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1. Einleitung

1.1. Die Ubertragbaren spongiformen Enzephalopathien oder Prionkrankheiten

Die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD), Kuru, das Gerstmann-Striussler-Scheinker-
Syndrom (GSS) und die tddliche familidre Schlaflosigkeit (FFI, ,,fatal familial insomnia“)
des Menschen, die bovine spongiforme Enzephalopathie (BSE) beim Rind und die
Traberkrankheit (Scrapie) beim Schaf reprisentieren eine Gruppe vererbbarer oder
sporadisch auftretender bzw. iibertragener, stets tddlich verlaufender degenerativer
Krankheiten des =zentralen Nervensystems, welche als iibertragbare spongiforme
Enzephalopathien = (TSEs, ,transmissible spongiform encephalopathies) oder
Prionkrankheiten bezeichnet werden (Creutzfeldt, 1920; Jakob, 1921; Gerstmann et al.,
1936; Gajdusek & Zigas, 1959; Manetto et al., 1992; Medori et al., 1992; Goldfarb et al.,
1992). Neuropathologische Kennzeichen aller TSEs sind in unterschiedlich starker
Auspriagung auftretende schwammartige Lésionen, massiver Nervenzellverlust, die
Aktivierung von Gliazellen (Astrogliose) und Ablagerungen des Prionproteins im Gehirn.
Die Ubertragbarkeit der TSE und somit die Existenz eines, wenn auch zu dem damaligen
Zeitpunkt noch unbekannten, infektiosen Agens konnte bereits Mitte des zwanzigsten
Jahrhunderts sowohl innerhalb einer Spezies als auch iiber Speziesgrenzen hinweg
nachgewiesen werden (Cuillé & Chelle, 1936; Gordon, 1946; Chandler, 1961). Zahlreiche
Ubertragungen von Scrapie auf die hinsichtlich der kurzen Inkubationszeit
tierexperimentell sehr geeigneten Hamster und Maiuse, als auch z. B. von Kuru auf
Schimpansen (Gajdusek et al., 1966) und BSE auf Makaken (Lasmézas et al., 1996a) und
Schafe (Houston et al., 2000) wurden seitdem erfolgreich beschrieben. Dem massiven
Ausbruch der BSE ab Mitte der achtziger Jahre des vergangenen Jahrhunderts, der zu einer
zeitweiligen Epidemie der Rinderkrankheit in GroBbritannien und zu einem, wenn auch
quantitativ deutlich geringeren Auftreten der Krankheit bis in die Gegenwart in
Kontinentaleuropa (Portugal, Nordirland, Schweiz, Frankreich, Deutschland, Italien,
Belgien, Niederlande) fiihrte, folgte ab Mitte der neunziger Jahre das Auftauchen einer
neuen Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (,,vCID*“ oder auch ,nvCJD*) in
GrofBbritannien (Will et al., 1996) und in Frankreich (Chazot et al., 1996, Deslys €t al.,
1997). Dieser Krankheit, die sich von den klassischen Creutzfeldt-Jakob-Krankheiten

durch eine abweichende Neuropathologie diagnostizieren ldsst, sind bislang 88, darunter



auffillig viele junge Menschen zum Opfer gefallen (85 bestitigte Fille in GroBbritannien,
zwel in Frankreich, einer in Irland; Stand Mérz 2001, Quelle: Department of Health, UK;
Oppenheim et al., 2000; Zeidler & Ironside, 2000). Das zeitlich eng aufeinander folgende
Erscheinen zweier vormals unbekannter Krankheiten warf die Frage auf, ob vCJD auf eine
Infektion der Betroffenen mit dem BSE-Erreger durch den Konsum kontaminierter
Schlachtprodukte zuriickzufiihren ist (Collinge et al., 1995, 1996; Ridley & Baker, 1996).
Durch Arbeiten von Bruce et al. (1997) wurde gezeigt, dass im Gegensatz zu den anderen,
herkémmlichen Prionkrankheiten, die Rinderkrankheit BSE und vCJD beim Menschen
identische Erregerstamm-Kriterien aufweisen und somit ein kausaler Zusammenhang
beider Krankheiten angenommen werden kann (Priola, 1996; Bruce et al., 1997; Scott et
al., 1999). Aufgrund zu vieler ungeklarter Fragen wie z. B. der ungewissen Inkubationszeit
der neuen Variante, einer moglicherweise existierenden genetischen Pridisposition und der
fiir epidemiologische Untersuchungen noch zu geringen Datenmenge iiber nvCJD
entbehren seridse Aussagen beziiglich des Ansteckungsrisikos und der Gesamtzahl der
bereits infizierten Personen zur Zeit jedoch noch jeglicher Grundlage.

Die FEigenschaft des infektiosen Agens, also des TSE-Erregers, resistent gegeniiber
Nukleinsdure-zerstorenden physikochemischen Behandlungen wie UV- bzw. ionisierender
Strahlung, groBer Hitze und Formaldehyd zu sein, fiihrten bereits 1967 zu der Vermutung,
dass als Ausloser der TSE bei der Ubertragung von Scrapie anstelle einer Nukleinsiure ein
Protein als maf3gebliche, wenn nicht einzige Komponente des infektidsen Partikels vorliegt
(Alper et al., 1966, 1967; Griffith, 1967). Dieses untermauernd beschrieben Prusiner et al.
(1982) einen ausschlieBlich in Scrapie-infizierten Hirnpréparationen aufgefundenen
Proteinkandidaten und fiihrten als Bezeichnung der infektiosen Einheit den Begriff ,,Prion*
als Kiirzel fiir ,proteinaceous infectious particle zur Unterscheidung von
,konventionellen* Erregern wie Bakterien, Viren oder Viroiden ein. Die dazugehdrige und
von Prusiner 1982 erstmals vorgestellte Prion-Hypothese deklarierte einen génzlich neuen
Ubertragungsweg biologischer Informationen, bei dem eine abnorme, infektidse Isoform
eines zelluldren Proteins ihre Informationsverbreitung durch die Umbildung des normalen,
zelluldren Pendants katalysiert. Die Replikation des libertragbaren Agens, also des Prions,
geschieht dabei nicht durch Information-vermittelnde Nukleinsduren, sondern durch
posttranslationelle Modifikationen eines endogenen Proteins (zusammengefasst in

Prusiner, 1998).



1.2. Molekularbiologie der Ubertragbaren spongiformen Enzephalopathien oder
Prionkrankheiten

Biochemische Untersuchungen von elektronenmikroskopisch erkennbaren und als Scrapie-
assoziierte Fibrillen (SAF) oder ,,prion rods* bezeichnete makromolekularen Strukturen in
TSE-infizierten Hirngewebspriparationen fithrten zu der Entdeckung des so genannten
Prionproteins (PrP), das anhand seiner Migration in der SDS-PAGE auch als PrP 27-30
(Merz et al.,, 1981, Bolton et al., 1982) bezeichnet wurde. SAF-angercicherte
Praparationen erwiesen sich als hochinfektios (Prusiner et al., 1983, Diringer et al., 1983)
und Aufreinigungen infizierter Hirnextrakte erbrachten eine gemeinsame Anreicherung
sowohl von PrP 27-30 als auch der Infektidsitidt um das mehr als Tausendfache und wurden
als Hinweis fiir eine Korrelation der Infektiositdit mit einer bestimmten Form des
Prionproteins als pathogenen Faktor gedeutet (Gabizon €t al., 1988). Des weiteren konnte
in immunochemischen Untersuchungen eine Reaktivitit von anti-PrP-Antikdrpern gegen
die in Himen Scrapie-infizierter Tiere und CJD-Patienten auffindbaren
Amyloidablagerungen (Plaques) und somit die Anwesenheit des Prionproteins in diesen
Plaques nachgewiesen werden (Bendheim et al., 1984; Kitamoto et al., 1986). PrP 27-30
erwies sich als der Protease-resistente Kernbereich des krankheitsspezifischen und als
PrP*° (Sc fiir Scrapie; synonym wird von manchen auch PrP-res verwendet) bezeichneten
Proteins, welches durch einen definierten Verdau mittels Proteinase K (PK) nicht
vollstidndig degradiert wird. Von PrP 27-30 wurde die NH,-terminale Aminosduresequenz
bestimmt (Prusiner et al., 1984) und die dazu korrespondierenden Oligonukleotidsonden
weiterverwendet um PrP-cDNA-Klone von Hamster (Oesch et al., 1985) und Maus zu
identifizieren (Chesebro et al., 1985, Locht et al., 1986). Mit Hilfe dieser cDNA-Klone
konnte ein singuléres (,,single copy*) Gen sowohl in infizierten als auch nicht-infizierten
Hirnen detektiert werden. Das Prionprotein-Gen des Menschen (PRNP) befindet sich auf
dem kurzen Arm des Chromosomen 20 und das der Maus (Prnp) auf der synthenischen
Region des Chromosoms 2. Fiir die PrP-Promotorregion wurden u. a. mehrere Kopien
eines GC-Nonamers beschrieben, welche moglicherweise als Bindungsstellen fiir den
Transkriptionsfaktor Spl fungieren (McKnight & Tjian, 1986). TATA-Sequenzen
(Goldberg-Hogness-Boxen) sind nicht vorhanden. Die PrP-cDNAs kodieren fiir
Prionproteine von 254 (Maus und Hamster) bzw. 253 Aminosduren (Mensch),

unbeeintrachtigt davon, ob sie von einem infizierten oder nicht-infizierten Individuum



stammen (Oesch et al., 1985, Chesebro et al., 1985, Basler et al., 1986; Locht et al., 1986,
Kretzschmar et al., 1986). Als normales, zelluldres Genprodukt wurde ein als PrP° (C fiir
,cellular) bezeichnetes Protein von 27-35 kDa identifiziert, das wie die pathogene
Isoform, PrP*, neben einer unglykosylierten auch in ein- und zweifach- (Asparagin-
gebundenen) glykosylierten Formen vorkommt (Bolton et al., 1985, Endo et al., 1989,
Haraguchi et al., 1989). Der offene Leserahmen aller bisher bekannten Prionprotein-Gene
von Sdugern und Vogeln befindet sich innerhalb eines Exons, so dass die Moglichkeit
eines alternativen RNA-SpleiBens zur Entstehung von PrP® und PrP*° ausgeschlossen
werden kann (Basler et al., 1986, Westaway et al., 1987, Gabriel et al., 1992). Es konnte
gezeigt werden, dass sich der mRNA-Spiegel von PrP wihrend des Verlaufs einer Scrapie-
Infektion kaum veréndert und dass keine PrP-spezifischen Nukleinsduren in aufgereinigten
Prionpréaparationen auffindbar sind (Oesch et al., 1985). Der Gehalt an Nukleinsduren pro
Infektionseinheit wurde in aufwendigen Erhebungen statistisch auf weniger als ein
Molekiil von 100 bp Lange ermittelt (Meyer et al., 1991; Kellings et al., 1992, 1993). Des
weiteren konnten zwischen PrP¢ und PrP*° keinerlei Modifikationen durch differierende
kovalente Bindungen innerhalb des Proteins festgestellt werden (Stahl et al., 1993). Die
zellulidre Form des Prionproteins, PrPC, zeigte jedoch im Gegensatz zu PrP* eine deutlich
erhohte Sensitivitdt gegeniiber Proteinase K, die unter definierten Bedingungen zu einem
vollsténdigen Abbau des Proteins fiihrt. Obwohl mogliche Unterschiede in den komplex
arrangierten Glykoformen (Endo et al., 1989, Haraguchi et al., 1989; Stahl et al., 1993;
Rudd et al., 1999; Stimson et al., 1999) nicht ausgeschlossen werden kénnen, scheint der
essentielle Unterschied von PrP¢ zu PrP* in dem Einnehmen unterschiedlicher
Proteinkonformationen begriindet zu liegen (Pan et al., 1993, Tatzelt et al., 1996).

Physikalische MeBmethoden, wie die Fourier-Transformations-Spektroskopie ermittelten
fir PrP¢ einen a-helikalen Anteil von ca. 40 % und sehr wenige bis keine [-
Faltblattstrukturen (Pan et al., 1993). Durch Untersuchungen der magnetischen
Kernresonanzen (NMR) eines sich in Losung befindlichen PrPC(121-231)-Fragmentes und
eines rekombinanten PrPs der Maus (mPrP 23-231) konnte der hohe a-helikale Anteil und
der sehr geringe [-Faltblatt-Anteil in der Sekundéarstruktur bestétigt werden (Riek et al.,
1996, 1997). Im Gegensatz wurde fiir PrP ein B-Faltblatt-Anteil von ca. 50 % und ein -
Helix-Anteil von ca. 20 % beschrieben (Caughey et al., 1991c¢; Pan et al., 1993; Safar et
al., 1993). Die vollstindige Aufklirung der posttranslationellen Umwandlung von PrP¢ zu

PrP° konnte noch nicht erbracht werden. Wie PrP¢ auf molekularer Ebene entsteht und



nach der Prion-Hypothese als entscheidende Komponente die Konformationsdnderung des
endogenen PrP© bewerkstelligt, ist nicht bekannt. Es wurden bislang zwei voneinander
abweichende Theorien fiir die Umfaltung eines nativen Proteins in eine andere, pathogene
Konformation durch eine bereits umgefaltete Isoform beschrieben. Das ,,refolding- oder
,.Prusiner-Modell“ schligt diesbeziiglich eine Ent- und anschlieBende Neufaltung von PrP®
unter dem Einfluss von PrP* vor, bei der die Uberwindung der dazu benétigten, hohen
Aktivierungsenergie durch eine Katalyse von bereits existierendem PrP* bewerkstelligt
wird (Prusiner, 1991). Bei dem ,,Lansbury-Modell* (auch als ,,nucleation*- oder ,,seeding*-
Modell bezeichnet) befindet sich PrP¢ mit PrP% bzw. einem PrP*-Vorldufer in einem
Gleichgewichtszustand zugunsten des stabileren PrP®. Zu einer Stabilisierung und
Akkumulation von PrP* kommt es nur durch das Vorhandensein eines PrP*-Aggregates
(,seed”), welches aufgrund der Addition von PrP*-Molekiilen eine fortlaufende
Polymerisierung erfihrt. Die initiale Bildung des PrP*°-Aggregates wird dabei als kinetisch
kontrolliert und extrem langsam beschrieben; ist das Aggregat jedoch erst einmal
entstanden, findet eine schnelle PrP*-Addition und eine Vervielfiltigung des pathogenen
Agens statt (Jarret & Lansbury, 1993, Come et al., 1993). Beide Theorien wurden
hinsichtlich ihrer prototypischen Eignung in einer vergleichenden kinetischen Analyse
anhand biophysikalischer Kriterien als moglich bzw. gleich wahrscheinlich bewertet
(Eigen, 1996).

In reinen in vitro-Konversionsexperimente konnte jedenfalls eine de novo-Anreicherung
von Infektiositdit noch nicht erreicht werden. Die Experimente fiihrten zwar zu der
Umwandlung von PrP¢ zu einer PK-resistenten Form; die Neubildung infektidser
Einheiten konnte jedoch, moglicherweise auf Grund einer zu  geringen
Konversionseffizienz, noch nicht gezeigt werden (Kocisko et al., 1994; Bessen €t al.,

1995; DebBurman et al., 1997; Hill et al., 1999).

1.3. Studien zur Pathogenese der TSEs

Durch zahlreiche Studien mit transgenen Tieren konnte der Einfluss der PrP-Isoformen auf
die Ubertragbarkeit und Pathogenese der TSEs niiher beschrieben werden. So zeigten
Wildtyp-Mause, nachdem ihnen als Transgen Hamster-PrP eingefiigt wurde, dass die

existierende Speziesbarriere beziiglich der Infektion mit bestimmten Scrapie-Prionen von



Hamster aufgehoben werden konnte (Scott et al., 1989). Der Begriff Speziesbarriere
beschreibt dabei das Phinomen, dass die Ubertragung einer TSE zwischen verschiedenen
Spezies oft nur eingeschrankt moglich ist und mit schwankenden bzw. erheblich
verldngerten Inkubationszeiten einhergeht. Wird das infektiose Agens dann in der neuen
Spezies weiter passagiert, geschieht dies mit einer weitaus hoheren Effizienz und
konstanten Inkubationszeiten. Die oben erwidhnten Méuse, die sowohl Maus- als auch
Hamster-PrPC synthetisieren, zeigten nach einer intracerebralen Inokulation mit Hamster-
Prionen die speziesspezifische Scrapie-Neuropathologie und die Bildung neuer Hamster-
Prionen. Wurden die transgenen Miuse jedoch mit Prionen der Maus infiziert, zeigten sie
die fiir Maus charakteristische Neuropathologie und Inkubationszeiten, die denen nicht-
transgener Méuse entsprach. Des weiteren konnte eine Korrelation der Inkubationszeiten
mit der Expressionsstirke der Hamster-PrP-Gene beschrieben werden, da Méduse mit
wenigen Kopien des Transgens eine deutlich lidngere Inkubationszeit nach einer
Inokulation mit Scrapie-Prionen von Hamster aufwiesen als Méuse mit einer groferen
Kopienanzahl (Prusiner et al., 1990, Prusiner & DeArmond, 1994). Die Ergebnisse wurden
so gedeutet, dass Hamster-Prionen als Erreger in der normalen Maus nur sehr ineffizient
die Umwandlung von Maus-PrP® zu PrP* katalysieren und der Infektionsvorgang so lange
verzogert wird bis geniigend eigene Maus-PrP*-Molekiile entstanden sind, die dann mit
deutlich héherer Effizienz weitere Maus-PrP-Molekiile umfalten koénnen. Durch die
Expression des Hamster-PrP-Gens stellten die transgenen Mause den Hamster-Prionen ein
homologes Substrat, namlich Hamster-PrPS, zur Verfiigung, welches dann Dosis-abhéngig
mit zunehmender Expressionsstirke zu kiirzeren Inkubationszeiten fiihrte. Dass der
Infektionsvorgang jedoch einzig von der Homologie des umzufaltenden PrP abhingig ist,
wurde durch die Beobachtung in Frage gestellt, dass die Synthese von humanem PrP in
transgenen Miusen auch bei vielfacher Uberexpression keinen Effekt auf die
Speziesbarriere zwischen Maus und Mensch bei einer Infektion mit humanen Prionen zu
haben scheint. Erst die Expression eines Chimdren-Transgens, welches im zentralen Teil
fiir die humane und an den Enden fiir die murine PrP-Sequenz kodiert, erhohte die
Empfénglichkeit dieser transgenen Maduse flir humane Prionen erheblich und wurde als
Indiz fiir einen zusétzlichen zelluldren Faktor (,,Protein X genannt) bei der Umfaltung von
PrP¢ nach PrP%° gedeutet (Telling et al., 1995; Kaneko et al., 1997).

