine Bindestelle für Kupferionen dar (Hornshaw et al. 1995; Hornshaw et 

al. 1995; Miura et al. 1996; Brown et al. 1997). Verschiedene Untersuchungen haben 
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ergeben, dass PrPC bevorzugt auf der Oberfläche von synaptischen Endigungen im 

ZNS lokalisiert ist (Fournier et al. 1995; Sales et al. 1998; Herms et al. 1999). Bei 

Prnp0/0-Mäusen wurde eine signifikante Verminderung der synaptosomalen 

Kupferkonzentration beobachtet (Collinge et al. 1994; Manson et al. 1995), was 

vermutlich auf eine verminderte Wiederaufnahme des bei der synaptischen 

Vesikelfreisetzung in den synaptischen Spalt gelangenden Kupfers zurückzuführen 

ist. Zusätzlich wurde bei Prnp0/0-Mäusen eine verminderte Aktivität eines Kupfer-

abhängigen Enzyms, der Superoxiddismutase (SOD), festgestellt (Brown et al. 1997). 

SOD fängt schädliche Radikale ab. PrPC könnte möglicherweise auch eine Rolle bei 

der Resistenz gegen oxidativen Stress spielen. Veränderungen im Schlaf-Wach-

Rhythmus von Prnp0/0-Mäusen (Tobler et al. 1996; Tobler et al. 1997) könnten durch 

eine beeinträchtigte Kupferaufnahme von PrPC und eine verminderte Aktivität 

Kupfer-abhängiger Enzyme, wie der Monaminoxidase, erklärt werden (Oxenkrug und 

Requintina 1998). Dieses Enzym ist für die Synthese des für den Schlafrhythmus 

wichtigen Hormons Melatonin essentiell (McArthur et al. 1991. Die meisten 

Veränderungen, die bei Prnp0/0-Mäusen beobachtet wurden, sind Folgeerscheinungen 

der verminderten Kupferbindung oder -fehlverteilung. Es bleibt zu klären, ob die 

Bindung und Wiederaufnahme von Kupfer in die Präsynapse eine primäre Funktion 

von PrPC darstellt {Shyng, 1994 #612; Pauly und Harris 1998). 

 

1.2.7 Missfaltung von PrPC kann zur Bildung von infektiösen Prionen 
und / oder Neurodegeneration führen 

 

Der Mechanismus der Neurodegeneration bei Prion-Erkrankungen ist derzeit 

unbekannt. Man geht aber davon aus, dass die Missfaltung von PrPC (siehe Punkt 

1.2.5) eine zentrale Rolle spielt. Bei den meisten Prion-Erkrankungen kommt es 

neben einer äußerst progressiven Neurodegeneration zur Bildung von Proteinase K 

(PK)-resistentem und infektiösem PrPSc, welches sich in Form von Plaques im Gehirn 

ablagert (vgl. Abb. 3).  

In einer neueren Studie jedoch konnte festgestellt werden, dass im Gehirn einiger 

Patienten mit sporadischer CJK lediglich infektiöse Formen von PrP gebildet werden, 

welche zwar eine missgefaltete Konformation erhalten, aber keine PK-Resistenz 

besitzen (Safar et al. 2005).  

 25



1. Einleitung 

Interessanterweise wurde auch bei sehr wenigen hereditären Prion-Erkrankungen trotz 

einer stark vorhandenen Neurodegeneration keine Bildung von PrPSc beobachtet 

(Hsiao und Prusiner 1990; Medori et al. 1992; Budka et al. 1997). Im Gehirn der 

betroffenen Patienten konnten also keine Plaques gefunden werden. Tatsächlich haben 

folgende Experimente gezeigt, dass weitere missgefaltete Spezies von PrP existieren, 

die in Abwesenheit von PrPSc Neurodegeneration vermitteln können.  

Bei der zunächst vorgestellten Spezies handelt es sich um eine alternative Topologie 

von PrP an der ER-Membran. Versuche in zellfreien Translationssystemen mit 

Weizenkeimextrakten und Kaninchen-Retikulolysat haben ergeben, dass das Prion-

Protein neben seiner GPI-Verankerung an der Zelloberfläche zum geringen Anteil 

auch eine transmembrane Form an der ER-Membran annehmen kann (Lopez et al. 

1990; Yost et al. 1990; Hegde et al. 1998). Dabei ist PrP an seiner putativen 

Transmembrandomäne, auch als hydrophobe Domäne (HD) bezeichnet (AS 112-135), 

in die ER-Membran integriert, woraus sich zwei unterschiedliche Topologien ergeben 

können: NTMPrP mit dem N-Terminus und CTMPrP mit dem C-Terminus im ER-

Lumen. Mutationen in der HD-Domäne und in der N-terminalen Signalsequenz von 

PrP modulieren den relativen Anteil dieser Topologien (Hegde et al. 1998; Kim et al. 

2001). So liegt sowohl bei Patienten mit der A117V Mutation als auch in 

entsprechend transgenen Mausmodellen eine erhöhte Synthese von CTMPrP vor. Diese 

alternative ER-Membran-Topologie ist ausreichend, um auch bei den Tieren eine 

Neurodegeneration zu vermitteln (Hegde et al. 1999).  

Als weitere pathogene Spezies konnte eine zytosolische Form von PrP identifiziert 

werden. Transgene Mäuse, die aufgrund einer fehlenden N-terminalen ER-

Signalsequenz eine zytosolische PrP-Form exprimierten, entwickelten ebenfalls eine 

starke Neurodegeneration. Darüber hinaus konnte nach Behandlung von neuronalen 

Zellen mit proteasomalem Inhibitor Zelltod nachgewiesen werden, was einen Anstieg 

an unglykosiliertem und unlöslichem PrP im Zytosol zur Folge hatte (Ma et al. 2002). 

Eine weitere zytosolische Form von PrP wurde für eine pathogene Stoppmutante 

(Y145 Stopp) beschrieben (Kitamoto et al. 1993; Zanusso et al. 1999). Eine 

mechanistische Studie in neuronalen Zellen hat ergeben, dass die C-terminale 

Domäne von PrPC entscheidend für den Import des Proteins in das ER ist. Pathogene 

Stoppmutanten mit deletierten Domänen innerhalb des C-Terminus, wie Y145 Stopp 

oder auch Q160 Stopp, beeinträchtigen den Import von PrP in das ER. Als Folge 
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darauf besitzt ein signifikanter Anteil dieser Mutanten eine ungeschnittene ER-

Signalsequenz und liegt somit im Zytosol vor (Heske et al. 2004).  

Mutationen, die eine Fehlregulierung in der Biogenese von PrPC oder eine alternative 

Topologie des Proteins an der ER-Membran zur Folge haben, können also in 

Abwesenheit von PrPSc Neurodegeneration verursachen. Interessanterweise ist 

umgekehrt auch eine Propagierung von PrPSc ohne darauf folgende 

Neurodegeneration möglich. Dies wurde eindrucksvoll durch folgende in vivo 

Experimente belegt.  

Neuroektodermales Gewebe von transgenen PrP-überexprimierenden Tieren (tg20-

Mäuse) wurde in das Gehirn von Prnp0/0-Mäusen transplantiert, die daraufhin mit 

Scrapie-Erregern intrazerebral inokuliert wurden (Brandner et al. 1996). Nach einer 

für tg20-Mäusen typischen Inkubationszeit von ca. siebzig Tagen entwickelten die 

Transplantate im Gegensatz zum restlichen Gehirn histopathologische 

Veränderungen, die später zu einer starken Neurodegeneration führten. Darüber 

hinaus wurde zwar PrPSc, das aus dem infizierten Transplantat stammte, in Form von 

Plaques auch im Gehirn der Empfänger-Mäuse gefunden, aber selbst nach über einem 

Jahr konnten keine pathologischen Veränderungen in der Nachbarschaft dieser 

Plaques festgestellt werden. PrPSc scheint also auf Neuronen, welche kein PrPC 

exprimieren, nicht toxisch zu wirken.  

Weitere wichtige Einblicke lieferten erst kürzlich Experimente mit transgenen MloxP-

Mäusen, bei welchen acht Wochen nach Inokulation mit dem Scrapie-Erreger 

ausschließlich die neuronale Expression von PrPC eingestellt wurde (Mallucci et al. 

2003). Zu diesem Zeitpunkt waren pathologische Veränderungen in Form einer frühen 

Spongiose zu erkennen. Während jedoch in Kontrollmäusen zwölf Wochen nach der 

Inokulation ein starker Neuronenverlust vorlag, der zum Tod führte, zeigten die 

transgenen MloxP-Mäuse bereits zu diesem Zeitpunkt einen Rückgang der Spongiose 

und entwickelten selbst achtundvierzig Wochen später keine Neurodegeneration. Im 

nicht-neuronalen Gewebe dieser Tiere, in welchem PrPC weiterhin exprimiert wurde, 

erfolgte eine starke Ablagerung von PrPSc, die vergleichbar war mit der von 

infizierten Kontrollmäusen im Endstadium ihrer Erkrankung. Trotz der starken PrPSc-

Propagierung blieben die Tiere symptomfrei. Eine Propagierung von PrPSc in nicht-

neuronalem Gewebe scheint also keine pathogenen Auswirkungen zu haben.  

Die Missfaltung von PrPC kann einerseits zu einer Bildung von PrPSc und 

Neurodegeneration führen, andererseits aber _ wie die hier vorgestellten Studien 
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zeigen _ auch zu einer Bildung von PrPSc ohne Neurodegeneration (Brandner et al. 

1996; Mallucci et al. 2003) oder zu einer Neurodegeneration ohne die Bildung von 

PrPSc (Muramoto et al. 1997; Chiesa et al. 1998; Hegde et al. 1998; Hegde et al. 

1999; Ma et al. 2002).  

Diese Befunde führen zu einer interessanten Hypothese, welche PrPSc _ ähnlich wie 

die Prion-Protein-only-Hypothese (siehe Punkt 1.2.5) _ als infektiöses Agens darstellt, 

das die Transmission von Prion-Erkrankungen vermittelt, aber nicht auch als 

neurotoxisches Agens. Die Identifizierung des neurotoxischen Agens bleibt weiterhin 

eine große Herausforderung.  

 

1.3 Maturierung und Faltung sekretorischer Proteine 

 

Da Analysen der posttranslationalen Modifikationen und der Proteinfaltung 

wesentlicher Bestandteil der vorliegenden Arbeit sind, wird in diesem Kapitel näher 

auf die komplexe Glykosilierung und GPI-Verankerung von Proteinen eingegangen 

(siehe Punkt 1.3.1). Außerdem werden verschiedene Qualitätskontrollmechanismen 

der Zelle vorgestellt, welche dazu dienen die Bildung und den weiteren Transport 

missgefalteter Proteine zu verhindern (siehe Punkt 1.3.2).  

 

1.3.1 PrPC erhält zwei komplexe Glykosilierungen und eine GPI-
Verankerung 

 

Das Prion-Protein wird durch zwei komplexe Glykosilierungen an den Asparaginen 

180 und 196 (Aminosäurenummerierung gemäß Maus-PrP) posttranslational 

modifiziert (Endo et al. 1989; Haraguchi et al. 1989; Rudd et al. 1999; Stimson et al. 

1999). Die Zuckerreste werden durch N-glykosidische Bindungen an die zwei 

Asparaginseitenketten von PrPC geknüpft, die jeweils Teil eines typischen 

Erkennungsmotivs sind.  

Für die N-Glykosilierung von Proteinen gibt es zwei verschiedene 

Erkennungssequenzen: N-X-S (Asparagin - beliebige AS außer Prolin - Serin) und 

wie im Fall von PrPC N-X-T (Asparagin - X ist bei PrPC Isoleucin bzw. Phenylalanin - 
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Threonin). In vitro-Analysen haben ergeben, dass das Motiv N-X-T eine vierzigmal 

effizientere Glykosilierung der Proteine ermöglicht als N-X-S (Bause 1983). 

Die N-Glykosilierung aller Proteine beginnt cotranslational im ER, also noch während 

des ER-Imports, mit dem Transfer der Core Glykane. Bei einem Teil der Proteine _ so 

auch bei PrPC _ erfolgt nach weiterer Prozessierung im Golgi-Apparat eine 

Umwandlung der Core Glykane in komplexe Strukturen (terminale Glykosilierung). 

Während im ER die Core Glykane aller Proteine eine einheitliche Struktur und 

Zusammensetzung der Oligosaccharide besitzen und unter anderem eine Rolle in der 

Proteinfaltung und Qualitätskontrolle einnehmen, nehmen die Proteine im Golgi-

Apparat diverse komplexe Strukturen mit heterogener Oligosaccharid-

Zusammensetzung an, die Zelltyp- und Spezies-spezifisch sind und verschiedene 

Funktionen der reifen Proteine, wie Zellerkennung oder Signalwirkung, vermitteln 

(Kornfeld und Kornfeld 1985; Paulson 1989; Varki 1993). 

 

 
 
Abbildung 8: Struktur eines N-glykosidisch verknüpften Core Glykans im ER. Die N-
Glykosilierung im ER erfolgt cotranslational durch Bindung der Core Glykane an die zwei 
Asparaginseitenketten von PrPC, die jeweils Teil des Erkennungsmotivs N-X-T (Asparagin - Isoleucin 
bzw. Phenylalanin - Threonin) sind. Die drei Glucosereste- und ein Mannoserest werden im ER mit 
Hilfe der Glucosidase I und II und der α-1,2-Mannosidase entfernt. N: N-Terminus von PrPC; C: C-
Terminus von PrPC. 
 

 

Die Biosynthese der N-glykosidischen Oligosaccharide beginnt damit, dass im 

Zytosol des ERs eine Oligosaccharid-Einheit bestehend aus fünf Mannose- und zwei 

N-Acetyl-Glucosamin-Resten (Man5 GlucNAc2) an ein an der ER-Membran 

lokalisiertes Carrier-Lipid (Dolicholphosphat) gebunden wird. Dieser stark 

hydrophobe Carrier transferiert die Zucker-Einheit durch „Umklappen“ aus dem 

Zytosol in das Lumen des ERs. Hier erhält das Dolicholphosphat durch aufeinander 
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folgende Addition von Monosacchariden ein aktiviertes Core Oligosaccharid 

(Kornfeld und Kornfeld 1985; Gahmberg und Tolvanen 1996; Burda und Aebi 1999). 

Dieser Oligosaccharid-Block (Core Glykan, Abb. 8) bestehend aus drei Glucose-, 

neun Mannose- und zwei N-Acetyl-Glucosamin-Resten (Glc3 Man9 GlucNAc2) wird 

als Ganzes mit Hilfe der Oligosaccharyl-Transferase cotranslational vom Lipid-

Carrier auf eine Asparaginseitenkette der wachsenden Polypeptidkette übertragen 

(Silberstein und Gilmore 1996). Darauf folgend werden mit Hilfe der Glucosidase I 

und II und der α-1,2-Mannosidase die drei Glucose- und einer der Mannose-Reste 

abgespalten (Kornfeld und Kornfeld 1985; Moremen et al. 1994) (Abb. 8, 9). 

Letzteres stellt das Signal für den Export des Proteins in den Golgi-Komplex dar. Mit 

Hilfe der Glucosyl-Transferase werden missgefaltete oder ungefaltete Proteine 

reglucosiliert und somit erneut in den Calnexin-Zyklus im ER überführt (siehe Punkt 

1.3.3).  

 

 
 
Abbildung 9: Prozessierung der an Asparagin gebundenen Oligosaccharide im ER und den drei 
Golgi-Kompartimenten. Folgende Enzyme sind an der Prozessierung beteiligt: (1) Glucosidase I, (2) 
Glucosidase II, (3) α-1,2-Mannosidase des ERs, (4) Mannosidase I des Golgi-Apparats, (5) GlcNAc-
Transferase I, (6) Mannosidase II des Golgi-Apparats, (7) GlcNAc-Transferase II und IV, (8) Fucosyl-
Transferase, (9) Galactosyl-Transferase, (10) Sialyl-Transferase. Der rote Pfeil symbolisiert die 
Reglucosilierung, welche den erneuten Eintritt in den Calnexin-Zyklus ermöglicht.  
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Die Proteine gelangen vom ER in das cis-Golgi, wo weitere drei Mannose-Reste 

entfernt werden (Abb. 9). Im mittleren Golgi folgt auf eine Addition eines N-Acetyl-

Glucosamin-Restes die Abspaltung weiterer zwei Mannose-Einheiten. Bei der 

terminalen Glykosilierung im trans-Golgi erfolgt die Addition der terminalen 

Zuckerreste bestehend aus N-Acetyl-Glucosaminen, Galactose, Sialylsäure und 

Fucose. Das Protein ist nun komplex glykosiliert. Dabei sind lediglich zwei N-Acetyl-

Glucosamin- und drei Mannose-Reste des ursprünglichen Core Glykans aus dem ER 

erhalten. Ebenso wie PrPC, ist die pathogene Isoform PrPSc komplex glykosiliert. 

PrPSc besitzt jedoch eine unterschiedliche Oligosaccharid-Zusammensetzung (Rudd et 

al. 1999).  

Eine weitere posttranslationale Modifizierung von PrPC ist die Anheftung des GPI-

Ankers, der das reife Protein an die äußere Plasmamembran heftet (Stahl et al. 1987). 

Der GPI-Anker wird im ER als Ganzes synthetisiert und besteht aus einem Distearat, 

das über eine Oligosaccharid-Einheit mit Ethanolaminphosphat verknüpft wird. Der 

vorgeformte GPI-Anker wird im ER über die NH2-Gruppe des Ethanolaminphosphats 

mittels einer Transamidase-Reaktion an die carboxyterminale Akzeptoraminosäure 

(Serin 231 von PrPC) – die so genannte ω-site – übertragen (Englund 1993). Dabei 

wird die hydrophobe 23 AS lange C-terminale GPI-Signalsequenz (GPI-SS) von PrPC 

abgeschnitten.  

Die GPI-SS von PrPC besitzt ähnliche Eigenschaften wie die anderer GPI-verankerter 

Proteine: an der ω-site, sowie an den Positionen ω+1 und ω+2, befinden sich lediglich 

einfache Aminosäuren (AS) mit kleinen Seitenketten _ im Fall von PrPC drei 

Serinreste _ gefolgt von einer 10-12 AS langen hydrophoben Domäne (Ferguson und 

Williams 1988; Moran et al. 1991; Nuoffer et al. 1991; Kodukula et al. 1993; Nuoffer 

et al. 1993).  
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1.3.2 Qualitätskontrollmechanismen im ER können die Bildung und 

den weiteren Transport missgefalteter Proteine verhindern 

 

Wie unter Punkt 1.2.5 erläutert, ist die Missfaltung von PrPC kennzeichnend für alle 

Prion-Erkrankungen. In diesem Zusammenhang ist es interessant die verschiedenen 

Qualitätskontrollmechanismen im ER zu betrachten, mit welchen die Zelle 

ausgestattet ist, um eine Missfaltung von Proteinen zu verhindern oder bereits 

missgefaltete Proteine zu erkennen und gegebenenfalls zu eliminieren. Zu den 

wichtigsten Qualitätskontrollmechanismen im ER gehören der Calnexin-Zyklus, die 

ER-assoziierte Degradierung (ER associated degradation, ERAD) und die Unfolded 

Protein Response (UPR). 

Der Calnexin-Zyklus ist im ER fast aller Eukaryoten zu finden (Helenius et al. 1997; 

Zapun et al. 1999; Parodi 2000). Nachdem durch die Glucosidase I zunächst zwei der 

drei Glucose-Reste der neu synthetisierten Proteine im ER abgespalten werden (siehe 

Abb. 9, Schritt 1), werden die Proteine, die nur noch einen Glucose-Rest besitzen 

(Glc1 Man9 GlucNAc2), von zwei ER-Chaperonen, dem membrangebundenen 

Calnexin und dem zytosolischen Calreticulin, erkannt und gebunden (Ou et al. 1993; 

Hammond et al. 1994). Diese Lektine bilden jeweils Komplexe mit ERp57, einer 

Thiooxidreduktase, die den faltenden Proteinen bei der Ausbildung von 

Disulfidbrücken assistiert (Oliver et al. 1997; Molinari und Helenius 1999). Die 

Interaktion mit den beiden Lektinen und ERp57 verlangsamt die Faltung vieler 

Proteine und erhöht damit deren Effizienz. Nachdem der übrige Glucose-Rest des neu 

synthetisierten Proteins durch die Glucosidase II abgespalten wird (Abb. 9, Schritt 2), 

dissoziieren die Komplexe. Lediglich missgefaltete oder ungefaltete Proteine werden 

erneut mit Hilfe der Glucosyl-Transferase reglucosiliert und binden wieder an die 

Lektine (Suh et al. 1989; Sousa et al. 1992; Trombetta et al. 1996). Der Calnexin-

Zyklus wird so oft durchlaufen bis das Protein richtig gefaltet oder zur Degradierung 

freigegeben wird (Hebert et al. 1995). Ist ein Protein schließlich korrekt gefaltet, wird 

es nicht mehr reglucosiliert, sondern durch Abspaltung eines Mannose-Restes für den 

Export zum Golgi-Apparat freigegeben (siehe Abb. 9, Schritt 3). Die Rolle des 

Calnexin-Zyklus in der Qualitätskontrolle besteht also darin zu verhindern, dass 

missgefaltete Proteine aus dem ER exportiert werden. 
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Die Unfolded Protein Response (UPR) ist eine komplexe Signaltransduktionskaskade, 

die ausgelöst wird, wenn sich missgefaltete Proteine im ER anhäufen (Lee 1987; 

Kozutsumi et al. 1988; Gething und Sambrook 1992). Hierbei wird die Transkription 

verschiedener Gene induziert, die für unterschiedliche Chaperone codieren (Mori et 

al. 1992). Chaperone - die molekularen Anstandsdamen der Zelle - sind essentiell für 

das Überleben der Zelle. Sie unterstützen die Proteinfaltung, indem sie ungefaltete 

oder missgefaltete Proteine reversibel binden und somit entweder passiv einer 

Proteinaggregation vorbeugen oder aktiv eine korrekte Faltung vermitteln (Hartl 

1996; Netzer und Hartl 1998; Ellis und Hartl 1999; Agashe und Hartl 2000; Hartl und 

Hayer-Hartl 2002; Walter und Buchner 2002). Die UPR bewirkt unter anderem die 

Transkription der ER-Chaperone BiP und Grp94, der Protein-Disulfid-Isomerase, die 

eine Ausbildung korrekter Disulfidbrücken katalysiert (Dorner et al. 1990; Little und 

Lee 1995) und der Proteasomuntereinheiten, was zu einem verstärkten proteasomalen 

Abbau der missgefalteten Proteine im Zytosol führt (Ng et al. 2000).  

Die ER-assoziierte Degradierung (ERAD) ist ein Mechanismus zur selektiven 

Entfernung missgefalteter Proteine aus dem ER für die anschließende Degradierung 

dieser durch das 26S-Proteasom (Finley et al. 1984; Jentsch et al. 1987; Hurtley und 

Helenius 1989; Klausner und Sitia 1990; Sommer und Jentsch 1993; Jensen et al. 

1995). Missgefaltete Proteine im ER werden mit Hilfe von Chaperonen sowie der 

Glykosilierungsmaschinerie erkannt (McCracken und Brodsky 1996; Plemper et al. 

1997; Jakob et al. 1998) und retrograd in das Zytosol zurücktransportiert (Wiertz et 

al. 1996; Plemper et al. 1997; Zhou und Schekman 1999). Für den Abbau 

vorgesehene Proteine werden im Zytosol durch Polyubiquitinierung markiert und 

anschließend rasch durch das 26S-Proteasom degradiert (Schlesinger et al. 1975; 

Chau et al. 1989).  

ERAD und UPR sind eng miteinander gekoppelt. So bewirkt 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). Im 

Vergleich dazu ist auch eine fehlende Expression von Calreticulin für transgene 

Mäuse im embryonalen Stadium letal (Mesaeli et al. 1999).  
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1.4 Therapeutische Ansätze bei Prion-Erkrankungen 

 

Eine Therapie der Prion-Erkrankungen ist derzeit nicht möglich. Zur Entwicklung 

bisheriger therapeutischer Ansätze haben zahlreiche Studien mit transgenen Tier- und 

Zellkulturmodellen beigetragen, die experimentell mit Prion-Erregern infiziert 

wurden. Dabei sind nur sehr wenige Zelllinien für eine dauerhafte Infektion mit 

Prionen geeignet. N2a-Zellen sind immortalisierte neuronale Zellen der Maus, die mit 

Hirnhomogenat aus Scrapie (Sc)-infizierten Mäusen infizierbar sind und Proteinase K 

(PK)-resistentes und infektiöses PrPSc replizieren können (Butler et al. 1988; Caughey 

et al. 1989).  

Anhand der unterschiedlichen biochemischen Eigenschaften in der Löslichkeit und 

PK-Resistenz (siehe Punkt 1.2.2) kann PrPSc mit Hilfe eines Western Blots (vgl. Abb. 

10) leicht nachgewiesen werden. Für die Erstellung eines Löslichkeitsprofils werden 

die Zellen nach der Zellernte in Detergenz lysiert und durch Zentrifugation in eine 

lösliche (S) und unlösliche (P) Fraktion aufgetrennt. Für die Analyse der PK-

Resistenz werden die Zelllysate vor der Zentrifugation mit PK inkubiert. Wie auf dem 

Western Blot in Abbildung 10 erkennbar ist, befindet sich PrPC ausschließlich in der 

löslichen (S) Fraktion und ist vollständig PK-sensitiv (Abb. 10, N2a, +PK). Im 

Gegensatz dazu ist PrPSc in der unlöslichen (P) Fraktion zu finden und besitzt eine 

hohe Resistenz gegen eine PK-Behandlung (Abb. 10, ScN2a, +PK).  

Durch einen Verdau mit PK wird lediglich ein N-terminales Peptid von etwa 68 

Aminosäuren von PrPSc proteolytisch abgespalten (Oesch et al. 1985). 

Dementsprechend wird das ursprüngliche Molekulargewicht von 33-35 kDa auf 27-30 

kDa reduziert, wobei die Variation der Größe auf eine heterogene Glykosilierung 

zurückzuführen ist. Der Unterschied der beiden Isoformen in der PK-Resistenz wird 

bei der Diagnose von Prion-Erkrankungen genutzt. 

 

 34



1. Einleitung 

 
 

Abbildung 10: Western Blot Analyse der Löslichkeit und Proteinase K (PK)-Resistenz von PrPC 
und PrPSc. N2a- und Scrapie-infizierte N2a-Zellen (ScN2a) wurden in 0.5% Triton-DOC lysiert. 
Durch Zentrifugation wurde die lösliche (S) von der unlöslichen (P) Fraktion getrennt. Ein Teil der 
Lysate wurde zuvor mit PK versetzt (+PK). PrPC ist im Gegensatz zu PrPSc ausschließlich in der 
Detergenz-löslichen (S) Fraktion zu finden. Während PrPC vollständig mit PK abgebaut wird, verbleibt 
PrPSc resistent gegen einen PK-Verdau. Abbildung aus (Winklhofer und Tatzelt 2000).  
 

 

Mit Hilfe Prion-infizierter Zellkulturmodelle konnten verschiedene Anti-Prion-

Substanzen identifiziert werden: polyanionische Komponenten (Caughey und 

Raymond 1993), Kongo-Rot (Caughey und Raymond 1993), chemische Chaperone 

(Tatzelt et al. 1996), Porphyrine (Caughey et al. 1998), Derivate von Phenothiazin, 

wie das Malariamittel Quinacrin (Korth et al. 2001), kationische Lipopolyamine 

(Winklhofer und Tatzelt 2000) und Suramin (siehe Abb. 11) (Gilch et al. 2001; 

Kiachopoulos et al. 2004). Diese Substanzen beeinflussen zwar eine Propagierung 

von PrPSc in Zellen, erzielen jedoch keinen langfristigen Effekt in vivo. Infizierte 

Tiere zeigen lediglich eine Verlängerung der Inkubationszeit, meist bei gleichzeitiger 

Verabreichung des Prion-Inokulums (Ladogana et al. 1992; Ingrosso et al. 1995; 

Tagliavini et al. 1997; Priola et al. 2000; Gilch et al. 2001). Dabei wirken die meisten 

Substanzen nur nach einer peripheren Infektion der Tiere. Eine Ausnahme stellt 

Pentosanpolysulfat dar, das auch nach intrazerebraler Infektion von Mäusen den 

klinischen Krankheitsausbruch verzögert (Doh-ura et al. 2004).  
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Es gibt unterschiedliche Strategien, um die Konversion von PrPC in PrPSc direkt oder 

indirekt zu beeinflussen. Im Folgenden werden anhand ausgewählter Beispiele 

verschiedene Mechanismen der Intervention vorgestellt.  