Die Bedeutung der endogenen PrP-Expression fiir die Ubertragbarkeit von

Prionkrankheiten konnte durch die Herstellung bzw. den Einsatz von ,,knockout“-Mausen



ndher erkldrt werden. Die Mause mit einer homozygoten Zerstdrung des endogenen PrP-

Gens (Prnp”°

) offenbarten eine absolute Resistenz gegeniiber TSEs und die Unfdhigkeit
zur Bildung neuer Prionen (Biieler et al., 1993), was im Rahmen der Prion-Hypothese als
Indiz fiir die entscheidende Rolle des Prionproteins bei der Ausbildung einer TSE gedeutet
wurde. Nachdem diesen Mdusen Hamster-PrP als Transgen eingefiigt wurde, stellte sich
nidmlich eine Empfinglichkeit gegeniiber Hamster- jedoch nicht gegeniiber Maus-Prionen
wieder ein. Zusdtzlich wurde fiir Prnp-hemizygote Maiuse (PrnpO/ ") ein deutlich
langsamerer Krankheitsverlauf als bei Prnp“ "-Miusen (Wildtyp-Kontrollméuse) nach
einer Infektion mit Maus-Prionen beschrieben (Biicler €t al., 1994).

Mehrere Prnp-,.knockout“-Mauslinien wurden seitdem beschrieben, die jedoch zur
Aufklarung der bis heute nicht verstandenen zelluldren Funktion des Prionproteins nur
begrenzt beitragen konnten, da sie entweder unscheinbare oder nur schwer reproduzierbare
Phiinotypen zeigten. So wurden in einer Studie im Hippocampus der PrP®-Null-Mutanten
Abnormalititen der GABA-vermittelten inhibitorischen Neurotransmission und
abgeschwichte Langzeitpotenzierungen (LTP) beschrieben (Collinge et al., 1994), die
jedoch in anderen Studien nicht reproduziert werden konnten (Herms et al., 1995; Lledo et
al., 1996).

In anderen ,knockout“-Studien, die sich thematisch mit den interzelluliren
Ubertragungswegen der Prionen befassten, wurde Prnp-iiberexprimierendes, nicht-

infektioses Nervengewebe in das Gehirn von PrnpO/ 0

-Miusen implantiert. Nach einer
intrazerebralen Inokulation mit Scrapie-Prionen kam es zu einer starken Akkumulation von
PrP% und der Anreicherung von Infektidsitit innerhalb des Implantats. Dem Prnp-
tiberexprimierenden  Gewebe  widerfuhren die flir Scrapie charakteristischen
pathologischen Verinderungen und es kam zu einer Diffusion von PrP* in das umgebene,
PrPC-freie Gewebe. Dort konnten jedoch weder neuropathologische Anzeichen noch
Anreicherungen von Infektidsitit nachgewiesen werden (Brandner et al., 1996a). Des
weiteren konnte gezeigt werden, dass eine Infektionsausbreitung entlang der
Nervenbahnen des ZNS die Anwesenheit von PrP¢ zu benétigen scheint. Die PrP®-Null-

Mutanten-Méduse (Pr npO/ 0

), die ein Prnp-exprimierendes Implantat aus Nervengewebe im
Gehirn trugen, wurden diesmal intraokular mit Scrapie-Prionen inokuliert. Es zeigte sich,
dass diese Méuse im Gegensatz zu Wildtyp-Kontrollmdusen keinerlei neuropathologische
Anzeichen einer TSE bzw. Akkumulationen von PrP aufwiesen, also eine Ubertragung

der Scrapie-Infektion auf das Implantat entlang PrP¢-freier Zellen des ZNS nicht erreicht



wurde (Brandner et al., 1996b). Diese Untersuchungen deuten darauf hin, dass allein die
extrazellulire Exposition von PrP* fir die Entstehung bzw. Verbreitung der TSE-
spezifischen Pathologie nicht ausreicht. Dazu scheint es der Neubildung von PrP*

innerhalb der Zellen, d. h. der Expression des endogenen Prionprotein-Gens zu bediirfen.

Des weiteren gesellt sich zu den Fragestellungen beziiglich der Mechanismen der
Konformationsédnderung zu pathogenen Prionproteinen auch das Auftreten verschiedener
Erregerstimme oder ,,Prion-Isolate® innerhalb einer Spezies, die mit unterschiedlichen
klinischen und neuropathologischen Merkmalen bereits fiir mehrere TSEs beschrieben
wurden. So konnten nach Passagen einzelner Scrapie-Isolate in isogenen Méusen deutlich
unterschiedliche Inkubationszeiten der Krankheiten und verschiedene Muster der PrP*-
Verteilung im Gehirn reproduzierbar nachgewiesen werden (Kimberlin et al., 1989,
DeArmond et al., 1993). Beim Hamster fiihrten die Ubertragungen der sogenannten
LShyper (HY) und ,drowsy* (DY) TME-Stimme (TME fiir ,transmissible mink
encephalopathy*)  bei  Primérstruktur-identischen ~ PrP-Molekiilen zu  definiert
verschiedenen PrP-Formen mit unterschiedlichen PK-resistenten PrP>°-Molekiilen (Bessen
& Marsh, 1992, 1994). Vergleichbare Eigenschaften wurden auch flir menschliche Prion-
Isolate beschrieben. So konnte bei transgenen Méausen, die genetisch identisch waren, nach
einer Infektion mit humanen Prionen die Bildung von PrP*-Molekiilen gezeigt werden, die
hinsichtlich der Konformation bzw. ihrer proteolytischen Resistenz gegeniiber PK den
Eigenschaften der PrP**-Molekiile des Inokulats entsprachen (Telling et al., 1996). Eine
besondere Bedeutung erfuhren solche Analysen bei der Untersuchung der PrP*-Muster aus
Hirnpraparationen Verstorbener, die entweder an einer sporadischen bzw. iatrogenen CJD
oder der neuen Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit litten. Durch einen Vergleich der
un-, einfach- und zweifach-glykosylierten Prionproteine beziiglich ihrer Grofle und ihres
quantitativen Verhéltnisses zueinander konnten die Unterschiede mittels ,,Western blot*-
Analysen festgestellt und eine Typisierung der PrP*-Molekiile, deren Primirstruktur
bekannt war, vorgestellt werden (Collinge et al., 1996, Parchi et al., 1996, 1997). Es zeigte
sich, dass das PrP%-Muster der neuen Variante sich zwar von denen der anderen CJD-
Formen unterschied, jedoch eine Ubereinstimmung mit dem PrP*-Muster vermutlich BSE-
infizierter Tiere (Rinder, Makaken und Katzen) aufwies, welches als Indiz fiir die
Entstehung von vCJD aus der Ubertragung von BSE auf den Menschen angesehen wurde

(Collinge €t al., 1996).



Obwohl in vielen tierexperimentellen Studien der effektivste Verbreitungsweg von TSEs
via intracerebraler Prion-Inokulation durchgefiihrt wurde, stellt sich doch die Frage, wie im
Falle von BSE und vCJD, aber auch anderer Prionkrankheiten wie Kuru oder der
iatrogenen CJD, die Ausbreitung der Krankheit, also die Invasion ins ZNS innerhalb eines
Individuums verliuft. Es konnte gezeigt werden, dass die Ubertragung der Prionen nach
einer peripheren Inokulation hoéchstwahrscheinlich iiber Zellen des lymphoretikuldren
Systems stattfindet (Kitamoto et al., 1991; Lasmézas et al., 1996b). Wurden
immundefiziente Miuse intraperitoneal mit Scrapie-Prionen inokuliert, so reagierten zwar
Mause, deren T-Lymphozyten-Funktion zerstdrt war mit der Ausbildung der TSE, jedoch
nicht solche Tiere, die einen B-Lymphozyten-Defekt aufwiesen. Auf Grund der
Notwendigkeit dieses Zelltyps bei der Ausbildung der Krankheit wurde den differenzierten
B-Lymphozyten zunichst eine entscheidende Rolle bei der Neuroinvasion des infektiosen
Agens zugesprochen (Klein et al., 1997). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass eine
Neuroinvasion auch mit B-Zellen méglich ist, die kein PrP® synthetisieren, so dass dieser
Zelltyp wohl eher eine indirekte Rolle beim Transfer der Prionen von der Peripherie zum
ZNS einnimmt (Klein et al., 1998). Dass zellulires PrP (PrP%) iiberhaupt in diversen
Blutzellen synthetisiert wird, konnte anhand humaner PBMCs (,,peripheral blood
mononuclear cells®) gezeigt werden, die eine PrP-Expression in B- und T-Lymphozyten,
Monozyten und Dendritenzellen aufweisen (Diirig et al., 2000; Li et al., 2001). Dartiber
hinaus wurde im Blut von Mensch und Maus kiirzlich als zellulédrer Interaktionspartner von
PrP*¢ die Protease-Vorstufe Plasminogen beschrieben (Fischer et al., 2000). Anhand von
»Western blot“-Analysen und ,,Bioassays® mit Indikatormdusen konnte gezeigt werden,
dass Plasminogen selektiv sowohl PrP%¢ als auch Infektidsitit (die Prionen) bindet, jedoch
nicht mit der zelluliren Isoform, PrPS, interagiert. Welchen Beitrag dieser Befund zur
Aufklarung der Pathogenese von TSEs leistet, kann zu diesem Zeitpunkt noch nicht
beantwortet werden. Mit Plasminogen wurde jedoch der erste endogene Faktor
identifiziert, der eine Unterscheidung zwischen PrP® und PrP*® erméglicht, und somit

moglicherweise von diagnostischem Nutzen sein konnte.
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1.4. Studien zur Biogenese und Zellbiologie von PrP%, PrP¥ und PrP-Mutanten

In einer Vielzahl von Studien mit transgenen Mausen und Zellkultursystemen konnten
Erkenntnisse iiber die Zellbiologie von PrP® und seiner pathogenen Isoform gewonnen
werden. Der zellulire Weg von PrP¢ beginnt, geleitet durch eine N-terminale
Signalsequenz, im Endoplasmatischen Reticulum (ER), wo dem Protein zunéchst
Mannose-Zucker an die zwei vorhandenen N-Glykosylierungssequenzen an den Positionen
181-183 und 197-199 fiir Mensch-PrP (180-182 und 196-198 fiir Maus-PrP; ,,consensus
sequence’: Asparagin-X-Threonin, X = Isoleucin oder Phenylalanin) angehingt werden.
Des weiteren erhédlt PrP am C-Terminus einen Phosphatidylinositolglykolipid(GPI)-
,Anker” (Stahl et al., 1987), so dass durch die Abtrennung des N-terminalen Signalpeptids
und der C-terminalen GPI-Erkennungssequenz sich die Grof3e des Proteins bei Mensch-
und Maus-PrP um 45 Aminosduren auf 209 bzw. 210 Aminosduren reduziert. Das
Prionprotein erfahrt anschlieBend im Golgi-Apparat eine Umwandlung der Mannose-
Zucker hin zu komplexeren, hybriden Zuckerresten und gelangt schlieBlich als reifes
Molekiil an die Zelloberfldche, wo der iiberwiegende Anteil der PrP-Molekiile, verbunden
tiber den GPI-“Anker, extrazelluldr vorliegt und mittels Phospholipasen (z.B. PIPLC)
oder Proteasen (z.B. Trypsin) experimentell von der Membran entfernt werden kann
(Caughey et al., 1988, 1989, 1991a; Borchelt et al., 1990, Shyng et al., 1993). Die
Halbwertszeit von PrP® an der Zellmembran wurde mit 3-6 h beschrieben (Caughey et al.,
1989) und es konnte gezeigt werden, dass ein geringer PrP-Anteil ins Medium bzw. in den
extrazelluldren Raum abgegeben wird (Tagliavini et al., 1992). Die zelluldre Form des
Prionproteins  durchlduft also den ,klassischen” sekretorischen Weg eines
membranstindiges Proteins {iber den ER/Golgi-Komplex, erfahrt dabei mehrere
posttranslationelle Modifikationen und nimmt wihrenddessen seine korrekte
Konformation mit der Ausbildung der a-helikalen Strukturen und einer Disulfidbriicke
(Cys178-Cys213) im C-terminalen Bereich des Proteins ein.

Einen entscheidenden Beitrag zur Aufkldrung der fiir den zelluldren Transport und
Metabolismus von PrP¢ und PrP* bedeutsamen Sequenzmotive konnte der Einsatz
definierter PrP-Mutanten leisten. Da dem Prionprotein wihrend der Umwandlung von PrP®
zu PrP%° gravierende Konformationsinderungen widerfahren, wurden Mutationen in PrP-
Abschnitte  eingefiigt, die fiir die Ausbildung von Sekundirstrukturen als

(mit)verantwortlich betrachtet wurden. Es konnte gezeigt werden, dass Prionproteine, die
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Deletionen in a-helikalen Bereichen aufwiesen bzw. keine Disulfidbriicke mehr ausbilden
konnten, ihre Fiahigkeit, PK-resistentes PrP in Scrapie-infizierten Neuroblastomzellen
(ScN2a) zu bilden, verloren (Muramoto et al., 1996; Yanai et al., 1999). Im Gegensatz
dazu zeigten Deletionen in nicht bzw. kaum strukturierten Bereichen von PrP keinerlei
Auswirkungen auf die Umwandelbarkeit von PrP¢ zu PrP*. So fiihrte sowohl die Deletion
der Aminoséduren 23-88 als auch das Entfernen der GPI-Erkennungssequenz (Aminosiuren
231-254) von Maus-PrP zu PK-resistentem PrP in ScN2a-Zellen (Rogers et al., 1993). In
transgenen Studien mit PrP- knockout“-Méusen konnte gezeigt werden, dass durch die
Einbringung verkiirzter PrPs, denen die Aminosduren 69-84 und 32-80 (Fischer et al.,
1996) bzw. 32-93 (Flechsig et al., 2000) fehlten, die Empfanglichkeit fiir Scrapie wieder
hergestellt werden konnte und es nach einer Prion-Infektion zu einer (wenn auch
reduzierten) Akkumulation von PrP* in den Hirnen der Tiere kam. Diese Daten wurden als
Hinweis gedeutet, dass der amino-proximale Bereich des reifen Prionproteins fiir die
Bildung von PrP*¢ bzw. die Entstehung der TSE nicht von Bedeutung zu sein scheint. Fiir
eine Funktion dieses Bereiches von PrP¢ sprechen jedoch sowohl die verlingerten
Inkubationszeiten (nach einer Prion-Infektion) dieser transgenen Mause (Flechsig et al.,
2000) als auch das Vorhandensein eines hoch konservierten Sequenzmotivs innerhalb
dieser Region. So weisen alle bislang bekannten Prionproteine (auler Xenopus-PrP,
unpublizierte Daten) im N-terminalen Bereich Tandem-Wiederholungen eines Peptids auf,
fiir das eine Affinitdt zu Kupferionen beschrieben werden konnte (Hornshaw et al., 1995;
Schitzl et al., 1995; Brown et al., 1997; Viles et al., 1999; Wopfner et al., 1999, Kramer et
al., 2001). Humanes (und murines) PrP besitzt vier Wiederholungen einer 8-
Aminosdurensequenz (Oktapeptid), die sich zwischen der Aminosdureposition 59 und 90
befindet. Die Bedeutung dieses Sequenzmotivs erfuhr eine zusitzliche Aufmerksamkeit
durch die Entdeckung, dass eine Erhohung der Oktapeptid-Anzahl (iiber die des nativen
PrPs hinaus) beim Menschen mit einer familidren, vererbbaren Form der Prionkrankheiten
assoziiert ist.

Generell bilden die familidre CJD, das Gerstmann-Striussler-Scheinker-Syndrom (GSS)
und die todliche familidre Schlaflosigkeit (FFI) die Gruppe der vererbbaren Formen
humaner TSEs, die zusammen ca. 10 % der gesamten Erkrankungsfille von
Prionkrankheiten ausmachen. Fiir diese Krankheiten, die mit nahezu vollstindiger
Penetranz autosomal-dominant vererbt werden, konnten bislang in allen untersuchten

Féllen Punktmutation oder Insertionen im Prionprotein-Gen des Menschen (PRNP)
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verantwortlich gemacht werden. Des weiteren konnte in einigen Fillen das
Hirngewebsmaterial betroffener Patienten als hochinfektids beschrieben werden (Ferber et
al., 1974; Masters et al., 1981; Tateishi et al., 1995; Tateishi & Kitamoto, 1995). Im
Rahmen der Prion-Hypothese werden die familidren Prionkrankheiten so interpretiert, dass
durch die Mutationen im PRNP-Gen ,,instabilere* Prionproteine entstehen, die mit einer
geringeren Aktivierungsenergie in eine oder mehrere pathogene Formen iibergehen und
eine autokatalytische Kettenreaktion auslésen konnen. In transgenen Maédusen konnte
gezeigt werden, dass die Expression eines Prionproteins mit zusétzlichen neun
Oktapeptiden zu der Ausbildung neurologischer Stérungen (Chiesa et al., 1998) und dass
die Expression einer GSS-assoziierten PrP-Mutante (PrP P102L) zu der spontanen
Entstehung einer spongiformen Enzephalopathie fiihrte (Hsiao et al., 1989, 1990, 1994). In
Zellkulturstudien konnte ebenfalls fiir diese beiden, aber auch fiir andere Mutationen in
PRNP, die mit vererbbaren Formen der Prionkrankheit assoziiert sind, biochemische
Eigenschaften der PrP-Mutanten beschrieben werden, die charakteristisch fiir PrP* sind
(Rogers €t al., 1993; Lehmann & Harris, 1995, 1996a, 1996b, 1997, Petersen et al., 1996;
Daude et al., 1997; Priola & Chesebro, 1998; Zanusso et al., 1999). Die bislang
identifizierten, Krankheits-assoziierten Mutationen befinden sich mit Ausnahme der
Insertmutationen der Oktapeptidregion im zentralen und C-terminalen Bereich von PrP und
fiihren entweder zu einzelnen Aminosaure-Austauschen oder zu Kettenabbriichen (Windl
et al., 1999). Eine dieser Mutationen verursacht die Zerstorung des Erkennungsmotivs
einer (der N-terminaleren) Glykosylierungsstelle im Prionprotein, so dass diese PrP-
Mutante (PrP T183A) nur noch in der un- und einfach-glykosylierten Form synthetisiert
wird (Rogers et al., 1990; Nitrini et al., 1997; Lehmann & Harris, 1997; Windl et al., 1999;
Finckh et al., 2000).

Wie sehr sich jedoch auf zelluldrer Ebene die Pathogenese sowohl innerhalb der Gruppe
der vererbbaren Formen als auch im Vergleich zu den sporadischen (mit unbekannter
Ursache) und erworbenen Prionkrankheiten unterscheidet, konnte bislang noch nicht
aufgeklirt werden. Studien zur Biogenese von PrP ermittelten als wahrscheinlichste
zellulire Stelle der Interaktion von PrP® und PrP% einen Ort, der (entlang des
sekretorischen Weges von PrP) jenseits des ERs liegt (Taraboulos et al., 1990, 1992;
Caughey et al., 1991b). Sowohl biochemische als auch elektronenmikroskopische
Untersuchungen beschrieben als Dominen der PrP -Umwandlung zu PrP*® sogenannte

Hrafts bzw. Glykolipid-reiche Mikrodoménen oder CLDs (,,caveolae-like domains®) und
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die anschlieBende Akkumulation von PrP*® entlang eines endocytotischen Weges sowohl
in CLDs als auch in Lysosomen und ,spiten“ Endosomen (Caughey et al., 1991b;
McKinley et al., 1991; Borchelt et al., 1992; Laszlo et al., 1992; Taraboulos et al., 1992,
1995; Arnold et al., 1995; Harmey €t al., 1995; Vey et al., 1996). Die Mechanismen, die
letztlich fiir die Entstehung und anschlieBenden Verbreitung von PrP* verantwortlich sind
bzw. den neuropathologischen Verdnderungen zugrunde liegen, konnten jedoch noch nicht
beschrieben werden. Da fiir einige PrP-Mutanten der vererbbaren Formen schon
abweichende zellulire Phédnotypen gezeigt werden konnten (Lehmann & Harris, 1995,
1996a, 1996b, 1997, Zanusso et al., 1999), scheint es hochst fragwiirdig, ob diese
Prionproteine die selben pathogenen Mechanismen wie (nicht mutiertes) PrP* vollziehen.
So konnten fiir zwei Krankheits-assoziierte PrP-Mutanten (PrP Y145X und PrP T183A)
definiert unterschiedliche intrazelluldre Lokalisationen ermittelt werden, welche die
Akkumulation dieser Proteine entlang eines endocytotischen Weges als sehr

unwahrscheinlich erscheinen lassen (Lehmann & Harris, 1997; Zanusso et al., 1999).

Da fiir die Mehrzahl der PrP-Mutanten, die mit einer familidren Prionkrankheit assoziiert
sind, zwar biochemische Daten beziiglich ihrer PK-Resistenz und Detergenzunloslichkeit
beschrieben worden sind, jedoch nur sehr wenig iiber ihre Zellbiologie bekannt ist, sollten
im Rahmen dieser Doktorarbeit PrP-Chiméren mit dem griinen Fluoreszenzprotein (GFP)
als Markerprotein hergestellt werden (Prasher et al., 1992; Chalfic et al., 1994). Die GFP-
PrP-Chimére sollte dabei nicht nur als Markerprotein einer stattfindenden bzw. nicht
stattfindenden PrP-Expression dienen, sondern eine Observation des zelluldren Transports
von Prionproteinen in lebenden Zellen ermoglichen. Zahlreiche Studien konnten bereits
zeigen, dass die Fusion von GFP mit diversen Peptidsequenzen bzw. vollstindigen
Proteinen zu einer definierten Lokalisation dieser Fusionsproteine in den transfizierten
Zellen fiihrte. So konnten Untersuchungen iiber den zelluldren Transport sowohl fiir
cytosolische oder nukleédre Proteine als auch fiir membransténdige, sekretorische Proteine
beschrieben werden (Kaether & Gerdes, 1995; Presley et al., 1997; Wacker et al., 1997,
Jaegly et al., 1998; Simon et al., 1998; Lechardeur et al., 2000). Dabei konnte auch schon
gezeigt werden, dass GFP in Verbindung mit Signalsequenzen (ER-Signalpeptid) und C-
terminalen, hydrophoben Dominen bzw. GPI-,,Ankern” einen Transport entlang des
sekretorischen Pfades vollzieht und eine GPI-, verankerte Lokalisation auf der

Zelloberflache aufweist (Kondoh et al., 1999; Simonova et al., 1999; Patankar et al., 2000;
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Nichols et al., 2001). Ausgehend von der Einsatzmoglichkeit von GFP als Markerprotein
bzw. Fusionspartner von sekretorischen Proteinen, sollte das griine Fluoreszenzprotein als
integraler Bestandteil in wt Maus-PrP inseriert werden, so dass eine GFP-wtPrP-Chimire
entsteht, die weitestgehend den bereits bekannten zelluldren Eigenschaften von nativem wt
PrP entspricht. Daran anschlieBend sollte mit dieser GFP-PrP-Chimére ein Modellsystem
zur Aufklarung des zelluldren Transports bzw. der Lokalisation von PrP-Mutanten etabliert

werden.



2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien

Acrylamid

(40 %; Verhiltnis AA/BAA=37,5:1)
Agar

Agarose

APS

Bacto-Hefeextrakt
Bacto-Trypton

BCIP

BSA

Desoxyribonukleotide
DMSO

Harnstoff

I-Block™

Long Ranger™ (Acrylamid)
NBT

Nonidet P-40

Phenol

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

Alle weiteren Chemikalien wurden von den Firmen Merck (Darmstadt),

(Heidelberg), Sigma (Tautkirchen) und Bio-Rad (Miinchen) bezogen.

2.1.2. Enzyme und Antibiotika

Ampicillin
Brefeldin A

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Serva



Klenow-Fragment der DNA Polymerase |
Doxycyclin

Geneticin® (G418)

Hygromycin B

Penicillin/Streptomycin (P/S)
Pfu-DNA-Polymerase
Phosphatidylinositol-spezifische
Phospholipase C (PIPLC)

PNGase F

Proteinase K

Restriktionsendonukleasen

T4-DNA-Ligase

2.1.3. ,Kits* zur Behandlung von DNA

Plasmid Midi Extraction Kit
QIAEX" II Gel Extraction Kit
Thermo Sequenase fluorescent
labeled primer cycle sequencing

kit with 7-deaza-dGTP

2.1.4. DNA- und Protein-, Standar ds"

DNA-L angenstandard
1-kb-DNA-Leiter
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Promega, Heidelberg

Sigma, Taufkirchen

Gibco BRL, Eggenstein

Roche, Mannheim

Seromed, Biochrom KG, Berlin

Stratagene, Amsterdam, Niederlande

Sigma, Taufkirchen

New England Biolabs, Bad Schwalbach
Roche, Mannheim

Promega, Heidelberg; New England
Biolabs, Bad Schwalbach

Promega, Heidelberg

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Amersham/Pharmacia Biotech, Freiburg

Gibco BRL, Eggenstein

Fragmentlidngen (bp): 12216, 11198, 10180, 9162, 8144, 7126, 6108, 5090, 4072, 3054,
2036, 1636, 1018, 506 und 8 kleinere Fragmente.
Die DNA-Lingenstandardlosung wurde mit TE-Puffer und 1 x DNA-Auftragspuffer auf

eine DNA-Konzentration von 0,1 pg/ul eingestellt.



17

SDS-PAGE Protein-Molekularstandard

,Broad Range®, vorgefarbt Bio-Rad, Miinchen

Der Protein-Standard lieferte folgende MolekulargroBen:

Myosin, M; 202000; [-Galaktosidase, M, 116000; Rinderserum Albumin, M, 84000;
Ovalbumin, M; 50100; Carbonische Anhydrase, M; 35700; Sojabohnen Trypsininhibitor,
M; 29300; Lysozym, M; 21200; Aprotinin, M; 7500

2.1.5. Verbrauchsmaterialien zum Arbeiten mit Bakterien und eukaryontischen
Zéellen

Einfrierréhrchen (2,0 ml) fiir Zellen Nunc, Wiesbaden
(Steril-)Filter Schleicher & Schiill, Dassel
Kulturgefille, Plastikwaren Sarstedt, Braunschweig; Nunc, Wiesbaden;

Greiner, Solingen

Pipetten 2,5; 5 ml; 10 ml; 25 ml Sarstedt, Braunschweig
Reaktionsgefile 0,5; 1,5; 2,0 ml Sarstedt, Braunschweig;
Biozym, Hess. Oldendorf
Skalpelle Aesculap, Tuttlingen
Zellkratzer Sarstedt, Braunschweig
ZentrifugiergefaBle 15 und 50 ml Sarstedt, Braunschweig

2.1.6. Verbrauchsmaterial fur , Western blots’

PVDEF-Immobilon™-P
Transfer-Membrane Millipore, Morlsheim

Whatman 3MM Filterpapier Schleicher & Schiill, Dassel
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2.1.7. Lésungen und Puffer fur Arbeiten mit DNA

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

10 x Klenow-Puffer (Promega)
500 mM Tris/HCI; pH 7,2; 100 mM MgSO4; 1 mM DTT

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

Medium A
LB-Medium mit 10 mM MgSO4x 7 H,0O und 0,2 % (v/v) Glucose

P1-Puffer (Qiagen)
200 mM Tris/HCIL; pH 8,0; 10 mM EDTA; RNAse A (100 pg/ml)

P2-Puffer (Qiagen)
200 mM NaOH; 1 % (w/v) SDS

P3-Puffer (Qiagen)
3,0 M Kaliumacetat; pH 4,8

Phenol/TE
Phenol, mit TE-Puffer geséttigt

Phenol/Chlor ofor m/I soamylalkohol
1 Vol. Phenol/TE mit 1 Vol. Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)

QBT-Puffer (Qiagen)
750 mM NacCl; 50 mM MOPS; pH 7,0; 15 % (v/v) Ethanol; 0,15 % Triton X-100
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QC-Puffer (Qiagen)
1,0 M NaCl; 50 mM MOPS; pH 7,0; 15 % (v/v) Ethanol

QF-Puffer (Qiagen)
1,25 M NaCl; 50 mM Tris/HCI; pH 8,5; 15 % (v/v) Ethanol

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

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

Tris-Puffer

Trishydroxymethylaminomethan in bidestilliertem Wasser auflosen und den pH mit Sdure
einstellen. Fiir Tris/HCI Salzsdure fiir Tris/Acetat Essigsdure verwenden. Der pH-Wert von
Tris-Puffern kann mit gewdhnlichen Elektroden nicht genau bestimmt werden und wurde

deshalb mit pH-Indikatorpapier tiberpriift.

2.1.8. Losungen und Puffer fir Proteinarbeiten und Arbeiten in der Zelkultur

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

10% APS

0,1 g Ammoniumpersulfat in 1 ml H,O

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

Blocking-Puffer
1 x PBS; 0,2 % (w/v) I-Block™ (Tropix); 0,1 % (v/v) Tween 20
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Blotting-Puffer
0,025 M Tris; 0,192 M Glycin; 0,1 % (w/v) SDS; 20 % Methanol

Laufpuffer fir SDS-PAGE
0,025 M Tris; pH 8,3; 0,192 M Glycin; 0,1 % (w/v) SDS

NBT-L 6sung
50 mg NBT pro ml in 70 % DMF

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

PBS(+)
PBS; 1,0 mM Ca®"; 0,5 mM Mg*"

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

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

Bromphenolblau

4 x Sammelgelpuffer
0,5 M Tris/HCI; pH 6,8

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

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

4 x Trenngelpuffer
1,5 M Tris/HCI; pH 8,8



21

Zéellysispuffer

TNE-Puffer; 0,2 % (w/v) Sarcosyl

2.1.9. Nahrmedien fir die Mikrobiologie

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

TB-Medium
1,2 % (w/v) Trypton; 2.4 % (w/v) Hefeextrakt; 0,4 % (v/v) Glycerin; nach dem
Autoklavieren Zugabe von steriler Kaliumphosphatlosung (Endkonzentration: 17 mM

KH2P04, 72 mM KZHPO4)

Die Medien wurden 20 min bei 121°C autoklaviert. Danach wurde nach Bedarf das

Antibiotikum Ampicillin (Endkonzentration 100 pg/ml) dem Medium zugesetzt.

L B-Platten

LB-Medium mit zusitzlich 15 g Agar

2.1.10. Medium fur eukaryontische Zellen

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)

mit 1,0 g/l Glucose, ohne L-Glutamin Bio Whittaker, Belgien

2.1.11. Medienzusatze und gepufferte Salzlésungen

FCS Seromed, Biochrom KG, Berlin;
Clontech, Palo Alto, USA
L-Glutamin (200 mM) Seromed, Biochrom KG, Berlin

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

Instamed PBS Dulbecco Seromed, Biochrom KG, Berlin
Trypsin/EDTA (10 x),
(0,2 % (w/v) in PBS, ohne Ca*" und Mg*") Seromed, Biochrom KG, Berlin

2.1.12. Zdlkulturmedium

DMEM

+ 10 % (v/v) inaktiviertes FCS
+ 1% (v/v) L-Glutamin

+ 1% (v/v) P/S

2.1.13. Escherichia coli-Stamme

DH1 (Bachmann, 1987)
F endAl recAl hsdR17 (rymy") SUPE44 thil gyrA96 relAl

GM 2163 (Woodcock et al., 1989)
F~ ara-14 leuB6 thi-1 fhuA31 lacY 1 tsx-78 galK2 gal T22 supE44 hisG4 rpsL136 (Str")
xyl-5 mtl-1 dam13::Tn9 (Cam") dcm-6 merB1 hsdR2 (rg-mg+) merA

XL 1-Blue (Bullock €t al., 1987)
recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’proAB laclZAM15 Tnl0 (Tet')]*

2.1.14. Eukaryontische Zédlllinien

N2a (Neuro-2a, ATCC CCL-131, American Type Culture Collection, Rockville,
Maryland, USA)
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rN2a-tTA, Klon 26 (Lorenz, 1997; Windl et al., 1999)

rN2a-tTA, Klon 29 (Lorenz, 1997, Windl et al., 1999)

rrN2a-tTA-PrP, Klon 74 (Lorenz, 1997; Windl et al., 1999)

2.1.15. Mutagenese-Oligodesoxyribonukleotide

fur GFPA1
5'-GGTAAAGGAGAAGAAC-3
5-CATGGTGGCGACCGGT-3'

far PrP P101L
5'-TCAGCAAACCAAAAACC-3
5-GCTTGTTCCACTGATTA-3'

far PrP W144X
5’-CCATTTTGGCAACGACTAGGAGGACCGCTACTACCG-3’
5’-ATCATGGGCCTGCTCACGGCGCTCCCC-3”

far PrP Q159X
5’-GTACCGCTACCCTAACTAAGTGTACTACAGGCC-3’
5’-ATGTTTTCACGGTAGTAGCGGTCCTCCCAGTCG-3’

far PrP D177N
5-AACTGCGTCAATATCACC-3'
5-GTGCACGAAGTTGTTCTG-3'

far PrP T182A
5-GCCATCAAGCAGCAC-3'
5-GATATTGACGCAGTCG-3'
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far PrP T187K
5’-CCATCAAGCAGCACAAGGTCACCACCACCACC-3’
5’>-TGATATTGACGCAGTCGTGCACGAAG-3’

far PrP T187R
5-GGGTCACCACCACCACCAAG-3'
S“TGTGCTGCTTGATGGTGATATTG-3'

far PrP T198A

5-GCCGAGACCGATGTG-3'

S-GAAGTTCTCCCCCTT-3'

far PrP E199K

5'-AAGACCGATGTGAAGATG-3'

5-GGTGAAGTTCTCCCCCT-3'

2.1.16. Plasmide

Tabelle 1. Vektoren

Name relevante Merkmale Herkunft/Referenz

pBluescript® IT SK (-) Klonierungsvektor; Ap" Stratagene, La Jolla, USA

pcDNA3.1 Saugerzellen-Expressionsvektor; Invitrogen, Leed, Niederlande
CMV-Promotor; SV40 poly(A), Ap'

pUHD 10-3 Induzierbarer Saugerzellen- ZMBH, AG H. Bujard, Heidelberg;
Expressionsvektor; CMV- Gossen & Bujard, 1992; Gossen et
Minimalpromotor; SV40 poly(A), al., 1995
Ap'

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




Tabelle 2. cDNAsin Expressionsvektoren fur Sauger zellen
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Name Expressionsplasmid fir: Herkunft/Referenz
pHL1 wt Maus-PrP ORF Lorenz, 1997, Windl et al.,
1999
pS65T-C1 GFP-S65T Clontech, Heidelberg
pGFP-wtPrP GFP-wtPrP-Chimére diese Arbeit
pGFP-PrP P101L GFP-wtPrP-Chimére mit PrP-Mutation von diese Arbeit
Prolin 101 zu Leucin
pGFP-PrP W144X GFP-PrP-Chiméare mit PrP-Nonsense- diese Arbeit
Mutation von Tryptophan 144 zu Stop
pGFP-PrP Q159X GFP-PrP-Chiméare mit PrP-Nonsense- diese Arbeit

Mutation von Glutamin 159 zu Stop

pGFP-PrP D177N

GFP-PrP-Chimére mit PrP-Mutation von

Asparaginsdure 177 zu Asparagin

diese Arbeit

pGFP-PrP T187K GFP-PrP-Chimére mit PrP-Mutation von diese Arbeit
Threonin 187 zu Lysin

pGFP-PrP T187R GFP-PrP-Chimére mit PrP-Mutation von diese Arbeit
Threonin 187 zu Arginin

pGFP-PrP T182A GFP-PrP-Chimére mit PrP-Mutation von diese Arbeit
Threonin 182 zu Alanin

pGFP-PrP T198A GFP-PrP-Chimére mit PrP-Mutation von diese Arbeit
Threonin 198 zu Alanin

pGFP-PrP T182A/T198A | GFP-PrP-Chimére mit PrP-Mutationen von diese Arbeit
Threonin 182 und 198 zu Alanin

pGFP-PrP E199K GFP-PrP-Chimére mit PrP-Mutation von diese Arbeit
Glutaminsdure 199 zu Lysin

pGFP-mhPrP GFP-Maus/Mensch-wtPrP-Chimére diese Arbeit

pGFP-mhPrP+50p GFP-Maus/Mensch-PrP-Chimére mit diese Arbeit
Insertion von 5 weiteren PrP-Oktapeptiden

pGFP-mhPrP+60p GFP-Maus/Mensch-PrP-Chimére mit diese Arbeit
Insertion von 6 weiteren PrP-Oktapeptiden

pGFP-mhPrP+90p GFP-Maus/Mensch-PrP-Chimére mit diese Arbeit

Insertion von 9 weiteren PrP-Oktapeptiden




2.1.17. Immunologische Detektion

Folgende Antikorper wurden fiir immunologische Detektionen in der angegebenen

Verdiinnung in der ,,Western blot*“*- bzw. Immunfluoreszenzanalyse** eingesetzt:

Tabelle 3. Antikor per

Bezeichnung

Spezifikation

Verdinnung

Herkunft/Referenz

anti-PrP-Antikor per
Kan72

6H4
3F4

Kaninchen, polyklonal

Maus, monoklonal

Maus, monoklonal

1:2000 (Wb)*
1:200 (IF)**
1:2000 (Wb)
1:10000 (Wb)

Holscher et al., 1998

Prionics AG, Basel, Schweiz

Kascsak et al., 1987

anti-GFP-Antikor per

anti-GFP, polyklonal Kaninchen, polyklonal 1:2000 (WD) Clontech, Heidelberg
anti-GFP, monoklonal Maus, monoklonal 1:500 (Wb) Clontech, Heidelberg
anti-Golgi-Antikor per

anti-58K Protein Maus, monoklonal 1:50 (IF) Sigma, Taufkirchen

Sekundar-Antikor per
anti-Maus IgG,
AP-gekoppelt
anti-Kaninchen IgG,
AP-gekoppelt
anti-Maus IgG,

Texas Red-gekoppelt
anti-Kaninchen IgG,
TRITC-gekoppelt

Ziege, polyklonal

Ziege, polyklonal

Kaninchen, polyklonal

Ziege, polyklonal

1:10000 (Wb)

1:10000 (Wb)

1:50 (IF)

1:50 (IF)

Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg
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2.2. Mikrobiologische und genetische Arbeitsmethoden

Die folgenden Methoden und Vorschriften wurden, soweit nicht anders angegeben, dem

Laborhandbuch ,,Molecular Cloning®™ von Sambrook et al. (1989) entnommen.

2.2.1 Lagerung von Bakterienstdmmen

Hiufig verwendete Bakterienstimme wurden auf LB-Agarplatten mit den entsprechenden
Antibiotika tiber Nacht bei 37°C inkubiert und anschlieBend bei 4°C iiber einen Zeitraum

von bis zu 3 Wochen gelagert.