Eine der möglichen Strategien ist eine Stabilisierung der PrPC-Konformation, um eine 

Umwandlung in PrPSc zu erschweren. Es gibt verschiedene Substanzen, die eine 

native Proteinkonformation stabilisieren können (Gekko und Timasheff 1981; Gekko 

und Timasheff 1981; Schein 1990). Diese werden als chemische Chaperone 

bezeichnet. Tatsächlich wurde in Scrapie-infizierten (ScN2a) Zellen gezeigt, dass 

Glycerol und Dimethylsulfoxid (DMSO) die Propagierung von PrPSc effektiv 

hemmen (Tatzelt et al. 1996). Allerdings konnte auf diese Weise das bereits in 

ScN2a-Zellen bestehende PrPSc nicht eliminiert werden, weshalb chemische 

Chaperone als therapeutische Kandidaten unbefriedigend sind. 

Anders dagegen verhält es sich bei kationischen Lipopolyaminen. Diese Membran-

assoziierte Klasse der Anti-Prion-Substanzen verhindert die Bildung von PrPSc in 

ScN2a-Zellen, bewirkt aber auch einen Abbau bereits vorhandener PrPSc-Aggregate 

(Winklhofer und Tatzelt 2000). Der exakte Mechanismus ist noch nicht erforscht, es 

wird jedoch angenommen, dass die Lipopolyamine direkt mit den PrPSc-Aggregaten 

interagieren und einen Abbau dieser induzieren. Ähnliche Ergebnisse wurden zuvor 

mit verzweigten Polyaminen erzielt (Supattapone et al. 1999). 

Eine andere Anti-Prion-Strategie besteht darin, in die Biogenese von PrPC 

einzugreifen. Es wird angenommen, dass die Zelloberfläche ein Kompartiment für die 

Umwandlung von PrPC in PrPSc darstellt (Caughey und Raymond 1991). Außerdem 

ist PrPC für eine Propagierung von PrPSc notwendig (Büeler et al. 1993). Wenn PrPC 

also nicht mehr an der Plasmamembran lokalisiert ist, könnte einer Propagierung von 

PrPSc vorgebeugt werden. In diesem Zusammenhang wird die Substanz Suramin 

vorgestellt, die als Grundlage für eine mechanistische Studie in der vorliegenden 

Arbeit diente (siehe Punkt 4.2). Suramin ist ein Hexasulfon-Naphthalin-Harnstoff-

Derivat (Abb. 11), das ursprünglich zur Behandlung der Afrikanischen 

Schlafkrankheit (Trypanosomiasis) eingesetzt wurde (Dressel und Oesper 1961).  
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Abbildung 11: Chemische Struktur der Anti-Prion-Substanz Suramin. Suramin ist ein 
Hexasulfon-Naphthalin-Harnstoff-Derivat (C51 H34 N6 Na6 O23 S6).  
 

 

Suramin interferiert mit der Propagierung von PrPSc in ScN2a-Zellen und verzögert 

den Ausbruch der Prion-Erkrankung in Scrapie-infizierten Mäusen, wobei es eine 

Missfaltung von PrPC induziert (Gilch et al. 2001). Die Suramin-induzierte 

Missfaltung bewirkt eine rasche Entfernung von der Zelloberfläche durch 

Internalisierung und vollständige lysosomale Degradierung von PrPC (Kiachopoulos 

et al. 2004).  

Eine weitere Anti-Prion-Strategie besteht in der Abschirmung von PrPC durch die 

Bindung mit monoklonalen Anti-PrPC-Antikörpern, die spezifisch ein Epitop von 

PrPC erkennen und keine oder lediglich geringe Affinität für PrPSc besitzen. An der 

Zelloberfläche gebundenes PrPC ist folglich nicht mehr zugänglich für PrPSc, welches 

daraufhin in Zellkultur nicht weiter propagiert wird (Enari et al. 2001; Peretz et al. 

2001; Gilch et al. 2003). Studien mit peripher infizierten Mäusen zeigen, dass 

monoklonale Antikörper Prion-Replikation auch in vivo inhibieren, was eine 

signifikante Verlängerung der Inkubationszeit zur Folge hat (White et al. 2003). Da 

Antikörper jedoch wie die meisten oben genannten Wirkstoffe die Blut-Hirn-Schranke 

nicht effizient passieren können, zeigen diese keinen protektiven Effekt bei 

intrazerebral infizierten Tieren. Außerdem können monoklonale Antikörper als Anti-

Prion-Substanzen nur beschränkt und mit größter Vorsicht genutzt werden, da direkte 

Injektion hoch dosierter Anti-PrPC-Antikörper in das Gehirn eine massive Apoptose 

primärer Neuronen auslöst (Solforosi et al. 2004) (siehe Punkt 1.2.6).  

Viele der bekannten Wirkstoffe, wie Pentosanpolysulfat oder Quinacrin, wurden 

bereits an einer geringen Anzahl von CJK-Patienten getestet, besitzen jedoch starke 
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1. Einleitung 

Nebenwirkungen und keinen nachweisbar therapeutischen Effekt. Dennoch kann in 

bestimmten Fällen eine Linderung der Symptome erzielt werden. Die Entwicklung 

geeigneter therapeutischer Produkte ist dadurch erschwert, dass nach Auftreten der 

klinischen Symptome der Krankheitsverlauf _ anders als beispielsweise bei der 

Alzheimer Krankheit _ äußerst progressiv ist. Außerdem kann eine eindeutige 

Diagnose beim Menschen erst post mortem durch eine histologische Untersuchung 

des Gehirns erfolgen. Dies hängt damit zusammen, dass Prionen keine körpereigene 

Entzündungsreaktion oder Immunantwort hervorrufen, da diese dieselbe vom Wirts-

Gen (PRNP) codierende Aminosäuresequenz besitzen (Basler et al. 1986). Ein 

Nachweis der Erreger im Blut ist aufgrund der dort befindlichen geringen Prionen-

Konzentration mit heutigen Bluttests nicht möglich.  
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1.5 Zielsetzung 

 

Die vorliegende Doktorarbeit umfasst zwei verschiedene Themenbereiche: zum einen 

die Untersuchung humanpathogener PrP-Mutanten und zum anderen die Analyse des 

Wirkungsmechanismus einer Anti-Prion-Substanz. Beide Studien wurden in 

geeigneten Zellkulturmodellen durchgeführt.  

Im ersten Teil der Arbeit sollte die Faltung und Maturierung zweier pathogener 

Mutanten (T183A und F198S), die beim Menschen Prion-Erkrankungen auslösen 

können, in murinen (N2a) Neuroblastomzellen untersucht werden. Diese Studie sollte 

in erster Linie eine mechanistische Erklärung für die bei Prion-Erkrankungen 

vorhandene Missfaltung von PrPC geben. Da die Substitution T183A die erste 

Akzeptorstelle für die N-Glykosilierung zerstört und diese Mutante somit nur eine 

intakte Glykosilierungsstelle besitzt, sollte in einer vergleichenden Analyse mit 

anderen monoglykosilierten Mutanten zunächst geklärt werden, ob eine fehlende 

Glykosilierungsstelle einen Einfluss auf die Faltung und Maturierung des Proteins 

besitzt. Eine mechanistische Studie mit weiteren Mutanten sollte Aufschluss darüber 

geben, ob T183A und F198S möglicherweise zu einer Destabilisierung des 

hydrophoben Cores der globulären C-terminalen Domäne von PrP führen können. Für 

eine eingehende Analyse der Biogenese aller Mutanten sollte die Glykosilierung und 

die GPI-Verankerung, sowie der weitere Proteintransport an die Zelloberfläche 

untersucht werden. Schließlich sollte die Proteinfaltung analysiert werden. Es sollte 

auch geprüft werden, ob eine ER-assoziierte Degradierung möglicher missgefalteter 

Mutanten stattfindet.  

Im zweiten Teil der Arbeit sollte der Wirkungsmechanismus der Anti-Prion-Substanz 

Suramin im Zellkulturmodell untersucht werden. In einer vorangegangenen Analyse 

wurde gezeigt, dass Suramin eine Missfaltung von PrPC induziert und mit der 

Propagierung von PrPSc in Scrapie-infizierten (ScN2a) N2a-Zellen interferiert, sowie 

den Ausbruch der Prion-Erkrankung in Scrapie-infizierten Mäusen verzögert (Gilch et 

al. 2001). Die vorliegende Studie sollte zum besseren Verständnis der Anti-Prion-

Aktivität von Suramin beitragen und somit Ansätze für die Entwicklung von 

effizienteren Anti-Prion-Strategien liefern. Hierbei sollte der Effekt von Suramin auf 

die Biogenese von PrPC in N2a-Zellen untersucht werden. Weiterhin sollten Domänen 

des Prion-Proteins identifiziert werden, welche an einer Suramin-induzierten 
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1. Einleitung 

Missfaltung beteiligt sind, sowie Zellkompartimente, in welchen eine Suramin-

induzierte Missfaltung stattfindet. Außerdem sollte geklärt werden, ob missgefaltetes 

PrPC _ anders als infektiöses PrPSc _ in neuronalen Zellen eliminiert werden kann. 

 40



2. Material 

2. Material 

 

2.1 Biologisches Material 

 

2.1.1 Zelllinien 

 
SH-SY5Y   Typ: humane Neuroblastomzellen 

   DSMZ-Nr. ACC 209 

N2a      Typ: murine Neuroblastomzellen  

   ATCC-Nr. CCL 131 

ScN2a  Typ: N2a-Zellen, die mit Prionen 

infiziert sind, welche aus 

Gehirnextrakten Scrapie (Sc)-infizierter 

Mäuse isoliert wurden. 

 

2.1.2 Vektoren und Plasmide 

 
pcDNA3.1/ZEO(+)  Invitrogen, Karlsruhe 

pcDNA-CD4-flag  Herrmann Schätzel 

pPROEX-HTa  Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 

 

2.1.3 Bakterienstämme 

 

DH5α   Genotyp: supE44, ∆lac169,  

(Φ80lacZ∆M15), hsdR17, recA1, 

endA1, gyrA96, thi-1, relA1 

   Herkunft: Hanahan, 1983 
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2.1.4 Antikörper 

 

3F4  Signet Laboratories, Dedham, MA, USA 

       Verdünnung: 1:5000 

A7       Hergestellt durch Immunisierung von 

Kaninchen mit gereinigtem 

rekombinaten PrP (Winklhofer et al. 

2003) 

  Verdünnung: 1: 2500 

Anti-Kaninchen Antikörper        Amersham Pharmacia Biotech,  

(HRP-gekoppelt) aus Esel   Freiburg 

Anti-Maus Antikörper        Amersham Pharmacia Biotech,  

(HRP-gekoppelt) aus Schaf       Freiburg 

Anti-Maus Antikörper Cy3       Dianova, Hamburg 

Streptavidin (HRP-gekoppelt) Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 

 

2.1.5 Enzyme und Proteine 

 

BSA  USB, Cleveland, OH, USA 

Endoglycosidase H  New England Biolabs, Schwalbach 

N-Glycosidase F  Roche Diagnostics, Mannheim 

Pfu-Polymerase  Promega, Mannheim 

Phosphatidylinositol phospholipase C  Roche Diagnostics, Mannheim 

Proteinase K  Roche Diagnostics, Mannheim 

Restriktionsendonukleasen  New England Biolabs, Schwalbach 

Shrimp-Alkaline-Phosphatase  Roche Diagnostics, Mannheim 

T4-DNA-Ligase  New England Biolabs, Schwalbach 

Trypsin  Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe 
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2.1.6 Standardgrößenmarker für Proteine und Nukleinsäuren 

 

Referenzproteine für SDS-Page: 

           See Blue Plus2   Invitrogen, Karlsruhe 

           Dalton Mark VII-L       Sigma, Deisenhofen 

DNA-Längenstandards: 

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

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

 

2.1.7 Synthetische Oligonukleotide 

 

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

Schnittstellen für Restriktionsendonukleasen sind unterstrichen. 

 

Schnittstellen für Restriktionsendonukleasen: 

A/AGCTT Hind III 

G/GCGCC KasI 

C/TCGAG Xho I 

G/GTNACC BstE II 

 

Primer:  5´-Ende            3´-Ende 

 

HindIII-5': AAACTTAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACT 

KasI-3': CTCGAGGGCGCCATCCCCAAACAGTGGCTTCTT 

XhoI-3':  CCCTCTAGACTCGAGGGCGCCATCCCCAAACAGTGG 

BstEII-5': TATCACCATCAAGCAGCACACGGTCACCACCACCAC 

∆gpi-5': AAGGAGTCCCAGGCCTATTACTGAGGGAGGCCTTCCTGCTTG 

∆gpi-3':  CAAGCAGGAAGGCCTCCCTCAGTAATAGGCCTGGGACTCCTT 

M204S-5': TTCACCGAGACCGATGTGAAGAGTATGGAGCGCGTGGTGGA 

M204S-3': CTCCACCACGCGCTCCATACTCTTCACATCGGTCTCGGTGAA 

∆N-5': GGCCTCTGCAAAAAGCGGCCACAAGGAGGGGGTACCCATAA 

∆N-3': ATTATGGGTACCCCCTCCTTGTGGCCGCTTTTTGCAGAGGCC 
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∆27-156-5': GGCCTCTGCAAAAAGCGGCCACCTAACCAAGTGTACTACAG 

∆27-156-3': CCTGTAGTACACTTGGTTAGGTGGCCGCTTTTTGCAGAGGCC 

∆2-22-5': GATCTAGAATCAGTCATCATGAAAAAGCGGCCAAAGCCTGG 

∆2-22-3': TCCAGGCTTTGGCCGCTTTTTCATGATGACTGATTCTAGATCT 

T182A-5’: CACGACTGCGTCAATATCGCCATCAAGCAGCACACGGTC 

T182A-3’: GACCGTGTGCTGCTTGATGGCGATATTGACGCAGTCGTG 

N180Q-5’: TTCGTGCACGACTGCGTCCAAATCACCATCAAGCAGCACA 

N180Q-3’: GTGCTGCTTGATGGTGATTTGGACGCAGTCGTGCACGAA 

F197S-5’:  ACCACCAAGGGGGAGAACTCCACCGAGACCGATGTGAAG 

F197S-3’: ACATCGGTCTCGGTGGAGTTCTCCCCCTTGGTGGTGGT 

V160S-5’: TACCGCTACCCTAACCAATCGTACTACAGGCCAGTG 

V160S-3’: CACTGGCCTGTAGTACGATTGGTTAGGGTAGCGGTA 

V160W-5’: TACCGCTACCCTAACCAATGGTACTACAGGCCAGTGGAT 

V160W-3’: ATCCACTGGCCTGTAGTACCATTGGTTAGGGTAGCGGTA 

 

2.2 Chemikalien 

 
Aceton  Merck, Darmstadt 

Agarose     Serva, Heidelberg 

Ampicillin     Boehringer Mannheim, Mannheim 

Amplify Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 

APS      USB, Cleveland, OH, USA 

β-Mercaptoethanol    Merck, Darmstadt 

Bacto Agar     Difco Laboratories, Detroit, MI, USA 

Bafilomycin A1    Calbiochem, Darmstadt 

Biotin LC-sulfo-NHS-(+) Molecular Bio Sciences, Boulder, USA 

Bromphenolblau    Merck, Darmstadt 

Complete Protease-Inhibitor   Boehringer Mannheim, Mannheim 

Desoxycholat     Sigma, Deisenhofen 

Desoxymannojirimycin   Calbiochem, Darmstadt 

Desoxynucleosidtriphosphate   Sigma, Deisenhofen 

dATP, dCTP, dGTP, dTTP 
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Dinatriumhydrogenphosphat   Merck, Darmstadt 

EDTA      USB, Cleveland, OH, USA 

Essigsäure     Merck, Darmstadt 

Ethanol     Sigma, Deisenhofen 

Ethidiumbromid    Sigma, Deisenhofen 

FCS      Invitrogen, Karlsruhe 

Ficoll 400     Merck, Darmstadt 

Filipin III     Sigma, Deisenhofen 

Formamid     Merck, Darmstadt 

Geniticin Sigma, Deisenhofen 

Glycerol     USB, Cleveland, OH, USA 

Glycin      USB, Cleveland, OH, USA 

Harnstoff     Sigma, Deisenhofen 

Hefeextrakt     Difco Laboratories, Detroit, MI, USA 

Immersionsöl     Merck, Darmstadt 

Instant-Magermilchpulver   Uelzena, Uelzen 

Kaliumacetat     Sigma, Deisenhofen 

Kaliumchlorid     USB, Cleveland, OH, USA 

Kaliumdihydrogenphosphat   Merck, Darmstadt 

Kupfersulfat     Sigma, Deisenhofen 

Lachsspermien-DNA    Roche Diagnostics, Mannheim 

Leupeptin     Sigma, Deisenhofen 

Magnesiumchlorid    USB, Cleveland, OH, USA 

Manganchlorid    Sigma, Deisenhofen 

Meglumin-Diatrizoat    Sigma, Deisenhofen 

Methanol     Merck, Darmstadt 

MG 132     Merck, Darmstadt 

Natriumchlorid    Merck, Darmstadt 

Natriumcitrat     Merck, Darmstadt 

Natrium-Diatrizoat    Sigma, Deisenhofen 

Natriumhydroxid-Plätzchen Merck, Darmstadt 

Oligolabeling-Kit Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 

Paraformaldehyd Sigma, Deisenhofen 

PBS Dulbecco’s +/+ Mg/Ca   Invitrogen, Karlsruhe 
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PBS Dulbecco’s -/- Mg/Ca   Invitrogen, Karlsruhe 

Pefabloc SC     Roche Diagnostics, Mannheim 

Pepstatin     Roche Diagnostics, Mannheim 

Pepton      Difco Laboratories, Detroit, MI, USA 

Ponceau S     Sigma, Deisenhofen 

Polyacrylamid/Bisacrylamid (29:1) 40% Roth, Karlsruhe 

Poly-D-Lysin     Sigma, Deisenhofen 

ProMix 35S-Methionin/Cystein Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 

Protein A-Trisacryl-Matrix Pierce, KMF Laborchemie, St. Augustin 

Rubidiumchlorid    Sigma, Deisenhofen 

Salzsäure     Merck, Darmstadt 

Sarkosyl     USB, Cleveland, OH, USA 

SDS      Roth, Karlsruhe 

Sojabohnen Trypsin-Inhibitor   Invitrogen, Karlsruhe 

Suramin     Sigma, Deisenhofen 

TEMED     USB, Cleveland, OH, USA 

Transfektionsreagenz: 

Lipofectamine Reagent  Invitrogen, Karlsruhe 

Plus Reagenz    Invitrogen, Karlsruhe 

Trichloressigsäure    Merck, Darmstadt 

Tris      USB, Cleveland, OH, USA 

Triton X-100     USB, Cleveland, OH, USA 

Trypan Blau      Invitrogen, Karlsruhe 

Trypton     Difco Laboratories, Detroit, MI, USA 

Tween-20     USB, Cleveland, OH, USA 

Penicillin/Streptomycin/Glutamin  Invitrogen, Karlsruhe 

 

2.3 Lösungen und Puffer 

 
APS-Lösung 10% Ammoniumperoxodisulfat in  

PBS-/- 

Bafilomycin A1 100 µM in DMSO 
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Biotin LC-sulfo-NHS-(+) 50 mg/ml in DMSO 

Blocking Milk für Western Blot  5% Magermilchpulver in 1x PBST  

BSA 100x     New England Biolabs, Schwalbach 

Coomassie-Entfärbelösung   40% Methanol 

      7% Essigsäure 

Denhardt 100x     2% Ficoll 400 

      2% PVP 

      2% BSA 

DEPC-Wasser     1ml DEPC in 1l Wasser 

      O/N 37oC, dann autoklavieren 

Desoxymannojirimycin   5 mg/ml in PBS -/- 

Detergenzpuffer, nichtionisch   0,1% Triton X-100 in PBS -/- 

Detergenzpuffer, ionisch   0,5% Triton X-100 

      0,5% DOC 

      in PBS -/- 

DNA-Probenpuffer (6x)   0.25% Bromphenolblau 

      30% Glycerol 

Elutionspuffer 1    8M Harnstoff 

      100mM Natriumacetat, pH4.6 

Elutionspuffer 2    8M Harnstoff 

      200mM Imidazol 

      100mM Natriumphosphat, pH7 

Filipin III     5 µg/µl in DMSO 

IP-Puffer     0,5% Triton X-100 

      0.5% DOC 

      Protease-Inhibitor-Tablette in PBS -/- 

Kupfersulfat     500 mM in autoklaviertem Wasser 

Laemmli-Probenpuffer (2x)   120 mM Tris pH 6.8 

      2% SDS 

      20% Glycerol 

      0.5% Bromphenolblau 

      2% Mercaptoethanol 

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

      40% Glycerol 

      1% Bromphenolblau 

      4% Mercaptoethanol 

Laufpuffer für SDS-Page (10x)  250 mM Tris, pH 6,8 

      1,9 M Glycin 

      1% SDS 

Leupeptin     10 µg in autoklaviertem Wasser 

MG132     10 mM MG132 in DMSO  

PBS (10x)     80 g NaCl 

      2 g KCl 

      14,4 g Na2HPO4 x 2 H2O 

      2,4 g KH2PO4  

PBST (10x)     1% Tween 20 in 1 x PBS 

Pefabloc SC     200 mM in PBS -/- 

Pepstatin     50 mM in DMSO 

Pfu-Polymerase-Puffer (10x)   Promega, Mannheim 

Poly-D-Lysin     0,1 mg/ml in PBS -/- 

Ponceau S – Färbelösung   0,2 g Ponceau S 

      5 ml Essigsäure 

      H2O ad 100 ml 

Sammelgelpuffer für SDS-Page  0,5M Tris, pH 6,8 

(Upper Tris)     0,4% SDS 

      pH 6,8 

Shrimp-Alkaline-Phosphatase-Puffer  Roche Diagnostics, Mannheim 

Suramin     50 µg in PBS -/- 

T4-DNA-Ligase-Puffer (10x)   MBI Fermentas, St. Leon-Rot 

TAE-Puffer (50x)    2 M Tris-Base 

      57,1 ml Eisessig 

      50 mM Na2 EDTA x 2H2O, pH 8,0 

      H2O ad 1000 ml 

TE-Puffer     10 mM Tris/HCl, pH 7,5 

      1 mM EDTA, pH 8,0 
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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 CaCl2

      50 mM MnCl2

      15% Glycerol 

      pH 5,8 

TFB2-Puffer     10 mM MOPS 

      75 mM CaCl2

      10 mM RbCl 

      15% Glycerol 

      pH 6,5 

Transferpuffer für Western Blot  20 mM Tris-Base 

      150 mM Glycin 

      0,01% SDS 

      20% Methanol 

Trenngelpuffer für SDS-Page   1,5M Tris, pH 8,8 

(Lower Tris)     0,4% SDS 

      pH 8,8 

 

2.4 Medien 

 

Dulbecco’s Modified     Invitrogen, Karlsruhe 

Eagle’s Medium (DMEM)   Invitrogen, Karlsruhe 

Minimal Essential Medium (MEM)  Invitrogen, Karlsruhe 

Minimal Essential Medium   Invitrogen, Karlsruhe 

ohne L-Methionin 

OPTIMEM 1     Invitrogen, Karlsruhe 

LB-Medium     1% NaCl 
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      1% Bacto Trypton 

      0,5% Hefeextrakt 

Ampicillin wird nach dem Autoklavieren 

(20 min, 120 °C) in einer 

Endkonzentration von 100 µg/ml 

zugegeben 

LB-Agar     LB-Medium + 1,5% Bacto Agar 

Ampicillin wird nach dem Autoklavieren 

(20 min 120 °C) in einer 

Endkonzentration von 100 µg/ml 

zugegeben. 

 

2.5 Kits 

 

ECL RPN 2106 Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 

QIAprep Spin Plasmidextraktionskit Qiagen, Hilden 

Mini/Maxi 

QIAquick Gelextraktionskit   Qiagen, Hilden 

QIAquick PCR-Reinigungskit  Qiagen, Hilden 

 

2.6 Geräte 

 

Agarosegel-Elektrophoresekammern Zentralwerkstatt, Max-Planck-Institut, 

      Martinsried 

Autoklav GE2606    Getinge Van Dilk, Straelen 

Brutschränke     Heraeus, Hanau 

Filmentwickler X-Omat   Kodak, Stuttgart 

Gefrierschränke: 

Forma Scientific Bio Freezer (-80°C)  ThermoQuest, Egelsbach 

AEG Öko-Arctis (-20°C)   AEG, Frankfurt am Main 

Gelbetrachter     MWG Biotech, Ebersberg 

 50



2. Material 

Geltrockner SGD300    Savant, Holbrook, NY, USA 

Kühlschrank AEG Öko Santo   AEG, Frankfurt am Main 

Kultur-Schüttler Forma Scientific 4518 ThermoQuest, Egelsbach 

Mikroskope: 

Axiovert 25     Carl Zeiss, Göttingen 

Axiovert 200M     Carl Zeiss, Göttingen 

mit Software Axiovision  

Leica TCSNT/DMIRB   Leica, Heerbrugg, Schweiz 

Kühlschrank AEG Öko Santo   AEG, Frankfurt am Main 

Kultur-Schüttler Forma Scientific 4518 ThermoQuest, Egelsbach 

Mikrowelle M633    Samsung, Schwalbach 

PCR-Geräte: 

T3 Thermocycler    Biometra GmbH, Göttingen 

GeneAmp PCR-System 2400   Perkin Elmer, Shelton, CT, USA 

pH-Meter     Fischer Scientific, Nidderau 

Phosphoimager FLA-2000   Fuji Photo Film, Düsseldorf 

mit Software AIDA 

Pipetten Gilson     Abimed, Langenfeld 

P2, P10, P20, P200, P1000  

Pipettierhilfe pipet-aid Drummond  Scientific, Broomall, PA, USA 

Polyacrylamidgel-Elektrophorese-  Pharmacia Biotech, Freiburg 

kammer Hoefer SE600 

mit Power Supply EPS 

Reinstwasseranlage Milli-QPLUS   Millipore, Eschborn 

Schwenktisch GFL 3017   Merck eurolab, Ismaning 

Spektralphotometer DU-640   Beckmann, Unterschleissheim 

Thermoblöcke     Zentralwerkstatt, Max-Planck-Institut, 

      Martinsried 

Transferkammer Hoefer TE-Serie  Pharmacia Biotech, Freiburg 

mit Power Supply EPS 2A200 

Überkopfmischer Heidolph REAX 2  Merck eurolab, Ismaning 

Ultraschallbad     Roth, Karlsruhe 

UV-Tisch Foto/UV 21   Fotodyne, Hartland, WI, USA 

Vortex      Bender & Hobein, Zürich, Schweiz 
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Waagen: 

Laborwaage Mettler Toledo PB602  Mettler-Toledo GmbH, Giessen 

Analysenwaage Mettler Toledo AG285 Mettler-Toledo GmbH, Giessen 

Wasserbad MT    Roth, Karlsruhe 

Zählkammer, Neubauer   Merck eurolab, Ismaning 

Zellkulturschränke     ThermoQuest, Egelsbach 

Zentrifugen: 

Kühlzentrifuge GS-6R    Beckmann, Unterschleissheim 

mit Rotor GH3.8  

Kühlzentrifuge J2-21M    Beckmann, Unterschleissheim 

mit Rotor JA-14  

Tischzentrifuge Biofuge A    Heraeus, Hanau 

Tischzentrifuge Centrifuge 5415C  Eppendorf, Hamburg 

Ultrazentrifuge TLX-120   Beckman, Unterschleissheim 

mit Rotor TLA-120.2 

 

2.7 Sonstige Materialien 

 

Deckgläschen neoLab, Heidelberg 

Einmalkanülen Neolus 26G 0.45mm  Terumo, Tokyo. Japan 

Einmalpipetten, steril    Nunc, Wiesbaden 

Einmal-Pasteurpipetten   neoLab, Heidelberg 

Einmalspritzen Omnifix-F1ml  Braun, Melsungen 

Einmalspritzen 50 ml    Becton Dickinson, Heidelberg 

Expositionskassetten     Fischer Scientific, Nidderau 

Faltenfilter ∅ 90 mm    Schleicher & Schüll, Dassel 

Gelladespitzen Sörensen   Roth, Karlsruhe 

Objektträger 76 x 26 mm   neoLab, Heidelberg  

Petrischalen     Greiner, Frickenhausen 

Pipettenspitzen für Gilson P-Serie Continental Lab Products, San Diego, 

CA, USA 

Polypropylen-Zentrifugenröhren  Falcon, Heidelberg 
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Polysterol-Röhrchen, steril, 18 x 95 mm Greiner, Frickenhausen 

Protran Nitrocellulose    Schleicher & Schüll, Dassel 

Nucleinsäure- und Proteintransfer 

Röntgenfilme Kodak Biomax MR  Sigma, Deisenhofen  

Reaktionsgefäße:  

Safe-Lock Micro Test Tubes    Eppendorf, Hamburg 

1,5ml und 2ml  

Schraubdeckel – Reaktionsgefäße  Sarstedt, Nürnbrecht 

1,5ml und 2ml 

PCR-Reaktionsgefäße 0,2ml   Abgene, Hamburg 

Skalpellklinge     Bayha, Tuttlingen 

Sterilfilter Millex®-HA 0,45µm  Millipore, Eschborn 

Sterilfilter Millex®-GS 0,22µm  Millipore, Eschborn 

Whatman Chromatographie-Papier  Schleicher & Schüll, Dassel 

3MM Chr  

Zellkulturflaschen    BD Biosciences Falcon, Heidelberg 

Zellkulturschalen ∅3,5cm   BD Biosciences Falcon, Heidelberg 

Zellschaber     Corning Inc., Corning, NY, USA 
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3. Methoden 

 

3.1 Rekombinante Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

 

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) (Saiki et al. 1988) 

dient der selektiven Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels thermostabiler 

DNA-Polymerase und spezifischer Oligonukleotide (Primer). Die in vorliegender 

Arbeit durchgeführte rekombinante PCR wird eingesetzt, um verschiedene 

Genabschnitte ohne Einfügen von Restriktionsschnittstellen miteinander zu 

verknüpfen (Higuchi 1990). Dabei werden in zwei getrennten Ansätzen Genfragmente 

mit Primern mit überlappender Sequenzhomologie amplifiziert (Abb. 12 A), welche 

dann in einer zweiten Reaktion als Matrize eingesetzt werden. Die hybridisierenden 

Sequenzhomologien dienen als interne Primer. Durch entsprechende Wahl der 

internen Primer können Mutationen, wie z. B. Punktmutationen, Insertionen oder 

Deletionen, in ein Gen eingefügt werden. Die externen Primer enthalten jeweils eine 

Schnittstelle für eine Restriktionsendonuklease und dienen der Amplifikation des 

Produktes (Abb. 12 B). 