2.2.2. Stammhaltung von E. coli-Kulturen

Zur Herstellung von E. coli-Stammkulturen wurden jeweils 0,9 ml einer Ubernachtkultur

mit 0,1 ml Glycerin versetzt und bei -80°C gelagert.

2.2.3. Anzuchtbedingungen und Wachstumsmessung

E. coli wurde aerob in Reagenzgldsern oder Erlenmeyerkolben bei 37°C in einem
Schiittelinkubator bei 180-250 rpm angezogen. Bei der Verwendung von LB-Medium
wurde tiber Nacht und bei der Verwendung von TB-Medium fiir 6-8 Stunden inkubiert.

Das Wachstum der Zellen wurde durch Triilbungsmessung (Ultrospec II, Pharmacia) bei

einer Wellenldnge von 600 nm gegen LB-Medium verfolgt.

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

50 ml Medium A wurden mit 0,5 ml einer E. coli-Ubernachtkultur angeimpft und unter

Schiitteln bei 37°C bis zum Erreichen der mittleren logarithmischen Phase (ODgpp = 0,4-

0,6) inkubiert. Darauthin wurden die Zellen fiir ca. 10 min auf Eis gestellt, anschlieBend
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bei 4000 rpm und 4°C fiir 10 min pelletiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen
wurden danach mit 0,5 ml vorgekiihltem Medium A resuspendiert und nach Zugabe von
2,5 ml Losung B gut gemischt. Die kompetenten Zellen wurden in Aliquots von 0,1 ml

aufgeteilt und bis zur Transformation bei -80°C gelagert.

2.2.5. Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA

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

2.2.6. Allgemeine M ethoden zum Arbeiten mit DNA

2.2.6.1. Fallung von DNA mit Ethanol

Die Ethanolfillung diente der Konzentrierung von DNA und der teilweisen Entfernung
von Proteinen, Salzen und freien Nukleotiden. Dabei wurde die Konzentration
monovalenter Kationen erhoht, welches, durch Erhohung der Dielektrizititskonstante, die
AbstofBung der negativen Ladungen des Phospodiester-Riickgrats vermindert, wodurch bei
Losungsmittelentzug durch Zugabe von Ethanol die DNA-Féllung ermoglicht wird.

Das Volumen der DNA-Losung wurde bestimmt und mit 1/10 Vol. 3 M Na-Acetat- oder 7
M NHy-Acetat-Losung gemischt. Der Ansatz wurde mit 2-3 Vol. Ethanol versetzt und
griindlich gemischt. Die Prézipitation erfolgte fiir 30 min bei -80°C oder 60 min bis iiber
Nacht bei -20°C. Die DNA wurde durch Zentrifugation (10 min, 14000 rpm, 4°C)
pelletiert, anschlieBend einmal mit 200 pl 70 %igem Ethanol gewaschen und erneut
zentrifugiert (5 min, 14000 rpm, RT). Das DNA-Prazipitat wurde im Exsikkator oder bei

RT getrocknet und in dem gewiinschten Volumen TE-Puffer oder H,O aufgenommen.
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2.2.6.2. Extraktion von DNA mit Phenol/Chlorofor m/l soamylalkohol

Zur Entfernung von Proteinen, Ethidiumbromid oder Resten anderer hydrophober
Kontaminationen diente die Extraktion von DNA mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol.

Die DNA-L6sung wurde mit 1 Vol. Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol versetzt, griindlich
gemischt und zur Beschleunigung der Phasentrennung 5 min zentrifugiert (14000 rpm,
RT). Die DNA in der wéssrige Oberphase wurde in ein neues Reaktionsgefal3 iiberfiihrt

und bei Bedarf einer Fillung mit Ethanol unterzogen.

2.2.6.3. Konzentrationsbestimmung der DNA

10 pl der DNA-Losungen wurden auf 0,5 ml mit H,O aufgefiillt und die Konzentrationen
durch Messung der ODyg in einer Quarzkiivette (Schichtdicke: 1 cm) gegen 0,5 ml H,O
bestimmt. Ein OD,-Wert von 1 entsprach einer Konzentration von 50 pg dsDNA/ml.

Der Quotient OD,/OD, . wurde als MaB fir die Reinheit der DNA herangezogen. Fiir

sehr reine DNA-Losungen betridgt das Verhéltnis 1,8 bis 1,95. Niedrigere Werte sind ein
Indiz fiir die Anwesenheit von Proteinen und Verunreinigungen mit Phenol.

Geringe DNA-Mengen wurden nach elektrophoretischer Auftrennung im Agarosegel {iber
ihre Fluoreszenzintensitit unter UV-Licht durch Vergleich mit einem DNA-Standard

bekannter Konzentration bestimmt.

2.2.6.4. Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Fiir Restriktionsspaltungen wurde das Gesamtvolumen des Ansatzes so gewéhlt, dass die
Enzym-Stammldsung wenigstens 1:10 verdiinnt wurde, um unspezifische Reaktionen
aufgrund zu hoher Glycerinkonzentrationen zu vermeiden. Pro pg DNA wurden etwa 1-2
Einheiten (Units) des Enzyms und 0,1 Vol. des entsprechenden 10fach Restriktionspuffers
zugegeben. Die Inkubation erfolgte i. d. R. bei 37°C fiir eine bis mehrere Stunden. Die

Spaltung wurde mittels einer Agarosegelelektrophorese tiberpriift.
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2.2.7. I solierung von Plasmid-DNA

2.2.7.1. Minipraparation von Plasmid-DNA

3 ml LB-Selektionsmedium (LB-Medium + 100 pg/ml Ampicillin) wurden mit dem
Plasmid-tragenden E. coli-Stamm beimpft und iiber Nacht bei 37°C geschiittelt. Nach
Zentrifugation (1 min, 14000 rpm, RT) von 1,5 ml dieser Bakterienkultur wurde das
Zellpellet nach Verwerfen des Uberstandes in 150 pl P1-Puffer resuspendiert. Nach
fiinfminiitiger Inkubation bei RT erfolgte die Lyse durch Zugabe von 150 pl P2-Puffer.
Das Lysat wurde mehrmals geschiittelt, mit 150 pl eiskaltem P3-Puffer neutralisiert und
mindestens 5 Minuten auf Eis belassen. Nach einer Zentrifugation (5 min, 14000 rpm, 4°C)
wurde die DNA im Uberstand mit 1 Vol. Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol extrahiert

und einer Fillung mit Ethanol unterzogen.

2.2.7.2. Midipraparation von Plasmid-DNA (Qiagen-M ethode)

30-40 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin wurden mit 0,5 ml Bakterienkultur
beimpft und tiber Nacht bei 37°C im Inkubator geschiittelt. Die Kultur wurde im JA-17-
Roéhrchen fiir 3 min bei 5000 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Bakterienpellet in 4 ml P1-Puffer resuspendiert. Die Suspension wurde mit 4 ml P2-Puffer
versetzt, vorsichtig gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Anschlieend wurde der Ansatz
durch Zugabe von 4 ml eiskaltem P3-Puffer neutralisiert und 15 min auf Eis inkubiert. Die
Suspension wurde 30 min bei 16000 rpm zentrifugiert (4°C), der Uberstand vorsichtig mit
einer Pipette entnommen und auf eine mit 4 ml QBT-Puffer dquilibrierte Qiagen-100-Séule
gegeben. Die Sdule wurde zweimal mit 10 ml QC-Puffer gewaschen, die Plasmid-DNA
anschlieend mit 5 ml QF-Puffer eluiert und in einem JA-17-Réhrchen aufgefangen. Die
DNA wurde mit 0,7 Vol. Isopropanol gefillt (15 min auf Eis) und bei 16000 rpm bei 4°C
pelletiert. Das Pellet wurde mit 70 %igem Ethanol gewaschen, bei RT getrocknet und in
einem geeigneten Volumen TE-Puffer oder H,O aufgenommen. AbschlieBend wurde die
DNA-Konzentration durch eine OD,g-Messung bestimmt und Aliquots zur weiteren

Verwendung bei -20°C gelagert.
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2.2.7.3. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agar osegelen

Fiir die Extraktion von DNA aus Agarosegelen wurde das QIAEX" II-Kit (Qiagen, Hilden)
angewendet. Es wurden die beigefiigten Puffer verwendet und die Extraktion anhand des
mitgelieferten Protokolls wie folgt durchgefiihrt. Die DNA-Bande wurde {iber dem UV-
Leuchttisch mit einem Skalpell aus dem Agarosegel herausgeschnitten und in ein
Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Etwa 3 Vol. Puffer QX1 wurden auf das Gelstiick gegeben und
in Abhéngigkeit von der DNA-Menge verschiedene Volumina der griindlich gemischten
QIAEX II-Suspension (10 pl bei < 2 pg DNA, 30 pl bei 2-10 pg DNA) zugefiigt. Der
Ansatz wurde 10 min bei 50°C inkubiert und dabei alle 2 min kurz gemischt (Vortexgerat)
um eine gleichmifige Verteilung der Suspension zu gewéhrleisten. Nach einer
Zentrifugation (30 s, 14000 rpm, RT) wurde der Uberstand verworfen und das Pellet
einmal mit Puffer QX1 und zweimal mit Puffer PE gewaschen (jeweils 500 pl Puffer,
resuspendieren mittels Mischen am Vortexgerdt und zentrifugieren fiir 30 s bei 14000 rpm
und RT). Das Pellet wurde an der Luft getrocknet und zur Elution der DNA in 20 pl H,O
resuspendiert. Nach Inkubation fiir 5 min bei der jeweils empfohlenen Temperatur (DNA-
Fragmente < 4 kb bei RT, DNA-Fragment 4-10 kb bei 50°C) wurde die Suspension
zentrifugiert (30 s, 14000 rpm, RT), der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal iiberfiihrt,
die Elution mit 10 pl H,O wiederholt und die DNA-Ldsungen vereinigt. Qualitdt und

Konzentration der eluierten DNA wurden im Agarosegel liberpriift.

2.2.8. Agarosegelelektrophorese

Fiir die préparative und analytische Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden 0,7 bis 1,5
%ige (w/v) Agarosegele verwendet. Nach dem Kochen der Agarose in 0,5 x TBE-Puffer
wurde 1/2000 Vol. einer Ethidiumbromidlésung (1 mg/ml) zugesetzt, die Agarose in eine
Flachbettschale gegossen und mit einem Kamm versehen, welcher fiir die Ausbildung der
Probenauftragstaschen sorgte. Nach dem Erstarren der Agarose wurde das Gel in eine mit
0,5 x TBE-Puffer gefiillte Flachbettelektrophoresekammer {iberfiihrt und der Kamm
entfernt. Vor dem Auftragen der DNA-Proben wurden diese mit 0,1-0,2 Vol. 6 x DNA-
Auftragspuffer versetzt. Als Lingenstandard diente die 1 kb-DNA-Leiter (Gibco BRL,

Eggenstein). Fiir die Elektrophorese wurden Spannungen von bis zu 120 Volt (Feldstirken
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5-15 V/cm) angelegt. AnschlieBend wurde die DNA durch UV-Licht als fluoreszierende
Banden sichtbar gemacht und fotografiert.

2.2.9. Prgparation von DNA fur die Subklonierung von DNA-Fragmenten in
Plasmidvektoren

Plasmid-DNA wurde mit Restriktionsendonukleasen verdaut und entweder mit
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol oder mittels des QMEX® [I-Kits (Qiagen, Hilden) aus
Agarosegelen extrahiert und mit Ethanol gefallt.

2.2.9.1. Auffillen von 3'-zur tickliegenden DNA-Enden

Bei der Ligation von DNA-Fragmenten mit verschiedenen 5'-iiberhdngenden Enden (sticky
ends) wurden die 3'-zuriickliegenden Stringe durch die entsprechenden Desoxynukleosid-
S5'-triphospate aufgefiillt, so dass doppelstrangige, stumpfe Enden (blunt ends) entstanden.
Diese Reaktion wird durch das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I aus E. coli
katalysiert, welches im Gegensatz zum gesamten Enzym nur die 5', 3'-Polymerase- und die
3', 5'-Exonukleaseaktivitit aufweist.

Nach der Restriktionsspaltung fiir 2-3 Stunden wurden die Endonukleasen durch
fiinfzehnminiitiges Erhitzen auf 65°C inaktiviert und anschlieBend 2 pl Klenow-Fragment
(5 U/ul), 4 pl 10 x Klenow-Puffer und 3 pl ANTP (je 25 mM) zugegeben und mit
bidestilliertem Wasser auf 40 pl aufgefiillt. Nach Inkubation bei 37°C fiir 45 min wurde
der Ansatz auf ein praparatives Gel geladen und das gewiinschte DNA-Fragment aus dem

Gel 1soliert.

2.2.10. Ligation von DNA-Fragmenten in Plasmidvektoren

Die Verkniipfungsreaktion erfolgte unter Einsatz der T4-DNA-Ligase, welche die Bildung

einer Phosphodiesterbindung zwischen dem 3'-Hydroxylende und dem 5'-Phosphatende

von DNA-Molekiilen katalysiert.
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Reaktionsmix:

Vektor-DNA nach Restriktionsverdau (50-200 ng)
DNA-Fragment (5-10facher molarer Uberschuss)
1 x T4-DNA-Ligase-Puffer

T4-DNA-Ligase (1-2 U)

i.d.R. H,O ad10pl

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

iiberpriift.

2.2.11. Polymerase-K ettenr eaktion (PCR)

PCR (Mullis & Faloona, 1987, Saiki et al., 1988) wurden i. d. R. mit einem Volumen von
50 pl in 0,5 ml-PCR-Reaktionsgefden (Biozym, Hess. Oldendorf) in einem Thermoblock
(Biometra, Gottingen; Eppendorf, Hamburg) durchgefiihrt. Um einen Fehleinbau von
Nukleotiden bei der Enzymreaktion weitestgehend zu vermeiden wurde Pfu-DNA-
Polymerase verwendet, die eine deutlich bessere Fehlerkorrekturrate aufweist als z.B. Tag-

DNA-Polymerase. Die Ansétze enthielten folgende Komponenten:

DNA 50-500 ng
,»Primer* je 50 pmol
dNTP-Gemisch (je 10 mM) 1 ul
Pfu-DNA-Polymerase (Stratagene) 1 U
10 x Pfu-Reaktionspuffer (Stratagene) 5 ul
H,0O ad 50 ul

Zum Schutz vor Verdunstung wurden die Ansitze mit sterilem Mineraldl (Sigma,
Taufkirchen) iiberschichtet. Die Denaturierung erfolgte im ersten Zyklus bei 94°C fiir 2

min, danach bei jedem Zyklus bei 94°C fiir 1 min. Die Anlagerungstemperatur wurde
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ausgehend von der errechneten Schmelztemperatur der ,, Primer® empirisch optimiert und
die Kettenverlangerung erfolgte jeweils bei 72°C fur 2,5 min/kb. Nach Abschluss von 20-
25 Temperaturzyklen wurden die PCR-Produkte mittels Agarosegelelektrophorese

analysiert und fur ihre Weiterverwendung prapariert.

2.2.12. DNA-Sequenzanalyse

2.2.12.1. , Cycle sequencing” -Reaktionen

DNA-Sequenzierungen wurden an einem , Li-Cor* DNA-Sequenzierer (MWG Biotech,
Ebersberg) mit Hilfe des ,, Thermo Sequenase fluorescent labeled primer cycle sequencing
kit with 7-deaza-dGTP*  (Amersham/Pharmacia  Biotech,  Freiburg) und
Fluoreszenzfarbstoff-(IRD-800)-markierter ,Primer“-Molekile  (MWG Biotech,
Ebersberg) vorgenommen. Das Verfahren stellt eine Modifikation der Didesoxynukleotid-
K ettenabbruch-Methode (Sanger et al., 1977) dar und beinhatet die Verwendung von
thermostabilen DNA-Polymerasen in  zyklischen Sequenzierreaktionen (,cycle
sequencing”-Reaktionen).

Zur Herstellung des ,,DNA/Primer Premix“ wurden folgende Komponenten in einem 500
pl-PCR-Reaktionsgefal (Biozym, Hess. Oldendorf) gemischt:

DNA 100 ng/kb
» Primer* (IRD-800 markiert) 2 pmol
DMSO 1 Wl
H.O ad 25 ul

Je 2 yl ,G-, A-, T- und C-termination-mix“ (enthalten thermostabile Polymerase und
Reaktionspuffer) wurden in vier 500 pl-PCR-Reaktionsgefalie gegeben, mit je 6 pl des
»DNA/Primer Premix” gemischt und mit 1 Tropfen sterilem Mineral0l Uberschichtet. Die
Sequenzierreaktionen wurden anschlief3end in einer PCR-Maschine (Eppendorf, Hamburg)
mit folgenden Standard-Temperaturzyklen durchgefthrt:
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Denaturierung 95°C 2 min
Denaturierung 95°C 15s
,Primer“-Anlagerung 30s } 25x
Polymerisierung 70°C 30s

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

2.2.12.2. Das Sequenzgel

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

ausgewertet.
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Gellosung fur Sequenziergele:

Harnstoff 21 g

10 x TBE 5 ml
“Long Ranger[] “ 4,3 ml
TEMED 50 ul
10 % (w/v) APS 250 ul
H,O ad 50 ml

2.3. Methoden zur Arbeit mit eukaryontischen Zelen und fur

Proteinarbeiten

Die folgenden Methoden und Vorschriften wurden, soweit nicht anders angegeben, den
Laborhandbiichern ,,Antibodies* von Harlow & Lane (1988) und ,,Cells* von Spector €t al.
(1998) entnommen.

Die Zellen wurden in wassergesittigter Atmosphire bei 10 % CO, und 37°C kultiviert.
Medien und Losungen wurden, wenn nicht anders angegeben, auf 37°C vorgewdrmt und
alle Arbeiten mit sterilem Plastikmaterial (Pipetten, Gewebekulturschalen, -flaschen und -

platten) durchgefiihrt.

2.3.1. Trypsinieren von Zellen

Das Medium wurde von der Gewebekulturschale, -flasche oder -platte griindlich entfernt
und die Zellen in Abhédngigkeit von der Zelldichte, der Aufbewahrungsdauer der Zellkultur
und dem Zelltyp in einem empirisch ermittelten Volumen Trypsin/EDTA fiir bis zu 5 min
bei 37°C inkubiert. Das durch die Protease Trypsin verursachte Abrunden und somit
Ablosen der Zellen konnte wihrenddessen sowohl mikroskopisch als auch makroskopisch
kontrolliert werden. Die Reaktion wurde durch Zugabe von serumhaltigem Medium

gestoppt, die Zellen durch mehrfaches Aufsaugen mit einer Pipette vereinzelt und bei
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Bedarf die Zellzahl pro ml mit Hilfe des Himocytometers (Zahlkammer nach Neubauer)
bestimmt. AnschlieBend wurden die Zellen in der gewiinschten Dichte ausgesét bzw. fiir

das Einfrieren prapariert.

2.3.2. Einfrieren von Zdllen

Die Zellen wurden in eine 80 cm’-Gewebekulturflasche passagiert und beim Erreichen
einer 60-90 %igen Konfluenz zum Einfrieren pripariert. Aufgeteilt wurden die Zellen
solch einer Flasche in 2 bis 3 Einfrierrdhrchen (jeweils 0,8 ml Einfriermedium).