 

 
 
Abbildung 12: Verknüpfung zweier Genfragmente mittels rekombinanter PCR. (A) Die beiden zu 
verknüpfenden Fragmente werden separat per PCR amplifiziert (PCR1 und PCR2). Dabei enthalten die 
internen Primer am 5‘-Ende jeweils Sequenzen des anderen Fragments. (B) In der folgenden PCR-
Reaktion (PCR3) lagern sich die überlappenden Sequenzen aneinander und fungieren somit als interne 
Primer. Fragmente mit der vollständigen Länge werden durch die externen Primer amplifiziert. Grün 
und rot: Fragmente 1 bzw. 2; schwarz: nicht-homologe Sequenzen mit Restriktionsschnittstellen. 
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3.1.1 Bedingungen für die PCR 

 

Die PCR-Reaktionen wurden mit 15 pmol Primern, je 0,25 mM dNTP´s (dATP, 

dCTP, dGTP und dTTP), 50 ng Matritzen-DNA, 2,5 U Pfu-DNA-Polymerase und 

dem vom Hersteller gelieferten Reaktionspuffer angesetzt.  

 

Folgende Bedingungen gelten für alle PCR-Reaktionen: 

 

Denaturierung   3 Minuten bei 96°C 

Denaturierung   45 Sekunden bei 96°C 

Primer-Anlagerung  45 Sekunden bei 50°C 

Elongation   2 Minuten bei 72°C 

 

Die zweite Denaturierung, die Primer-Anlagerung, sowie die Elongation wurden in 28 

Zyklen wiederholt. Abschließend wurde die Reaktion 10 Minuten bei 72°C inkubiert 

und bis zur weiteren Verarbeitung auf 4°C gekühlt. 

 

3.1.2 Sequenzierungen 

 

Die DNA-Sequenzierungen wurden nach der Kettenabbruchmethode von Sanger 

(Sanger et al. 1977) von der Firma Medigenomix in Martinsried durchgeführt. 

 

3.1.3 Klonierung von PrP-Mutanten 

 
Alle PrP-Fragmente wurden in den Vektor pcDNA3.1/ZEO(+), der unter der 

Kontrolle des CMV-Promotors steht, ligiert, um eine Expression in den verschiedenen 

Zelllinien zu ermöglichen. Das Plasmid pcDNA3.1-3F4, in dem PRND so modifiziert 

ist, dass es PrP mit den Mutationen L108M und V111M exprimiert diente als Matrize. 

Beide Mutationen entsprechen den Aminosäuren des menschlichen PrP und erlauben 

eine Detektion des Proteins mit dem monoklonalen Antikörper 3F4 (Serban et al. 

1990). Die Klonierung der PrP-Mutanten wurde, soweit nicht anders vermerkt, nach 

folgendem Schema durchgeführt: 
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Ausgehend vom Plasmid pcDNA3.1-3F4 wurde das N-terminale Fragment mit den 

Primern HindIII-5' und X-3' und das C-terminale Fragment mit den Primern XhoI-3' 

(bzw. KasI-3´) und X-5' amplifiziert. Der Buchstabe X steht für die jeweilige 

Konstruktbezeichnung. Die Amplifikation des Produkts erfolgte dann mit den 

externen Primern HindIII-5' und XhoI-3' (bzw. KasI-3´). Über die Schnittstellen 

HindIII und XhoI (bzw. KasI-3´) wurde das Produkt in das Plasmid pcDNA3.1 ligiert. 

Die folgenden Aminosäurenangaben beziehen sich ausschließlich auf die Sequenz von 

Maus-PrP. 

 

3.1.3.1 PrP mit deletiertem N-Terminus: PrP ∆N 

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

3' und KasI-3' / ∆N-5'. 

Es wurden die Aminosäuren 27 bis einschließlich 89 deletiert. Die Deletion umfasst 

den gesamten unstrukturierten Bereich von PrP. 

 

3.1.3.2 PrP mit verkürztem N-Terminus und ohne GPI-Anker: PrP ∆27-

156 ∆GPI 

Hergestellt wurde zunächst das Konstrukt PrP ∆GPI unter Verwendung der 

Primerpaare HindIII-5' / ∆gpi-3' und  KasI-3' / ∆gpi-5'. Dieses Konstrukt kodiert PrP 

ohne die GPI-Anker-Erkennungssequenz bis zur Aminosäure 229. 

Davon ausgehend wurde das N-terminale Fragment mit den Primern HindIII-5' und 

∆27-156-3' und das C-terminale Fragment mit den Primern KasI-3' und ∆27-156-5' 

amplifiziert. Die Fragmente wurden verknüpft und über die Schnittstellen HindIII und 

KasI in das Plasmid ∆GPI ligiert. 

Bei diesem Konstrukt ist zusätzlich zu der GPI-Anker-Signalsequenz und dem 

gesamten unstrukturierten Teil von PrP die Transmembrandomäne und die erste Helix 

deletiert. 

 

3.1.3.3 PrP mit heterologem CD4-Anker 

Ausgehend vom Plasmid pcDNA3.1-CD4-flag, welches einen Flag-Tag enthält, 

wurde ein den CD4-Anker enthaltendes Fragment mittels der Primer BstEII-5' und 
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XhoI-3' amplifiziert. Über die Schnittstellen BstEII und XhoI wurde das Fragment in 

das Plasmid pcDNA3.1 ligiert. 

An Stelle des GPI-Ankers enthält dieses Konstrukt den C-terminalen Membrananker 

des T-Zell-Oberflächenproteins CD4 der Maus. 

 

3.1.3.4 PrP mit pathogenen Punktmutationen 

 

PrP T182A 
Hergestellt wurde das Konstrukt unter Verwendung der Primerpaare HindIII-5' / 

T182A-3’und XhoI-3' / T182A-5’. 

Die Aminosäure Threonin an der Stelle 182 wurde durch die Aminosäure Alanin 

ersetzt. Dieses Konstrukt enthält eine pathogene Mutation in der Erkennungssequenz 

der ersten Gykosilierungsstelle von PrP. Somit ist dieses Plasmid monoglykosiliert. 

 
PrP F197S 
Hergestellt wurde das Konstrukt unter Verwendung der Primerpaare HindIII-5' / 

F197S-3’und XhoI-3' / F197S-5’. 

Die Aminosäure Phenylalanin an der Stelle 197 wurde durch die Aminosäure Serin 

ersetzt.  

 

3.1.3.5 PrP mit Punktmutationen 

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

M204S-3' und  KasI-3' / M204S-5'. 

Die unpolare Aminosäure Methionin an Stelle 204 wurde durch die ungeladene polare 

Aminosäure Serin ersetzt. Dadurch wird die Helix 1 von PrP destabilisiert 

(Winklhofer et al. 2003). 

 
PrP N180Q 
Hergestellt wurde das Konstrukt unter Verwendung der Primerpaare HindIII-5' / 

N180Q-3’und XhoI-3' / N180Q-5’. 
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Die Aminosäure Asparagin an der Stelle 180 wurde durch die Aminosäure Glutamin 

ersetzt. Dieses Konstrukt enthält eine Mutation in der Erkennungssequenz der ersten 

Gykosilierungsstelle von PrP. Dieses Plasmid ist somit monoglykosiliert. 

 

PrP V160S 
Hergestellt wurde das Konstrukt unter Verwendung der Primerpaare HindIII-5' / 

V160S-3’und XhoI-3' / V160S-5’. 

Die Aminosäure Valin an der Stelle 160 wurde durch die Aminosäure Serin ersetzt. 

 
PrP V160W 
Hergestellt wurde das Konstrukt unter Verwendung der Primerpaare HindIII-5' / 

V160W-3’und XhoI-3' / V160W-5’. 

Die Aminosäure Valin an der Stelle 160 wurde durch die Aminosäure Tryptophan 

ersetzt. 

 

3.1.3.6 PrP mit Punktmutation und ohne GPI-Anker: V160W ∆GPI  

Analog des Konstrukts PrP V160W wurde das Plasmid V160W ∆GPI hergestellt. Als 

Matrize diente hier das Plasmid PrP ∆GPI. 

Somit hat dieses Plasmid keine GPI-Anker-Erkennungssequenz, beinhaltet jedoch die 

Punktmutation V160W. 

 

3.1.3.7 PrP mit zytosolischer Lokalisierung: zyto PrP 

Hergestellt wurde das Konstrukt unter Verwendung der Primerpaare HindIII-5' / ∆2-

22-3' und XhoI-3' / ∆2-22-5'. 

Es wurden die Aminosäuren 2 bis einschließlich 22 deletiert. Die Deletion umfasst 

den gesamten Bereich der ER-Signalsequenz von PrP. Somit wird dieses Plasmid 

ausschließlich in das Zytosol gelenkt. 
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3.2 Bakterienkultur 

 

3.2.1 Herstellung kompetenter Bakterien 

 

Um Zellen von E.Coli (Escherichia Coli) kompetent zu machen, d.h. diese zur 

Aufnahme von Plasmid-DNA zu befähigen, wird eine Kultur bis zur logarithmischen 

Phase angezogen und mit divalenten Kationen behandelt. Dieses Verfahren führt zu 

einer Destabilisierung der Zellwand (Sambrook et al. 1989). 

Zunächst wurde eine Vorkultur hergestellt: 2 ml Luria Broth (LB)-Medium wurden 

mit einer Bakterienkolonie des  E.Coli - Stammes DH5α beimpft und über Nacht bei 

37°C geschüttelt. Der Ansatz wurde anschließend in 250 ml LB-Medium gegeben und 

2-3 h lang bei 37°C kultiviert bis zu einem OD590-Wert zwischen 0,4 und 0,6. Die 

Kultur wurde 5 min 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 anschließend 5 min lang bei 4°C und 3750 rpm zentrifugiert. Das Pellet 

wurde in 10 ml kaltem TFB2-Puffer resuspendiert, 15-60 min auf Eis inkubiert und 

anschließend aliquotiert (100µl/Reaktionsgefäß). Die Aliquots wurden in flüssigem 

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. 

Aliquots kompetenter Bakterien (100µl/Reaktionsgefäß) wurden auf Eis aufgetaut und 

mit 5 µl Ligationsansatz bzw. 1 µg Plasmid-DNA vermischt. Nach 30-minütiger 

Inkubation auf Eis wurde die Suspension 90 Sekunden bei 42°C inkubiert 

(Hitzeschock) und anschließend 5 min auf Eis gestellt. Es wurden 400 µl LB-Medium 

ohne Zusatz von Antibiotika zugegeben. Die Kulturen wurden 1 h bei 37°C 

geschüttelt und in unterschiedlichen Konzentrationen auf ampicillinhaltigen 

Agarplatten ausplattiert. Die Platten wurden 16-20 h lang bei 37°C inkubiert. 

 

 59



3. Methoden 

3.3 DNA-Präparation 

Zur Herstellung von Plasmid-DNA wurde der Qiagen-Mini- bzw. Qiagen-Maxi-Kit 

verwendet. Dabei wurde nach Angaben des Herstellers Qiagen verfahren. 

 

3.4 Zellkultur 

 

3.4.1 Kultivierung von Zellen 

 

Neuroblastomzellen aus drei verschiedenen Zelllinien wurden als adhärenter 

Einzelzellrasen kultiviert.  

Humane Neuroblastomzellen (SH-SY5Y) wurden in DMEM (Dulbecco´s Modified 

Eagle´s Medium) unter Zusatz von 10% hitzeinaktiviertem fötalem Kälberserum und 

1% Antibiotika-Lösung (Endkonzentration: 1U/ml Penicillin G, 1µg/ml Streptomycin 

und 2 mM Glutamin) in Zellkulturschalen bzw. -flaschen bei 37°C und 5% CO2 

kultiviert. 

Murine Neuroblastomzellen (N2a) wurden in MEM (Minimal Essential Medium) 

unter Zusatz von 10% hitzeinaktiviertem fötalem Kälberserum und 1% Antibiotika-

Lösung (Endkonzentration: 1U/ml Penicillin G, 1µg/ml Streptomycin und 2 mM 

Glutamin) in Zellkulturschalen bzw. -flaschen bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. 

Mit Prionen infizierte murine Neuroblastomzellen (ScN2a) wurden in MEM (Minimal 

Essential Medium) unter Zusatz von 10% hitzeinaktiviertem fötalem Kälberserum, 

1% Antibiotika-Lösung (Endkonzentration: 1U/ml Penicillin G, 1µg/ml Streptomycin 

und 2 mM Glutamin) sowie zusätzlich 1 mg/ml Geniticin in Zellkulturschalen bzw. 

Zellkulturflaschen bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. 

 

3.4.2 Passagierung  

 
Die Passagierung der N2a und SH-SY5Y Zellen erfolgte alle fünf Tage, wobei die 

Zellen im Verhältnis 1:8 und 1:16 gesplittet wurden. ScN2a Zellen dagegen wurden 

alle sieben Tage im Verhältnis 1:10 und 1:20 gesplittet. 
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Zur Passagierung wurde das Zellkulturmedium aus einer 25 cm2-Zellkulturflasche 

abgesaugt. Die Zellen wurden mit 5 ml PBS-/- (Phosphate Buffered Saline) gespült 

und anschließend mit 0,5 ml Trypsin (0,5 g/l Trypsin) 2-3 Minuten inkubiert. Die 

Zellen wurden durch leichtes Abklopfen von ihrer Unterlage gelöst, in 8 ml 

vorgewärmtem Vollmedium sorgfältig resuspendiert und im gewünschten Verhältnis 

aufgeteilt. Nach Zusatz von Vollmedium (ad 5 ml Gesamtvolumen) wurden die Zellen 

bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 

 

3.4.3 Ausplattieren 

 

Zum Ausplattieren von N2a- und SH-SY5Y Zellen wurde zunächst die vorhandene 

Zellmenge ermittelt. Hierbei wurde ein Aliquot der mit Trypsin gelösten Zellen (siehe 

3.4.2.) entnommen und mit Hilfe einer Neubauer-Kammer gezählt. SH-SY5Y Zellen 

wurden in einer Dichte von 7 x 105 Zellen auf 3,5 cm-Schalen ausplattiert. N2a-Zellen 

wurden in einer Dichte von 1 x 106 Zellen auf 3,5 cm-Schalen bzw. in einer Dichte 

von 2,6 x 106 Zellen auf 6 cm-Schalen ausplattiert.  

Für Immunfluoreszenz wurden die Zellen dünner ausplattiert, um vereinzelte Zellen 

besser zu erkennen. In diesem Fall wurden 7 x 105 Zellen (N2a) bzw. 5 x 105 Zellen 

(SH-SY5Y) auf 3,5 cm-Schalen, welche ein Deckgläschen mit einem Durchmesser 

von 18 mm enthielten, ausplattiert. 

ScN2a-Zellen wurden direkt aus einer konfluenten 25 cm2-Zellkulturflasche im 

Verhältnis 1:3 auf 6 cm-Schalen ausplattiert. 

 

3.4.4 Transfektion  

 

Die Transfektion der Zellen mit 1 µg Plasmid-DNA erfolgte 24 Stunden nach dem 

Ausplattieren mit dem Transfektions-Kit Lipofectamine plus nach Angaben des 

Herstellers Invitrogen. Die Zellen wurden vor der Transfektion zweimal mit MEM 

gewaschen. Die transfizierten Zellen wurden 3 Stunden bei 37°C und 5% CO2 

inkubiert und anschließend mit 1ml Vollmedium versetzt. 
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3.4.5 Zellernte 

 

Die Zellen wurden 24 Stunden nach Transfektion geerntet. Hierzu wurden die Zellen 

zweimal mit PBS-/- gewaschen und anschließend in PBS-/- mit einem Zellschaber 

abgeschabt. Restliche Zellen wurden mit PBS-/- von den Zellkulturschalen 

runtergespült. Die Zellen wurden für 20 Sekunden bei 13000 rpm abzentrifugiert und 

das Zellpellet bis zur Zelllyse (siehe 3.5.1) auf Eis gestellt. 

 

3.5 Proteinpräparation und -analyse 

 

3.5.1 Nachweis der Löslichkeit 

 

Die Zellen wurden in kaltem, ionischem Detergenzpuffer lysiert, 5 Minuten auf Eis 

inkubiert und 20 Minuten bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Zelllysat wurde 

aufgetrennt in eine detergenz-lösliche (Überstand) und eine detergenz-unlösliche 

(Pellet) Fraktion. Überstand und Pellet wurden in Laemmli-Probenpuffer 

aufgenommen und 10 Minuten bei 100°C inkubiert. Die genomische DNA in der 

detergenz-unlöslichen Fraktion wurde durch mehrmaliges Aufziehen der Probe mit 

Hilfe einer 1 ml-Einwegspritze mit einer 26G-Kanüle geschert. Die Proben wurden 

auf einem SDS-Gel analysiert. 

 

3.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

 

Die Auftrennung der Proteine erfolgte durch eindimensionale, diskontinuierliche 

SDS-PAGE (Laemmli 1970). Je nach der Größe des zu untersuchenden Proteins 

wurde eine Polyacrylamid-Konzentration zwischen 10% und 14% für das Trenngel 

und 4% für das Sammelgel verwendet. Die Elektrophorese der im Sammelgel 

befindlichen Proteine wurde mit 150 V und der im Trenngel befindlichen Proteine mit 

220 V in einer Hoefer-SE600-Kammer durchgeführt. 
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3.5.3 Proteintransfer auf Nitrocellulose (Western Blot) 

 

Die Proteine wurden zum Zwecke der Immundetektion (siehe 3.5.4.) mit 

Transferpuffer auf eine Nitrozellulose-Membran der Porengröße 0,45 µm transferiert 

(Towbin et al. 1979). Der Transfer erfolgte 2 Stunden bei einer festen Stromstärke 

von 1 A bei 4°C. 

 

3.5.4 Immundetektion von Proteinen 

 

Proteine wurden mit dem ECL (Enhanced Chemiluminescenc)-System nach Angaben 

des Herstellers detektiert. Die Nitrozellulose-Membran wurde zur Blockierung 

unspezifischer Bindungen eine halbe Stunde in PBST mit 5% Milchpulver bei 

Raumtemperatur geschwenkt und über Nacht bei 4°C mit den angegebenen 

Verdünnungen der primären Antikörper bzw. Antiseren inkubiert. Die Membran 

wurde dreimal 10 Minuten mit PBST gewaschen und 40 Minuten mit dem sekundären 

Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelten Schaf-Anti-Maus- bzw. Esel-Anti-

Kaninchen-Antikörper in einer Verdünnung von 1:5000 in PBST inkubiert. Die 

Membran wurde erneut dreimal 10 Minuten mit PBST gewaschen und 1 min mit ECL 

inkubiert. Die Signale wurden durch Exposition eines Röntgenfilms sichtbar gemacht. 

 

3.5.5 Nachweis der Glykosilierung 

 

Es wurden verschiedene Methoden angewandt, um den Status der Glykosilierung zu 

bestimmen. 

 

3.5.5.1 Hemmung der Glykosilierung mit Desoxymannojirimycin 
(DMJ) 

Um die N (Asparagin-gekoppelte)-Glykosilierung der Proteine zu blockieren, wurde 

das Enzym α-1,2-Mannosidase des ERs unter Verwendung des Inhibitors 

Desoxymannojirimycin (DMJ) gehemmt. Dadurch wurde die Prozessierung der 

Zucker im ER unmittelbar nachdem die drei endständigen Glucosereste abgespalten 
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wurden, also direkt nach Abschluss des Calnexin-Zyklus, gestoppt (siehe Abbildung 

9, Schritt 3). Die transfizierten Zellen wurden hierfür 16 Stunden mit 10 µg/ml DMJ 

bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Nach der Zellernte erfolgte die Zelllyse und 

anschließende Immundetektion der Proteine. 

 

3.5.5.2 Verdau mit N-Glycosidase F (PNGase F) 

Um zu untersuchen, ob eine terminale N-Glykosilierung der Proteine vorliegt, wurde 

ein enzymatischer Verdau mit PNGase F nach Vorschrift des Herstellers 

durchgeführt. Durch PNGase F können Zucker von terminal glykosilierten Proteinen 

abgespalten werden. Das Zellpellet (siehe 3.4.5) wurde mit 1% SDS 10 Minuten bei 

100°C inkubiert. Die Zelllyse erfolgte unter Zugabe von Triton X-100 (0.9% 

Endkonzentration). Das Zelllysat wurde mehrmals durch eine 1 ml-Einwegspritze mit 

einer 26G-Kanüle gezogen und 10 Minuten bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert. Ein 

Aliquot des Überstandes (50 µg Protein) wurde mit Glycosidase F versetzt und 24 

Stunden bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die Proteine mit TCA 

(trichloraceticacid) gefällt (siehe 3.5.8). Die Probe wurde mit Laemmli-Probenpuffer 

versetzt und auf einem SDS-Gel analysiert. 

 

3.5.5.3 Verdau mit Endoglycosidase H (Endo H)  

Um zu untersuchen, ob eine Asparagin-gekoppelte Core Glykosilierung in Form einer 

High Mannose Struktur der Proteine vorliegt, wurde ein enzymatischer Verdau mit 

Endoglycosidase H (Endo H) nach Vorschrift des Herstellers durchgeführt. Endo H 

spaltet spezifisch Hybridstrukturen, sowie zwischen zwei N-Acetyl-Glucosamin-

Resten, an welchen mindestens fünf Mannose Einheiten gekoppelt sind (siehe 

Abbildung 9, einschließlich Schritt 5), jedoch keine komplexe Glykane (Robbins et 

al. 1984; Maley et al. 1989). Ein Aliquot des Überstandes (siehe 3.5.1.) wurde mit 

Denaturierungspuffer versetzt, 10 Minuten gekocht und anschließend 5 Minuten auf 

Eis gekühlt. 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.  

Zur Analyse radioaktiv markierter Proteine (siehe 3.5.12) mit Endo H wurde das nach 

der Immunpräzipitation gewaschene Protein A Pellet (siehe 3.5.13) mit 0.5% SDS 
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versetzt und 10 Minuten gekocht. Der Überstand wurde 2 Minuten auf Eis gekühlt. 

Ein Aliquot wurde entnommen und mit Reaktionspuffer und Enzym eine Stunde bei 

37°C inkubiert. Die Probe wurde mit Laemmli-Probenpuffer versetzt, auf ein SDS-

Gel geladen und wie unter 3.5.14 beschrieben, analysiert. 

 

3.5.6 Nachweis von Oberflächenproteinen 

 

Es wurden verschiedene Methoden angewandt um zu untersuchen, ob ein Protein an 

der Plasmamembran lokalisiert ist. 

 

3.5.6.1 Verdau mit Trypsin 

Um alle Proteine, die sich an der Zelloberfläche befinden abzuspalten, wurde ein 

extrazellulärer Trypsin-Verdau durchgeführt. Dazu wurden transfizierte Zellen mit 

kaltem PBS-/- gewaschen und mit 500 µl Trypsin 5 Minuten bei 4°C inkubiert. Die 

abgelösten Zellen wurden in ein Reaktionsgefäß überführt, die Schale mit 500 µl 

Trypsin-Inhibitor nachgespült und mit den Zellen vereinigt. Die Zellen wurden 20 

Sekunden bei 13000 rpm abzentrifugiert und das Zellpellet erneut mit Trypsin-

Inhibitor gewaschen. Abschließend wurde das Zellpellet in Lysepuffer resuspendiert 

und wie unter 3.5.1. beschrieben weiterverarbeitet. 

 

3.5.6.2 Oberflächenbiotinilierung 

Zur Markierung aller sich an der Zelloberfläche befindlichen Proteine wurde eine 

Oberflächenbiotinilierung mit Plasmamembran-impermeantem Biotin durchgeführt. 

Transfizierte Zellen, die in Poly-D-Lysin beschichteten Schalen kultiviert wurden, 

wurden mit kaltem PBS-/- gewaschen und mit 0.5 mg/ml Biotin eine Stunde bei 4°C 

inkubiert. Anschließend wurden die Zellen erneut mit PBS-/- gewaschen und mit 10 

mM kaltem Glycin 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Nach Lyse des Zellpellets wurde 

eine Immunpräzipitation (siehe 3.5.13) durchgeführt. Die Proben wurden mit 

Laemmli-Probenpuffer versetzt, auf ein SDS-Gel geladen und mittels Western Blot 

analysiert. Hierbei wurde die Nitrozellulose-Membran 40 Minuten bei 

Raumtemperatur mit Meerrettich-Peroxidase (HRP)-gekoppeltem Streptavidin in 
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einer Verdünnung von 1:1000 in PBST inkubiert. Die Signale wurden, wie unter 

Punkt 3.5.4 beschrieben, visualisiert. 

 

3.5.7 Untersuchung der Membranverankerung 

 
Zur Bestimmung der Art der Membranverankerung wurde ein Phosphatidylinositol-

Phospholipase C (PIPLC) - Verdau durchgeführt. PIPLC schneidet selektiv den GPI-

Anker ab. Dazu wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS-/- gewaschen und mit 0,5 

U/ml PIPLC in PBS-/- versetzt. Die Zellkulturschalen wurden 3 Stunden bei 4°C 

geschwenkt. Der Überstand wurde abgenommen und die Proteine mit TCA gefällt 

(siehe 3.5.8.). Die Zellen wurden zweimal mit PBS-/- gewaschen, geerntet (siehe 

3.4.5.) und wie unter 3.5.1. beschrieben analysiert. 

 

3.5.8 Nachweis der Sekretion 

 

Um zu untersuchen, ob eine Sekretion der Proteine in den Zellkulturüberstand 

vorliegt, wurden die Zellen zweimal mit MEM gewaschen und mit 1 ml MEM 3 

Stunden bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Das Medium wurde abgenommen und 

vorhandene Proteine mit TCA (trichloraceticacid) gefällt. 

Für die TCA-Fällung wurden die Proben mit 1/10 Volumen 50% TCA-Lösung 

versetzt, 10 Minuten auf Eis inkubiert und anschließend 10 Minuten bei 13000 rpm 

und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal mit 500 µl Aceton gewaschen, an 

der Luft getrocknet und in Laemmli-Probenpuffer aufgenommen. Die sekretierten 

Proteine wurden mittels Western Blot analysiert.  

 

3.5.9 Nachweis der Wiederaufnahme von sekretierten Proteinen 

 

Um festzustellen, ob sekretierte Proteine in Zellen wieder aufgenommen werden, 

wurden transfizierte Zellen mit MEM gewaschen und 3 Stunden mit 1 ml MEM bei 

37°C und 5% CO2 inkubiert. Anschließend wurde der Zellmediumüberstand, 

abgenommen, filtriert, um abgelöste Zellen zu entfernen und auf untransfizierte 

Zellen gegeben. Nach 48 Stunden Inkubation bei 37°C und 5% CO2 wurden die 
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untransfizierten Zellen geerntet (siehe 3.4.5.), lysiert und wie unter Punkt 3.5.1. 

beschrieben weiterverarbeitet. 

Für eine Untersuchung mittels Immunfluoreszenz wurde der Zellmediumüberstand 

auf untransfizierte Zellen gegeben, die in Zellkulturschalen mit 18 mm Deckgläschen 

kultiviert wurden. Die Immunfluoreszenz wurde, wie unter Punkt 3.5.19 beschrieben, 

durchgeführt. 

 

3.5.10 Nachweis der Protease-Resistenz 

 

Zum Nachweis der Protease-Resistenz wurde das Zelllysat von N2a-Zellen mit einer 

Konzentration zwischen 0.15 bis 1.2 µg/ml Proteinase K (PK) 30 Minuten bei 4°C 

inkubiert. Lysate von ScN2a-Zellen dagegen wurden mit 1 µg PK pro 300 µg Protein 

eine Stunde bei 4°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von PMSF 

(Endkonzentration: 1 mM) und Laemmli-Probenpuffer gestoppt. Die Proben wurden 

auf einem SDS-Gel analysiert. 