Nach der Trypsinierung wurden die Zellen pelletiert (5min, 1000 rpm, 4°C), der Uberstand
verworfen und in 0,4 ml eiskaltem Medium 1 (80 % DMEM, 20 % FCS) resuspendiert.
Der Ansatz wurde in vorgekiihlte Einfrierrdhrchen iiberfiihrt, die mit 0,4 ml eiskaltem
Medium 2 (60 % DMEM, 20 % FCS, 20 % DMSO) aufgefiillt vorlagen und durch
mehrfaches Umdrehen vermischt. Die Rohrchen wurden in einem auf 4°C vorgekiihlten
Isopropanoltank langsam auf -80°C (-1°C/min) abgekiihlt und anschlieend in Stickstoff
gelagert.

2.3.3. Auftauen und Revitalisieren von Zdllen

Das Einfrierrdhrchen wurde nach der Entnahme aus dem Stickstofftank zum vollstindigen
Auftauen der Zellen in ein 37°C-Wasserbad tiberfiihrt. AnschlieBend wurde das R6hrchen
kurz in ein alkoholgetrdnktes Papiertuch gehiillt und die Zellsuspension unter der
Sterilbank in 9 ml Wachstumsmedium {iberfithrt. Die Zellen wurden darauthin in der
Minifuge pelletiert (5 min, 1000 rpm, RT), in frischem Wachstumsmedium aufgenommen
und in eine Kulturflasche iiberfiihrt. Am nichsten Tag wurde das Medium gewechselt, um

Reste von DMSO zu entfernen.
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2.3.4. Transfektion von Zellen mit Plasmid-DNA

Fiir alle Transfektionen wurde die DNA durch Midipridparationen von Plasmid-DNA
(Qiagen-Methode) gewonnen und bei vergleichenden Tests ausschlieBlich DNA gleicher
Konzentration und Giite verwendet, um moglichen Qualititsschwankungen
entgegenzutreten. Die fiir Transfektionen in die geeigneten Gewebekulturschalen zu
passagierenden Zellen befanden sich in der exponentiellen Wachstumsphase, d. h. sie
wiesen eine Konfluenz von 60-80 % auf. Als Transfektionsreagenz wurde ,,Effectene®
(Qiagen, Hilden) verwendet und das vom Hersteller mitgelieferte Protokoll fiir die
Transfektion von adhédrenten Zellen durchgefiihrt. Dabei wurde unter definierten
Bedingungen die DNA mit den Komponenten des ,,Effectene-Kits in Zellkulturmedium
vermischt und auf die Zellen aufgetragen. Die Zellen wurden mind. 8 h mit diesem

Transfektionsansatz inkubiert und anschlieBend in frischem Zellkulturmedium kultiviert.

2.3.5. Konfokale L aser scanning-Mikroskopie

Die Analyse von Fluoreszenzsignalen bei eukaryontischen Zellen wurde mit konfokalen
Laserscanning-Mikroskopiersystemen von Leica (Leica TCS NT/SP2 confocal systems,
Heidelberg) durchgefiihrt. Dazu wurden das Wasserimmersionsobjektiv Achroplan
63x/0,90 NA und das Olimmersionsobjektiv Fluar 40x/1,3 NA (Zeiss, Oberkochen)
verwendet. Die GFP-Fluoreszenz wurde mit einem Argonionen-Laser bei einer
Wellenldnge von 488 nm und die rot emittierenden Farbstoffe (Alexa 594, Texas Red,
TRITC) mit einem HeNe-Laser bei einer Wellenldnge von 543 nm unter Verwendung von
FITC- bzw. TRITC-Filtereinstellungen angeregt. Das Sytem wurde so eingestellt, dass die
Schichtdicke einer Aufnahme niemals 1,5 pum tiberschritt (i. d. R. 1 mal ,,airy disc*) und
bei vergleichenden Studien wurden identische Einstellungen verwendet. Lebende (nicht
fixierte) Zellen wurden fiir Aufnahmen iiber einen ldngeren Zeitraum bzw. bei der
Beobachtung von Reaktionsabldufen bei 37°C (Wiarmeplatte) und kontrollierten
Gasbedingungen gehalten. Fiir kurzfristige Aufnahmen (bis max. 10 min) wurden die
Zellen entweder in Zellkulturmedium oder PBS(+) bei RT gehalten. So genannte
,bleaching“-Experimente (White & Stelzer, 1999) wurden durch das Bestrahlen eines
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definierten Zellbereiches mit hoher Laserintensitét (ca. 3-5mal hoher als die gewohnliche
Aufnahmeintensitit) iiber einen Zeitraum von 10-12 s (xyt-Modus, At = 1s) durchgefiihrt.

Zur Verifizierung der, mittels konfokaler Mikroskopie, gewonnenen Eindriicke iiber die
qualitative und quantitative Verteilung von Fluoreszenzsignalen wurden pro Konstrukt
mehrere Dutzend transfizierter Zellen betrachtet und stets serielle Aufnahmen durch die
Zellen aufgenommen, um einen objektiveren Eindruck zu gewinnen. Die erhobenen Daten
wurden von der zum System gehdrenden Leica Software und dem Computerprogramm

,»Adobe Photoshop* (Adobe) bearbeitet.

2.3.6. Fixierung und Permeabilisierung von Zellen

Adhérente Zellen wurden in PBS(+) mehrfach gewaschen und fiir die Fixierung mit 4 %
(w/v) Paraformaldehyd in PBS fiir 10 min bei RT inkubiert. Die Zellen wurden zweimal in
PBS gewaschen und anschlieBend entweder fiir die Markierung von Zellorganellen mit
Fluoreszenzfarbstoffen bzw. fiir die Immunfluoreszenz weiterverwendet oder sogleich in
einem ,,Fluorescent Mounting*“-Medium (Dako, Hamburg) konserviert. Falls notwendig fiir
die weitere Markierung, wurden die Zellen nach der Fixierung mit 0,2 % (v/v) Triton X-

100 in PBS fiir 2 min bei RT permeabilisiert und iiber 5 min 5 mal in PBS gewaschen.

2.3.7. Immunfluor eszenzanalyse

Die Ermittlung der zelluliren Lokalisation von Proteinen erfolgte durch
Immunfluoreszenzanalysen. Dazu wurden fixierte und permeabilisierte Zellen mit einem
fir das zu analysierende Protein spezifischen Antikdrper inkubiert und dessen
Aufenthaltsort unter Verwendung eines zweiten, mit Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten
anti-Kaninchen- bzw. anti-Maus-IgG-Antikorpers unter einem konfokalen Mikroskop
detektiert.

Transfizierte Zellen wurden zunichst mindestens 24 h auf Objekttragern (,,coverslips®)
kultiviert bevor sie fixiert und permeabilisiert wurden. Der erste Antikorper wurde je nach
Sensitivitdt 1:50 bis 1:200 in PBS, 3 % (w/v) BSA angesetzt und die Zellen fiir mindestens
30 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen 3 mal iiber 5 min in PBS, 1 %
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(v/v) Triton X-100 gewaschen und mit dem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Antikérper
(1:50) in PBS, 3 % (w/v) BSA fiir mindestens 20 min bei RT inkubiert. Es folgte ein
dreimaliges Waschen in PBS und die Konservierung der Zellen mit Hilfe des ,,Fluorescent
Mounting*“- Einbettmediums (Dako, Hamburg) auf Objekttrigern. Die Prdparate konnten

anschlieBend mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie analysiert werden.

2.3.8. Markierung von zeluldren Bestandteilen und Zellorgandlen mit

Fluor eszenzfar bstoffen

Neben der Immunfluoreszenzanalyse erfolgte die zelluldre Lokalisationsbestimmung mit
Hilfe von Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Reagenzien, die spezifisch mit ihren zelluldren
Zielorganellen reagieren. Fiir die Markierung des Endoplasmatischen Reticulums (ER)
wurde das Reagenz ,,Concanavalin A, Alexa 594“ (Molecular Probes, Mo Bi Tec,
Gottingen) und fiir den Golgi-Apparat ,,BODIPY TR ceramide* (Molecular Probes, Mo Bi
Tec, Gottingen) verwendet. Die ER-Markierung erfolgte durch Inkubation fixierter Zellen
mit 1-5 pg/ml Concanavalin A, Alexa 594 in PBS fiir 30-60 min bei RT in einer
abgedunkelten Kammer. Die Anfirbung des Golgi-Apparats geschah durch die Inkubation
lebender Zellen mit 1-2 uM ,,BODIPY TR ceramide* in Zellkulturmedium fiir 20 min bis
I h im Brutschrank. Im Anschluss an die Anfiarbungen der Organelle wurden die Zellen

mehrmals in PBS gewaschen und fiir die konfokale Laserscanning-Mikroskopie pripariert.

2.3.9. Enzymatische Abtrennung GPI-verankerter Proteine von der Zellmembran

Proteine, die iiber ein Phosphatidylinositolglykolipid (GPI) auf der Membran ,,verankert”
sind, konnen mittels der Phosphatidylinositol-spezifischen Phospholipase C (PIPLC) von
der Zelloberfliche abgelost werden. Dazu wurden die Zellen mehrmals in HBSS
gewaschen und mit 1 U/ml PIPLC (Sigma, Taufkirchen) in serumfreien Zellkulturmedium
bei 37°C fiir 1 h im Brutschrank bzw. unter identischen Bedingungen (37°C, 10 % CO,)
unter dem Mikroskop inkubiert. Die Proteine im Inkubationsmedium wurden fiir die
»Western blot“-Analyse anschlieBend Methanol-prazipitiert und fiir die SDS-PAGE

prapariert.
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2.3.10. Z€lllyse und Pré&paration von Proteinextrakten aus Zellkulturen

Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und, nachdem der Puffer griindlich
abgesaugt war, auf Eis gestellt und fiir ca. 20 min in Zelllysispuffer inkubiert (60 mm-
Schale 300 pl, 80 cm®-Flasche 1 ml). AnschlieBend wurden die lysierten Zellen mit Hilfe
eines Zellkratzers versammelt und in ein vorgekiihltes Reaktionsgefdl3 transferiert. Der
Lysisansatz wurde ca. 10 s gemischt (Vortexgerdt) und sonifiziert (ca. 15 s, maximale
Leistung). Nach einer Zentrifugation (2 min, 14000 rpm, 4°C) wurde der Uberstand in ein
auf  FEis  vorgekiihltes  Reaktionsgefdl  iiberfiihrt, ein  Teil fiir die
Proteinkonzentrationsbestimmung entnommen und der Rest zur weiteren Verwendung

(,, Western blot*) prapariert bzw. bei -80°C eingefroren.

2.3.11. Deglykosylierung von Glykoproteinen

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

2.3.12. Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Konzentration von Proteinextrakten wurde mit Hilfe des
,Bicinchoninic acid protein assay kit (Sigma, Taufkirchen) durchgefiihrt. Dabei wurden
die zu untersuchenden Lysate einer Losung, bestehend aus einer 4 %igen Kupfer(Il)sulfat-
Pentahydrat- und einer bicinchoninischen Sdure-Losung (im Verhéltnis 1:50), zugesetzt,
fiir 30 min bei 37°C inkubiert und die Absorption bei einer Wellenldnge von 562 nm

photometrisch (Ultrospec II, Pharmacia) ermittelt. Die Proteinkonzentrationen konnten



42

anschlielend anhand einer Standardkurve mit definierten BSA-Konzentrationen errechnet
werden.

Fiir eine weniger genaue aber schnellere Konzentrationsbestimmung wurden die Extrakte
bei einer OD von 280 nm spektrophotometrisch bestimmt (Ultrospec I, Pharmacia). Ein

OD, . ,-Wert von 1 entsprach einer Proteinkonzentration von 1 mg/ml.

2.3.13. Konzentrierung der Proteinextrakte

Nach der Proteinkonzentrationsbestimmung wurde das, der gewiinschten Menge
entsprechende, Volumen des Proteinextrakts mit mind. 4 Vol. eiskaltem Methanol
vermischt und fiir ca. eine Stunde bei -80°C bzw. iiber Nacht bei -20°C inkubiert. Der
Ansatz wurde zentrifugiert (5 min, 14000 rpm, 4°C), der Uberstand verworfen und das
Reaktionsgefal mit dem Proteinpellet fiir 10-30 Minuten auf einen Wérmeblock (30°C)
gestellt, so dass Reste von Methanol evaporieren konnten. AnschlieBend wurde das Pellet
in Zellysispuffer und 2 x Proteinprobenpuffer (v/v im Verhéltnis 1:1) aufgenommen, 30 s
gemischt (Vortexgerdt) und 5-10 min bei 99°C im Thermoblock gekocht. Der Ansatz
wurde darauthin fiir die SDS-PAGE eingesetzt.

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

Die analytische Trennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte durch
diskontinuierliche, denaturierende =~ SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli,
1970).

Das Gel bestand zu etwa V4 seiner Lange aus dem Sammelgel und zu % aus dem Trenngel,
welches einen 12,5 %igen Acrylamid-Anteil enthielt. Um eine bessere Auftrennung bei
Proteinen iiber 40 kDa zu erreichen wurden neben den Minigelen (100 x 80 x 0,75 mm;
Bio-Rad, Miinchen) auch gréBere Gele (200 x 200 x 2 mm, Bio-Rad, Miinchen)

verwendet.
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Gelzusammensetzung der SDS-PAGE:

Trenngel (12,5 %)

Acrylamid-Fertiglosung (Amresco) 3,13 (9,4)* ml
4 x Trenngelpuffer 2,5 (7,5 ml
10 % SDS 0,1 (0,3) ml
10 % APS 50 (150) pl
TEMED 4 (10) wl
H,O 43 (12,7) ml

Sammelgel (5%)

Acrylamid-Fertiglosung (Amresco) 0,5 (2 ml
4 x Sammelgelpuffer 09 (5 ml
10 % SDS 20 (200) pl
10 % APS 20 (100) pl
TEMED 10 (10) wl
H,O 4 (12,7) ml

"Die Werte fiir groBe Gele stehen in Klammern.

Nach dem Gieflen des Trenngels wurde die Gellosung mit Isopropanol iiberschichtet, um
einen geraden Abschluss zu erzeugen. Nach dem Polymerisieren des Trenngels wurde das
Isopropanol entfernt, die Sammelgellosung zugegeben und der Kamm positioniert. Die
Proteinproben wurde mit Proteinprobenpuffer versetzt, 5-10 Minuten in kochendem
Wasser oder bei 99°C auf einem Thermoheizblock denaturiert und zusammen mit dem
vorgefarbten SDS-PAGE Protein-Molekularstandard ,,Broad Range* (Bio-Rad) auf das
Gel aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte im Laufpuffer
fiir SDS-PAGE bei einer Stromstirke von 20 mA pro Minigel bzw. 88 mA bei einem
groflem Gel.



2.3.15. Immunologischer Nachweis elektrophoretisch aufgetrennter Proteine
(, Western blot*)

Fur immunochemische Nachweise wurden Proteine nach ihrer Auftrennung in
Polyacrylamidgelen Uber Elektroelution mit Hilfe des ,, semi-dry*-Verfahrens (Towbin et
al., 1979; Kyhse-Andersen, 1984; Towbin & Gordon, 1984; Bjerrum & Nielsen, 1986) auf
immobilisierende Membranen Ubertragen.

Die Proteine wurden auf PVDF-Immobilon]-P Transfer-Membrane (Millipore)
transferiert. Dazu wurden auf einen Stapel aus 3, mit Blotting-Puffer getrankten
Filterpapieren (Whatmann 3MM) die Membran und das SDS-Polyacrylamidgel gelegt und
mit weiteren 3, ebenfalls mit Blotting-Puffer getrankten Filterpapieren bedeckt. Der
gesamte Stapel wurde so zwischen die Elektrodenplatten einer Blot-Apparatur positioniert,
dass die PVDF-Membran in Richtung Anode lag. Der Transfer wurde fir 1-2 Stunden bei
einer Stromstérke von 0,8 mA/cm? Gelflache durchgefiihrt. Nach dem , Western blotting
wurde die PYDF-Membran mit den immobilisierten Proteinen in einer Glaskivette einmal
in PBS gewaschen und anschlief3end fir 30-60 min bei RT bis Gber Nacht bei 4°C in
Blocking-Puffer zum Abséttigen unspezifischer Bindungsstellen gelagert. Anschlief3end
wurde der Primar-Antikorper wie oben angegeben (s. 2.1.17) in Blocking-Puffer verdiinnt
und die Membran fur 1 Stunde bel RT inkubiert. Die Membran wurde 2 x 5 min in
Blocking-Puffer gewaschen und fur 30-60 min bei RT mit der Sekundar-Antikorperl6sung
(s. 2.1.17) inkubiert und erneut 3 x 5 min in Blocking-Puffer gewaschen. Die Blotmembran
wurde einmal fir eine Minute in Alkalische Phosphatase-Puffer gewaschen und die
Katalyse der Farbreaktion in 10 ml Alkalische Phosphatase-Puffer bei RT durchgefuhrt.
Als Substrat wurden 66 ul NBT- und 33 pl BCIP-L6sung zugegeben und vermischt. Die
Reaktion wurde bel Erreichen einer adaguaten Proteinbandenintensitét nach 5-30 min mit
bidestilliertem Wasser abgestoppt. Abschliefend wurde die Membran an der Luft
getrocknet und mittels eines handel stiblichen Flachbettscanners am PC aufgenommen bzw.

in Klarsichtfolie eingeschwei 3t und im Dunkeln aufbewahrt.
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3. Experimente und Ergebnisse

3.1 Etablierung eines M odellsystems zur Uber priifung des zelluléren Transports von

Prionproteinen in lebenden Zellen

Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Herstellung einer Proteinchimire die als integralen
Bestandteil des Prionproteins das griine Fluoreszenzprotein trigt um eine exakte
Lokalisationsbestimmung von Prionproteinen in lebenden Zellen mit Hilfe der konfokalen

Laserscanning-Mikroskopie zu ermdglichen.

3.1.1 Konstruktion einer PrP-Chimare mit dem grinen Fluoreszenzprotein (GFP)

Fiir die Insertion von GFP wurde die einzige Smal-Stelle in Prnp ausgewihlt, so dass GFP
zwischen Aminosiure 39 und 40 im aminoterminalen Bereich von PrP vorlag. Es wurde
die GFP-S65T Mutante verwendet, deren Methionin an Position 1 deletiert wurde um eine
moglicherweise storende Wirkung dieses Startcodons bei der Proteinbiosynthese der
Chimaére auszuschlieen.