 

3.5.11 Nachweis der in vitro-Aggregation 

 
Um eine Aggregation des Prion-Proteins unter Einfluss der Substanz Suramin (siehe 

3.5.18) in vitro nachzuweisen, wurden die Zellen zunächst ohne Zugabe von 

Detergenz aufgebrochen. Dazu wurde das Zellpellet in 500 µl PBS+/+ resuspendiert 

und kurz auf Trockeneis gestellt. Sobald das Pellet gefroren war, wurde es bei 37°C 

aufgetaut. Nach erneutem Einfrieren und Auftauen wurde die Zellsuspension 

mehrmals durch eine 1 ml-Einwegspritze mit einer 26G-Kanüle gezogen und in zwei 

Aliquots aufgeteilt, wobei ein Aliquot mit 300 µg/ml Suramin versetzt wurde. Die 

Proben wurden 16 Stunden bei 4°C in einem Überkopf-Dreher inkubiert, 

anschließend mit ionischem Detergenzpuffer (0.5% Endkonzentration) versetzt und 

wie unter 3.5.1 beschrieben weiterverarbeitet. 
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3.5.12 Radioaktive Markierung  

 

Einen Tag nach Transfektion wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 30 Minuten 

in 1 ml MEM ohne Methionin (1x PenStrepGlu) inkubiert, um vorhandenes 

Methionin (Met) aufzubrauchen (Hungern). Für die radioaktive Markierung wurde 

das Medium abgenommen und durch 500 µl frisches MEM ohne Methionin mit [35S]-

Met (ProMix, 150 µCi/ml) ersetzt. Nach 30 Minuten bzw. einer Stunde wurden die 

Schalen, die zur Untersuchung der während der pulse-Phase synthetisierten Proteine 

bestimmt waren, mit kaltem PBS-/- gewaschen, geerntet und die Zellen mit 

Lysepuffer (PBS, 0,5% Triton X-100, 0,5% DOC, Complete Protease-Inhibitor) 

lysiert (pulse-Proben). Die restlichen Schalen wurden mit vorgewärmtem Vollmedium 

gewaschen und für die angegebene Zeit mit Vollmedium bei 37°C und 5% CO2 

inkubiert. Die Lyse erfolgte wie oben beschrieben (chase-Proben). Die Proben 

wurden mittels einer Immunpräzipitation analysiert. 

 

3.5.13 Immunpräzipitation (IP) 

 

Die Zelllysate wurden 5 Minuten auf Eis gestellt und 20 Minuten bei 13000 rpm und 

4°C zentrifugiert. Das Zelllysat wurde aufgetrennt in eine Detergenz-lösliche 

(Überstand) und eine -unlösliche (Pellet) Fraktion. 

Die Fraktion mit dem Überstand wurde auf eine Endkonzentration von 0,5% Sarkosyl 

gebracht. Die Pellet-Fraktion wurde folgendermaßen verarbeitet: sie wurde mit 100 µl 

Lysepuffer (PBS, 0,5% Triton X-100, 0,5% DOC) und 1% SDS versetzt und 10 

Minuten bei 100°C inkubiert. Nach Zugabe von 900 µl Lysepuffer wurden die 

Proben durch eine1 ml-Einwegspritze mit einer 26G-Kanüle gezogen und schließlich 

auf eine Endkonzentration von 0,5% Sarkosyl gebracht.  

Beide Fraktionen wurden mit 1 µl Antikörper bzw. Antiserum über Nacht bei 4°C in 

einem Überkopf-Dreher inkubiert. Um die Protein/Antikörper-Komplexe zu isolieren, 

wurden 30 µl einer in IP-Puffer gewaschenen Protein A-Trisacryl-Matrix zugefügt 

und die Inkubation eine Stunde bei 4°C in einem Überkopf-Dreher fortgesetzt. Die 

Komplexe wurden kurz abzentrifugiert, zweimal mit IP-Puffer und zuletzt einmal mit 
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PBS-/- gewaschen und in 60 µl Laemmli-Probenpuffer 10 min gekocht. Je 40 µl der 

Proben wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen und autoradiographisch analysiert. 

 

3.5.14 Autoradiodiagramme 

 

Gele mit radioaktiv markierten Proteinen wurden 30 Minuten fixiert (40% Methanol, 

7% Essigsäure) und anschließend für eine weitere halbe Stunde mit Amplify 

inkubiert. Auf einem Whatman-Papier wurden sie dann in einem Geltrockner eine 

Stunde bei 72°C unter Vakuum getrocknet. Die markierten Proteine wurden durch 

Exposition eines Röntgenfilms visualisiert. 

 

3.5.15 Behandlung mit proteasomalem Inhibitor 
 
Um das Proteasom zu hemmen, wurden die Zellen mit dem proteasomalen Inhibitor 

MG132 (Tsubuki et al. 1993) behandelt. Für eine Analyse mit Western Blot wurden 

die Zellen einen Tag nach ihrer Transfektion mit 30 µM MG132 für 3 Stunden bei 

37°C inkubiert. Für eine Immunpräzipitation dagegen wurde MG 132 in einer 

Konzentration von 50 µM während des Hungerns, der pulse- (30 Minuten) und der 

chase-Phase (2 Stunden) zu den Zellen gegeben. 

 

3.5.16 Behandlung mit lysosomalem Inhibitor 

 
Eine Hemmung des Lysosoms wurde durch folgende Substanzen erzielt: 

Die Wirkung von Bafilomycin beruht auf einer spezifischen Hemmung der 

Protonenpumpen von Vakuolen. Dazu wurden die Zellen 9 Stunden nach ihrer 

Transfektion mit 1 µM Bafilomycin für 16 Stunden bei 37°C inkubiert.  

Die Protease-Inhibitoren Leupeptin und Pepstatin wurden in Kombination angewandt. 

Dabei hemmt Leupeptin Serin- und Cysteinproteasen, Pepstatin dagegen spezifisch 

saure Proteasen, insbesondere Aspartasen. Hierfür wurden die Zellen 9 Stunden nach 

ihrer Transfektion mit jeweils 200 µM dieser Protease-Inhibitoren versetzt und für 16 

Stunden bei 37°C inkubiert. 
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3.5.17 Behandlung mit endozytotischem Inhibitor 

 

Um die Endozytose des Prion-Proteins spezifisch zu hemmen, wurden die Zellen mit 

Filipin behandelt, einem Antibiotikum, das an Sterole der Zellmembran bindet und 

dabei caveoläre Strukturen (Caveolae) zerstört. Dazu wurden die Zellen 9 Stunden 

nach der Transfektion mit 0.25 µg/ml Filipin für 16 Stunden bei 37°C inkubiert. Es 

folgte eine Analyse mit Western Blot und eine Immunfluoreszenz mit 

permeabilisierten Zellen (siehe 3.5.19). 

 

3.5.18 Behandlung mit Suramin 

 

N2a- und SH-SY5Y-Zellen wurden 9 Stunden nach der Transfektion mit 150 µg/ml 

bzw. 300 µg/ml Suramin 16 Stunden bei 37°C inkubiert und nach der Ernte, wie unter 

Punkt 3.5.1 beschrieben, analysiert. Gleiche Bedingungen galten für die 

Immunfluoreszenz (siehe 3.5.20). ScN2a-Zellen wurden 9 Stunden nach der 

Transfektion mit 150 µg/ml Suramin 4 Tage inkubiert und wie die N2a- und SH-

SY5Y-Zellen mit Western Blot analysiert. 

Der Nachweis der Suramin-induzierten in vitro-Aggregation ist unter Punkt 3.5.11 

dargestellt. 

Bei der Oberflächenbiotinilierung (siehe 3.5.6.2) wurden die Zellen nach der 

Behandlung mit Glycin mit vorgewärmtem Vollmedium gewaschen und bis zu ihrer 

Zelllyse 4 Stunden mit Suramin (300  µg/m) bei 37°C inkubiert. Der weitere 

Versuchsverlauf erfolgt wie unter Punkt 3.5.6.2 beschrieben.  

 

3.5.19 Behandlung mit Kupfer 

 

N2a-Zellen wurden einen Tag nach der Transfektion mit MEM gewaschen und 4 

Stunden mit Kupfer in einer Konzentration von 50-500 µM in MEM bei 37°C 

inkubiert und mittels Western Blot analysiert. Gleiche Bedingungen galten für die 

Immunfluoreszenz (siehe 3.5.20). ScN2a-Zellen dagegen wurden 3 Tage in 0.5 µM 

Kupfer kultiviert und anschließend einem PK-Verdau (siehe 3.5.10) unterzogen. 
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3.5.20 Indirekte Immunfluoreszenz 

 

Um die zelluläre Lokalisierung von Proteinen in lebenden Zellen zu bestimmen, 

wurde eine indirekte Immunfluoreszenz mit permeabilisierten und nicht-

permeabilisierten Zellen durchgeführt. Dazu wurden die Zellen in 3,5 cm-Schalen, 

welche ein Deckgläschen mit einem Durchmesser von 18 mm enthielten, ausplattiert 

(siehe 3.4.3.). Das Deckgläschen wurde zuvor mit absolutem Ethanol gespült und 

abgeflammt. Einen Tag nach der Transfektion (siehe 3.4.4.) wurden die Glasplättchen 

mit vorgewärmtem PBS+/+ gewaschen. Zur Permeabilisierung der Zellen wurden die 

Deckgläschen 10 Minuten in Methanol (-20°C) fixiert (permeabilisierte Zellen). 

Zellen, die nicht permeabel sein sollten, wurden hingegen 30 Minuten bei 4°C mit 3% 

Paraformaldehyd (PFA) inkubiert (nicht-permeabilisierte Zellen). Anschließend 

wurden die Glasplättchen zum Rehydrieren 3 min mit PBS-/- (4°C) gewaschen und 

mit 80 µl monoklonalem Antikörper 3F4 in einer Verdünnung von 1:200 in PBS-/- 

mit 1% BSA (bovine serum albumin) luftblasenfrei versehen. Die Deckgläschen 

wurden eine Stunde bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach dreimaligem 

Waschen in PBS-/- (je 3 Minuten) wurden 80 µl des Fluoreszenz-markierten 

Zweitantikörpers Cy3 (1:200 in PBS-/-, 1% BSA) luftblasenfrei auf die Plättchen 

getropft. Nach 30-minütiger Inkubation bei 37°C wurden die Präparate erneut dreimal 

3 Minuten in PBS-/- gewaschen und auf einem Objektträger eingebettet. Nach 16-

stündiger Aushärtung bei Raumtemperatur wurden die Proben unter Lichtschutz bei 

4°C gelagert und mittels eines Fluoreszenz-Mikroskops ausgewertet.  
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4. Ergebnisse 

 

4.1 Pathogene Mutationen innerhalb des hydrophoben Cores des 
Prion-Proteins beeinflussen die Faltung und Maturierung 

 

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wird die Faltung und Maturierung 

humanpathogener PrP-Mutanten im Zellkulturmodell untersucht. 

Verschiedene Mutationen im Prion-Protein-Gen (vgl. Abb. 2) können beim Menschen 

Prion-Erkrankungen auslösen können. Obwohl der Mechanismus der 

Neurodegeneration unbekannt ist, geht man davon aus, dass die Missfaltung von PrPC 

eine entscheidende Rolle spielt. Es wird angenommen, dass PrP-Mutationen die 

Umfaltung von PrPC in eine pathogene Konformation begünstigen.  

Eine biochemische und zellbiologische Analyse krankheitsassoziierter PrP-Mutanten 

könnte nicht nur zur Klärung der PrPC-Missfaltung bei hereditären Prion-

Erkrankungen führen, sondern auch dazu beitragen, den Mechanismus der 

Missfaltung bei sporadischen und erworbenen Prion-Erkrankungen besser zu 

verstehen. In der vorliegenden Studie wurden die beiden pathogenen Mutationen 

T183A und F198S (Dlouhy et al. 1992; Nitrini et al. 1997) untersucht. Die 

Substitution T183A hat eine Zerstörung der ersten Akzeptorstelle für die Asparagin-

gekoppelten Glykane zur Folge. Diese Mutante besitzt daher nur eine intakte 

Glykosilierungsstelle. In einer vergleichenden Analyse mit weiteren 

monoglykosilierten Mutanten wurde zunächst untersucht, ob der Verlust einer 

Glykosilierungsstelle einen Einfluss auf die Faltung und Maturierung von PrP besitzt. 

Da gemäß NMR-Strukturanalysen die Seitenketten der Aminosäuren Threonin 183 

(T183) und Phenylalanin 198 (F198) zur Stabilisierung des hydrophoben Cores der 

globulären C-terminalen Domäne von PrP beitragen könnten (Riek et al. 1998), wurde 

als nächstes analysiert, ob die Mutationen T183A und F198S möglicherweise zu einer 

Destabilisierung der Tertiärstruktur führen. Hierfür wurden T183A und F198S mit 

anderen Mutationen verglichen, die einen destabilisierenden Effekt auf den 

hydrophoben Core haben könnten. In einer umfassenden Studie der Biogenese aller 

Mutanten wurde analysiert, ob diese eine Core Glykosilierung erhalten und eine 

mögliche Umwandlung der Core Glykane in komplexe Strukturen, sowie eine 
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Anheftung des GPI-Ankers erfolgt. Außerdem wurde untersucht, ob der weitere 

Proteintransport an die Zelloberfläche beeinflusst wird. Neben der Analyse der 

Proteinfaltung wurde auch geprüft, ob mögliche missgefaltete Mutanten über eine ER-

assoziierte Degradierung eliminiert werden können.  

 

4.1.1 Die pathogene Mutation T183A beeinflusst die Maturierung des 
Prion-Proteins 

 

Um die humanpathogenen Mutanten in Maus-Neuroblastomzellen (N2a-Zellen) zu 

untersuchen, wurden der Maussequenz entsprechende äquivalente Konstrukte 

hergestellt. So wurde zunächst das Konstrukt T182A kloniert, das der 

humanpathogenen Mutante T183A entspricht. Da dieser Mutante die erste 

Glykosilierungsstelle fehlt, stellt sich zunächst die Frage, ob dieser Verlust die 

Biogenese von PrP beeinflusst. Eine vergleichende Analyse mit N180Q, einer 

Mutante, die ebenfalls durch den Verlust der ersten Glykosilierungsstelle 

ausgezeichnet ist, sollte dies klären. Ferner wurden Wildtyp PrP (wt, entspricht dem 

Maus-PrPC) und die Mutante N196Q hinzugezogen, welcher die zweite 

Glykosilierungsstelle fehlt.  

 

4.1.1.1 Die Mutation T182A verhindert die Umwandlung von High 
Mannose Glykanen in komplexe Strukturen  

 

Es gibt unterschiedliche Glykosilierungsstadien eines Proteins: eine unglykosilierte 

Form, eine High Mannose Glykosilierungsform und eine komplexe Glykosilierung 

(vgl. Punkt 1.3.1). Die Verwendung bestimmter Enzyme ermöglicht eine 

Untersuchung des Glykosilierungsstatus. Die Endoglycosidase H (Endo H) spaltet 

spezifisch zwischen zwei N-Acetyl-Glucosamin-Resten, an denen mindestens fünf 

Mannose-Einheiten (vgl. Abb. 9, einschließlich Schritt 5) gekoppelt sind (Robbins et 

al. 1984; Maley et al. 1989). Folglich werden durch dieses Enzym lediglich Zucker 

von Proteinen mit High Mannose Formen, jedoch nicht mit komplexen Glykanen 

abgespalten. Durch einen Verdau mit N-Glycosidase F (PNGase F) hingegen können 

Zucker von komplex glykosilierten Proteinen abgetrennt werden. Proteine, die 
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sensitiv für einen Endo H- oder einen PNGase F-Verdau sind, weisen auf einem SDS-

Gel eine erhöhte elektrophoretische Mobilität auf.  

Um den Glykosilierungsstatus der verschiedenen Mutanten zu bestimmen, wurden 

diese, ebenso wie Wildtyp PrP, in N2a-Zellen exprimiert. Die Proteinextrakte wurden 

einem Verdau mit Endo H oder PNGase F unterzogen. PrP wurde mittels Western 

Blot unter Verwendung des monoklonalen Antikörpers 3F4 auf einem SDS-Gel 

analysiert. Aufgrund seiner komplexen Glykosilierung ist Wildtyp PrP (wt) nicht 

sensitiv für Endo H (Abb. 13 A) sondern lediglich für PNGase F (Abb. 13 B), wie aus 

der deutlich erhöhten elektrophoretischen Mobilität nach dem Verdau ersichtlich ist. 

Auch N180Q und N196Q sind nicht sensitiv gegenüber einem Endo H-Verdau (Abb. 

13 A), woraus sich schlussfolgern lässt, dass das restliche Glykan an der ersten 

(N196Q) bzw. zweiten (N180Q) Glykosilierungsstelle der jeweiligen Mutante in eine 

komplexe Struktur umgewandelt wurde. So ist N180Q, ähnlich wie wt, sensitiv für 

PNGase F (Abb. 13 B). T182A ist als einzige Mutante sensitiv für Endo H (Abb. 13 

A), was darauf hindeutet, dass das restliche Glykan von T182A lediglich in einer High 

Mannose Form vorliegt (oberer Pfeil).  

Um die bei T182A fehlende Ausbildung einer komplexen Struktur näher zu 

untersuchen, wurden transfizierte Zellen radioaktiv markiert und PrP mittels einer 

Immunpräzipitation entweder direkt analysiert (pulse) oder zuvor eine Stunde in 

frischem Medium inkubiert (chase). Während N180Q in der pulse-Phase noch 

teilweise Endo H-sensitiv ist, entwickelt sich dann in der chase-Phase eine 

vollständige Resistenz gegen Endo H (Abb. 13 C), was verdeutlicht, dass eine 

Umwandlung des Core Glykans in eine komplexe Struktur erfolgt ist. Im Gegensatz 

dazu, verbleibt das restliche Glykan von T182A auch nach Inkubation der Zellen in 

frischem Medium (chase) Endo H-sensitiv und ist somit nicht in eine komplexe 

Struktur umgewandelt worden.  
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Abbildung 13: Die pathogene Mutante T182A erhält keine komplexe Glykosilierung. N2a-Zellen 
wurden transient mit wt und Mutanten, welchen die erste (N180Q und T182A) bzw. zweite (N196Q) 
Glykosilierungsstelle fehlt, transfiziert. (A, B) Das Zelllysat wurde in zwei Aliquots aufgeteilt, wobei 
jeweils ein Aliquot mit Endo H (A) bzw. PNGase F (B) inkubiert wurde. Die PrP-Expression wurde 
mittels Western Blot analysiert. Die Pfeile kennzeichnen die unterschiedlichen Glykosilierungsformen 
von T182A vor und nach dem Endo H-Verdau. (C) Die transfizierten Zellen wurden 30 Minuten mit 
[35S]-Methionin radioaktiv markiert und entweder direkt analysiert (pulse) oder eine Stunde in frischem 
Medium inkubiert (chase). PrP wurde mit dem monoklonalen Antikörper 3F4 immunpräzipitiert. Die 
Produkte wurden in zwei Aliquots aufgeteilt, wovon eines jeweils mit Endo H inkubiert wurde. Die 
Größenmarker 36 und 22 kDa sind jeweils links am Rand als Striche dargestellt. 
 

 

Die ersten Untersuchungen zeigen, dass zwei verschiedene PrP-Mutanten, welchen 

jeweils die erste Glykosilierungsstelle fehlt (T182A und N180Q), einen 

unterschiedlichen Glykosilierungsstatus besitzen. Während bei N180Q ebenso wie bei 

N196Q und Wildtyp PrP eine komplexe Glykosilierung erfolgt, erhält T182A 
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lediglich eine Core Glykosilierung, was verdeutlicht, dass das Protein zwar in das ER 

importiert wird, die terminale Glykosilierung jedoch ausbleibt.  

 

4.1.1.2 Die Mutation T182A verhindert die Übertragung des GPI-
Ankers 

 
Nach der Core Glykosilierung der Proteine erfolgt im ER auch die Anheftung des 

GPI-Ankers (vgl. Abb. 6). Als nächstes wurde untersucht, ob sich die verschiedenen 

Mutanten an der Plasmamembran befinden und ob sie dort mit Hilfe des GPI-Ankers 

verankert sind. In die folgenden Analysen wurde die Mutante M204S miteinbezogen. 

Wie aus einer vorangegangenen Studie hervorgeht, wird durch diese 

Aminosäuresubstitution wahrscheinlich eine Interaktion zwischen Helix 1 und 3 des 

Prion-Proteins zerstört (Winklhofer et al. 2003). Als Konsequenz darauf erhält 

M204S keinen GPI-Anker und wird in das Zellkulturmedium sekretiert.  

Als erster Anhaltspunkt für die zelluläre Lokalisierung der Konstrukte diente ein 

extrazellulärer Trypsinverdau. Versetzt man intakte, transfizierte Zellen mit Trypsin, 

so werden alle an der Zelloberfläche befindlichen Proteine abgespalten. Nach einer 

Western Blot Analyse mit dem 3F4-Antikörper kann an der Plasmamembran 

befindliches PrP im Zelllysat nicht mehr detektiert werden. Sowohl Lysate von wt- als 

auch von N180Q-exprimierenden Zellen haben nach Behandlung mit Trypsin den 

größten Anteil an PrP verloren (Abb. 14 A, +Trypsin). Somit ist N180Q ebenso wie 

Wildtyp PrP an der Plasmamembran lokalisiert. Im Gegensatz dazu ist der relative 

Anteil von T182A wie auch von M204S nach dem extrazellulären Trypsinverdau in 

der Detergenz-löslichen (S) und -unlöslichen (P) Fraktion unverändert geblieben. 

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass T182A nicht an der Plasmamembran 

lokalisiert ist. 
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Abbildung 14: T182A ist nicht an der Plasmamembran lokalisiert. Die Zellen wurden mit den 
Konstrukten wt, N180Q, T182A und M204S transient transfiziert. (A) Intakte Zellen wurden bei 4°C 
mit Trypsin inkubiert, um Oberflächenproteine abzulösen, oder zur Kontrolle unbehandelt belassen. 
Nach der Zelllyse und Zentrifugation in der Detergenz-löslichen (S) und -unlöslichen (P) Fraktion 
verbleibendes PrP wurde mittels Western Blot analysiert. (B) Biotinilierung von PrP an der 
Plasmamembran. Transfizierte Zellen wurden mit Plasmamembran-impermeantem Biotin inkubiert und 
anschließend lysiert. PrP in der Detergenz-löslichen (S) und -unlöslichen (P) Fraktion wurde mit dem 
monoklonalen Antikörper 3F4 immunpräzipitiert. Die Produkte wurden mit Streptavidin auf einem 
Western Blot analysiert (linker Blot). Zum Nachweis der Zellexpression wurde ein Aliquot aus dem 
Lysat entnommen und mittels Western Blot mit dem 3F4-Antikörper analysiert (rechter Blot). Die 
Größenmarker 36 und 22 kDa sind jeweils links am Rand als Striche dargestellt. 
 

 

Um die Lokalisierung der verschiedenen Konstrukte näher zu untersuchen, wurde eine 

Oberflächenbiotinilierung durchgeführt, welche ausschließlich eine Detektierung von 

 77



4. Ergebnisse 

Proteinen ermöglicht, die an der Plasmamembran lokalisiert sind. Transfizierte Zellen 

wurden zur Markierung aller sich an der Zelloberfläche befindlichen Proteine mit 

Plasmamembran-impermeantem Biotin inkubiert. Nach der Lyse wurde PrP 

immunpräzipitiert und mittels Western Blot analysiert (Abb. 14 B, links). Wildtyp PrP 

(wt) befindet sich an der Zelloberfläche und ist daher biotiniliert. Dasselbe trifft für 

N180Q zu. Im Gegensatz dazu ist kein biotiniliertes T182A in der 

Detergenz_löslichen (S) oder -unlöslichen (P) Fraktion zu finden, was verdeutlicht, 

dass dieses Konstrukt nicht an der Plasmamembran lokalisiert ist. Als Kontrolle dafür, 

dass T182A in den Zellen exprimiert wird, wurde jeweils ein Aliquot aus den 

biotinilierten Lysaten entnommen und direkt mittels Western Blot analysiert. Diese 

Untersuchung zeigt, dass T182A eine vergleichbare Expressionsrate wie Wildtyp PrP 

(wt) und N180Q besitzt (Abb. 14 B, rechts).  

Aufgrund der fehlenden Lokalisierung von T182A an der Plasmamembran, wurde die 

GPI-Verankerung genauer untersucht. Dazu wurden intakte, transfizierte Zellen mit 

Phosphatidylinositol-Phospholipase C (PIPLC) inkubiert. PIPLC schneidet spezifisch 

den GPI-Anker der Proteine. GPI-verankerte Proteine befinden sich daher nach einem 

Verdau mit PIPLC im Zellkulturmedium und können in dieser Fraktion mittels 

Western Blot detektiert werden. Um eine Lokalisierung der Proteine im 

Zellkulturmedium durch eine möglich stattfindende Sekretion zu vermeiden, wurde 

der Verdau bei 4°C vollzogen. Wie erwartet ist GPI-verankertes Wildtyp PrP (wt) 

nach einem PIPLC-Verdau nicht mehr im Zelllysat (Abb. 15, +PIPLC, Lysat), 

sondern im Zellkulturmedium (Abb. 15, +PIPLC, Medium) zu finden. Die Analysen 

zeigen, dass auch N180Q mit einem GPI-Anker versehen ist. Dagegen sind T182A 

und M204S nach Behandlung der Zellen mit PIPLC nicht im Zellkulturmedium 

detektierbar. Die relativen Proteinmengen dieser Mutanten jedoch bleiben im 

Zelllysat nach einer Inkubation mit PIPLC unverändert (Abb. 15, +PIPLC, Lysat). 

Daraus lässt sich schlussfolgern, dass T182A im Gegensatz zu wt und N180Q nicht 

mit einem GPI-Anker an der Plasmamembran lokalisiert ist.  
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Abbildung 15: T182A besitzt keinen GPI-Anker. Intakte, transient transfizierte Zellen wurden mit 
PIPLC bei 4°C inkubiert, um GPI-verankerte Proteine von der Plasmamembran abzuspalten oder zur 
Kontrolle unbehandelt belassen. Im Zelllysat (Lysat) oder im Zellkulturmedium (Medium) befindliches 
PrP wurde mittels Western Blot analysiert. Die Größenmarker 36 und 22 kDa sind jeweils links am 
Rand als Striche dargestellt. 
 

 

Nach den biochemischen Untersuchungen zur Klärung der zellulären Lokalisierung 

der verschiedenen Konstrukte wurde eine Analyse in lebenden Zellen durchgeführt. 

Dazu wurde nach der Transfektion eine indirekte Immunfluoreszenz in 

permeabilisierten und nicht-permeabilisierten murinen (N2a) sowie humanen (SH-

SY5Y) Neuroblastomzellen vorgenommen. In nicht-permeabilisierten Zellen kann der 

Antikörper nicht in die Zellen gelangen. Somit wird lediglich PrP detektiert, das sich 

an der Zelloberfläche befindet. Bei permeabilisierten Zellen dagegen ist eine 

Visualisierung von PrP sowohl außerhalb als auch innerhalb der Zellen möglich.  
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Abbildung 16: Zelluläre Lokalisierung von PrP in intakten Zellen. N2a- und SH-SY5Y-Zellen 
wurden auf Glasplättchen kultiviert und mit den Konstrukten wt, N180Q und T182A transfiziert. Die 
Lokalisierung von PrP wurde durch indirekte Immunfluoreszenz in nicht-permeabilisierten (A) und 
permeabilisierten (B) Zellen unter Verwendung des monoklonalen Antikörpers 3F4 visualisiert. 
 

 

In nicht-permeabilisierten (Abb. 16 A) und in permeabilisierten (Abb. 16 B) Zellen ist 

Wildtyp PrP (wt) und - wie aufgrund der vorangegangen biochemischen Analysen zu 

erwarten - auch N180Q gut detektierbar, wobei überall eine klare Lokalisierung von 

PrP an der Zelloberfläche zu erkennen ist. Dagegen kann T182A in nicht-

permeabilisierten Zellen nicht visualisiert werden (Abb. 16 A), wodurch bestätigt 

wird, dass diese Mutante nicht an der Zelloberfläche lokalisiert ist. Da in 

permeabilisierten Zellen jedoch eine Visualisierung von T182A möglich ist, kann eine 

intrazelluläre Lokalisierung angenommen werden (Abb. 16 B).  
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4.1.1.3 Die Mutation T182A bewirkt eine Sekretion 

 

Wie bisher beschrieben, ist die pathogene Mutante T182A weder komplex glykosiliert 

noch mit einem GPI-Anker an der Plasmamembran lokalisiert. Diese Ergebnisse 

bestätigen vorherige Studien, die aufgrund ähnlicher Daten zum Schluss kamen, dass 

T182A im ER zurückgehalten wird (Rogers et al. 1990; Lehmann und Harris 1997). 

Tatsächlich ist eine derartige Schlussfolgerung voreilig. Zwar werden Endo H-

sensitive Glykane oft als diagnostische Marker für Proteine verwendet, die im ER 

zurückgehalten werden, andererseits ist aber eine terminale Prozessierung der 

Glykane für den weiteren Transport von PrP nicht notwendig. So wird beispielsweise 

eine PrP-Mutante, die keine GPI-Signalsequenz besitzt überhaupt nicht glykosiliert, 

jedoch effizient sekretiert (Rogers et al. 1993; Blochberger et al. 1997; Winklhofer et 

al. 2003). Auch verschiedene PrP-Mutanten, die wie M204S lediglich in einer High 

Mannose Form vorliegen, werden nicht im ER zurückgehalten sondern sekretiert 

(Winklhofer et al. 2003). Andererseits kann auch GPI-verankertes PrP, das nur High 

Mannose Glykane besitzt, an der Plasmamembran lokalisiert sein (Winklhofer et al. 

2003).  

Basierend auf diesen Kenntnissen wurde nun experimentell untersucht, ob T182A 

aufgrund eines fehlenden GPI-Ankers in das Zellkulturmedium sekretiert wird. Dazu 

wurden die transfizierten Zellen drei Stunden bei 37°C inkubiert und das 

Zellkulturmedium mittels Western Blot auf sekretiertes PrP untersucht.  

 

 
 

Abbildung 17: T182A wird in das Zellkulturmedium sekretiert. Transient transfizierte Zellen 
wurden 3 Stunden bei 37°C in Serum-freiem Medium inkubiert. PrP im Zelllysat (Lysat) und im 
Zellkulturmedium (Medium) wurde mittels Western Blot analysiert. Die Größenmarker 36 und 22 kDa 
sind jeweils links am Rand als Striche dargestellt. 
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Wie in Abbildung 17 zu erkennen ist, werden Wildtyp PrP (wt) und N180Q aufgrund 

ihrer GPI-Verankerung nicht in das Zellkulturmedium sekretiert, wohingegen T182A 

tatsächlich eine effiziente Sekretion aufweist (Abb. 17, Medium). Zum Nachweis der 

Expression wurde auch das Zelllysat analysiert (Abb. 17, Lysat). 

Die umfangreiche Analyse der Maturierung hat ergeben, dass die humanpathogene 

Mutante T182A im Gegensatz zu Wildtyp PrP und N180Q weder komplex 

glykosiliert wird noch an der Zelloberfläche verankert ist. Allerdings wird T182A 

nicht im ER zurückgehalten, sondern aufgrund eines fehlenden GPI-Ankers effizient 

in das Zellkulturmedium sekretiert. Die Ergebnisse zeigen auch, dass N180Q, eine 

Mutante, die wie T182A durch den Verlust der ersten Glykosilierungsstelle 

ausgezeichnet ist, ähnlich wie Wildtyp PrP komplex glykosiliert wird und an der 

Plasmamembran lokalisiert ist. Aus dieser vergleichenden Analyse lässt sich 

schlussfolgern, dass die beschriebenen Effekte von T182A auf die Maturierung von 

PrP nicht auf den Verlust der ersten Glykosilierungsstelle zurückzuführen sind.  

 

4.1.2 Die Mutation T182A hat eine Missfaltung von PrP zur Folge 

 

Als nächstes sollte analysiert werden, ob die pathogene Mutation einen Einfluss auf 

die Faltung von PrP hat. Hierfür wurden alle Mutanten auf ihre Löslichkeit und 

Proteinase K-Resistenz untersucht.  

Zum Erstellen des Löslichkeitsprofils wurden die transfizierten Zellen nach der Lyse 

zentrifugiert und die Lysate jeweils in eine Detergenz-lösliche (S) und -unlösliche (P) 

Fraktion aufgeteilt (Abb. 18). Wie für ein lösliches Protein zu erwarten, ist Wildtyp 

PrP (wt) ausschließlich in der Detergenz-löslichen Fraktion zu finden. Die 

monoglykosilierten Mutanten N180Q und N196Q befinden sich zu einem geringen 

Anteil auch in der Detergenz-unlöslichen Fraktion. Im Gegensatz dazu ist der größte 

Anteil von T182A in der Detergenz-unlöslichen Fraktion zu finden.  
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Abbildung 18: T182A erhält eine missgefaltete Konformation. N2a-Zellen wurden mit den 
Konstrukten wt, N180Q, N196Q, und T182A transient transfiziert. Nach der Zelllyse und 
Zentrifugation wurden die Lysate jeweils in eine Detergenz-lösliche (S) und -unlösliche (P) Fraktion 
aufgeteilt. PrP wurde mittels Western Blot analysiert. Die Größenmarker 36 und 22 kDa sind links am 
Rand als Striche dargestellt. 
 

 

Da T182A hauptsächlich in der unlöslichen Fraktion detektierbar ist, könnte eine 

Missfaltung dieser Mutante vorliegen. Um dies zu bestätigen, wurde ein 

proteolytischer Verdau durchgeführt. Proteinextrakte aus transfizierten Zellen wurden 

mit unterschiedlichen Konzentrationen von Proteinase K (PK) bei 4°C inkubiert. 

Verbleibendes PrP wurde mit einem Western Blot analysiert. Wie in Abbildung 19 

deutlich zu erkennen ist, verringert sich mit ansteigender PK-Konzentration die 

Proteinmenge von Wildtyp PrP (wt) und N180Q auf ähnliche Weise. Beide Mutanten 

besitzen also eine vergleichbare Sensitivität gegenüber PK. Daraus lässt sich 

schlussfolgern, dass N180Q eine ähnliche Konformation wie Wildtyp PrP besitzt. Im 

Gegensatz dazu ist T182A äußerst PK-resistent. Diese Resistenz hält selbst bis zu 

einer PK-Konzentration an, die für die komplette Degradierung von Wildtyp PrP (wt) 

bzw. N180Q ausreichend ist (Abb. 19, 1.2 µg/ml). 

 

 
 
Abbildung 19: T182A ist partiell Protease-resistent. Proteinextrakte aus transient transfizierten 
Zellen wurden 30 Minuten mit den angegebenen Proteinase K (PK)-Konzentrationen bei 4°C versetzt. 
Verbleibendes PrP wurde mit einem Western Blot analysiert. 
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Die Ergebnisse verdeutlichen, dass die pathogene Mutation T182A zu einer 

Missfaltung von PrP führt, was sich in der Detergenz-Unlöslichkeit und erhöhten PK-

Resistenz widerspiegelt. Der Vergleich mit den monoglykosilierten Mutanten N180Q 

und N196Q zeigt, dass die Missfaltung von T182A ebenso wenig wie die 

unvollständige Maturierung (siehe Punkt 4.1.4) auf den Verlust der einen 

Glykosilierungsstelle zurückzuführen ist. 

 

4.1.3 Sekretiertes PrP kann von Zellen wieder aufgenommen werden 

 

Wie unter Kapitel 4.1.1.3 beschrieben, wird T182A infolge einer fehlenden GPI-

Verankerung effizient in das Zellkulturmedium sekretiert. Um zu untersuchen, ob 

sekretiertes T182A wieder von heterologen Zellen aufgenommen werden kann, wurde 

das Zellkulturmedium transfizierter Zellen, welches sekretierte Proteine enthält, 

abgenommen und auf untransfizierte Zellen gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 

achtundvierzig Stunden wurde mittels Western Blot analysiert, ob eine 

Wiederaufnahme von sekretiertem PrP möglich ist. Durch Verwendung des 

monoklonalen Antikörpers 3F4 wurde sichergestellt, dass lediglich transfiziertes, 

nicht jedoch endogenes PrPC detektiert wird.  

 

 
 
Abbildung 20: Sekretiertes T182A kann von heterologen Zellen wieder aufgenommen werden. 
Mit wt, N180Q, T182A und M204S transfizierte N2a-Zellen wurden 3 Stunden in Serum-freiem 
Medium bei 37°C inkubiert. Das Zellkulturmedium wurde filtriert und auf untransfizierte Zellen 
gegeben. Nach 48 Stunden wurden die untransfizierten Zellen lysiert. und durch Zentrifugation jeweils 
in eine lösliche (S) und unlösliche (P) Fraktion aufgeteilt. Aufgenommenes PrP wurde mit dem 
Antikörper 3F4 auf einem Western Blot analysiert. Die Größenmarker 36 und 22 kDa sind jeweils links 
am Rand als Striche dargestellt. 
 

 

 84



4. Ergebnisse 

Wildtyp PrP (wt) und N180Q sind auf dem Western Blot nicht detektierbar, da diese 

Konstrukte, wie zu erwarten, auf Grund einer GPI-Verankerung nicht sekretiert und 

folglich von heterologen Zellen nicht aufgenommen werden können (Abb. 20). Im 

Gegensatz dazu kann sekretiertes T182A, ebenso wie sekretiertes M204S (Winklhofer 

et al. 2003), von heterologen Zellen wieder aufgenommen werden, wie aus der 

Detektierung beider Mutanten in der unlöslichen (P) Fraktion hervorgeht. 

Um sicherzustellen, dass T182A nicht mit der Zelloberfläche der heterologen Zellen 

assoziiert ist sondern tatsächlich internalisiert wurde, wurde eine indirekte 

Immunfluoreszenz in permeabilisierten und nicht-permeabilisierten N2a-Zellen (vgl. 

Punkt 4.1.1.2) unter Verwendung des Antikörpers 3F4 durchgeführt. Zuvor wurden 

die Zellen analog zur biochemischen Analyse mit dem Medium von N180Q- bzw. 

T182A-exprimierenden Zellen inkubiert. PrP kann nur in permeabilisierten Zellen 

visualisiert werden, die mit Medium von T182A-exprimierenden Zellen behandelt 

wurden (Abb. 21 A). In nicht-permeabilisierten Zellen hingegen ist T182A nicht 

detektierbar (Abb. 21 B). In Zellen, die mit Medium von N180Q-exprimierenden 

Zellen behandelt wurden, ist PrP wie erwartet nicht zu finden (Abb. 21 A, B). Diese 

Ergebnisse bestätigen, dass zuvor sekretiertes T182A nun intrazellulär lokalisiert ist 

und somit tatsächlich von heterologen Zellen internalisiert werden kann. 

 

 
 
Abbildung 21: Zelluläre Lokalisierung von internalisiertem T182A in intakten, heterologen 
Zellen. Zellen wurden mit N180Q und T182A transfiziert und 3 Stunden in Serum-freiem Medium bei 
37°C inkubiert. Das Zellkulturmedium wurde filtriert und auf untransfizierte, auf Glasplättchen 
kultivierte Zellen gegeben. Nach 48 Stunden wurde eine indirekte Immunfluoreszenz in 
permeabilisierten (A) und nicht-permeabilisierten (B) Zellen mit dem 3F4-Antikörper durchgeführt. 
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4.1.4 Missgefaltetes T182A unterliegt keiner ER-assoziierten 
Degradierung 

 

Die bisherigen Resultate haben eine Missfaltung von T182A im ER und eine 

anschließende Sekretion aufgezeigt. Als nächstes sollte geklärt werden, ob und 

gegebenenfalls in welchen Kompartimenten T182A degradiert werden kann.  

Im ER können missgefaltete Proteine durch die ER-assoziierte Degradierung (ERAD) 

eliminiert werden (siehe Punkt 1.3.2). Dieser Degradierungsweg beinhaltet die 

Erkennung der missgefalteten Proteine, den retrograden Transport aus dem ER in das 

Zytosol und eine anschließende Degradierung durch das Proteasom. Experimentell 

wird die ERAD mit Hilfe des proteasomalen Inhibitors MG132 analysiert. Proteine, 

die über diesen Degradierungsweg abgebaut werden können, akkumulieren nach einer 

Behandlung mit MG132, was durch eine Zunahme der Intensität der Proteinbande auf 

dem SDS-Gel angezeigt wird.  

Um zu untersuchen, ob T182A über eine ERAD eliminiert werden kann, wurden 

transfizierte N2a-Zellen mit MG132 behandelt. Es wurde zunächst eine metabolische 

Markierung mit anschließender Immunpräzipitation durchgeführt. Als Kontrolle 

wurde eine PrP-Mutante hinzugezogen, die keine N-terminale ER-Signalsequenz 

besitzt und daher ausschließlich im Zytosol lokalisiert ist (Heske et al. 2004). Da 

diese zytosolische Form (zyto PrP) rasch proteasomal degradiert wird, ist zyto PrP in 

der chase-Phase nicht mehr detektierbar (Abb. 22 A, -MG132, chase). Nach 

Behandlung mit MG 132 wird zyto PrP jedoch aufgrund der nun ausbleibenden 

Degradierung durch das Proteasom stabilisiert (Abb. 22 A, +MG132, chase). Im 

Gegensatz dazu nimmt die Intensität der Proteinbande von T182A nach Inkubation 

mit MG132 in der chase-Phase nicht zu. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass 

missgefaltetes T182A nicht über eine ERAD abgebaut wird.  

Um die Resultate der Immunpräzipitation zu bestätigen, wurde die Auswirkung einer 

proteasomalen Inhibierung zusätzlich unter steady state-Bedingungen in SH-SY5Y-

Zellen untersucht. Hierfür wurden die transfizierten Zellen mit MG132 inkubiert, 

lysiert und mittels eines Western Blots analysiert. Unter diesen Bedingungen kann 

zyto PrP aufgrund seiner raschen Degradierung erst nach proteasomaler Inhibierung 

detektiert werden (Abb. 22 B, +MG 132). Im Gegensatz dazu bleiben die relativen 
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Proteinmengen von Wildtyp PrP (wt) und T182A, wie erwartet, nach Behandlung mit 

MG132 unverändert. 

 

 
 
Abbildung 22: T182A wird nicht durch das Proteasom degradiert. N2a- und SH-SY5Y-Zellen 
wurden mit wt, T182A und zyto PrP transfiziert. (A) N2a-Zellen wurden 30 Minuten metabolisch mit 
[35S]-Methionin markiert und direkt analysiert (pulse) oder nach 2-stündiger Inkubation mit frischem 
Medium (chase). Ein Teil der Zellen wurde während der pulse- und chase-Phase mit 50 µM MG132 
versetzt. (B) SH-SY5Y-Zellen wurden 3 Stunden mit 30 µM MG132 inkubiert oder unbehandelt 
belassen. PrP in der löslichen (S) und unlöslichen (P) Fraktion wurde mittels Western Blot analysiert. 
Die Größenmarker 36 und 22 kDa sind jeweils links am Rand als Striche dargestellt. 
 

 

Ein weiterer Degradierungsweg besteht über einen lysosomalen Proteinabbau. Um zu 

untersuchen, ob T182A in Lysosomen degradiert werden kann, wurden transfizierte 

SH-SY5Y-Zellen vor der Western Blot Analyse mit dem lysosomalen Inhibitor 

Bafilomycin behandelt. Es ist bekannt, dass Wildtyp PrP (wt) lysosomal abgebaut 

wird (siehe Punkt 1.2.4), was sich in einer Stabilisierung der Proteinbanden nach einer 

Inkubation mit Bafilomycin zeigt (Abb. 23, +Baf). Die zytosolische PrP-Form (zyto 

PrP) dagegen bleibt aufgrund der bestehenden proteasomalen Degradierung nicht 

detektierbar. Die relative Proteinmenge von T182A konnte ähnlich wie bei Wildtyp 
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PrP nach Behandlung mit Bafilomycin deutlich erhöht werden. Zusammenfassend 

lässt sich feststellen, dass die missgefaltete Mutante T182A ähnlich wie Wildtyp PrP 

nicht über eine ERAD, sondern über eine lysosomale Degradierung abgebaut werden 

kann.  

 

 
 
Abbildung 23: T182A wird in lysosomalen Kompartimenten degradiert. Transient transfizierte 
SH-SY5Y-Zellen wurden 16 Stunden mit 1µM Bafilomycin (Baf) inkubiert oder unbehandelt belassen. 
PrP wurde in der löslichen (S) und unlöslichen (P) Fraktion mittels Western Blot analysiert. Die 
Größenmarker 36 und 22 kDa sind jeweils links am Rand als Striche dargestellt. 
 

 

4.1.5 Eine korrekte Faltung der globulären C-terminalen Domäne von 
PrP ist für die komplexe Glykosilierung und Anheftung des GPI-
Ankers notwendig 

 

Die vergleichende Analyse hat ergeben, dass zwei unterschiedliche Mutationen 

(T182A und N180Q), die jeweils die erste Akzeptorstelle für die N-Glykane 

zerstören, verschiedene Phänotypen aufweisen: während N180Q ähnliche 

posttranslationale Modifikationen wie Wildtyp PrP erhält, beeinflusst die pathogene 

Mutation T182A massiv die Faltung und Maturierung von PrP, wobei dies offenbar 

nicht auf den Verlust der Glykosilierungsstelle zurückzuführen ist. Im Folgenden soll 

die Ursache für die Missfaltung und unvollständige Maturierung von T182A geklärt 

werden.  
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4.1.5.1 Die Seitenkette von Threonin 183 stabilisiert den hydrophoben 
Core der globulären C-terminalen Domäne  

 

Aus Analysen der NMR-Struktur von rekombinantem PrP (Riek et al. 1998) geht 

hervor, dass die Seitenkette von Threonin an der Stelle 183 (T183, entspricht T182 

der Maus-Sequenz) Wasserstoffbrückenbindungen sowohl mit der Carbonylgruppe 

des Cysteins an der Stelle 179 (C179) als auch mit der Amidgruppe des Tyrosins an 

der Stelle 162 (Y162) ausbildet (Abb. 24 A, B). Der so entstehende, polare Kontakt 

zwischen der zweiten α-Helix (α2) und dem zweiten β-Strang (β2) trägt 

höchstwahrscheinlich zur Ausrichtung und Stabilisierung der β-Faltblattstruktur im 

Prion-Protein bei (Abb. 24 B). Es liegt also nahe anzunehmen, dass dieser Kontakt 

einen wichtigen Beitrag zur Stabilisierung des hydrophoben Cores der globulären 

Domäne von PrP leistet. Da durch die Aminosäuresubstitution T183A diese 

Interaktionen entscheidend geschwächt würden, könnte dies eine Destabilisierung des 

hydrophoben Cores zur Folge haben. Diese Hypothese wird auch durch in vitro-

Analysen mit rekombinantem PrP unterstützt, da eine signifikant verminderte, 

thermodynamische Stabilität von T183A nachgewiesen werden konnte (Liemann und 

Glockshuber 1999).  
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Abbildung 24: Die Seitenketten von Threonin 183, Phenylalanin 198, Valin 161 und Methionin 
205 stabilisieren den hydrophoben Core der globulären, C-terminalen Domäne von PrP. Die 
Strukturen wurden mit dem PDB-file 1AG2 (Riek et al. 1998) unter Verwendung der Programme 
Molscript (Kraulis 1991) und Raster 3D (Merrit und Bacon 1997) generiert. Ball-and-stick-
Repräsentation der verschiedenen Seitenketten. (A) Stereorepräsentation der NMR-Struktur der C-
terminalen Domäne von PrP als Ribbon-Diagramm. Valin 161 (V161), Phenylalanin 198 (F198) und 
Methionin 205 (M205) sind Komponenten des hydrophoben Cores. Threonin 183 (T183) verbindet die 
zweite α-Helix (α2) und das zweite β-Faltblatt (β2) durch eine Wasserstoffbrückenbindung 
(gestrichelte Linie). N181 und N197: Asparagine innerhalb der beiden Akzeptorstellen für die N-
Glykane; Kohlenstoff-, Stickstoff-, Sauerstoff- und Schwefel-Atome: grau, blau, rot und gelb; N: N-
Terminus von PrP; C: C-Terminus von PrP. (B) Vergrößerte Darstellung der hydrophoben Tasche, 
welche die Seitenkette von V161 umgibt. Die Reste Methionin 134 (M134), Methionin 213 (M213), 
Cystein 214 (C214) und V161 bilden einen Teil des hydrophoben Cores. Farbcode wie bei (A).  
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4.1.5.2 Eine Destabilisierung des hydrophoben Cores verhindert die 
komplexe Glykosilierung und Anheftung des GPI-Ankers 

 

Basierend auf den Resultaten der NMR- und in vitro-Analysen (Riek et al. 1998; 

Liemann und Glockshuber 1999), sollte als nächstes untersucht werden, ob die in 

neuronalen Zellen vorliegende Missfaltung von T182A (vgl. Punkt 4.1.2) in einer 

Destabilisierung des hydrophoben Cores von PrP begründet ist. Dazu wurden zwei 

neue Punktmutanten (V160S und V160W) generiert, die ähnlich wie T182A zu einer 

Destabilisierung des hydrophoben Cores führen könnten (Abb. 25).  

 

 
 
Abbildung 25: Schematische Darstellung von Wildtyp-PrP (oben) und der Punktmutationen 
V160W, V160S, T182A, F197S und M204S (unten). Die Aminosäurennummerierung entspricht dem 
Maus-PrP. ER-SS: ER-Signalsequenz; OR: Oktarepeats; HD: hydrophobe Domäne; α1-3: α-Helix 1-3; 
β1, 2: β-Faltblatt 1, 2; CHO: Glykosilierungsstellen; S-S: Disulfidbrücke; GPI-SS: GPI-Signalsequenz. 
 

 

Die NMR-Struktur von PrP verdeutlicht, dass sich die Seitenkette von Valin 161 

(entspricht V160 der Maus-Sequenz) tief verborgen im hydrophoben Core zwischen 

α2, α3 und β2 befindet (Riek et al. 1998). Somit wird die Seitenkette von Valin 161 

(V161) von einer hydrophoben Tasche umgeben (siehe Abb. 24 B). Die beiden 

Punktmutationen innerhalb von β2 (V160S und V160W) sollten also die starken 

hydrophoben Interaktionen mit den beiden α-Helices schwächen, im Fall der 

Aminosäuresubstitution durch das sperrige Tryptophan (V160W) gar komplett 

aufheben. 

V160S und V160W wurden in N2a-Zellen exprimiert und analog zu den zuvor für 

T182A beschriebenen Ansätzen analysiert. Zunächst wurde unter Verwendung von 

Endo H der Status der Glykosilierung untersucht (vgl. Punkt 4.1.1.1). Es zeigt sich, 
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dass V160W vollständig und V160S überwiegend Endo H-sensitiv sind (Abb. 26 A, 

+Endo H). Die Mutanten erhalten demnach ausschließlich (V160W) bzw. 

hauptsächlich (V160S) Core Glykane. Als nächstes wurde eine mögliche Sekretion 

untersucht (vgl. Punkt 4.1.1.3). Wie aus der Western Blot Analyse der 

Zellkulturfraktion (Medium) hervorgeht, werden beide Mutanten effizient in das 

Zellkulturmedium sekretiert (Abb. 26 B). V160S und V160W ziehen also 

zellbiologisch einen ähnlichen Phänotyp nach sich wie die pathogene Mutante 

T182A: beide Mutanten werden nicht (V160W) bzw. kaum (V160S) komplex 

glykosiliert und offenbar aufgrund eines fehlenden GPI-Ankers sekretiert.  

 

 
 
Abbildung 26. Destabilisierung des hydrophoben Cores der C-terminalen Domäne von PrP 
beeinflusst die komplexe Glykosilierung und Anheftung des GPI-Ankers. Die Konstrukte V160S 
und V160W wurden transient in N2a-Zellen transfiziert. (A) Destabilisierung des hydrophoben Cores 
beeinflusst die komplexe Glykosilierung. Das Zelllysat wurde in zwei Aliquots aufgetrennt, wovon das 
eine mit und das andere ohne Endo H inkubiert wurde. PrP wurde mittels Western Blot detektiert. (B) 
Destabilisierung des hydrophoben Cores beeinflusst die Anheftung des GPI-Ankers. Die transfizierten 
Zellen wurden 3 Stunden bei 37°C in Serum-freiem Medium inkubiert. PrP im Zellkulturmedium 
(Medium) wurde mittels Western Blot analysiert. Die Größenmarker 36 und 22 kDa sind jeweils links 
am Rand als Striche dargestellt. 
 

 

Die Übertragung des vorgeformten GPI-Ankers erfolgt im ER an Serin 231 des 

Proteins, wobei die hydrophobe C-terminale GPI-Signalsequenz (GPI-SS) 

abgespalten wird (vgl. Punkt 1.3.1). Um zu untersuchen, ob der fehlende GPI-Anker 

der Mutanten in einer ungeschnittenen GPI-SS begründet ist, wurde das Konstrukt 

V160W ∆GPI hergestellt, bei welchem die GPI-SS (Aminosäuren 230-254) deletiert 

ist. Die transfizierten N2a-Zellen wurden metabolisch markiert und PrP wurde 

anschließend immunpräzipitiert. V160W ∆GPI ist, ebenso wie V160W, Endo H-

sensitiv, liegt also auch als High Mannose Form vor (Abb. 27 A). Auffallend ist 
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jedoch die geringfügig höhere elektrophoretische Mobilität von V160W ∆GPI 

gegenüber V160W, welche deutlicher in der chase-Phase (Abb. 27 B) zu erkennen ist. 

Der geringfügige Größenunterschied zwischen beiden Mutanten lässt darauf 

schließen, dass die C-terminale GPI-SS von V160W nicht abgeschnitten wird. 

Andernfalls müssten beide Mutanten dieselbe Größe besitzen.  

 

 
 
Abbildung 27: Die Mutante V160W hat eine ungeschnittene GPI-Signalsequenz. V160W- und 
V160W ∆GPI- exprimierende N2a Zellen wurden 30 Minuten mit [35S] metabolisch markiert und mit 
dem 3F4 Antikörper immunpräzipitiert. (A) Die Produkte der Immunpräzipitation wurden in zwei 
Aliquots aufgeteilt, mit oder ohne Endo H inkubiert und auf einem SDS-Gel analysiert. (B) Die Zellen 
wurden entweder direkt analysiert (pulse) oder zuvor eine weitere Stunde in frischem Medium 
inkubiert (chase). Die Größenmarker 36 und 22 kDa sind jeweils links am Rand als Striche dargestellt.  
 

 

Diese mechanistische Analyse gibt zusammen mit vorangegangenen NMR- und in 

vitro-Daten (Riek et al. 1998; Liemann und Glockshuber 1999) starke Hinweise 

darauf, dass die in neuronalen Zellen vorliegende Missfaltung sowie unvollständige 

Maturierung von T182A (vgl. Punkt 4.1.2) Folgen einer Destabilisierung des 

hydrophoben Cores von PrP sind. Weitere Mutationen, die zu einer Destabilisierung 

der Tertiärstruktur führen könnten (V160W und V160S), verhindern ähnlich wie 

T182A die Umwandlung von High Mannose Glykanen in komplexe Strukturen, sowie 

die Anheftung des GPI-Ankers. Letzteres resultiert in einer Sekretion der Mutanten. 

Eine korrekte Proteinfaltung ist also für die posttranslationalen Modifikationen von 

PrP entscheidend.  
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4.1.6 Eine weitere pathogene Mutation (F198S) beeinträchtigt die 
Maturierung und Faltung des Prion-Proteins 

 

Nachdem die eingehende Untersuchung der Faltung und Biogenese der pathogenen 

Mutante T182A experimentelle Hinweise darauf gab, dass eine möglicherweise 

bestehende Destabilisierung des hydrophoben Cores zu einer hereditären Prion-

Erkrankung führen kann, wurde nach näherer Betrachtung weiterer 

krankheitsassoziierter PrP-Mutanten die pathogene Mutante F198S, von welcher 

ähnliche NMR- und in vitro-Daten vorlagen wie im Fall von T183A, in die Analyse 

miteinbezogen. So könnte gemäß der NMR-Struktur die Aminosäuresubstitution von 

Phenylalanin durch Serin an der Stelle 198 (F198S, entspricht F197S der Maus-

Sequenz) eine Destabilisierung des hydrophoben Cores nach sich ziehen (siehe Abb. 

24 A, 25), was auch aufgrund der verminderten thermodynamischen Stabilität von 

rekombinantem F198S anzunehmen ist (Liemann und Glockshuber 1999; Vanik und 

Surewicz 2002).  

Folglich wurde F197S einer ähnlichen Analyse wie T182A unterzogen. Die hier 

vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass F197S einen ähnlichen Phänotyp in N2a-Zellen 

besitzt wie T182A. So ist F197S auch Endo H-sensitiv (Abb. 28 A), erhält also High 

Mannose Glykane. Dennoch wird eine geringe Fraktion von F197S in komplexe 

Strukturen umgewandelt, wie an der oberen schwachen Proteinbande zu erkennen ist, 

welche auf der selben Höhe wie die komplexe Bande von Wildtyp PrP (wt) verläuft. 