Als Ausgangsvektoren fiir die Herstellung des Expressionsvektors mit dem GFP-PrP-
Konstrukt (schematisch dargestellt in Abb. 1) dienten pS65T-C1, pBs-Prnp und pHLI (s.
2.1.16). Zunichst wurde pS65T-C1 mit der Restriktionsendonuklease Xhol gespalten und
die entstandenen iiberhdngenden Enden (,,sticky ends*) mit Hilfe des Klenow-Fragments
der DNA Polymerase I (Klenow in Abb. 1, s. 2.2.9.1) aufgefiillt. Es folgte eine
Restriktionsspaltung mit Pstl, so dass 18 Nukleotide (ohne Stopcodon-Sequenzen!) nach
dem letzten codierenden Codon von GFP in pS65T-C1 eine Insertionsstelle mit einem
glatten (,,blunt end*) und einem iiberhéingenden Ende entstand. Dort hinein konnte dann
das Prnp-Fragment eines Smal/Pstl-gespaltenen pBs-Prnp-Vektors ligiert werden. Der
resultierende Vektor (pS65T-PrP40-254) wurde anschlielend einer Pfu-PCR (s. 2.2.11) mit
den Oligodesoxyribonukleotiden (,,Primer*) fiir GFPA1 (s. 2.1.15) unterzogen und das
PCR-Produkt mit PstI gespalten, so dass ein Fragment entstand, welches der DNA von
GFP (ohne Startcodon) und dem codierenden Bereich fiir die Aminosduren 40-254 von
Maus-PrP entsprach. Dieses Fragment, mit einem glatten 5’-Ende und einem

iiberhdangenden 3’-Ende wurde in den mit Smal und Pstl gespaltenen Vektor pBs-Prnp
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(pBs-Prnp Smal/Pstl-Vektorfragment in Abb. 1) ligiert, so dass das erwiinschte Konstrukt
mit der GFP-DNA in der Smal-Stelle von Prnp ohne Unterbrechung des Leserasters
entstand (pBs-GFP-wtPrP). Uber PfIMI und BamHI wurde das GFP-wtPrP-Konstrukt in
den induzierbaren Expressionsvektor pHL1 (s. 2.1.16) umkloniert und das nach der
Verifizierung durch eine Sequenzanalyse (s. 2.2.12) so genannte Plasmid pGFP-wtPrP fiir

Transfektionen von Neuroblastomzellen eingesetzt.

Nhel Xhol Smal Pstl
| GFP Bgll[\l;jBamHI | Prn) |/BamHI
pPSE5T-C1 --1 2D e <~ pBS-PIIp
Xhol
Klenow | Sma pBs-Prnp
Pst Pstl Smal/Pstl-
Vektorfragment
Ligation in pS65T-C1
Nhel Bglll \>I<hol/(8mal) Pl pamur
pS65T-PrP40-254 --lvi _—/--
Pfu-PCR mit
L, Primer* fiir GFPA1
Pstl
Ligation des prozessierten PCR-Produkts im pBs-Prnp Smal/Pstl-Vektorfragment <
PfIMI l
(Smal) Bglll \)l(hOI/(S”naI) BarHI Pl MI\ Slrnal Bamil
pBs-GFP-wtPrP --—mmm _—/—— --—_—/-- pHL1
PAIMI PAIMI
BamHI BamHI
Ligation in pHL1
Induzierbarer
. PAIMI  (Smal Xhol/(Smal
Expressionsvektor ( ) Bglll \l ( ) BamHI
pGFP-wtPrP --— _—/—-

Abb. 1: Konstruktionsschema des induzier baren Expressionsvektors pGFP-wtPrP

Aufgefiihrt sind die wichtigsten Restriktionsschnittstellen fiir die Herstellung der pGFP-PrP-Konstrukte.
Erkennungssequenzen, die durch die Klonierung verloren gingen, sind in Klammern gesetzt. Die GFP-DNA
wird als hellgraue und die PrP-DNA als dunkelgraue Balken dargestellt. Die klonierungsbedingt eingefiligten

6 Aminoséduren zwischen GFP und PrP wurden schwarz dargestellt.
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Zur Uberpriifung der GFP-PrP-Chimire wurden weitere Expressionsvektoren mit GFP-
PrP-Kontroll-Fusionskonstrukten hergestellt, denen entweder der PrP-Teil 5° (GFP-
PrPAN) bzw. 3’ (GFP-PrPAC) von der GFP-DNA fehlten (s. Abb. 2). Damit sollte
iiberpriift werden, ob auch ohne die komplette genetische Information von PrP bei den
Kontroll-Fusionsproteinen nicht voneinander unterscheidbare zelluldre Lokalisationen im
Vergleich zur GFP-wtPrP-Chimire entstehen konnen, welche die exklusive

Vergleichbarkeit von GFP-wtPrP zu nativem wt PrP deutlich in Frage stellen wiirden.

GFP
Maus PrP aal 39 40 254
GFP-wtPrP N I C

[\

1-22 231
Signalsequenz GPI
GFP-PrPAN | [

GFP-PrPAC e |

Abb. 2. Schematische Darstellung der Proteinchimare GFP-wtPrP und der
Fusionsproteine GFP-PrPAN und GFP-PrPAC

Die Zahlen entsprechen den Positionen der Aminoséduren von Maus-PrP. Die T -Symbole zeigen die N-
Glykosylierungsstellen und die gepunkteten Linien die Epitope der anti-PrP Antikérper Kan72 und 6H4 an.
Sowohl die N-terminale Signalsequenz als auch die Anheftungsstelle des Glykolipid-,,Ankers* (GPI) sind
dargestellt.

Zur Herstellung von pGFP-PrPAN wurde der Vektor pS65T-PrP40-254 zunichst einmal
mit Nhel gespalten (s. Abb. 1) und die tiberhdngenden Enden mit dem Klenow-Fragment
der DNA Polymerase I (s. 2.2.9.1) aufgefiillt. Daraufhin wurde eine Restriktionsspaltung
mit BamHI durchgefiihrt, so dass ein Fragment entstand, welches der kompletten GFP-
DNA (mit Startcodon) gefolgt von der PrP-DNA Codon 40-254 entsprach. Dieses
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Fragment wurde in die MCS des Expressionsvektors pUHD10-3 kloniert, der vorher mit
den Enzymen ECORI, Klenow-Fragment und BamHI in der angegebenen Reihenfolge
behandelt wurde. Bei dem entstandenen Vektor pGFP-PrPAN handelte es sich somit
ebenfalls wie bei pGFP-wtPrP und den weiteren Kontrollkonstrukten um einen
induzierbare Expressionsvektoren.

Die Vektoren pGFP-wtPrP und pGFP-PrPAN wurden fiir die Herstellung weiterer
Kontrollkonstrukte verwendet. Beide wurden mit den Restriktionsendonukleasen BglII und
BamHI (s. Abb. 1, jeweils einzige Spaltstellen) gespalten, welche komplementire
tiberhdngende Enden erzeugten. Nach Abtrennung des kleinen Fragments, das die PrP
spezifischen Sequenzen von Codon 40-254 enthielt, wurde mit Hilfe der T4 DNA-Ligase
(s. 2.2.10) religiert. Auf diese Weise konnte die komplette PrP-DNA, die sich innerhalb der
Chimédre 3’ von der GFP-DNA befand, abgetrennt werden, so dass die induzierbaren
Expressionsvektoren pGFP-PrPAC (aus pGFP-wtPrP) und pGFPS65T (aus pGFP-PrPAN)
entstanden, die ihren Ausgangsvektoren bis auf das deletierte Bglll/BamHI-Fragment
entsprachen. Alle Konstrukte wurden, bevor sie fiir Transfektionen von Zellen bzw. fiir

weitere Klonierungen eingesetzt wurden, mittels Sequenzanalyse (s. 2.2.12) iiberpriift.

3.2. Charakterisierung der GFP-PrP-Expression: Die biochemische und zelluldre

Prozessierung von GFP-wtPrP ist vergleichbar mit der von nativem PrP

3.2.1. Biochemische Analyse der Biosynthese von GFP-wtPrP

Im Anschluss an die Konstruktion der Vektoren sollte die Expression der Proteinchiméren
in eukaryontischen Zellen untersucht und mit dem Expressionsmuster von nativem wt PrP
verglichen werden. Als Zelllinien wurden rekombinierte N2a-Zellen (rN2a-tTA, Klon 26
und 29; Lorenz, 1997; Windl et al., 1999) eingesetzt, die aufgrund ihres Tetracyclin-
abhingigen Transaktivators die Option einer regulierbaren Uberexpression gewihrten.
Diese Zellen wurden transient mit dem Expressionsvektor pGFP-wtPrP und den Kontrollen
pGFP-PrPAN, pGFP-PrPAC und pGFPS65T transfiziert und 48 h bis zur Préparation der
Proteinextrakte kultiviert. Als wt PrP-Kontrolle wurde der rekombinierte N2a-Klon 74
(Lorenz, 1997; Windl et al., 1999) eingesetzt, der im Stande ist, induzierbar wt Maus-PrP

iiberzuexprimieren. Durch einen immunologischen Nachweis (“Western blot*) nach der



49

PAGE konnten die Molekulargewichte der Proteine von 48000-58000 fiir GFP-wtPrP,
46000 fiir GFP-PrPAN, 29000 fiir GFP-PrPAC bzw. 27000 fiir GFP und 27000-37000 fiir
wt PrP mit Hilfe eines anti-PrP- oder anti-GFP-Antikorpers festgestellt werden (s. Abb. 3a
und 3b). Diese Molekulargewichte entsprachen den theoretisch zu erwartenden, die sich
bei den Proteinchiméren aus der Addition der Molekulargewichte der PrP-Anteile und GFP
ergaben.

Die GFP-wtPrP Chimére wies wie natives PrP eine Glykosylierung mit einfach- und
doppelt-glykosylierten Formen auf (s. 3a, Spur 1 und 2), welche durch die Anwesenheit
des antibiotischen Glykosylierungsinhibitors Tunicamycin vollstindig eliminiert werden
konnte und ausschlieBlich zur Expression der unglykosylierten Form von GFP-wtPrP (M,
48000) fiihrte (s. Abb. 3b). Somit konnte gezeigt werden, dass GFP-wtPrP nicht nur in
N2a-Zellen exprimierbar war, sondern auch, bis auf die Erhohung des Molekulargewichtes
durch den GFP-Anteil, ein vergleichbares Expressionsmuster im ,,Western blot* aufwies.
Um erste Hinweise iiber die zelluldre Lokalisation von GFP-wtPrP zu erhalten, wurden die
transfizierten Zellen in PIPLC-haltigem, serumfreien Medium inkubiert, da das Enzym die
Abspaltung von GPI-,,verankerten“ Proteinen von der Zelloberfldche katalysiert (s. 2.3.9).
Die Inkubation hatte eine Anreicherung von GFP-wtPrP im Inkubationsmedium zur Folge
(s. Abb. 3c, Spur 3), welches, wie bei nativem PrP, fiir eine Lokalisation der Chimére auf

der Zelloberflache und fiir eine Verbindung zur Zellmembran {iber einen GPI-,,Anker*

sprach.
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Abb. 3: , Western blot”“-Analyse der Proteinchimare GFP-wtPrP
Aufgetragen wurden je 100 pg Zellextrakt (auBer 3c, Spur 2 und 3) transfizierter N2a-Zellen. Die

immunochemische Detektion der Proteine erfolgte mit Hilfe der Antikérper 6H4 (3a, Spur 1-4 und 3c), anti-
GFP (3a, Spur 5 und 6) und Kan72 (3b).

3a) (vorherige Seite)

Spur 1:
Spur 2:
Spur 3:
Spur 4:
Spur 5:
Spur 6:

3b)
Spur 1:
Spur 2:

Spur 3:

3¢)

Spur 1:
Spur 2:
Spur 3:

N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-wtPrP

Klon 74 (Lorenz, 1997; Windl et al., 1999), 2 Tage Induktion der PrP-Expression
N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-PrPAC

N2a-Zellen, transfiziert mit pGFPS65T

N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-PrPAC

N2a-Zellen, transfiziert mit pGFPS65T

N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-wtPrP

N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-wtPrP und Inkubation mit Tunicamycin (5 pg/ml) in DMEM
fiir 20 h

N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-PrPAN

Zellextrakt (C) von N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-wtPrP

Inkubationsmedium (M) von Zellen transfiziert mit pGFP-wtPrP in (-) Abwesenheit von PIPLC

Inkubationsmedium (M) von Zellen transfiziert mit pGFP-wtPrP in (+) Anwesenheit von PIPLC
(1 U/ml, 1h)
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3.2.2. Analyse der zelluldren Prozessierung von GFP-wtPrP

3.2.2.1 GFP-wtPrP wird wie natives PrP entlang eines sekretorischen Pfades

transportiert

Zur Uberpriifung des zelluldren Transports von GFP-wtPrP wurden die transfizierten
Zellen im Zeitverlauf mit Hilfe der konfokalen Laserscanning-Mikroskopie analysiert.
Dabei sollte die Durchfiihrung der Transfektionen im transienten Ansatz die Beobachtung
des zelluldren Weges des Chimdrenproteins ab dem Auftreten erster Fluoreszenzsignale bis
zum Erreichen eines Gleichgewichtszustandes der zelluldren Fluoreszenzverteilung
ermdglichen. Die N2a-Zellen wurden dafiir mit dem Konstrukt pGFP-wtPrP transfiziert
und die Expression der Chimire durch eine fortlaufend sich wiederholende mikroskopische
Analyse der ansonsten unter Kultivierungsbedingungen (37°C, 10 % CO,) gehaltenen
Zellen untersucht. Erste diskrete intrazelluldre Fluoreszenzsignale konnten ca. 18-24 h
nach der Transfektion detektiert werden, die anhand einer Immunfluoreszenzanalyse
eindeutig als Golgi-Signale identifiziert wurden (Abb. 4a-c). Weniger stark auftretende
GFP-wtPrP-Signale waren ebenfalls im fein ,veréstelten Netzwerk des
Endoplasmatischen Reticulums detektierbar (Abb. 4d-f), so dass die Anwesenheit von
GFP-wtPrP in den beiden, fiir den sekretorischen Weg zustdndigen Organellen, ER und
Golgi-Apparat, festgestellt werden konnte.

Ubereinandergelegte
GFP-PrP anti-Golgi Signale

ER-Marker
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Abb. 4: (vorherige Seite)

Intrazellulare Lokalisation von GFP-wtPrP in N2a-Zellen

(a-c) Die Anwesenheit von GFP-wtPrP (a) im Golgi-Apparat wurde mittels Immunfluoreszenz an
transfizierten Zellen (20 h nach Transfektion) mit dem anti-Golgi-58 K-Protein-Antikdrper (b) nachgewiesen,
der nahezu vollstdndig mit dem GFP-PrP-Signal kolokalisierte (c). (d-f) Eine partielle Kolokalisation (f) von
GFP-wtPrP (d) konnte auch mit dem ER-Marker ,,Concanavalin A, Alexa 594 (e) gezeigt werden. Die
rechten Spalten zeigen eine Uberlagerung der beiden Fluoreszenzsignale (a+d, griin fiir GFP, b+e, rot fiir den

Zellorganellmarker) einer Zeile. GroBenbalken entsprechen 10 pm.

Der Transport von GFP-wtPrP vom Endoplasmatischen Reticulum zum Golgi-Apparat
wurde durch den Einsatz von Brefeldin A (BFA) iiberpriift. Vorausgegangene Studien iiber
diesen Metaboliten des Pilzes Penicillium brefeldianum zeigten bereits, dass die BFA-
Inkubation von Séugerzellen binnen Minuten zu einer Fusion der Golgimembrane mit dem
ER und somit auch zu einem retrograden Transport der im Golgi befindlichen,
sekretorischen Proteinen fiihrt (Lippincott-Schwartz et al., 1989; Chardin & McCormick,
1999). Die GFP-wtPrP-exprimierenden Zellen zeigten bereits innerhalb der ersten 10
Minuten der Inkubation mit BFA den Beginn eines Auflosens des diskreten Golgisignals,
welches innerhalb einer Stunde deutlich voranschritt und zu einem diffusen, ,,ER-
typischen Verteilungsmuster mit wenigen punktuellen Signalen innerhalb der Zellen
fiihrte (s. Abb. 5). Da dieser Prozess in der fiir BFA beschriebenen Kinetik ablief, konnte
davon ausgegangen werden, dass das Verschwinden des definierten Fluoreszenzsignals den
Abbau des Golgi-Apparats ins ER widerspiegelte (Donaldson et al., 1990). Des weiteren
konnte durch Auswaschen der Droge und Kultivierung der Zellen in frischem Medium die
erneute Entstehung eines definierten Fluoreszenzsignals bzw. der Wiederaufbau des Golgi-
Apparates festgestellt werden (s. 3.3.3.1, Abb. 17 a,g). Die Ausbildung des Golgi-Apparats
in Abwesenheit von BFA und die zeitgleiche Entstehung des diskreten GFP-wtPrP-
Fluoreszenzsignals konnte dabei als Indiz fiir einen Transport von GFP-wtPrP vom ER

zum Golgi-Apparat angesehen werden.
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Abb. 5. Retrograder Transport von GFP-wtPrP vom Golgi in das ER durch
Brefeldin A

Inkubation GFP-wtPrP-exprimierender Zellen mit Brefeldin A. Aufnahme transfizierter Zellen (20 h nach
Transfektion) zu verschiedenen Zeitpunkten vor (a) bzw. nach (b-h) Zugabe von BFA (5 pg/ml). Die Zahlen
in der unteren linken Ecke geben die Minuten nach der Zugabe von BFA an. Es handelt sich um invertierte
Darstellungen, bei denen das griine Fluoreszenzsignal schwarz dargestellt wird. Der Grofenbalken entspricht

10 pm.

Zur Uberpriifung des Post-Golgi-Transports von GFP-wtPrP wurden N2a-Zellen mit einem
diskreten Fluoreszenzsignal im Golgi-Apparat weiterhin iiber die Zeit mikroskopisch
analysiert. In dem hier gezeigten Fall wurden transfizierte N2a-Zellen fiir 200 min ab dem
Zeitpunkt 23 h nach Transfektion (Auftauchen der Signale schwankte zwischen den Zellen
um * 4 h) konfokal beobachtet und fortschreitend Aufnahmen der Zellen in der identischen
mikroskopischen Ebene durchgefiihrt (s. Abb. 6). Anhand dieser Analyse konnte im
Zeitverlauf deutlich die Besiedelung der Zellmembrane mit GFP-wtPrP detektiert werden,
so dass flir die transfizierten N2a-Zellen ein Phénotyp mit diskreten Fluoreszenzsignalen
sowohl im Golgi-Apparat als auch auf der Zelloberfliche ca. 26 h (variierte um + 4 h unter

den Zellen eines Transfektionsansatzes) nach der Transfektion festgestellt werden konnte.
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Abb. 6: Post-Golgi-Transport von GFP-wtPrP vom Golgi zur Zellmembran

Beobachtung der Expression von GFP-wtPrP in N2a-Zellen iiber 200 min, beginnend mit dem Zeitpunkt 23 h
nach Transfektion (23 h n.T.). Die Zahlen in der rechten unteren Ecke geben den Zeitpunkt nach
Transfektion in Stunden an. Die Pfeile zeigen die Position der Zellmembran. Es handelt es sich um invertierte
Darstellungen, bei denen das griine Fluoreszenzsignal schwarz dargestellt wird. Der Grofenbalken entspricht

10 pm.

Dieses Verteilungsmuster verdnderte sich nicht mehr wéhrend des gesamten
Detektionszeitraumes und konnte sowohl fiir N2a-Zellen zum Zeitpunkt 48 h als auch 96 h
nach Transfektion detektiert werden (s. Abb. 7). Der Einsatz des konfokalen Mikroskops
ermoglichte dariiber hinaus verschiedene Ebenen von Zellen seriell aufzunehmen, anhand
derer die relativ homogene Verteilung von GFP-wtPrP auf der Zelloberfldche entlang des
Zellkorpers von der apikalen bis zur basalen (mit zelluldren Ausldufern versehenden) Seite

der N2a-Zellen deutlich zu detektieren waren (s. Abb. 7a-f).

_ J e
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ADbD. 7: (vorherige Seite)
Lokalisation von GFP-wtPrP in N2a-Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach

Transfektion
Lebende N2a-Zellen wurden 48 h (a-f) und 96 h (gt+h) nach Transfektion mit Hilfe der konfokalen

Laserscanning-Mikroskopie analysiert. (a-e) Serielle Aufnahmen von apikal nach basal in 2 pm-Schritten
durch 3 Zellen, von denen zwei GFP-wtPrP exprimieren. (f) Aufnahme derselben Zellen im
Reflektionsmodus des konfokalen Systems. (g+h) Aufnahme einer GFP-wtPrP-exprimierende Zelle im (g)
GFP- bzw. (h) Reflektionsmodus des konfokalen Systems. Grofenbalken entsprechen 10 pm.

Der Einfluss der Glykosylierung von PrP auf die zellulire Lokalisation wurde daraufhin
mit Hilfe der Proteinchimire GFP-wtPrP untersucht. Die transfizierten N2a-Zellen wurden
dazu mit dem Glykosylierungs-Inhibitor Tunicamycin inkubiert und die Expression von
GFP-wtPrP mit Hilfe des konfokalen Mikroskops iiberpriift. Die Analyse ergab, dass
Tunicamycin zwar effizient die Glykosylierung verhinderte (s. ,,Western blot“ Abb. 3b),
jedoch nicht die Lokalisation des Proteins auf der Zellmembran beeintrachtigte (s. Abb. 8).

Abb. 8: Lokalisation von GFP-wtPrP nach Tunicamycin-Inkubation
Lokalisation von GFP-wtPrP in N2a-Zellen nach Inkubation mit Tunicamycin (5 pg/ml) fiir 20 h. Der
GrofBenbalken entspricht 10 pm.

Somit konnten bereits existierende Daten zu unglykosyliertem wt PrP bestétigt werden,
wonach die Glykosylierung fiir den Transport von PrP an die Zelloberfliche nicht
notwendig zu sein scheint (Lehmann & Harris, 1997). Des weiteren konnten die hier
aufgefithrten Analysen von GFP-wtPrP eine diskrete und deutlich detektierbare
Fluoreszenzverteilung der Proteinchimdre entlang eines sekretorischen Pfades vom
ER/Golgi bis zur Zellmembran ermitteln, welche dem beschriebenen Transport bzw. der

beschriebenen Lokalisation von wt PrP vollstindig entsprach.
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3.2.2.2 GFP-wtPrP weist wie natives PrP eine GPI -, verankerte® Membranstandigkeit

auf

Zur Aufklirung, ob GFP-wtPrP wie natives wt PrP iiber einen GPI-,,Anker mit der
Zellmembran verbunden vorliegt, wurde die enzymatische Abldsbarkeit der
Proteinchimére von der Zelloberfliache iberpriift. Zundchst sollte untersucht werden, ob
GFP-wtPrP ebenfalls wie natives wt PrP eine extrazelluldre Ausrichtung (Orientierung in
den extrazelluliren Raum) auf der Oberflache der transfizierten Zellen einnahm. Dazu
wurde die Protease Trypsin in das Zellkulturmedium appliziert und das Oberfldchensignal
der Zellen mikroskopisch beobachtet. Die Inkubation mit Trypsin offenbarte dabei eine
vollstdndige Zuginglichkeit des Enzyms zum membranstdndigen GFP-wtPrP und fiihrte in
Folge dessen zu einem kompletten Verschwinden des Fluoreszenzsignals auf der
Zelloberfldache (s. Abb. 9 a-d). Daraufhin wurde die GPI-,,Verankerung* von GFP-wtPrP
mit der Membran durch den Einsatz der Phosphatidylinositol-spezifischen Phospholipase
C (PIPLC, s. 2.3.9) {iberpriift. Die Inkubation der transfizierten Zellen mit PIPLC fiihrte zu
der, fiir das Enzym beschriebenden, unspezifischen Entfernung GPI-,,verankerter* Proteine
von der Zellmembran und hatte fir GFP-wtPrP das vollstindige Verschwinden des
Fluoreszenzsignals von der Oberflache zur Folge (s. Abb. 9 e-h). Diese Ablosbarkeit von
GFP-wtPrP nach PIPLC-Inkubation bestétigte das Ergebnis der ,,Western blot“-Analyse (s.
3.2.1., Abb. 3c) und zeigte, dass GFP-wtPrP (wie natives PrP) in den transfizierten N2a-
Zellen eine Orientierung in den extrazelluliren Raum aufwies und iiber einen GPI-,,Anker*

mit der Zellmembran verbunden vorlag.
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ADbD. 9: (vorherige Seite)

L okalisation von GFP-wtPrP an der Zellmembran

(a-d) Inkubation transfizierter N2a-Zellen mit Trypsin. GFP-wtPrP-exprimierende Zellen vor (a) und nach (b-
d) Trypsin-Zugabe (1 x Trypsin/EDTA in serumfreien Medium). Die Zahlen in der unteren linken Ecke
geben die Sekunden nach der Zugabe von Trypsin an.

(e-h) Inkubation transfizierter N2a-Zellen mit PIPLC (1 U/ml). GFP-wtPrP-exprimierende Zelle vor (e) und
nach (f-h) PIPLC-Zugabe. Die Zahlen in der unteren linken Ecke geben die Minuten nach der Zugabe von
PIPLC an. Die Pfeile markieren die Position der Zellmembran. Es handelt sich um invertierte Darstellungen,

bei denen das griine Fluoreszenzsignal schwarz dargestellt wird. Groenbalken entsprechen 10 um.

3.2.2.3 GFP-PrP-Kontroll-Fusionsproteine weisen im Gegensatz zu GFP-wtPrP
keinen sekretorischen Transport auf

Fiir eine aussagekréftige Analyse der zelluldren Phénotypen von Prionproteinen (inklusive
PrP-Mutanten) mit Hilfe von GFP-PrP-Chimédren war es zwingend notwendig, dass GFP-
PrP-Kontroll-Fusionsproteine, denen essentielle PrP-Sequenzen (bzw. auf DNA-Ebene
genetische Informationen) fehlten, vom Wildtyp abweichende bzw. deutlich
unterscheidbare Phénotypen aufwiesen. Aus diesem Grund wurden die Kontrollkonstrukte
pGFP-PrPAN und GFP-PrPAC hergestellt, denen die genetische Information fiir die ersten
39 Aminosduren (pGFP-PrPAN) bzw. fiir die Aminoséduren 40-254 von PrP (pGFP-PrPAC)
fehlten (s. 3.1.1, Abb. 2). Den entsprechenden Kontrollproteinen fehlten somit entweder
die komplette Signalsequenz (GFP-PrAPN) oder der vollstindige PrP-Bereich ab
Aminosédure 40, inklusive der Oktapeptidregion, der gesamten C-terminalen Region und
der Anheftungsstelle fiir den GPI-,,Anker* (GFP-PrPAC). Als weitere Kontrolle wurde die
Expression von GFP ohne PrP-Anteil iiberpriift, fiir das eine cytoplasmatische und
nukledre Lokalisation (kein sekretorischer Transport) in Sdugerzellen bereits beschrieben
werden konnte (Rizzuto et al., 1995).

Die mikroskopische Analyse ergab, dass die Expression von GFP-PrPAN zu einer
gleichmiafBigen Verteilung der Fluoreszenz im Cytoplasma und im Zellkern (s. Abb. 10a
und 10c) der transfizierten N2a-Zellen fiihrte und somit phénotypisch der Signalverteilung
von GFP glich. Ebenso zeigte auch das zweite Kontroll-Fusionsprotein, GFP-PrPAC, eine
cytoplasmatische und nukledre Verteilung in den Zellen (s. Abb. 10b). Trotz des

Vorhandenseins des Signalpeptids von PrP in diesem Fusionsprotein wurde es nicht
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sekretorisch via ER/Golgi an die Oberfliche transportiert, sondern hdchstwahrscheinlich
vom ER ins Cytoplasma aussortiert. Somit konnte ausschlieBlich fiir das vollstindige GFP-
wtPrP (und nicht fiir die Kontroll-Fusionsproteine GFP-PrPAN und GFP-PrPAC und GFP)
ein sekretorischer Transport entlang eines Pfades nachgewiesen werden, der dem von
nativem wt PrP (Caughey et al., 1989) glich.

Um mogliche Fehlinterpretationen durch eine unspezifische Autofluoreszenz
auszuschliessen, wurden dariiber hinaus N2a-Zellen zur Kontrolle ,,mock*“-transfiziert und
einer mikroskopischen Analyse unterzogen. Diese Zellen zeigten jedoch keinerlei
Fluoreszenzsignale, die sich stérend auf die spezifischen GFP-(PrP)-Signale transfizierter

Zellen hétten auswirken konnen (s. Abb. 10d und 10e).

ADbb. 10: Lokalisation der Kontrollproteine GFP-PrPAN, GFP-PrPAC und GFP-S65T
in N2a-Zellen
Expression von (a) GFP-PrPAN, (b) GFP-PrPAC und (c) GFP-S65T in N2a-Zellen 48 h nach Transfektion.

(d) Fluoreszenzsignal nicht-transfizierter N2a-Zellen zur Ermittlung der Autofluoreszenz (Negativ-
Kontrolle), (e) identische Zellen wie in (d), Aufnahme im Reflektionsmodus des konfokalen Systems.

GrofBenbalken entsprechen 10 pm.
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3.3. Erweiterung des Modellsystems: Untersuchungen von PrP-Mutanten durch den
Einsatz von GFP-PrP-Chiméren

3.3.1 Konstruktion von GFP-PrP-Mutanten

Das Modelsystem der GFP-PrP-Chimare mit Maus-PrP wurde weiterverwendet, um
Missense-, Nonsense- und Insertmutationen in den Prnp-Anteil einzufigen und die
Expression der Konstrukte sowohl mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie als auch
biochemisch zu untersuchen. Insgesamt wurden neben pGFP-wtPrP weitere 14 GFP-PrP-
Konstrukte hergestellt, von denen 11 mit humanpathogenen Mutationen in PRNP
korrespondieren (s. Tabelle 4). Die drei weiteren Konstrukte kodieren fir Chiméren, die
entweder Mutationen aufweisen, die zu der Zerstérung der zweiten (GFP-PrP T198A) bzw.
beider Glykosylierungssequenzen (GFP-PrP T182A/T198A) fihren oder deren PrP-Anteil
aus Maus- und Mensch-PrP-Sequenzen (GFP-mhPrP) besteht. Dieses letzte Konstrukt
diente der Kontrolle der PrP-Mutanten mit Oktapeptid-Wiederholungen, da deren PrP-
DNA, mit Ausnahme der zusétzlichen Oktapeptid-Sequenzen, zum Kontrollkonstrukt
identisch war.

Tabelle4. GFP-PrP-Mutanten und ihre humanen PrP-Homologe

GFP-PrP-Chiméare mit Maus-PrP | HumanesPrP | Klinikopathologischer Phanotyp
PrP P101L P102L GSS

PrP W144X Y 145X GSS

PrP Q159X Q160X frih einsetzende Demenz

PrP D177N D178N FFI

PrP T182A T183A CID

PrP T182A/T198A T183A/T199A keine pathologisch beschriebene Mutation
PrP T198A T199A keine pathologisch beschriebene Mutation
PrP T187K T188K CID

PrP T187R T188R CID

PrP E199K E200K CID

PrPmhPrP humanes wt PrP keine pathol ogisch beschriebene Mutation
PrPmhPrP+50p + 5 Oktapeptide heterogen

PrPmhPrP+60p + 6 Oktapeptide heterogen

PrPmhPrP+90p + 9 Oktapeptide heterogen
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Fur die Herstellung der Konstrukte mit Missense- und Nonsensemutationen wurden als
Ausgangsvektoren pBs-Prnp und pGFP-wtPrP verwendet. Es wurde eine Mutagenese-
Strategie (Fisher & Pei, 1997) durchgefthrt, bei der mit Hilfe der Pfu-Polymerase und
(Mutation-vermittelnden) M utagenese-Oligodesoxyribonukleotiden (s. 2.1.15 und 2.2.11)
der komplette Vektor pBs-Prnp amplifiziert wurde (s. Abb. 11). Die Unterscheidung
zwischen dem Ausgangs- bzw. Matrizen-Vektor (wt) und dem Mutation-tragenden V ektor
konnte dabei durch den Einsatz der Restriktionsendonuklease Dpnl bewerkstelligt werden,
welche ausschliefdlich die Spaltung ihrer Erkennungssequenz katalysierte, wenn diese
methyliert vorlag. Die Methylierung erfolgte durch die Vervielféltigung der Ausgangs-
DNA in einem dam™-E. coli-Stamm (XL1 blue, DH1), so dass nach PCR und
anschlief3ender Ligation das Restriktionsenzym zwar die Ausgangs-DNA aber nicht den
mittels PCR produzierten, unmethylierten Vektor spaltete. Der Prnp-Antell im
mutagenisierten Vektor wurde sequenzanalytisch Uberprift und das Mutation-tragende
Prnp-Fragment Uber die unikalen Bsu36l- und BamHI- Sequenzen in den

Expressionsvektor pGFP-wtPrP umkloniert.
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Abb. 11: (vorherige Seite)

Schematische Dar stellung der M utagenese mittels Pfu-PCR

Die einzufiihrende Mutation wird als X dargestellt. CH; symbolisiert methylierte Erkennungssequenzen fir
Dpnl. Aufgefiihrt sind die wichtigsten Restriktionsschnittstellen fur die Klonierung von mutagenisiertem
Prnp. Die GFP-DNA wird a's hellgraue und die PrP-DNA als dunkelgraue Balken dargestelIt.

Die Herstellung der GFP-PrP-Konstrukte, deren Genprodukte eine Vervielféltigung von
Oktapeptid-Sequenzen im N-terminalen Bereich von PrP aufweisen, erfolgte durch die
Verwendung von bereits klonierter DNA oder PCR-Produkten deren Ausgangs-DNA
humanen Ursprungs war, also dem Genom Mutation-tragender Patienten (DNA-Bank des
Ingtituts fir Neuropathologie, Minchen) entstammte. Diese DNAs wurden Uber die
unikalen Erkennungssequenzen fur Bsu36l und BstEll zunachst in pBs-Prnp kloniert, so
dass sie den DNA-Abschnitt zwischen Codon 54 und 186 von Prnp ersetzten und
anschliefiend nach erfolgreicher Sequenzanadyse Uber Bsu36l und BamHI in den
Expressionsvektor pGFP-wtPrP integriert (s. Abb. 12). Somit wurden in pGFP-wtPrP
humane PRNP-Sequenzen eingefiigt, die entweder mutierten Sequenzen entsprachen,
deren Expression zu einer Vervielfatigung von PrP-Oktapeptiden (GFP-mhPrP+50p,
GFP-mhPrP+60p, GFP-mhPrP+90p) in der Proteinchimére fuhrten, oder als wt-Kontrolle
fUr die humane wt Sequenz (GFP-mhPrP) diente.

B3l BSEIl
Bsu36l BstElI {
m PCR-Produkte bzw. klonierte
humane PrP-DNA
\l/ Umklonierung in pBs-Prnp tber Bsu36l/BSEI
Bsu36l letEl I BamHI

Rl T gy

\l/ Umklonierung in pGFP-wtPrP (iber Bsu361/BamHI

Bsu36l letEll BarmH
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Abb. 12: (vorherige Seite)

Uberblick der Herstellung von GFP-PrP-Chiméaren mit humanem PrP-Anteil

Die schwarzen Baken stellen die humane PrP-DNA dar. Aufgefihrt sind die wichtigsten
Restriktionsschnittstellen fur die Klonierung. Die GFP-DNA wird a's hellgraue und die Maus-PrP-DNA als
dunkelgraue Balken dargestellt.

3.3.2. Expression der GFP-PrP-Mutanten

3.3.2.1. Analyse der Biosynthese der GFP-PrP-Mutanten

Nach der Herstellung der 14 pGFP-PrP-Konstrukte mit Mutationen im Prnp-Anteil wurde
deren Expression in N2a-Zellen kontolliert. Dabei sollte insbesondere tberprift werden, ob
diese Konstrukte erstens exprimierbar sind und zweitens deren Biosynthese zu veranderten
Molekulargewichten und/oder zu einer in der ,Western blot“-Analyse detektierbaren
Veranderung der Glykosylierung im Vergleich zu GFP-wtPrP flihrte. Dazu wurden in
einem paralelen Ansaiz N2aZellen mit den Konstrukten (inklusive pGFP-wtPrP)
transfiziert und nach 2 Tagen Kultur die Zellextrakte fur eine ,, Western blot“-Analyse mit
dem monoklonalen anti-GFP-Antikorper eingesetzt. Diese Analyse zeigte erstens, dass alle
Konstrukte in den Neuroblastomzellen exprimierbar waren und zudem eine vergleichbar
starke Uberexpression aufwiesen (s. Abb. 13). Des weiteren konnten fur die Missense-
Mutanten mit Einzel-Aminosaure-Austauschen (GFP-PrP P101L, GFP-PrP D177N, GFP-
PrP T187K, GFP-PrP T187R und GFP-PrP E199K, Spuren 2, 5, 6, 7, 11) im ,Western
blot* un-, einfach- und doppelt-glykosylierte Formen mit einem Molekulargewicht von
48000-58000 nachgewiesen werden, die ein vergleichbares Expressionsmuster wie die
Chimére mit wt Maus-PrP bzw. wt Maus/Mensch-PrP (s. Abb. 13, Spuren 1, 12, 13)
zeigten. Die Ausnahme bildeten die Mutanten, bei denen die Sequenzmotive fir N-
Glykosylierungen (,,consensus sequence’: Asparagin-X-Threonin, X= Isoleucin oder
Phenylalanin an den Maus-PrP-Positionen 180-182 und 196-198) mutiert wurden. Die
Chiméaren mit Aminosaure-Austauschen von Threonin nach Alanin an Position 182 (GFP-
PrP T182A) und 198 (GFP-PrP T198A) zeigten jewells un- und einfach-glykosylierte
Formen (M, 48000 bis 52000), wéahrend die Mutante, bei der beide Sequenzmotive
veréndert wurden (GFP-PrP T182A/T198A) ausschliefdich nur die unglykosylierte Form
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(M, 48000) aufwies (Abb. 13, Spuren 8-10). Die hier mittels Mutagenese durchgefihrte
Zerstorung der Sequenzmotive fur N-Glykosylierungen fuhrte somit zu einer effizienten
Inhibierung der Zucker-Anheftung, die sich jedoch nur auf die spezielle
Glykosylierungsstelle und nicht auf die allgemeine Exprimierbarkeit dieser Mutanten
auswirkte.

Die Expression der Nonsense-Mutanten GFP-PrP W144X und GFP-PrP Q159X ergab in
der ,Western blot“-Analyse Signale fir diese Chimérenproteine bel einem
Molekulargewicht von ca. 40000 fir GFP-PrP W144X und 42000 fur GFP-PrP Q159X.
Das Einfugen der Stop-Codons fiihrte somit zu den entsprechenden Kettenabbriichen bei
der Trandation bel Prnp-Codon 144 bzw. 159 und in Folge dessen neben verkirzten auch
zu unglykosylierten Chimérenproteinen, da der C-terminale Bereich, inklusive der
Glykosylierungsstellen, nicht mehr synthetisiert wurde (s. Abb. 13, Spuren 3+4).