Wie nach einem extrazellulären Verdau mit Trypsin (vgl. Punkt 4.1.1.2) zu erkennen 

ist, bleibt der relative Anteil von F197S, anders als bei Wildtyp PrP (wt), nahezu 

unverändert (Abb. 28 B), was darauf hindeutet, dass F197S nicht an der 

Plasmamembran lokalisiert ist. Die Western Blot Analyse der Zellkulturfraktion 

(Medium) zeigt, dass F197S aufgrund einer fehlenden GPI-Verankerung sekretiert 

wird (Abb. 28 C).  
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Abbildung 28: Die pathogene Mutante F197S erhält keine komplexe Glykosilierung, ist nicht 
membranverankert und wird sekretiert. (A) F197S erhält keine komplexe Glykosilierung. Transient 
transfizierte Zellen wurden lysiert und die Extrakte in zwei Aliquots aufgeteilt, mit oder ohne Endo H 
inkubiert und mittels Western Blot analysiert. (B) Der Hauptanteil von F197S ist nicht an der 
Plasmamembran lokalisiert. Lebende, transfizierte Zellen wurden bei 4°C mit Trypsin inkubiert, lysiert 
und PrP wurde mit Western Blot detektiert. (C) F197S wird sekretiert. Die transfizierten Zellen wurden 
3 Stunden bei 37°C in Serum-freiem Medium inkubiert. PrP im Zellkulturmedium (Medium) wurde 
mittels Western Blot analysiert. Die Größenmarker 36 und 22 kDa sind jeweils links am Rand als 
Striche dargestellt. 
 

 

Um zu untersuchen, ob die pathogene Mutation F197S zu einer Missfaltung von PrP 

führt, wurde ein proteolytischer Verdau mit Proteinase K (PK) durchgeführt (vgl. 

Punkt 4.1.2). Wie zuvor für T182A gezeigt (vgl. Abb. 19), ist auch F197S resistent 

gegenüber einer PK-Konzentration, die für eine komplette Degradierung von Wildtyp 

PrP (wt) ausreicht (Abb. 29). Diese Ergebnisse zeigen, dass die pathogene Mutation 

F197S ähnlich wie T182A eine Missfaltung und unvollständige Maturierung von PrP 

zur Folge hat.  
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Abbildung 29: F197S ist partiell Protease-resistent. Proteinextrakte aus transient transfizierten 
Zellen wurden 30 Minuten mit den angegebenen Proteinase K (PK)-Konzentrationen bei 4°C versetzt. 
Verbleibendes PrP wurde mit Western Blot analysiert. Die Größenmarker 36 und 22 kDa sind jeweils 
links am Rand als Striche dargestellt. 
 

 

4.1.7 Zusammenfassung 

 

Prion-Erkrankungen können beim Menschen durch Mutationen im Prion-Protein Gen 

hervorgerufen werden. Die Missfaltung des zellulären Prion-Proteins (PrPC) spielt 

eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese. Um Einblicke in den Mechanismus der 

Missfaltung zu gewinnen, wurden in der vorliegenden Arbeit zwei unterschiedliche 

humanpathogene Mutationen (T183A und F198S) untersucht. Es konnte festgestellt 

werden, dass die Mutationen die Faltung und Biogenese von PrP beeinträchtigen. 

Beide Mutanten zeichnen sich folgendermaßen aus (vgl. Abb. 30):  

 

• Import in das ER  

• Core Glykosilierung  

• Missfaltung im ER 

• fehlende komplexe Glykosilierung 

• fehlende Anheftung des GPI-Ankers 

• keine ER-assoziierte Degradierung 

• effiziente Sekretion 

• Wiederaufnahme durch benachbarte Zellen 

• lysosomale Degradierung 
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Abbildung 30: Zwei unterschiedliche pathogene Mutationen beeinflussen die Faltung und 
Maturierung von PrP. Schematische Darstellung der Biogenese von PrPC (1-4) im Vergleich zu der 
von T183A und F198S. (1) Abspaltung der N-terminalen ER-Signalsequenz (ER-SS). (2) Addition von 
Core Glykanen. (3) Abspaltung der C-terminalen GPI-Signalsequenz (GPI-SS) und Transfer des GPI-
Ankers. (4) Terminale Prozessierung der Glykane und Lokalisierung an der Plasmamembran. Im 
Gegensatz zu PrPC nehmen T183A und F198S im ER eine missgefaltete Konformation an. Die Schritte 
(3) und (4) werden unterbunden. Beide Mutanten werden als High Mannose Formen sekretiert. Die 
Klammer um das erste Core Glykan (2) soll das Fehlen der ersten Glykosilierungsstelle im Fall von 
T183A andeuten.  
 

 

In der zu Beginn durchgeführten, vergleichenden Analyse zwischen den 

monoglykosilierten Mutanten T182A, N180Q und N196Q (Aminosäure-

nummerierung gemäß Maus-PrP) konnte geklärt werden, dass der Verlust einer 

Glykosilierungsstelle keinen Einfluss auf die Faltung und Maturierung von PrP 

besitzt. Die nachfolgende mechanistische Studie gibt zusammen mit vorangegangenen 

NMR- und in vitro-Daten (Riek et al. 1998; Liemann und Glockshuber 1999) starke 

Hinweise darauf, dass pathogene Mutationen (T183A und F198S) zu einer 

Destabilisierung des hydrophoben Cores von PrP führen können, was offenbar eine 

Missfaltung von PrP zur Folge hat. Außerdem konnte ein Zusammenhang zwischen 

der Proteinfaltung und den posttranslationalen Modifikationen von PrP festgestellt 

werden.  
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4.2 Wirkungsmechanismus einer Anti-Prion-Substanz: Missfaltung des 
Prion-Proteins an der Plasmamembran bewirkt Internalisierung und 
Degradierung 

 

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wird der Wirkungsmechanismus der Anti-

Prion-Substanz Suramin im Zellkulturmodell untersucht.  

In einer vorangegangenen Analyse wurde gezeigt, dass Suramin (vgl. Abb. 11) eine 

Missfaltung von PrPC induziert und mit der Propagierung von PrPSc in Scrapie-

infizierten (ScN2a) N2a-Zellen interferiert sowie den Ausbruch der Prion-Erkrankung 

in Scrapie-infizierten Mäusen verzögert (Gilch et al. 2001).  

Darauf aufbauend wurde in der vorliegenden Studie der Effekt von Suramin auf die 

Biogenese von PrPC in neuronalen Zellen untersucht. Unter Verwendung 

verschiedener Deletionsmutanten wurde analysiert, welche Domänen von PrPC an 

einer Suramin-induzierten Missfaltung beteiligt sind und in welchen 

Zellkompartimenten diese stattfindet. Ferner wurde geprüft, ob missgefaltetes PrPC _ 

anders als infektiöses PrPSc _ in neuronalen Zellen degradiert werden kann. Ein 

besseres Verständnis des Wirkungsmechanismus von Anti-Prion-Substanzen kann 

wesentlich dazu beitragen, effizientere Anti-Prion-Strategien zu entwickeln. 

 

4.2.1 Suramin bewirkt eine Missfaltung von PrPC in verschiedenen 
Zelllinien 

 

Zu Beginn der vorliegenden Studie sollte der Befund aus einer früheren Analyse _ 

eine Missfaltung von PrPC durch die Wirkung von Suramin (Gilch et al. 2001) _ 

bestätigt werden. Um eine Suramin-induzierte Missfaltung von PrPC in 

unterschiedlichen neuronalen Zelllinien nachzuweisen, wurde die Proteinlöslichkeit 

sowohl in murinen (N2a) als auch in humanen (SH-SY5Y) Neuroblastomzellen 

analysiert. Hierfür wurden die Zellen mit Wildtyp PrP (wt, entspricht dem Maus-

PrPC) transfiziert und mit verschiedenen Konzentrationen von Suramin inkubiert. Das 

Zelllysat wurde zentrifugiert und in eine Detergenz-lösliche und -unlösliche Fraktion 

aufgeteilt. Die Proben wurden mittels Western Blot analysiert. Missgefaltete Proteine 

zeichnen sich durch ein verändertes Löslichkeitsprofil aus. 
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Abbildung 31: Suramin induziert eine Missfaltung von PrPC. N2a- und SH-SY5Y-Zellen wurden 
transient mit Wildtyp PrP (wt) transfiziert und 16 Stunden mit den angegebenen Konzentrationen von 
Suramin (Su) inkubiert. Nach der Lyse und Zentrifugation wurde in der Detergenz-löslichen (S) bzw. 
Detergenz-unlöslichen (P) Fraktion vorhandenes PrPC mittels Western Blot mit dem 3F4-Antikörper 
detektiert. Die Größenmarker 36 und 22 kDa sind jeweils links am Rand als Striche dargestellt. 
 

 

Wildtyp PrP (wt) ist in Detergenz löslich und daher, wie zu erwarten, ausschließlich 

in der löslichen (S) Fraktion zu finden (Abb. 31). Nach Behandlung der Zellen mit 

Suramin nimmt PrPC jedoch sowohl in N2a- als auch in SH-SY5Y-Zellen eine 

Detergenz-unlösliche (P) Konformation an. Es konnte bestätigt werden, dass Suramin 

in beiden Zelllinien eine Missfaltung von PrPC induziert.  

 

4.2.2 Der Status der Glykosilierung und der Typ des Membranankers 

haben keinen Einfluss auf die Suramin-induzierte Missfaltung 

 

Posttranslationale Modifizierungen von PrPC (vgl. Abb. 5) umfassen zwei komplexe 

N-Glykosilierungen (Endo et al. 1989; Haraguchi et al. 1989; Rudd et al. 1999; 

Stimson et al. 1999) und die Anheftung eines GPI-Ankers (Stahl et al. 1987).  

Um zu untersuchen, ob eine komplexe Glykosilierung für die Suramin-induzierte 

Missfaltung notwendig ist, wurde die terminale Glykosilierung der Core Glykane mit 

Desoxymannojirimycin (DMJ), einem Inhibitor der α-1,2-Mannosidase des ERs, 

gehemmt. DMJ führt direkt nach dem erfolgreichem Ablauf des Calnexin-Zyklus 

(vgl. Abb. 9, Schritt 3) zu einem Prozessierungsstopp der Glykane. Dadurch entstehen 

High Mannose Formen, die nicht weiter modifiziert werden können. Vorangegangene 

Studien haben gezeigt, dass High Mannose Formen von PrPC dennoch einen GPI-

Anker erhalten und somit an der Plasmamembran lokalisiert sind (Winklhofer et al. 

2003). 
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Mit Wildtyp PrP transfizierte N2a-Zellen wurden mit DMJ und Suramin bzw. jeweils 

mit einer der beiden Substanzen inkubiert oder zur Kontrolle unbehandelt belassen. 

Die Western Blot Analyse verdeutlicht, dass die nach Behandlung mit DMJ 

entstehende High Mannose Form, ebenso wie komplex glykosiliertes PrPC, unter 

Einwirkung von Suramin eine Detergenz-unlösliche (P) Konformation annimmt (Abb. 

32).  

 

 
 
Abbildung 32: Der Status der Glykosilierung hat keinen Einfluss auf die Suramin-induzierte 
Missfaltung. Mit Wildtyp PrP transfizierte N2a-Zellen wurden 16 Stunden mit 10 µg/ml 
Desoxymannojirimycin (DMJ) und / oder 300 µg/ml Suramin (Su) inkubiert. Unbehandelte Zellen 
wurden parallel analysiert. In der Detergenz-löslichen (S) bzw. -unlöslichen (P) Fraktion vorhandenes 
PrPC wurde mittels Western Blot detektiert. Die Größenmarker 36 und 22 kDa sind jeweils links am 
Rand als Striche dargestellt. 
 

 

Um zu untersuchen, ob der Typ des Membranankers für die Suramin-induzierte 

Missfaltung ausschlaggebend ist, wurde eine Mutante hinzugezogen, die anstelle des 

GPI-Ankers am C-terminalen Ende von PrPC einen heterologen CD4-Anker (PrP-

CD4) besitzt. Dieses Konstrukt wird, ebenso wie Wildtyp PrP, komplex glykosiliert 

und ist an der Plasmamembran lokalisiert (Taraboulos et al. 1995; Winklhofer et al. 

2003). N2a- und SH-SY5Y-Zellen wurden mit PrP-CD4 transfiziert und mit 

unterschiedlichen Konzentrationen von Suramin inkubiert. PrP-CD4 ist, ähnlich wie 

Wildtyp PrP (vgl. Abb. 31), in beiden Zelllinien nach Behandlung mit Suramin 

hauptsächlich in der Detergenz-unlöslichen (P) Fraktion detektierbar (Abb. 33).  

Es lässt sich festhalten, dass weder der Status der Glykosilierung noch der Typ des 

Membranankers einen Einfluss auf die Suramin-induzierte Missfaltung von PrPC 

besitzen. 
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Abbildung 33. Der Typ des Membranankers hat keinen Einfluss auf die Suramin-induzierte 
Missfaltung. N2a- und SH-SY5Y-Zellen wurden transient mit PrP-CD4 (CD4) transfiziert und 16 
Stunden mit ansteigender Konzentration von Suramin (Su) inkubiert. In der Detergenz-löslichen (S) 
bzw. -unlöslichen (P) Fraktion vorhandenes PrPC wurde mittels Western Blot detektiert. Die 
Größenmarker 50 und 36 kDa sind jeweils links am Rand als Striche dargestellt. 
 

 

4.2.3 Suramin-induzierte Missfaltung hängt vom proximalen Bereich 
der globulären C-terminalen Domäne des Prion-Proteins ab 

 

Um Domänen von PrPC zu identifizieren, die für die Suramin-induzierte Missfaltung 

notwendig sind, wurden zwei PrP-Mutanten mit unterschiedlich deletierten N-

terminalen Bereichen hinzugezogen. Während die Deletion von PrP ∆N die 

Aminosäuren 27-89 erfasst, ist bei PrP ∆27-156 zusätzlich ein Teil des proximalen 

Bereichs der globulären C-terminalen Domäne deletiert, der die hydrophobe Domäne 

(HD), den ersten β-Strang (β1) und die erste α-Helix (α1) einschließt (Abb. 34). Aus 

vorangegangenen Analysen in N2a-Zellen ist hervorgegangen, dass PrP ∆N komplex 

glykosiliert wird, PrP ∆27-156 jedoch lediglich eine Core Glykosilierung erhält 

(Winklhofer et al. 2003; Heske et al. 2004). 
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Abbildung 34: Schematische Darstellung von Wildtyp PrP (oben) und den Deletionsmutanten 
PrP ∆N (mittig) und PrP ∆27-156 (unten). Deletierte Bereiche sind mit roten Linien gekennzeichnet. 
ER-SS: ER-Signalsequenz; OR: Oktarepeats; HD: hydrophobe Domäne; α1-3: α-Helix 1-3; β1, 2: β-
Faltblatt 1, 2; CHO: Glykosilierungsstellen; S-S: Disulfidbrücke; GPI-SS: GPI-Signalsequenz. 
 

 

Die Suramin-induzierte Missfaltung von PrPC ist unabhängig von intakten Zellen und 

wird somit auch in vitro unter Verwendung von Zellextrakten oder gereinigtem, 

rekombinatem PrP ausgelöst (Gilch et al. 2001).  

Daher wurde die Wirkung von Suramin auf die Faltung der PrP-Deletionsmutanten 

mittels eines in vitro-Aggregationstests untersucht. Dazu wurden die transfizierten 

Zellen resuspendiert und ohne Zugabe von Detergenz durch mehrmaliges Einfrieren 

und Auftauen aufgebrochen. Die Zellsuspension wurde in Aliquots aufgeteilt, die mit 

bzw. ohne Zugabe von Suramin bei 4°C inkubiert und anschließend mit ionischem 

Detergenz lysiert wurden. Das Löslichkeitsprofil der verschiedenen PrP-Konstrukte 

wurde mittels Western Blot (Abb. 35 A) oder Immunpräzipitation (Abb. 35 B) 

analysiert. Die Ergebnisse bestätigen, dass Suramin auch in vitro eine 

Konformationsänderung von Wildtyp PrP (wt) bewirkt (Abb. 35 A, B). PrP ∆N ist 

nach einer Behandlung mit Suramin ebenfalls hauptsächlich in der Detergenz-

unlöslichen (P) Fraktion zu finden (Abb. 35 A). Anders verhält es sich dagegen bei 

PrP ∆27-156. Diese Mutante verbleibt auch nach Inkubation mit Suramin 

ausschließlich in der Detergenz-löslichen (S) Fraktion (Abb. 35 B).  

Aus dieser Analyse lässt sich schlussfolgern, dass Suramin-induzierte Missfaltung 

abhängig vom proximalen Bereich der globulären C-terminalen Domäne des Prion-

Proteins ist.  
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Abbildung 35: Suramin-induzierte Missfaltung von PrPC ist abhängig vom proximalen Bereich 
der globulären C-terminalen Domäne. Transient transfizierte N2a-Zellen wurden in PBS 
resuspendiert und durch mehrmaliges Einfrieren und Auftauen aufgebrochen. Die Zellsuspension 
wurde in Aliquots aufgeteilt, die mit bzw. ohne Zugabe von 300 µg/ml Suramin (Su) 16 Stunden bei 
4°C inkubiert wurden. Nach Zugabe von Detergenz wurden die Extrakte zentrifugiert. In der 
Detergenz-löslichen (S) bzw. -unlöslichen (P) Fraktion vorhandenes PrPC wurde mittels Western Blot 
mit dem 3F4 Antikörper (A) oder Immunpräzipitation mit dem A7 Antikörper (B) detektiert. Die 
Größenmarker 36 und 22 kDa (wt und ∆N) bzw. 22 und 16 kDa (∆27-156) sind jeweils links am Rand 
als Striche dargestellt. 
 

 

4.2.4 Intrazelluläre Lokalisierung des missgefalteten Prion-Proteins 
hängt von seiner N-terminalen Domäne ab 

 

Als nächstes sollte geklärt werden, in welchen Zellkompartimenten die Suramin-

induzierte Missfaltung von Wildtyp PrP und PrP ∆N stattfindet. Um zu untersuchen, 

ob missgefaltetes PrP an der Zelloberfläche lokalisiert ist, wurden transfizierte 

Suramin-behandelte Zellen mit Trypsin inkubiert. Trypsin spaltet alle an der 

Zelloberfläche lokalisierte Proteine ab. Nach einer Western Blot Analyse mit dem 

3F4-Antikörper kann an der Plasmamembran befindliches PrP im Zelllysat nicht mehr 

detektiert werden. Beide Konstrukte, Wildtyp PrP (wt) und PrP ∆N (Winklhofer et al. 

2003), sind aufgrund ihrer Lokalisierung an der Zelloberfläche nach der Behandlung 
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mit Trypsin nicht mehr im Zelllysat detektierbar (Abb. 36 A, B, Trypsin). Unter 

alleiniger Einwirkung von Suramin sind beide Konstrukte, wie zuvor auch in vitro 

(vgl. Abb. 35) gezeigt, in der Detergenz-unlöslichen (P) Fraktion zu finden (Abb. 36 

A, B, Su). Nach zusätzlicher Behandlung der Zellen mit Trypsin, bleibt jedoch ein 

erheblicher Teil von in der unlöslichen (P) Fraktion befindlichem Volllängen-PrP (wt) 

resistent gegenüber dem extrazellulären Verdau (Abb. 36 A, Su, Trypsin), während 

PrP ∆N vollständig verdaut wird (Abb. 36 B, Su, Trypsin). 

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass missgefaltetes PrP ∆N vollständig an der 

Plasmamembran lokalisiert ist, missgefaltetes Volllängen-PrP (wt) dagegen sich nur 

zum Teil an der Zelloberfläche befindet. 

 

 
 
Abbildung 36: Lokalisierung von missgefaltetem PrPC und PrP ∆N. (A) Missgefaltetes PrPC ist nur 
zum Teil an der Plasmamembran lokalisiert. Mit Wildtyp PrP (wt) transfizierte N2a-Zellen wurden 16 
Stunden mit 300 µg/ml Suramin (Su) inkubiert oder unbehandelt belassen. Die intakten Zellen wurden 
mit Trypsin behandelt während Kontrollzellen keinem Trypsin-Verdau unterzogen wurden. Nach 
Zelllyse wurde in der Detergenz-löslichen (S) bzw. -unlöslichen (P) Fraktion vorhandenes PrPC mittels 
Western Blot detektiert. (B) Missgefaltetes PrP ∆N ist vollständig an der Plasmamembran lokalisiert. 
N2a-Zellen wurden transient mit PrP ∆N transfiziert und wie unter (A) beschrieben analysiert. Die 
Größenmarker 36 und 22 kDa sind jeweils links am Rand als Striche dargestellt. 
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Um die Möglichkeit auszuschließen, dass Wildtyp PrP lediglich aufgrund der 

Suramin-bedingten Konformationsänderung resistent gegenüber dem extrazellulären 

Trypsin-Verdau ist, wurden die transfizierten N2a-Zellen nach der Inkubation mit 

Suramin zusätzlich mit Trypsin verdaut, welches zur Permeabilisierung der Zellen 

zuvor mit einem nicht-ionischem Detergenz versetzt wurde. Die Western Blot 

Analyse der unlöslichen Fraktion verdeutlicht, dass missgefaltetes Volllängen-PrP 

(wt) ebenso wie PrP ∆N vollständig durch Trypsin degradiert werden kann, also nicht 

resistent gegenüber Trypsin ist (Abb. 37, +Trypsin / 0.1% Triton). 

 

 
 

Abbildung 37: Eine Degradierung von missgefaltetem Wildtyp PrP ist durch Trypsin möglich. 
Transient transfizierte N2a-Zellen wurden 16 Stunden mit 300 µg/ml Suramin (Su) inkubiert. Zur 
Permeabilisierung der Zellen erfolgte eine Behandlung mit Trypsin, das zusätzlich mit 0.1 % Triton X-
100 (+Trypsin / 0.1 % Triton) versetzt war. PrP in der Detergenz-unlöslichen Fraktion wurde mittels 
Western Blot analysiert. Die Größenmarker 36 und 22 kDa sind jeweils links am Rand als Striche 
dargestellt. 
 

 

Zur näheren Untersuchung der zellulären Lokalisierung von missgefaltetem Wildtyp 

PrP und PrP ∆N wurde eine indirekte Immunfluoreszenz in permeabilisierten und 

nicht-permeabilisierten murinen (N2a-Zellen) sowie humanen (SH-SY5Y-Zellen) 

Neuroblastomzellen durchgeführt. In nicht-permeabilisierten Zellen kann lediglich 

PrP detektiert werden, das sich an der Zelloberfläche befindet, während in 

permeabilisierten Zellen eine Visualisierung von PrP sowohl außerhalb als auch 

innerhalb der Zellen möglich ist (vgl. Punkt 4.1.1.2). Die auf Glasplättchen 

kultivierten Zellen wurden mit Wildtyp PrP (wt), PrP ∆N und PrP-CD4 (siehe Punkt 

4.2.2) transfiziert und mit Suramin inkubiert oder unbehandelt belassen. Bei allen 

Konstrukten zeigt sich in unbehandelten Zellen eine charakteristische 

Oberflächenlokalisierung von PrP (Abb. 38).  
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Abbildung 38: Intrazelluläre Lokalisierung von missgefaltetem PrPC ist abhängig von der 
unstrukturierten N-terminalen Domäne. Zelluläre Lokalisierung von PrP in intakten Zellen. SH-
SY5Y- (A) und N2a-Zellen (B) wurden auf Glasplättchen kultiviert, mit den Konstrukten wt, CD4 und 
∆N transfiziert und 16 Stunden mit 300 µg/ml Suramin inkubiert. Die Lokalisierung von PrP wurde 
durch indirekte Immunfluoreszenz von permeabilisierten (A) und nicht-permeabilisierten (B) Zellen 
unter Verwendung des monoklonalen Antikörpers 3F4 visualisiert. 
 

 

Mit Wildtyp PrP transfizierte permeabilisierte Zellen bilden unter Einwirkung von 

Suramin Aggregate (Abb. 38 A, wt+Su) (Gilch et al. 2001). Wie aus der 

Immunfluoreszenz hervorgeht, besitzt PrP-CD4 einen ähnlichen Phänotyp (Abb. 38 

A, CD4+Su). Im Gegensatz dazu ist PrP ∆N _ wie aus der biochemischen Analyse zu 

erwarten (vgl. Abb. 36) _ auch nach einer Behandlung mit Suramin an der 

Plasmamembran lokalisiert (Abb. 38 A, ∆N+Su). Die Analyse von PrP ∆N in nicht-

permeabilisierten Zellen zeigt dasselbe Resultat (Abb. 38 B, ∆N+Su). Dagegen kann 

Volllängen-PrP in nicht-permeabilisierten Zellen nach Inkubation mit Suramin nicht 

visualisiert werden (Abb. 38 B, wt+Su). Die unter Einwirkung von Suramin 

entstehenden Aggregate sind also intrazellulär lokalisiert.  
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Aus der biochemischen Studie und der Immunfluoreszenz-Analyse geht hervor, dass 

missgefaltetes PrPC zu einem erheblichen Anteil nicht an der Zelloberfläche, sondern 

intrazellulär lokalisiert ist. Aufgrund der bestehenden Oberflächenlokalisierung von 

missgefaltetem PrP ∆N lässt sich schlussfolgern, dass die intrazelluläre Lokalisierung 

von missgefaltetem PrPC abhängig von der unstrukturierten N-terminalen Domäne des 

Proteins ist. 

 

4.2.5 Suramin-induzierte Missfaltung findet an der Plasmamembran 
statt 

 

Zwei verschiedene Mechanismen können die bestehenden Unterschiede in der 

Lokalisierung von missgefaltetem PrPC und PrP ∆N erklären. Zum einen wäre es 

möglich, dass Suramin mit intrazellulärem PrPC interagiert und somit eine 

Missfaltung innerhalb der Zelle induziert. Als Folge darauf würde PrPC innerhalb der 

Zelle zurückgehalten werden, während missgefaltetes PrP ∆N an die Plasmamembran 

gelangen würde. Zum anderen könnte Suramin eine Missfaltung von PrPC erst an der 

Zelloberfläche auslösen, was eine daran anschießende rasche Internalisierung des 

missgefalteten Proteins zur Folge haben würde. Die Internalisierung wäre somit von 

der N-terminalen Domäne von PrPC abhängig. Aufgrund vorangegangener Studien 

(Nunziante et al. 2003; Sunyach et al. 2003), die dafür sprechen, dass der N-Terminus 

von PrPC für die Internalisierung von Bedeutung ist, wurde die zweite Möglichkeit in 

Betracht gezogen und im Folgenden experimentell überprüft. 

Um zu untersuchen, ob eine Internalisierung von missgefaltetem PrPC besteht, wurden 

transfizierte Zellen bei 4 °C mit Suramin inkubiert, wodurch zellulärer Transport und 

Internalisierung gehemmt werden können. Unter diesen Bedingungen ist Wildtyp PrP, 

ebenso wie nach der Inkubation bei 37°C (vgl. Abb. 31), nach Behandlung mit 

Suramin hauptsächlich in der Detergenz-unlöslichen (P) Fraktion detektierbar (Abb. 

39 A, Su).  
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Abbildung 39: Suramin-induzierte Missfaltung von PrPC findet an der Plasmamembran statt. (A, 
B) Hemmung der zellulären Internalisierung interferiert nicht mit Suramin-induzierter Missfaltung von 
PrPC. Mit Wildtyp PrP transfizierte Zellen wurden 3 Stunden mit 300 µg/ml Suramin (Su) bei 4°C (A) 
oder 16 Stunden mit Suramin und / oder 0.25 µg/ml Filipin (Fil) bei 37°C (B) inkubiert. Kontrollzellen 
wurden unbehandelt belassen. Nach Zelllyse wurde PrPC in der Detergenz-löslichen (S) und Detergenz-
unlöslichen (P) Fraktion mittels Western Blot analysiert. (C) Biotinilierung von PrPC an der 
Plasmamembran. Lebende mit Wildtyp PrP transfizierte Zellen wurden mit Plasmamembran-
impermeantem Biotin markiert und anschließend 4 Stunden mit 300 µg/ml Suramin (Su) inkubiert oder 
unbehandelt belassen. Der eine Zellsatz wurde direkt lysiert, der andere zuvor mit Trypsin inkubiert. 
PrPC in der Detergenz-löslichen (S) und -unlöslichen (P) Fraktion wurde mit dem 3F4-Antikörper 
immunpräzipitiert. Die Produkte wurden mit Streptavidin auf einem Western Blot analysiert. Die 
Größenmarker 36 und 22 kDa sind jeweils links am Rand als Striche dargestellt. 
 

 

Um die Endozytose spezifisch bei 37°C zu hemmen, wurde das Antibiotikum Filipin 

verwendet, welches an Sterole der Membran bindet und somit caveoläre Strukturen 

(Caveolae) zerstört (McGookey et al. 1983; Bolard 1986; Rothberg et al. 1990; 

Rothberg et al. 1990). Transfizierte Zellen wurden bei 37°C mit Suramin und / oder 

Filipin inkubiert oder unbehandelt belassen. Die Analyse erfolgte sowohl mittels 

Western Blot (Abb. 39 B) als auch indirekter Immunfluoreszenz in permeabilisierten 

Zellen (Abb. 40).  

Wie auf dem Western Blot zu erkennen ist, verbleibt mit Suramin versetztes Wildtyp 

PrP (wt) auch nach Behandlung mit Filipin in der Detergenz-unlöslichen (P) Fraktion 

(Abb. 39 B, Su, Fil). Die Hemmung der Endozytose hat also keinen Einfluss auf die 

Suramin-induzierte Missfaltung von PrPC.  
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Abbildung 40: Zelluläre Lokalisierung von PrPC in intakten Zellen. N2a-Zellen wurden auf 
Glasplättchen kultiviert, mit Wildtyp PrP (wt) transfiziert und 16 Stunden mit 300 µg/ml Suramin 
(wt+Su) oder mit Suramin und 0.25 µg/ml Filipin (wt+Su+Fil) inkubiert oder unbehandelt belassen. 
Die Lokalisierung von PrP wurde durch indirekte Immunfluoreszenz in permeabilisierten Zellen unter 
Verwendung des monoklonalen Antikörpers 3F4 visualisiert. 
 

 

Die Untersuchung in intakten N2a-Zellen ergab jedoch, dass missgefaltetes PrPC 

(Abb. 40, wt+Su) nach Inhibierung der Endozytose eine Oberflächenvisualisierung 

aufweist (Abb. 40, wt+Su+Fil), die vergleichbar zu der Lokalisierung von PrPC in 

unbehandelten Kontrollzellen ist (Abb. 40, wt). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, 

dass Suramin-induzierte Missfaltung an der Plasmamembran erfolgt und eine 

anschließende Internalisierung von missgefaltetem PrPC stattfindet. 

Dies konnte auch durch eine Oberflächenbiotinilierung bestätigt werden. Diese Art 

der Biotinilierung ermöglicht lediglich die Detektierung von PrP, das an der 

Zelloberfläche lokalisiert ist (vgl. Punkt 4.1.1.2). Mit Wildtyp PrP transfizierte N2a-

Zellen wurden mit Plasmamembran-impermeantem Biotin inkubiert und anschließend 

mit Suramin versetzt oder unbehandelt belassen. Der eine Zellsatz wurde direkt 

lysiert, der andere zur Ablösung aller Zelloberflächenproteine zuvor mit Trypsin 

inkubiert. Nach der Lyse wurde PrP immunpräzipitiert und mittels Western Blot 

analysiert. Wildtyp PrP ist, wie erwartet, biotiniliert und in der Detergenz-löslichen 

(S) Fraktion zu finden (Abb. 39 C). Auch nach Behandlung mit Suramin ist PrPC gut 

detektierbar, befindet sich jedoch in der Detergenz-unlöslichen (P) Fraktion (Abb. 39 

C, Su). Da lediglich Oberflächenproteine biotiniliert werden können, bestätigt sich, 

dass missgefaltetes PrPC an der Plasmamembran lokalisiert ist. Ein weiterer Beweis 

dafür ergibt sich aus den mit Trypsin behandelten Zellen, in welchen kein PrPC mehr 

detektierbar ist (Abb. 39 C, Trypsin). Bei vorheriger Inkubation mit Suramin jedoch 

verbleibt eine erhebliche Proteinmenge resistent gegenüber dem extrazellulären 

Verdau (Abb. 39 C, Su, Trypsin).  
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Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass Suramin Missfaltung von PrPC an der 

Plasmamembran induziert. Als Folge darauf wird PrPC internalisiert. Die 

Internalisierung ist abhängig vom unstrukturierten N-Terminus des Proteins.  

 

4.2.6 Missfaltung bewirkt rasche lysosomale Degradierung von PrPC

 

Als nächstes sollte geklärt werden, was mit PrPC geschieht nachdem es als Folge auf 

eine Suramin-induzierte Missfaltung internalisiert wurde. Um zu untersuchen, ob 

missgefaltetes PrPC nach der Internalisierung in Lysosomen degradiert werden kann, 

wurden untransfizierte N2a-Zellen nach Inkubation mit Suramin zusätzlich mit den 

lysosomalen Inhibitoren Leupeptin und Pepstatin oder Bafilomycin behandelt. 

Proteine, die lysosomal abgebaut werden können, akkumulieren nach einer 

Behandlung mit diesen Inhibitoren, was durch eine Zunahme der Intensität der 

Proteinbanden auf dem SDS-Gel angezeigt wird. N2a-Zellen können endogen PrPC 

exprimieren, das sich mit Hilfe des Anti-PrP-Antiserums A7 auf dem Western Blot in 

der Detergenz-löslichen (S) Fraktion detektieren lässt (Abb. 41).  

 

 
 
Abbildung 41: Missgefaltetes PrPC wird in lysosomalen Kompartimenten degradiert. N2a-Zellen 
wurden 16 Stunden mit 300 µg/ml Suramin (Su) allein oder unter Zusatz von 200 µg/ml Leupetin (Leu) 
und Pepstatin (Pep) oder 1 µM Bafilomycin (Baf) inkubiert. Kontrollzellen wurden parallel analysiert. 
Nach Zelllyse wurde PrPC in der Detergenz-löslichen (S) und -unlöslichen (P) Fraktion mittels Western 
Blot mit dem Anti-PrP-Antiserum A7 analysiert. Die Größenmarker 36 und 22 kDa sind jeweils links 
am Rand als Striche dargestellt. 
 

 

Nach Behandlung mit Suramin ist PrPC weder in der Detergenz_löslichen (S) noch 
_unlöslichen (P) Fraktion zu finden (Abb. 41, Su). Nach einer zusätzlichen 

lysosomalen Inhibierung hingegen kann PrPC in der Detergenz_unlöslichen (P) 

Fraktion stabilisiert werden (Abb. 41, Su, Leu/Pep, Baf). Daraus lässt sich 
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schlussfolgern, dass missgefaltetes PrPC nach seiner Internalisierung in Lysosomen 

abgebaut werden kann, wobei offenbar die Degradierung des missgefalteten PrPC so 

schnell erfolgt, dass eine Detektierung in untransfizierten N2a-Zellen, in welchen eine 

wesentlich niedrigere Expressionsrate von PrPC vorliegt als in transfizierten N2a-

Zellen, ohne lysosomale Inhibierung nicht möglich ist.  

 

4.2.7 Eine Missfaltung mit nachfolgender Internalisierung von PrPC 
kann ebenfalls durch Kupfer erzielt werden 

 

Nach der eingehenden Analyse des Wirkungsmechanismus von Suramin stellte sich 

die Frage, ob andere Substanzen einen ähnlichen Effekt auf die Biogenese von PrPC 

haben können. In der vorliegenden Studie wurde eine Internalisierung von PrPC als 

Folge auf die Suramin-induzierte Missfaltung festgestellt.  

Frühere Studien deuten darauf hin, dass Kupfer auch eine Endozytose von PrPC 

induziert (Pauly und Harris 1998; Sumudhu et al. 2001). Folglich wurde untersucht, 

ob Kupfer ähnliche Effekte besitzt wie Suramin. Dazu wurde zunächst das 

Löslichkeitsprofil von PrPC nach einer Behandlung der transfizierten Zellen mit 

ansteigender Konzentration von Kupfer analysiert. Die Western Blot Analyse der 

Detergenz-unlöslichen Fraktion verdeutlicht, dass PrPC in Abhängigkeit der Kupfer-

Konzentration, ähnlich wie nach einer Inkubation mit Suramin (vgl. Abb. 31), 

zunehmend eine Detergenz-unlösliche Konformation annimmt (Abb. 42).  

 

 
 
Abbildung 42: Kupfer bewirkt Missfaltung von PrPC. Mit Wildtyp PrP (wt) transfizierte N2a-Zellen 
wurden 4 Stunden in Serum-freiem Medium mit ansteigender Konzentration von Kupfer (CuSO4) 
inkubiert. Nach Zelllyse wurde PrPC in der Detergenz-unlöslichen (P) Fraktion mittels Western Blot 
analysiert. Die Größenmarker 64, 50, 36 und 22 kDa sind jeweils links am Rand als Striche dargestellt. 
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Analog zur biochemischen Analyse wurde eine Studie in lebenden Zellen 

durchgeführt. Mit Wildtyp PrP (wt) transfizierte N2a-Zellen wurden mit Kupfer 

inkubiert, permeabilisiert und durch indirekte Immunfluoreszenz analysiert. In 

Kupfer-behandelten Zellen (Abb. 43, wt+CuSO4) kann, wie in Suramin-inkubierten 

Zellen (vgl. Abb. 38 A, wt+Su), eine intrazelluläre Lokalisierung von PrPC beobachtet 

werden.  

Diese Ergebnisse zeigen, dass Kupfer ebenso wie Suramin eine Missfaltung von PrPC 

induziert, was offenbar eine darauf folgende Internalisierung auslöst.  

 

 
 

Abbildung 43: Zelluläre Lokalisierung von PrPC in intakten Zellen. Kupfer bewirkt 
Internalisierung von PrPC. N2a-Zellen wurden auf Glasplättchen kultiviert, mit Wildtyp PrP (wt) 
transfiziert und 4 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen von Kupfer (wt+CuSO4) inkubiert oder 
unbehandelt belassen. Die Lokalisierung von PrP wurde durch indirekte Immunfluoreszenz von 
permeabilisierten Zellen unter Verwendung des monoklonalen Antikörpers 3F4 visualisiert. 
 

 

4.2.8 Kupfer-induzierte Missfaltung hängt von der unstrukturierten N-
terminalen Domäne des Prion-Proteins ab 

 

Als nächstes sollte geklärt werden, welche Domäne von PrPC für die Kupfer-

induzierte Missfaltung notwendig ist. Da der N-Terminus von PrPC eine Oktarepeat-

Domäne enthält, an welche Kupfer gebunden werden kann (Hornshaw et al. 1995; 

Brown et al. 1997; Stöckel et al. 1998; Viles et al. 1999; Jackson et al. 2001; Kramer 

et al. 2001), wurde der Effekt von Kupfer auf PrP ∆N untersucht. Dazu wurden N2a-

Zellen mit PrP ∆N transfiziert und mit ähnlichen Kupfer-Konzentrationen versetzt wie 

zuvor Wildtyp PrP (vgl. Punkt 4.2.7). Im Gegensatz zu Wildtyp PrP (vgl. Abb. 42) 

jedoch verbleibt PrP ∆N auch nach Behandlung mit Kupfer in der Detergenz-löslichen 

(S) Fraktion (Abb. 44).  
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Dies verdeutlicht, dass für eine Kupfer-induzierte Missfaltung - anders als für eine 

Suramin-induzierte Missfaltung - die unstrukturierte N-terminale Domäne von PrPC 

notwendig ist. Es scheint, dass die Kupfer-induzierte Missfaltung durch Bindung von 

Kupfer an die Oktarepeats im N-Terminus vermittelt wird.  

 

 
 
Abbildung 44: Kupfer-induzierte Missfaltung ist abhängig von der unstrukturierten N-
terminalen Domäne von PrPC. N2a Zellen wurden mit PrP ∆N transfiziert und 4 Stunden mit 
verschiedenen Konzentrationen von Kupfer (CuSO4) inkubiert. Nach Zelllyse wurde PrPC in der 
Detergenz-löslichen (S) und -unlöslichen (P) Fraktion mittels Western Blot analysiert. Die 
Größenmarker 36 und 22 kDa sind jeweils links am Rand als Striche dargestellt. 
 

 

4.2.9 Suramin und Kupfer interferieren mit der Propagierung von PrPSc 

 

In einer vorangegangenen Studie wurde gezeigt, dass Suramin-induzierte Missfaltung 

mit der Propagierung von Proteinase K (PK) - resistentem PrPSc in Scrapie-infizierten 

(ScN2a) N2a-Zellen interferiert, welche Wildtyp PrP stabil überexprimieren (Gilch et 

al. 2001). Im Folgenden wurde der Effekt von Suramin in untransfizierten ScN2a-

Zellen untersucht. ScN2a-Zellen sind mit Hirnhomogenat aus Scrapie-infizierten 

Mäusen infiziert und können PK-resistentes und infektiöses PrPSc replizieren (Butler 

et al. 1988; Caughey et al. 1989). Die ScN2a-Zellen wurden vier Tage mit Suramin 

inkubiert und PrPSc wurde mit Hilfe des Anti-PrP-Antiserums A7 mittels Western 

Blot detektiert.  

In unbehandelten Zellen ist das charakteristische Bandenmuster von PrPSc in der 

Detergenz-unlöslichen (P) Fraktion zu finden (Abb. 45). Im Gegensatz dazu ist PrPSc 

in Suramin-inkubierten Zellen weder in der Detergenz_löslichen (S) noch _unlöslichen 

(P) Fraktion detektierbar. Eine ähnliche Beobachtung wurde zuvor mit PrPC in 

untransfizierten N2a-Zellen gemacht (vgl. Abb. 41). Es wird bestätigt, dass Suramin 

mit der Bildung von PrPSc in ScN2a-Zellen interferiert.  
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Abbildung 45: Missgefaltetes PrPC wird nicht in PrPSc umgewandelt. ScN2a-Zellen wurden 4 Tage 
mit 150 µg/ml Suramin inkubiert oder unbehandelt belassen. Nach Zelllyse wurde PrP in der 
Detergenz-löslichen (S) und -unlöslichen (P) Fraktion mittels Western Blot mit dem A7-Antikörper 
analysiert. Die Größenmarker 36 und 22 kDa sind jeweils links am Rand als Striche dargestellt. 
 

 

Darauf aufbauend sollte als nächstes auch die Wirkung von Kupfer auf die 

Propagierung von PrPSc in ScN2a-Zellen untersucht werden. Dazu wurden ScN2a-

Zellen drei Tage mit einer nicht-toxischen Kupferkonzentration (0.5 µM) inkubiert. 

Um zu untersuchen ob sich PK-resistentes PrPSc gebildet hat, wurde der eine Zellsatz 

einem PK-Verdau unterzogen, der andere Zellsatz hingegen direkt mittels Western 

Blot analysiert.  

 

 
 

Abbildung 46: Kupfer interferiert mir der Propagierung von PrPSc in ScN2a-Zellen. ScN2a-
Zellen wurden 3 Tage mit 0.5 µM Kupfer inkubiert. Nach Zelllyse wurde PrP in der Detergenz-
unlöslichen (P) Fraktion mittels Western Blot mit dem A7-Antikörper entweder direkt analysiert oder 
zuvor einem Proteinase K (PK)-Verdau unterzogen. Es ist zu beachten, dass 10 x mehr Protein als 
Ausgangsmaterial in PK-behandelten als in -unbehandelten Zellen vorhanden ist. Die Größenmarker 36 
und 22 kDa sind jeweils links am Rand als Striche dargestellt. 
 

 

Wie auf dem Western Blot der Detergenz-unlöslichen Fraktion (P) zu erkennen ist, 

bewirkt Kupfer zwar einen massiven Anstieg von Detergenz-unlöslichem PrP (Abb. 
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46, linker Blot, +CuSO4), diese Fraktion ist aber nicht resistent gegenüber 

proteolytischem Verdau (Abb. 46, rechter Blot, +CuSO4, PK). Somit ist die Bildung 

von PK-resistentem PrPSc in Kupfer- ähnlich wie in Suramin-behandelten ScN2a-

Zellen signifikant vermindert. Kupfer interferiert also auch mit der Propagierung von 

PrPSc.  

 

4.2.10  Zusammenfassung 

 

Suramin ist eine Anti-Prion-Substanz, durch welche der Ausbruch der Prion-

Erkrankung in Scrapie-infizierten Mäusen verzögert werden kann (Gilch et al. 2001). 

In der vorliegenden Studie wurde der Effekt von Suramin auf die Biogenese von PrPC 

und Propagierung von PrPSc in neuronalen Zellen untersucht. Dabei konnten folgende 

wichtige Einblicke in den Wirkungsmechanismus von Suramin gewonnen werden: 

 

• Suramin induziert Missfaltung von PrPC an der Zelloberfläche unabhängig 

vom Typ des Membranankers oder dem Status der Glykosilierung. 

• Suramin-induzierte Missfaltung hängt vom proximalen Bereich des C-

Terminus von PrPC ab. 

• Suramin-induzierte Missfaltung resultiert in rascher Internalisierung und 

anschließender Degradierung von missgefaltetem PrPC. 

• Internalisierung ist vom N-Terminus von PrPC abhängig. 

 

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Kupfer ebenfalls eine Missfaltung von PrPC 

mit anschließender Internalisierung induziert. Für die Kupfer-induzierte Missfaltung 

ist jedoch, anders als bei Suramin, der unstrukturierte N-Terminus von PrPC 

notwendig. Beide Substanzen interferieren mit der Propagierung von PrPSc in Scrapie-

infizierten N2a-Zellen.  

Aus dieser Studie wird ersichtlich, dass der Anti-Prion-Effekt von Suramin offenbar 

auf einer Entfernung von PrPC von der Zelloberfläche durch Internalisierung und 

Degradierung beruht, wobei beide Prozesse von unterschiedlichen Domänen von PrPC 

vermittelt werden. Die Analyse verdeutlicht außerdem, dass in neuronalen Zellen eine 

Qualitätskontrolle zur effizienten Entfernung von missgefaltetem, potentiell nicht-
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funktionellem PrPC von der Zelloberfläche besteht und liefert einen entscheidenden 

Ansatz für die Entwicklung effizienterer Anti-Prion-Strategien.  
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5.Diskussion 
 

Prion-Erkrankungen sind tödlich verlaufende, neurodegenerative Erkrankungen, die 

sich durch eine äußerst progressive Degeneration von Nervenzellen und 

Ablagerungen (Plaques) des missgefalteten Prion-Proteins (PrPSc) im Gehirn 

betroffener Organismen manifestieren. Gemäß der Prion-Protein-only-Hypothese ist 

PrPSc Hauptbestandteil der infektiösen Partikel (Prionen) (Prusiner et al. 1981; 

Prusiner 1982). Der Mechanismus der Neurodegeneration ist derzeit ungeklärt. 

Dennoch geht man heute davon aus, dass die Missfaltung des zellulären Prion-

Proteins (PrPC) eine zentrale Rolle bei der Neurodegeneration sowie der Bildung 

infektiöser Prionen spielt. Es ist daher von dringender Notwendigkeit, den 

Mechanismus der Missfaltung von PrPC zu verstehen, um effektive therapeutische 

Strategien zu entwickeln, durch welche die Konversion und somit die Bildung 

infektiöser Prionen verhindert werden kann.  

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich eingehend mit diesen wichtigen Aspekten. Im 

ersten Teil wurde die Faltung und Maturierung krankheitsassoziierter Mutanten 

untersucht (siehe Punkt 5.1). Im zweiten Teil wurde die Wirkung einer Anti-Prion-

Substanz auf die Biogenese von PrPC und die Propagierung von PrPSc analysiert 

(siehe Punkt 5.2).  

 

5.1 Pathogene Mutationen destabilisieren den hydrophoben Core und 
interferieren mit der Maturierung von PrP 

 

Um mechanistische Einblicke in die Konformationsänderung von PrPC zu gewinnen, 

wurden im ersten Teil der Arbeit zwei bekannte pathogene Mutanten im 

Zellkulturmodell untersucht, die beim Menschen Prion-Erkrankungen auslösen 

können (Dlouhy et al. 1992; Nitrini et al. 1997). Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl 

die Faltung als auch die Maturierung der pathogenen Mutanten (T182A und F197S) in 

neuronalen Zellen beeinträchtigt ist (siehe Abb. 30). T182A und F197S nehmen im 

ER spontan eine missgefaltete und Protease-resistente Konformation an (siehe Punkt 

4.1.2 und 4.1.6). Im Gegensatz zu PrPC erfolgt bei den Mutanten weder eine 

Umwandlung der Core Glykane in komplexe Strukturen noch eine Anheftung des 
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GPI-Ankers. Als Folge des Fehlens des GPI-Ankers werden T182A und F197S als 

High Mannose Formen sekretiert.  

Worin liegt der Grund für die Missfaltung der pathogenen Mutanten? Am 

auffälligsten an der Mutation T182A ist, dass diese eine Zerstörung der ersten 

Akzeptorstelle für die Asparagin-gekoppelten Glykane zur Folge hat. Der Verlust der 

ersten Glykosilierungsstelle hat aber offenbar keinen Einfluss auf die Faltung und 

interessanterweise auch nicht auf die Maturierung von PrP. So weisen im Gegensatz 

zu T182A weitere monoglykosilierte Mutanten (N180Q, N196Q) ähnlich wie PrPC 

eine komplexe Glykosilierung und GPI-Verankerung auf (siehe Punkt 4.1.1 und 

4.1.2), wobei N180Q auch eine vergleichbare proteolytische Sensitivität wie PrPC 

besitzt, was auf eine ähnliche Konformation hindeutet (vgl. Abb. 19). Beide 

pathogenen Mutanten (T182A und F197S) haben eine Gemeinsamkeit: die 

Seitenketten ihrer substituierten Aminosäuren könnten gemäß NMR-Strukturanalysen 

zur Stabilisierung des hydrophoben Cores der globulären C-terminalen Domäne von 

PrP beitragen (Riek et al. 1998). Neu generierte Mutationen (vgl. Abb. 24, 25), die 

einen destabilisierenden Effekt auf den hydrophoben Core haben könnten (V160S und 

V160W), ziehen zellbiologisch einen ähnlichen Phänotyp nach sich wie T182A und 

F197S (siehe Punkt 4.1.5.2). Die vorliegende Zellkulturstudie liefert zusammen mit 

den vorangegangenen NMR- sowie in vitro-Analysen (Riek et al. 1998; Liemann und 

Glockshuber 1999; Vanik und Surewicz 2002) sehr gewichtige Argumente für die 

Annahme, dass humanpathogene Mutationen zu einer Destabilisierung des 

hydrophoben Cores führen können, was offenbar eine Missfaltung von PrP zur Folge 

hat.  

Diese Studie gibt aber nicht nur eine mechanistische Erklärung für die Missfaltung 

pathogener Mutanten sondern verdeutlicht außerdem, dass ein Zusammenhang 

zwischen der Faltung und den posttranslationalen Modifikationen von PrP besteht 

(siehe Punkt 5.1.1).  
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5.1.1 Faltung und posttranslationale Modifikationen von PrP 

 

Während bei den missgefalteten Mutanten T182A, F197S, V160S und V160W 

bestimmte posttranslationale Modifikationen wie Anheftung des GPI-Ankers und 

Umwandlung der Core Glykane in komplexe Strukturen nicht stattfinden, sind andere 

wie die Abspaltung der N-terminalen ER-Signalsequenz und die Core Glykosilierung 

nicht beeinträchtigt.  

Die N-terminale Peptidabspaltung, sowie die Addition der Core Glykane ereignen 

sich während des cotranslationalen Imports der Proteine in das ER, also wenn sich die 

Polypeptidkette noch am Translocon befindet (siehe Punkt 1.2.4). Eine neuere Studie 

hat ergeben, dass die C-terminale GPI-Signalsequenz (GPI-SS), welche als 

Erkennungssequenz für den GPI-Anker dient, nicht wie zuvor angenommen 

zusätzlich als Transmembrandomäne fungiert (Dalley und Bulleid 2003). Die Proteine 

werden also vollständig in das ER-Lumen importiert und erhalten ihre Core 

Glykosilierung bevor die GPI-SS abgespalten und der vorgeformte GPI-Anker 

angehängt wird. Das Anheften des GPI-Ankers und die Übertragung der Core 

Glykane sind also keine _ wie zuvor vorgeschlagen (Walmsley et al. 2001) _ 

kooperativen Prozesse. Die Core Glykosilierung von PrP ist vielmehr abhängig von 

der GPI-SS. Wenn diese C-terminale Signalsequenz vollständig deletiert ist, liegt PrP 

vorwiegend unglykosiliert vor. Ist die GPI-SS dagegen mutiert und somit nicht 

funktionell, findet wiederum eine Core Glykosilierung statt (Winklhofer et al. 2003). 

Es erscheint also plausibel, dass die hier untersuchten Mutanten, welche alle eine 

GPI-SS besitzen, trotz fehlender Membranverankerung eine Core Glykosilierung 

erhalten haben.  

Wie hängen aber fehlender GPI-Anker, unvollständige Glykosilierung und 

Missfaltung der pathogenen Mutanten zusammen? Im Falle des Prion-Proteins ist 

anzunehmen, dass auch die Faltung bereits vor Anheftung des GPI-Ankers 

abgeschlossen ist. Hier sei anzumerken, dass die Faltung der globulären C-terminalen 

Domäne von PrP (Riek et al. 1996; Riek et al. 1997) zu den am schnellsten bisher in 

vitro messbaren Faltungsreaktionen gehört (Wildegger 1999). In der vorliegenden 

Studie konnte gezeigt werden, dass die Konformation von PrP einen entscheidenden 

Einfluss auf die Übertragung des GPI-Ankers hat. Die offenbar durch eine 

Destabilisierung des hydrophoben Cores hervorgerufene Missfaltung von PrP 

 119



5. Diskussion 

verhindert die Anheftung des GPI-Ankers. So besitzen alle Mutanten, die eine 

Destabilisierung des hydrophoben Cores bewirken könnten (T182A und F197S sowie 

V160S und V160W), keinen GPI-Anker und werden infolge dessen sekretiert (vgl. 

Abb. 17, 26, 28). Dagegen haben Mutationen, welche die Stabilität der Tertiärstruktur 

nicht beeinträchtigen sollen (N180Q und N196Q), keine Auswirkungen auf die 

Übertragung des GPI-Ankers und sind daher an der Plasmamembran lokalisiert (siehe 

Punkt 4.1.1.2).  

Bei den missgefalteten PrP-Mutanten konnte keine Abspaltung der GPI-SS beobachtet 

werden (vgl. Abb. 27), was das Fehlen des GPI-Ankers erklärt. Die veränderte 

Tertiärstruktur der hier untersuchten Mutanten führt wahrscheinlich dazu, dass die 

GPI-SS im Innern des Proteins verborgen bleibt und daher unzugänglich für eine 

Abspaltung ist. Die Konformationsänderung der mutierten PrP-Formen scheint also 

ausschlaggebend für die fehlende GPI-Anheftung zu sein.  

Ein weiteres phänotypisches Merkmal der missgefalteten Mutanten ist die fehlende 

Umwandlung der Core Glykane in komplexe Strukturen. So liegen alle Mutanten 

ohne GPI-Anker nicht als komplexe, sondern als High Mannose Formen vor (vgl. 

Abb. 13, 26 und 28). Es stellt sich die Frage, ob der unreife Glykosilierungsstatus 

ebenfalls auf die Missfaltung von PrP oder aber auf das Fehlen des GPI-Ankers 

zurückzuführen ist. Vorangegangene Analysen deuten auf letzteres hin, wobei die 

komplexe Glykosilierung nicht spezifisch für GPI-verankerte Proteine ist. Tauscht 

man den GPI-Anker von PrP durch einen heterologen Membrananker (CD4-Anker) 

aus, findet trotzdem eine weitere Prozessierung der Glykane in komplexe Strukturen 

statt (Taraboulos et al. 1995; Winklhofer et al. 2003). Somit ist die 

Membranverankerung von PrP anscheinend ein entscheidender Faktor für die 

terminale Prozessierung der PrP-Glykane. Der Membrananker scheint eine spezielle 

Umgebung zu bieten. Komponenten der Plasmamembran könnten entweder direkt an 

der Proteinfaltung beteiligt sein oder indirekt die Glykosilierung beeinflussen, indem 

diese intermolekulare PrP-Wechselwirkungen verhindern. Tatsächlich kann die 

Membranumgebung in vitro die Konformation von rekombinantem PrP 

beeinträchtigen (Morillas et al. 1999; Sanghera und Pinheiro 2002).  

Proteinfaltung und posttranslationale Modifikationen hängen also eng miteinander 

zusammen. Eine Destabilisierung des hydrophoben Cores führt offenbar zu einer 

Missfaltung von PrP, wodurch das Fehlen des GPI-Ankers erklärt werden kann. Eine 
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fehlende Membranverankerung wiederum hat eine unvollständige Glykosilierung von 

PrP zur Folge.  

 

5.1.2 Das pathogene Potential von T183A und F198S 

 

Nach Klärung des Maturierungsstatus der missgefalteten Mutanten stellt sich die 

interessante Frage, worauf das pathogene Potential von T183A und F198S beruhen 

könnte. Warum lösen also diese Mutationen beim Menschen Prion-Erkrankungen 

aus?  

Wie aus vorliegender Studie hervorgeht, können humanpathogene Mutationen eine 

Missfaltung von PrP begünstigen, so dass PrP offensichtlich leichter in eine 

pathogene Konformation umgefaltet werden kann. Im Gehirn von Patienten, welche 

heterozygot für die Mutation T183A waren, konnten neben Neurodegeneration auch 

kleine Plaque-ähnliche Ablagerungen des Prion-Proteins gefunden werden (Nitrini et 

al. 1997; Grasbon-Frodl et al. 2004). Western Blot Analysen des Hirnhomogenats 

eines Patienten zeigten kürzlich, dass neben einer überwiegend Protease-resistenten, 

monoglykosilierten PrP-Konformation, welche ebenfalls in der vorliegenden 

Zellkulturstudie beobachtet werden konnte (vgl. Abb. 19), auch eine Protease-

resistente diglykosilierte Form zu finden ist, welche PrPSc repräsentiert (Grasbon-

Frodl et al. 2004). Aufgrund der Heterozygotie vorhandenes, nicht-mutiertes PrPC 

kann offensichtlich unter dem Einfluss von mutiertem T183A eine veränderte, 

pathogene PrPSc-Konformation annehmen. Für die Mutation F198S konnte in vitro 

eine erhöhte Tendenz, eine PrPSc-ähnliche Konformation anzunehmen, nachgewiesen 

werden (Liemann und Glockshuber 1999; Vanik und Surewicz 2002). Patienten mit 

der Mutation F198S besitzen typische große Plaques des Prion-Proteins im Gehirn 

(Dlouhy et al. 1992), welche drei verschiedene Protease-resistente, jedoch 

unglykosilierte Isoformen von PrP enthalten (Piccardo et al. 1996). Diese Befunde 

verdeutlichen, dass humanpathogene Mutanten nicht nur selbst eine missgefaltete 

Konformation annehmen, sondern offenbar auch mit PrPC interagieren und somit 

weitere missgefaltete PrP-Formen, darunter PrPSc, generieren können.  

Zur Bildung pathogener Formen von PrP könnte auch die fehlende 

Membranverankerung, sowie die unvollständige Glykosilierung (High Mannose 

Form) von T182A und F197S beitragen. Interessanterweise hat der Status der 
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Glykosilierung einen entscheidenden Einfluss auf die Effizienz der Umwandlung in 

PrPSc. So sind High Mannose Formen von PrPC (Winklhofer et al. 2003), ebenso wie  

komplett unglykosilierte PrP-Formen (Taraboulos et al. 1990; Kocisko et al. 1994; 

Lehmann und Harris 1997; Korth et al. 2000; Priola und Lawson 2001), bevorzugte 

Substrate für die Umwandlung in PrPSc. Auch eine fehlende Membranverankerung 

könnte strukturelle Auswirkungen auf PrP haben und eine Bildung von Aggregaten 

begünstigen, wenn beispielsweise eine potentielle Interaktion und Stabilisierung von 

PrP durch verschiedene Komponenten der Plasmamembran nicht gewährleistet ist.  

Ein weiterer Ansatz zur Erklärung des pathogenen Potentials von T182A und F197S 

könnte in der Sekretion dieser liegen, welche eine mögliche Interaktion der 

missgefalteten PrP-Formen mit benachbarten Zellen erleichtern könnte. Die Zelle ist 

mit verschiedenen Qualitätskontrollmechanismen ausgestattet, um die Bildung und 

den weiteren Transport missgefalteter Proteine zu verhindern (siehe Punkt 1.3.2). Im 

ER können missgefaltete Proteine die Unfolded Protein Response (UPR) auslösen und 

durch eine ER-assoziierte Degradierung (ERAD) eliminiert werden (McCracken und 

Brodsky 2003). Vorangegangene Studien haben jedoch gezeigt, dass die UPR durch 

Anhäufung verschiedener missgefalteter Formen von PrP weder in Hefe- noch in 

neuronalen Zellen induziert werden kann (Heller et al. 2003; Winklhofer et al. 2003). 

So wurde auch in der vorliegenden Zellkultur-Studie kein verstärkter, proteasomaler 

Abbau der missgefalteten Mutanten beobachtet (siehe Punkt 4.1.4). Diese in 

neuronalen Zellen ausbleibende Qualitätskontrolle könnte zum pathogenen Potential 

von T182A und F197S beitragen, da die missgefalteten Mutanten während der 

Biogenese, wie alle sekretorischen Proteine, weiter zur Plasmamembran transportiert 

und anschließend aufgrund der fehlenden GPI-Verankerung sekretiert werden. 

Interessanterweise können diese sekretierten PrP-Formen von heterologen Zellen 

wieder aufgenommen werden (siehe Punkt 4.1.3). Damit wäre eine Interaktion der 

pathogenen Mutanten mit PrPC, sowie mit verschiedenen zellulären Komponenten 

benachbarter Zellen denkbar, die an der Plasmamembran oder in Endosomen 

lokalisiert sind. Es ist zu beachten, dass T182A ebenso wie PrPC auch in lysosomalen 

Kompartimenten zu finden ist (vgl. Abb. 23).  

Eine Sekretion pathogener PrP-Formen wurde zuvor nie beschrieben. Da infektiöses 

PrPSc, ebenso wie PrPC, mit einem GPI-Anker an die Plasmamembran geheftet ist 

(Stahl et al. 1987), erscheint die Sekretion von T182A und F197S auf den ersten Blick 

überraschend. Die hier dargestellten Ergebnisse werden jedoch durch eine 
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entscheidende in vivo Studie unterstützt. Kürzlich ist eine Übertragung der Prion-

Erkrankung auf transgene Mäuse mittels einer in vitro missgefalteten PrP-Form 

gelungen, welche ebenfalls keinen GPI-Anker besitzt (Legname et al. 2004). Die 

infizierten Tiere zeigten charakteristische, histopathologische Veränderungen im 

Gehirn, was zur Ausbildung typischer neurologischer Symptome und schließlich zum 

Tod führte. Die Anheftung des GPI-Ankers scheint also tatsächlich für die Auslösung 

von Prion-Erkrankungen nicht notwendig zu sein.  

Aus den vorliegenden Daten wird die Komplexität des pathogenen Potentials von 

missgefalteten PrP-Mutanten ersichtlich. Es scheint, dass mehrere Faktoren 

zusammen zum Ausbruch von Prion-Erkrankungen führen. Der entscheidende erste 

Schritt ist jedoch die Missfaltung von PrP, welche offensichtlich durch Mutationen im 

hydrophoben Core begünstigt werden kann.  

 

5.2 Missfaltung von PrPC an der Plasmamembran führt zur raschen 
Internalisierung und verhindert die Bildung von PrPSc

 

Um den Wirkungsmechanismus der Anti-Prion-Substanz Suramin besser zu 

verstehen, wurde im zweiten Teil dieser Arbeit der Effekt von Suramin auf die 

Biogenese von PrPC in neuronalen Zellen untersucht. In einer früheren Studie wurde 

gezeigt, dass Suramin eine Missfaltung von PrPC induziert sowie mit der 

Propagierung von PrPSc in Scrapie-infizierten N2a-Zellen interferiert und den 

Ausbruch der Prion-Erkrankung in Scrapie-infizierten Mäusen verzögert (Gilch et al. 

2001).  

Aus der vorliegenden mechanistischen Analyse wird ersichtlich, dass die Suramin-

induzierte Missfaltung an der Plasmamembran stattfindet und eine rasche 

Internalisierung und lysosomale Degradierung von PrPC zur Folge hat. Dabei konnte 

gezeigt werden, dass Suramin-induzierte Missfaltung und Internalisierung zwei 

aufeinander folgende Prozesse sind, die von unterschiedlichen Domänen von PrPC 

vermittelt werden (siehe Punkt 5.2.1). Die durch Internalisierung erzielte Entfernung 

von missgefaltetem PrPC von der Zelloberfläche verhindert die Bildung von PrPSc und 

liefert somit einen Ansatz für die Entwicklung von Anti-Prion-Strategien (siehe Punkt 

5.2.2).  
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5.2.1 Der unstrukturierte N-Terminus von PrPC vermittelt eine 
Internalisierung von missgefalteten PrP-Formen 

 

In den hier dargestellten Ergebnissen konnte der proximale Bereich des strukturierten 

C-Terminus von PrPC (AS 90-156) als die Domäne identifiziert werden, welche zur 

Suramin-induzierten Missfaltung führt, der unstrukturierte N-Terminus des Proteins 

(AS 27-89) hingegen als die Domäne, welche die Internalisierung von PrPC vermittelt.  

Missgefaltete PrP-Formen, die sich unter der Einwirkung von Suramin bilden, 

zeichnen sich durch eine Detergenz-unlösliche Konformation in verschiedenen 

neuronalen Zelllinien aus (siehe Punkt 4.2.1). Es konnte festgestellt werden, dass 

weder der Status der Glykosilierung noch der Typ des Membranankers von PrPC 

einen Einfluss auf die Suramin-induzierte Missfaltung besitzen. So bleibt der Effekt 

von Suramin auf die Proteinfaltung auch bei Hemmung der terminalen Glykosilierung 

und Austausch des GPI-Ankers durch einen heterologen CD4-Anker erhalten (siehe 

Punkt 4.2.2).  

Um zu untersuchen, welche Domänen von PrPC für die Suramin-induzierte 

Missfaltung verantwortlich sind, wurden zwei verschiedene Deletionsmutanten 

miteinbezogen (siehe Punkt 4.2.3). Suramin hat interessanterweise keinen Effekt auf 

die Proteinfaltung, wenn der proximale Bereich des C-Terminus deletiert ist (PrP 

∆27-156). Bei PrP ∆N hingegen, einer Mutanten mit deletiertem N-Terminus (AS 27-

89), löst Suramin eine Missfaltung aus (vgl. Abb. 35). Vergleicht man beide 

Deletionsmutanten so wird ersichtlich, dass bei PrP ∆N im Gegensatz zu PrP ∆27-156 

die hydrophobe Domäne (HD), der ersten  β-Strang und die erste α-Helix (vgl. Abb. 

34) erhalten sind. Dieser proximale Bereich der globulären C-terminalen Domäne 

scheint also in eine direkte Interaktion mit Suramin verwickelt zu sein und infolge 

dessen zu einer Missfaltung zu führen.  

Die Analysen zur Inhibierung der PrP-Internalisierung zeigen, dass Suramin die 

Missfaltung von PrPC an der Zelloberfläche induziert. So hat die Hemmung der 

Endozytose keinen Einfluss auf die Suramin-induzierte Missfaltung von PrPC (siehe 

Punkt 4.2.5).  

Kupfer konnte als weitere Substanz mit einem ähnlichen Effekt wie Suramin auf die 

Faltung von PrPC identifiziert werden. Eine Analyse des Löslichkeitsprofils zeigt, 

dass PrPC auch in Kupfer-behandelten Zellen eine Detergenz-unlösliche Konformation 
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annimmt (vgl. Abb. 42). Es stellt sich die Frage, ob für die Kupfer-induzierte 

Missfaltung dieselbe Domäne verantwortlich ist, wie für die Missfaltung, welche 

durch Suramin bewirkt wird. Dies scheint jedoch nicht der Fall zu sein. Der 

unstrukturierte N-Terminus von PrPC enthält eine Oktarepeat-Domäne, welche eine 

Bindestelle für Kupfer darstellt (Hornshaw et al. 1995; Brown et al. 1997; Stöckel et 

al. 1998; Viles et al. 1999; Jackson et al. 2001; Kramer et al. 2001). Ist der N-

Terminus von PrP deletiert (PrP ∆N), so besitzt Kupfer keinen Einfluss auf die 

Proteinfaltung (vgl. Abb. 44). Die Kupfer-induzierte Missfaltung scheint somit durch 

direkte Bindung von Kupfer an die Oktarepeats im N-Terminus von PrP vermittelt zu 

werden.  

Beide Substanzen, Suramin und Kupfer, lösen also offenbar durch direkte Bindung an 

unterschiedliche Domänen von PrPC Missfaltung aus. Ferner konnte gezeigt werden, 

dass diese Strukturänderung in beiden Fällen zur Internalisierung des missgefalteten 

Proteins führt, wobei ausschließlich der N-Terminus von PrPC für die Internalisierung 

verantwortlich ist. So befindet sich PrP ∆N nach einer Behandlung der Zellen mit 

Suramin im Gegensatz zu Volllängen-PrP (wt) nicht in intrazellulären 

Kompartimenten sondern an der Zelloberfläche (siehe Punkt 4.2.4). Frühere Studien 

deuten darauf hin, dass Kupfer die Endozytose von PrPC stimuliert und eine 

Missfaltung des Proteins auslösen kann (Pauly und Harris 1998; Quaglio et al. 2001; 

Sumudhu et al. 2001). In der vorliegenden Studie bewirkt bereits die minimale 

Kupfer-Konzentration, die für eine Induktion der Endozytose von PrP nötig ist, auch 

eine PrP-Missfaltung (vgl. Abb. 42, 43). Somit ist eine Missfaltung von PrP an der 

Zelloberfläche _ ob durch die Wirkung von Suramin oder Kupfer verursacht _ 

offensichtlich ein ausreichender Stimulus für die Endozytose des Proteins, welche 

über den N-Terminus von PrP vermittelt wird. Die vorliegenden Ergebnisse 

verdeutlichen, dass Kupfer und Suramin einen ähnlichen Mechanismus in neuronalen 

Zellen auslösen.  

Auf eine Suramin-induzierte Missfaltung und anschließende Internalisierung folgt 

eine rasche Degradierung des missgefalteten Proteins in lysosomalen 

Kompartimenten (siehe Punkt 4.2.6). Dieser Mechanismus dient neuronalen Zellen 

offensichtlich zur Qualitätskontrolle, da so eine effiziente Entfernung von 

missgefaltetem, potentiell nicht-funktionellem PrPC von der Zelloberfläche 

gewährleistet wird, wodurch auch die Anti-Prion-Aktivität von Suramin erklärt 
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werden kann (siehe Punkt 5.2.2). Im Gegensatz dazu dient wohl eine Kupfer-

induzierte Missfaltung des Proteins primär als Stimulus für die Internalisierung von 

Kupfer-gebundenem PrPC. Dieser Mechanismus könnte somit eine Bedeutung für die 

Kupfer-Homöostase oder die Signaltransduktion in neuronalen Zellen haben. Beides 

wurde als mögliche physiologische Funktion von PrPC in Betracht gezogen (Rieger et 

al. 1997; Pauly und Harris 1998; Graner et al. 2000; Mouillet-Richard et al. 2000; 

Gauczynski et al. 2001; Sumudhu et al. 2001; Marella et al. 2002).  

Da für die Internalisierung von PrPC zwei verschiedene Wege vorgeschlagen wurden _ 

die Endozytose über coated pits (Shyng et al. 1994; Sunyach et al. 2003) oder über 

caveoläre Strukturen (Vey et al. 1996; Kaneko et al. 1997; Marella et al. 2002; Peters 

et al. 2003) _ stellt sich die Frage, ob PrPC verschiedene Internalisierungswege 

verfolgen kann, um beispielsweise die eigene Degradierung einzuleiten oder eine 

Signalantwort auszulösen. Dies könnte durchaus der Fall sein, da kürzlich gezeigt 

wurde, dass Zelloberflächenproteine durch verschiedene Wege internalisiert und in 

unterschiedlichen endozytotischen Kompartimenten abgesondert werden können (Di 

Guglielmo et al. 2003).  

 

5.2.2 Internalisierung von PrPC als potentielle Anti-Prion-Strategie 
 

In der vorliegenden Arbeit konnten neue Einblicke in den Wirkungsmechanismus der 

Anti-Prion-Substanz Suramin gewonnen werden. Die Anti-Prion-Aktivität beruht 

offensichtlich auf Entfernung von PrPC von der Zelloberfläche durch Internalisierung 

und anschließende Degradierung.  

Dieser Anti-Prion-Effekt lässt sich sehr gut mit Hilfe früherer Studien erklären. Die 

Zelloberfläche stellt ein Kompartiment für die Umwandlung von PrPC in PrPSc dar 

(Caughey und Raymond 1991; Taraboulos et al. 1995). Außerdem ist PrPC für eine 

Propagierung von PrPSc notwendig. So sind transgene Mäuse, die kein PrPC 

exprimieren (Prnp0/0-Mäuse), selbst nach intrazerebraler Inokulation mit dem Erreger 

nicht infizierbar und können den Erreger nicht propagieren (Büeler et al. 1993). Die 

hier dargestellten Ergebnisse zeigen, dass selbst eine vorübergehende Entfernung von 

PrPC von der Plasmamembran ausreichend für eine Anti-Prion-Aktivität ist. Sowohl 

Suramin als auch Kupfer interferieren mit der Propagierung von PrPSc in ScN2a-

Zellen (siehe Punkt 4.2.9). Da Suramin auch in intrazelluläre Kompartimente wie 
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Endosomen, Lysosomen und den Golgi-Komplex aufgenommen werden kann (Stein 

et al. 1995; Huang et al. 1997), ist aber eine zusätzliche intrazelluläre Missfaltung von 

PrPC durch eventuell internalisiertes Suramin nicht ganz auszuschließen.  

Die Stimulierung der Endozytose von PrPC bietet einen interessanten Ansatz für die 

Entwicklung von Anti-Prion-Strategien. Dennoch kann Suramin als Anti-Prion-

Substanz nur begrenzt genutzt werden, da Suramin die Blut-Hirn-Schranke nicht 

effizient passieren kann. Außerdem sind die Folgen einer dauerhaften Modulierung 

der PrPC-Biogenese durch Suramin aufgrund der ungeklärten Funktion von PrPC nicht 

abschätzbar. Suramin könnte jedoch für prophylaktische Zwecke bei Risikogruppen, 

welche beispielsweise eine pathogene Mutation im Prion-Protein-Gen besitzen oder 

für eine Behandlung von Personen, welche unbeabsichtigt infektiösen Prionen 

exponiert wurden, nach einer genauen Untersuchung der Dosierung und der 

Applikationszeitpunkte eingesetzt werden.  

 

5.3 Ausblick 

 

Die Aufklärung des pathogenen Mechanismus und die Entwicklung effektiver 

Therapiemöglichkeiten stellen die größten Herausforderungen in der Prionforschung 

dar. Immortalisierte, neuronale Zellen der Maus (N2a-Zellen) sind ein ideales 

Modellsystem für die Untersuchung der PrP-Faltung und die Entwicklung neuer Anti-

Prion-Strategien, aber auch für die Analyse bestimmter Aspekte der Prion-

Erkrankungen, wie beispielsweise der Toxizität.  

Es ist unbedingt notwendig die Natur der neurotoxischen Spezies und den 

Mechanismus der Neurodegeneration besser zu verstehen. Eine interessante 

Hypothese ist, dass PrPSc nicht das neurotoxische Agens darstellt. So konnte gezeigt 

werden, dass eine Missfaltung von PrP an der ER-Membran oder im Zytosol ohne die 

Bildung von Protease-resistentem und infektiösem PrPSc zu einer Neurodegeneration 

in transgenen Tieren führen kann (Hegde et al. 1998; Ma et al. 2002). Es erscheint 

also möglich, dass die Neurodegeneration bei Prion-Erkrankungen nicht mit einer 

einzigen Spezies oder pathogenen PrP-Konformation assoziiert ist. Es bleibt zu 

klären, welche Konformation diese toxischen Spezies jeweils besitzen und auf welche 

unterschiedliche Weise diese eine Neurodegeneration vermitteln können. In diesem 
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Zusammenhang wäre es interessant, die hier vorgestellten pathogenen Mutanten auf 

eine mögliche toxische Wirkung auf neuronale Zellen zu untersuchen.  

Um den Mechanismus der Toxizität besser zu verstehen, ist es nötig die 

verschiedenen Signaltransduktionskaskaden in neuronalen Zellen genauer zu 

untersuchen. Für PrPC konnten verschiedene Interaktionspartner identifiziert werden, 

welche in eine Signaltransduktion involviert sein könnten (Rieger et al. 1997; Graner 

et al. 2000; Gauczynski et al. 2001; Zanata et al. 2002). Auf welchem Weg eine 

Signalweiterleitung durch PrPC erfolgen könnte, bleibt zu klären. Eine spezifische 

Antikörperbindung von PrPC löst in vivo Apoptose in primären Neuronen aus, was 

möglicherweise darauf zurückzuführen ist, dass eine neuroprotektive Signalwirkung, 

die von PrPC ausgeht, unterbrochen wird (Solforosi et al. 2004). Andererseits könnte 

auch eine andere Signalkaskade in Gang gesetzt werden, welche Toxizität induziert. 

Diese Auswirkungen könnten auch durch mögliche Zwischenprodukte hervorgerufen 

werden, welche beispielsweise während der Umfaltung von PrPC spezifisch in 

Neuronen entstehen. Für letzteres sprechen wichtige Resultate einer in vivo Studie mit 

transgenen MloxP-Mäusen, bei welchen nach einer Inokulation mit Scrapie-Erregern 

ausschließlich die neuronale Expression von PrPC eingestellt wurde (Mallucci et al. 

2003). Zu diesem Zeitpunkt war bereits eine frühe Spongiose zu erkennen. Die Tiere 

zeigten jedoch nach längerer Beobachtung einen Rückgang der Spongiose und wiesen 

keine Neurodegeneration auf. Trotz einer massiven Ablagerung von PrPSc in nicht-

neuronalem Gewebe, in welchem PrPC weiterhin exprimiert wurde, konnte keine 

toxische Wirkung beobachtet werden. Die Tiere verblieben symptomfrei.  

Trotz der zahlreichen Spekulationen um mögliche Mechanismen der Neurotoxizität, 

stellt die Beeinträchtigung der Konversion von PrPC in PrPSc eine allgemeine Anti-

Prion-Strategie dar. Eine Klärung des Mechanismus der Missfaltung von PrPC könnte 

dazu führen, effektivere Anti-Prion-Strategien zu entwickeln und mehr Substanzen zu 

identifizieren, welche auf ähnliche Weise protektiv wirken. Da die 

Konformationsänderung von PrPC bei hereditären Prion-Erkrankungen, anders als bei 

infektiösen Prion-Erkrankungen, ohne exogenes PrPSc stattfindet, könnte eine 

Untersuchung krankheitsassoziierter PrP-Mutanten wesentlich dazu beitragen, den 

Mechanismus der Missfaltung zu klären. Während N2a-Zellen ein ideales System 

darstellen, um Mechanismen der PrPC-Konversion und der Anti-Prion-Effekte 

verschiedener Substanzen zu untersuchen, sind Scrapie-infizierte N2a-Zellen sehr gut 

für die schnelle Suche und Identifizierung von Anti-Prion-Substanzen geeignet 
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(Winklhofer et al. 2001). Leider ist aber aufgrund des äußerst progressiven 

Krankheitsverlaufs nach Auftreten der klinischen Symptome und einer fehlenden 

Frühdiagnose, eine effektive Therapie von Prion-Erkrankungen in naher Zukunft nicht 

abzusehen. Daher konzentrieren sich derzeitige Bemühungen vor allem weiterhin 

darauf, Möglichkeiten zur Frühdiagnose und Prophylaxe zu bieten.  
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6. Zusammenfassung 
 

Prion-Erkrankungen sind tödlich verlaufende, neurodegenerative Erkrankungen, die 

sporadischen, hereditären oder infektiösen Ursprungs sein können. Die Missfaltung 

des zellulären Prion-Proteins (PrPC) spielt eine zentrale Rolle bei der Pathogenese.  

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene Themenbereiche bearbeitet: 

zum einen die Analyse der Faltung und Maturierung krankheitsassoziierter Mutanten 

und zum anderen die Wirkung einer Anti-Prion-Substanz auf die Biogenese von PrPC 

und die Propagierung von infektiösem PrPSc. Hierfür wurden verschiedene 

humanpathogene Mutanten, sowie andere Punkt- und Deletionsmutanten in Maus-

Neuroblastomzellen untersucht. 

Im ersten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass zwei Mutationen, die Prion-

Erkrankungen beim Menschen hervorrufen (T183A und F198S), die Faltung und 

Biogenese von PrP beeinträchtigen. Im Gegensatz zu PrPC, nehmen diese Mutanten 

im ER spontan eine missgefaltete Konformation an und erhalten weder eine komplexe 

Glykosilierung noch einen GPI-Anker. Die missgefalteten Mutanten werden nicht 

durch eine ER-assoziierte Degradierung eliminiert, sondern in ihrer High Mannose 

Form sekretiert. Darüber hinaus können die sekretierten Formen von benachbarten 

Zellen wieder aufgenommen werden. Diese Studie leistet einen wichtigen Beitrag zur 

Klärung der Missfaltung von T183A und F198S, welche offenbar mit einer 

Destabilisierung des hydrophoben Cores von PrP assoziiert ist und verdeutlicht 

außerdem, dass ein Zusammenhang zwischen der Faltung und den posttranslationalen 

Modifikationen von PrP besteht.  

Der zweite Teil der Arbeit konzentriert sich auf den Wirkungsmechanismus der Anti-

Prion-Substanz Suramin. Es konnte gezeigt werden, dass der Effekt von Suramin auf 

einer Entfernung von PrPC von der Zelloberfläche beruht. So induziert Suramin eine 

Missfaltung von PrPC an der Plasmamembran, was eine anschließende 

Internalisierung und rasche Degradierung zur Folge hat. Dabei sind Missfaltung und 

Internalisierung zwei aufeinander folgende Prozesse, die von unterschiedlichen 

Domänen von PrPC vermittelt werden. Während die Suramin-induzierte Missfaltung 

vom proximalen Bereich des C-Terminus abhängt, ist der N-Terminus für die 

Endozytose verantwortlich. Diese Analyse verdeutlicht, dass in neuronalen Zellen 

eine Qualitätskontrolle zur Entfernung missgefalteter PrP-Formen von der 
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Zelloberfläche besteht und liefert außerdem einen entscheidenden Ansatz für die 

Entwicklung effizienterer Anti-Prion-Strategien.  
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Abb.    Abbildung 

APS    Ammoniumperoxodisulfat 

AS    Aminosäure 

ATP    Adenosintriphosphat 

Baf    Bafilomycin 

BiP    bindendes Protein (binding protein) 

bp    Basenpaare  

BSA    Rinderserumalbumin (bovine serum albumin) 

BSE    Bovine Spongiforme Enzephalopathie 

CHO    komplexes Glykan 

Ci    Curie 

CJK    Creutzfeldt-Jakob-Krankheit 

CuSO4   Kupfer 

CWD    Chronic Wasting Disease 

dATP   Deoxyadenosintriphosphat 

dCTP    Deoxycytosintriphosphat 

dGTP   Deoxyguanosintriphosphat 

dNTP   Deoxynukleotidtriphosphat 

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DMJ    1-Desoxymannojirimycin 

DMSO   Dimethylsufoxid 

DNA    Desoxyribonukleinsäure 

DOC    Desoxycholat 

DTT    Dithiothreitol 

ECL    Enhanced Chemiluminescence 

E.Coli   Escherichia Coli 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

EndoH   Endo-β-N-Acetylglucosamidase, Endoglykosidase H 

ER    Endoplasmatisches Retikulum 

ERAD   ER-assoziierte Degradierung 

EUE    Exotic Ungulate Encephalopathy 
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FCS    Fötales Kälberserum (fetal calf serum) 

FFI    Fatale Familiäre Insomnie 

Fil    Filipin  

FSE    Feline Spongiforme Enzephalopathie 

Glc    Glucose 

GlucNAc  N-Acetylglucosamin 

GPI    Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol 

GSS    Gerstmann-Sträussler-Scheinker-Syndrom 

HD    Hydrophobe Domäne 

HRP    Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase) 

Hsp    Hitzeschockprotein 

IF    Immunfluoreszenz 

kb    Kilobasenpaare  

kDa    103 Dalton, Molekulargewicht von Proteinen 

Leu    Leupeptin 

Man    Mannose 

MEM    Minimum Essential Medium 

MG132  Carboxybenzoyl-L-Leucyl-L-Leucyl-L-Leucinal 

N-Glykosilierung Asparagin-gekoppelte Glykosilierung 

NMR    Kernresonanzspektroskopie 

ODx    optische Dichte bei λ = x nm 

OR    Oktarepeats 

PAGE   Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PBS  Phosphat gepufferte physiologische Kochsalzlösung (phosphate 

buffered saline) 

PCR    Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction) 

PEG    Polyethylenglykol 

Pep    Pepstatin 

pH  negativer dekadischer Logarithmus der  

  H3O+-Ionenkonzentration 

PIPLC Phosphatidylinositol-Phospholipase C 

PK    Proteinase K 

PMSF   Phenylmethylsulfonylfluorid 
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PNGase F  N-Glycosidase F 

PRNP   Prion-Protein-Gen 

PrP    Prion-Protein 

PrPC    zelluläres PrP 

PrPSc    Scrapie-Form von PrP 

RNA    Ribonukleinsäure 

rpm    Umdrehungen pro Minute (rounds per minute) 

RT    Raumtemperatur 

SAF    Scrapie-assoziierte Fibrillen 

SAP     Alkalische Phosphatase (shrimp alkaline phosphatase) 

Sarkosyl  N-Lauroylsarkosin 

Sc    Scrapie 

SDS    Natriumdodecylsulfat (sodium dodecylsulfate) 

SOD    Superoxiddismutase 

SRP    Signalerkennungspartikel (signal recognition particle) 

SS    Signalsequenz 

STI 1    Stress-induzierbares Protein 1 

Su    Suramin 

Tab.    Tabelle 

TAE    Tris-Acetat-EDTA 

TCA    Trichloressigsäure 

TEMED  Tetramethylethylendiamin 

TE    Tris-EDTA 

tg    transgen 

TM    Tiermehl 

TME    Transmissible Nerz (Mink) Enzephalopathie  

Tris    Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

Triton X-100  t-Octyl-Phenoxy-Polyethoxyethanol 

TSE    Transmissible Spongiforme Enzephalopathie 

Tween 20  Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat 

UPR    Unfolded Protein Response 

wt    Wildtyp 

zyto PrP  zytosolische Form von PrP 
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Aminosäuren wurden nach dem Einbuchstaben-Code bezeichnet. Gewichts- und 

andere Einheiten wurden nach dem internationalen SI-System benannt.  
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