Die Expression von pGFP-mhPrP+50p, pGFP-mhPrP+60p und pGFP-mhPrP+90p flhrte
zu Molekulargewichten von ca. 52000-62000 (GFP-mhPrP+50p), 53000-63000 (GFP-
mhPrP+60p) bzw. 55000-65000 (GFP-mhPrP+90p) und somit zu vollstandig
synthetisierten Proteinen, die jeweils um die Anzahl der zusédtzlichen Oktapeptide
vergroflert wurden (s. Abb. 13, Spuren 14-16). Bis auf die Zunahme des
Molekulargewichtes konnten bei diesen GFP-PrP-Mutanten keinerlei Unterschiede im
Expressionsmuster, d. h. in der Glykosylierung im Vergleich zu GFP-wtPrP bzw. GFP-
mhPrP festgestellt werden (s. Abb. 13, Spuren 12+13).
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Abb. 13: (vorherige Seite)

Nachweis der Expression von GFP-PrP-Mutanten im , Western blot*
N2a-Zellen wurden 48 h nach Transfektion lysiert und die Zellextrakte (je 100 pg) mit Hilfe des

monoklonalen anti-GFP-Antikorpers immunochemisch analysiert.

Spur 1: N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-wtPrP

Spur 2: N2a-Zéllen, transfiziert mit pGFP-PrP P101L
Spur 3: N2a-Zéellen, transfiziert mit pGFP-PrP W144X
Spur 4: N2a-Zédllen, transfiziert mit pGFP-PrP Q159X
Spur 5: N2a-Zédllen, transfiziert mit pGFP-PrP D177N
Spur 6: N2a-Zéllen, transfiziert mit pGFP-PrP T187K
Spur 7: N2a-Zéellen, transfiziert mit pGFP-PrP T187R
Spur 8: N2a-Zéellen, transfiziert mit pGFP-PrP T182A
Spur 9: N2a-Zéllen, transfiziert mit pGFP-PrP T198A
Spur 10: N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-PrP T182A/T198A
Spur 11: N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-PrP E199K
Spur 12: N2a-Ze€llen, transfiziert mit pGFP-wtPrP

Spur 13: N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-mhPrP

Spur 14: N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-mhPrP+50p
Spur 15: N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-mhPrP+60p
Spur 16: N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-mhPrP+90p

Zur weiteren Untersuchung der GFP-PrP-Chiméren wurden die Proteine mit PNGase F
behandelt (s. 2.3.11), um sie auf eine einzige, ihre unglykosylierte Form zu reduzieren.
Mittels ,,Western blot“-Analyse konnte gezeigt werden, dass ale glykosylierten
Proteinchiméren (GFP-wtPrP, GFP-PrP P101L, GFP-PrP D177N, GFP-PrP T182A, GFP-
PrP T187K, GFP-PrP T187R, GFP-PrP T198A, GFP-PrP E199K, GFP-mhPrP, GFP-
mhPrP+50p, GFP-mhPrP+60p, GFP-mhPrP+90p) mittels PNGase F deglykosylierbar
und mit Ausnahme der Insert-Mutanten (GFP-mhPrP+50p, GFP-mhPrP+60p, GFP-
mhPrP+90p) auf ein einheitliches Molekulargewicht reduzierbar waren (Abb. 14a-c). Die
Insert-Mutanten GFP-mhPrP+50p, GFP-mhPrP+60p, GFP-mhPrP+90p zeigten anhand
der unglykosylierten Formen im Vergleich zu GFP-mhPrP deutlich ihre erhohten
Molekulargewichte, welche proportional mit der Anzahl der zusétzlichen Oktapeptide
zunahmen (Abb. 14c). Des weiteren zeigten alle als unglykosyliert identifizierten
Proteinchiméren (,Western blot*-Analyse, Abb. 13) keine weitere Reduzierung des
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Molekulargewichtes nach PNGase F-Behandlung (GFP-PrP T182A/T198A, Abb. 14a,
Spur 17+18; GFP-PrP W144X, Abb. 14b, Spur 1+2; GFP-PrP Q159X, Abb 14b, Spur 3+
4), so dass davon ausgegangen werden kann, dass diese Proteine vollkommen
unglykosyliert vorlagen und auch keine kryptischen Glykosylierungstellen (Rogers et al.,
1990) aufwiesen.
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Abb. 14: (vorherige Seite)
Deglykosylierung der GFP-PrP-Chimaren mittels PNGase F

Transfizierte N2a-Zellen wurden 48 h kultiviert und deren Proteinextrakte (jeweils 150 pg) entweder
unbehandelt (-) eingesetzt oder vor der SDS-PAGE mit (+) PNGase F (500 U, 37°C, 16 h) behandelt.
(14at+b) Die immunochemische Detektion erfolgte mit Kan72. (14c) Fir einen besseren Grélzenvergleich
wurden die GFP-Maus/Human PrP-Chiméren mittels PNGase F deglykosyliert und mit Hilfe von 6H4 (Spur
1-4) und dem anti-human PrP-Antikorper 3F4 (Spur 5-8) nachgewiesen.

14a)

Spur 1 + 2: Proteinextrakt von N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-wtPrP

Spur 3 + 4: Proteinextrakt von N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-PrP P101L

Spur 5 + 6: Proteinextrakt von N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-PrP D177N

Spur 7 + 8: Proteinextrakt von N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-PrP E199K

Spur 9 + 10: Proteinextrakt von N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-PrP T187K

Spur 11 + 12: Proteinextrakt von N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-PrP T187R

Spur 13 + 14: Proteinextrakt von N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-PrP T182A

Spur 15 + 16: Proteinextrakt von N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-PrP T198A

Spur 17 + 18: Proteinextrakt von N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-PrP T182A/T198A

14b)
Spur 1 + 2: Proteinextrakt von N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-PrP W144X
Spur 3 + 4: Proteinextrakt von N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-PrP Q159X

14c)

Spur 1 + 5: Proteinextrakt von N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-mhPrP

Spur 2 + 6: Proteinextrakt von N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-mhPrP+50p
Spur 3 + 7: Proteinextrakt von N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-mhPrP+60p
Spur 4 + 8: Proteinextrakt von N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-mhPrP+90p
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3.3.2.2 Proteinase K-Resistenzanalyse der GFP-PrP-Mutanten

Ein entscheidendes Kriterium bei der Diskriminierung von PrP° und PrP™ ist die erhéhte
Resistenz der pathogenen Isoform gegenlber ener Proteolyse mittels PK. Um
diesbeziiglich mogliche Unterschiede zwischen der Chimére mit wt PrP und den GFP-PrP-
Mutanten zu ermitteln, wurden Proteinextrakte transfizierter Zellen einem milden PK-
Verdau (5 pg/ml, 37°C, 30 min) ausgesetzt. Die Transfektionen mit den verschiedenen
DNA-Konstrukten wurden unter identischen Bedingungen parallel durchgefihrt und 72 h
nach Transfektion die Lysate bei gleichen Konzentrationen und gleichen Volumina mittels
PK verdaut. Unter den gewdhlten Konditionen konnten fur GFP-wtPrP keinerlei
Proteinsignale im ,Western blot* mehr festgestellt werden, so dass davon ausgegangen
werden muss, dass die wt PrP-Chimére bei dieser PK-Konzentration vollstandig degradiert
wurde (Abb. 15, Spur 1+2). Im Gegensatz dazu zeigten die Proteinchimdren GFP-PrP
P101L, GFP-PrP D177N, GFP-PrP T187K, GFP-PrP T187R, GFP-PrP E199K (Abb. 15,
Spuren 3-6 und 8) deutlich detektierbare Proteinsignale, die relativ vergleichbare
Signalintensitéten und Molekulargewichte von ca. 20000-30000 aufwiesen. Diese Signale
offenbarten das ,PrP-typische’ Expressionsmuster mit un-, einfach- und doppelt-
glykosylierten Formen und stellten den Ubrig bleibenden PK-resistenten Kern dieser
Proteinchiméren dar, die ansonsten ohne PK-Behandlung Molekulargewichte von 48000-
58000 aufwiesen (s. 3.3.2.1, Abb. 13). Eine erhdhte PK-Resistenz konnte des weiteren
auch fur die Glykosylierungs-Mutante GFP-PrP T182A ermittelt werden, deren Signale im
, Western blot“ zwar schwécher als bei den anderen resistenten GFP-PrP-Mutanten waren,
jedoch unter den gewahlten Bedingungen im Gegensatz zur wt PrP-Chimére stets deutlich
detektierbar waren (besonders die einfach-glykosylierte PrP-Bande; s. Abb. 15, Spur 7).
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Abb. 15: PK-Resistenz von GFP-PrP-Chimaren

Proteinextrakte (150 pg, identische Konzentrationen) von N2a-Zellen wurden 72 h nach Transfektion
prapariert und fur 30 min bel 37°C mit PK (5 pg/ml) inkubiert. Die immunochemische Detektion der PK-
behandelten (+) und unbehandelten (-) Extrakte erfolgte mit 6H4.

Spur 1 + 2: Proteinextrakt von N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-wtPrP

Spur 3: Proteinextrakt von N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-PrP P101L

Spur 4: Proteinextrakt von N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-PrP D177N

Spur 5: Proteinextrakt von N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-PrP T187K

Spur 6: Proteinextrakt von N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-PrP T187R

Spur 7: Proteinextrakt von N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-PrP T182A

Spur 8: Proteinextrakt von N2a-Zellen, transfiziert mit pGFP-PrP E199K

3.3.3. Lokalisationsstudien der GFP-PrP-Mutanten mit Hilfe der konfokalen

L aser scanning-Mikroskopie

Identisch zur GFP-wtPrP-Analyse wurde der zellulére Transport aller GFP-PrP-Mutanten
im Zeitverlauf ab dem Auftreten erster Fluoreszenzsignale bis zum Erreichen eines
Gleichgewichtszustandes der zelluléaren Fluoreszenzverteilung mit Hilfe der konfokalen
Laserscanning-Mikroskopie untersucht. Die ermittelten Phanotypen der GFP-PrP-
Mutanten wurden dabei ohne Berlcksichtigung einer  klinikopathologischen

Kategorisierung entweder auf Grund ihrer phanotypischen Ubereinstimmung (bei vielen
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Missense-Mutationen) oder wegen der systematischen Ubereinstimmung ihrer Mutationen
(Nonsense-Mutationen; Mutationen die zu ener Zerstérung der Glykosylierungs-

Signalsequenzen fuhren, Insert-Mutationen) in eigenen Kapiteln beschrieben.

3.3.3.1 Einige GFP-PrP-Missense-Mutanten werden wie GFP-wtPrP sekretorisch zur

Zellmembran transportiert

Fur die zelluléare Phanotypisierung der Missense-Mutanten GFP-PrP P101L, GFP-PrP
D177N, GFP-PrP T187K, GFP-PrP T187R und GFP-PrP E199K wurden N2a-Zellen mit
den entsprechenden DNA-Konstrukten transfiziert und erneut wie bel GFP-wtPrP die
Expression mittels konfokaler Mikroskopie im Zeitverlauf analysiert. Dabel zeigte sich,
dass diese Mutanten keinerlel signifikante Unterschiede in ihrem zelluléren Transport bzw.
ihrer Lokalisation im Vergleich zur wt PrP-Chimére offenbarten. Uber den gesamten
Detektionszeitraum waren wie bel GFP-wtPrP spezifische Fluoreszenssignal zundchst im
Golgi (20 h nach Transfektion) und im weiteren Verlauf der Detektion dann auch Signale
auf der Zellmembran zu detektieren (s. Abb. 16). Keinerlei zusétzliche Fluoreszenzsignale
konnten fir diese Mutanten z. B. im Zellkern oder auch in intrazellul&ren Organellen wie
den Mitochondrien oder Lysosomen (untersucht mit Zellorganellmarker, Daten nicht
gezeigt) gefunden werden. Diese GFP-PrP-Mutanten scheinen wie GFP-wtPrP (und
natives PrP) sekretorisch zur Zellmembran transportiert zu werden, wobel sowohl ihre
Expressiondlevel (s. ,Western blot*, 3.3.2.1, Abb. 13) als auch die Signalintensitdten im
Golgi und auf der Zellmembran keine gravierenden Abweichungen zu GFP-wtPrP

aufwiesen.
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GFP-wtPrP GFP-PrP P101L GFP-PrP D177N GFP-PrP T187K GFP-PrP T187R GFP-PrP E199K

Abb. 16: Zellulare L okalisation von GFP-PrP-Missense-M utanten

Konfokale Aufnahmen der Expression von (a,g) GFP-wtPrP, (b,h) GFP-PrP P101L, (c,i) GFP-PrP D177N,
(d,j) GFP-PrP T187K, (ek) GFP-PrP T187R und (f,)) GFP-PrP E199K in lebenden N2a-Zellen, 20 h (af)
bzw. 48-72 h (g-1) nach Transfektion. GroRRenbalken entsprechen 10 um.

Zur weiteren Analyse des sekretorischen Transports der GFP-PrP-Missense-Mutanten
(GFP-PrP P101L, GFP-PrP D177N, GFP-PrP T187K, GFP-PrP T187R und GFP-PrP
E199K) wurden erneut, wie bei GFP-wtPrP, die transfizierten Zellen einer Inkubation mit
Brefeldin A ausgesetzt. Dabel zeigte sich, dass auch bei diesen Mutanten die BFA-
Inkubation zu einem Auflésen der diskreten Golgisignale fuhrte und eine intrazellulére,
»ER-typische” Signalverteilung detektiert werden konnte (s. Abb. 17af, gezeigt fir
transfizierte Zellen nach 2-3stindiger BFA-Inkubation). Diese Missense-Mutanten zeigten
ebenfalls wie GFP-wtPrP nach dem Auswaschen der Droge und einer mehrstiindigen
Kultur der Zellen in BFA-freiem Medium eine Ruckgewinnung des diskreten Golgisignals
(s. Abb. 17g-1), welches as Indiz der Wiederaufnahme des sekretorischen Transports
entlang des ER/Gol gi-K omplexes gedeuted werden kann.
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GFP-wtPrP GFP-PrP P101L GFP-PrP D177N GFP-PrP T187K GFP-PrP T187R GFP-PrP E199K
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Abb. 17: Lokalisation von GFP-PrP-Missense-Mutanten in N2a-Zellen nach BFA-

Inkubation

Inkubation transfizierter N2a-Zellen mit Brefeldin A (5 pg/ml). Konfokale Aufnahmen der Expression von
(a,9) GFP-wtPrP, (b,h) GFP-PrP P101L, (c,i) GFP-PrP D177N, (d,j) GFP-PrP T187K, (e k) GFP-PrP T187R
und (f,1) GFP-PrP E199K in lebenden N2a-Zellen, nach (a-f) 2-3stlindiger Inkubation mit BFA bzw. nach (g-
1) 6-10stiindiger (BFA-freier) Kultur der Zellen im Anschluss an eine BFA-Behandlung. Es handelt sich um
invertierte Darstellungen, bei denen das grine Fuoreszenzsignal schwarz dargestellt wird. GrofRenbalken

entsprechen 10 pum.
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3.3.3.2. Die Nonsense-Mutanten GFP-PrP W144X und GFP-PrP Q159X weisen eine
cytoplasmatische und nukledre L okalisation auf

Die Expression der Proteinchiméren GFP-PrP W144X und GFP-PrP Q159X, die in der
» Western blot*-Analyse als verkirzte und unglykosylierte Proteine identifiziert wurden (s.
3.3.2.1, Abb. 13 und 14b), sollte im Zeitverlauf mikroskopisch analysiert werden. Beide
Mutanten offenbarten dabei ein spezifisches Verteilungsmuster der Fluoreszenzsignale,
welches sich Uber die gesamte Detektionszeit nicht signifikant veranderte. Unabhangig
davon, ob die konfokalen Aufnahmen 20 h, 48 h oder 96 h nach Transfektion durchgefihrt
wurden, zeigten beide GFP-PrP-Mutanten eine Lokalisation im Cytoplasma und im
Zellkern der N2a-Zellen (s. Abb. 18). Dabel konnte besonders fir GFP-PrP Q159X stets
ein deutlich prominenteres Fluoreszenzsignal im Zellkern als im Cytoplasma festgestel It
werden, wéahrend fur GFP-PrP W144X trotz ebenfals starken Kernsignas eine
homogenere Vertellung mit hoher Fuoreszenzintensitdt auch im Cytoplasma

nachgewiesen wurde.

20 h 48 h 96 h

GFP-PrP W144X

GFP-PrP Q159X

Abb. 18: Lokalisation der Nonsense-Mutanten GFP-PrP W144X und GFP-PrP

Q159X im Cytoplasma und Zellkern
Konfokale Aufnahmen der Expression von (a-c) GFP-PrP W144X und (d-f) GFP-PrP Q159X in Iebenden
N2a-Zellen, jeweils 20 h (at+d), 48 h (b+e) bzw. 96 h (c+f) nach Transfektion. Grofenbalken entsprechen 10

pm.
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Diskrete Fluoreszenzsignale im Golgi-Apparat oder auf der Zellmembran, wie sie u.a. fir
GFP-wtPrP (s. 3.2.2.1) ermittelt wurden, konnten zu keinem Zeitpunkt der Expression bel
den beiden Mutanten detektiert werden. Entsprechende Kontrollen, die mittels
Immunfluoreszenz eine Golgi-Lokalisation hatten aufzeigen kénnen, scheiterten, und die
Applikation von Trypsin (Daten nicht gezeigt) oder PIPLC ins Medium hatte keinerlei
Auswirkungen auf die zellulare Signalverteilung von GFP-PrP W144X und GFP-PrP
Q159X (Abb. 19, gezeigt fur GFP-PrP Q159X).

Omin 10 min 20 min 40 min .

Abb. 19: Inkubation GFP-PrP Q159X-exprimierender N2a-Zellen mit PIPLC
Inkubation transfizierter N2a-Zellen mit PIPLC (1 U/ml). (a-d) GFP-PrP Q159X -exprimierende Zellen (48 h
nach Transfektion) vor (a) und nach (b-d) PIPLC-Zugabe. Die Zahlen in der unteren linken Ecke geben die
Minuten nach Zugabe von PIPLC an. Es handelt sich um invertierte Darstellungen, bei denen das griine
Fluoreszenzsignal schwarz dargestellt wird. Der GréRRenbalken entspricht 10 um.

Diese Befunde, die fur einen nicht-sekretorischen Pfad dieser Nonsense-Mutanten
sprachen, wurden durch den Einsatz von Brefeldin A weiter Uberpriift. Die Inkubation mit
Brefeldin A sollte zeigen, ob der fir BFA-behandelte Zellen beschriebene retrograde
Transport von Golgimembranen ins ER irgendwelche Auswirkungen auf die intrazellulére
Signalverteilung der beiden GFP-PrP-Mutanten hatte. Die Proteinchiméren zeigten jedoch
im Gegensatz zu GFP-wtPrP (s. 3.2.2.1, Abb. 5) im Zeitverlauf der BFA-Inkubation
keinerlei Veranderungen in ihrer zelluldren Lokalisation (s. Abb. 20), welches as Indiz
einer nicht-vorhandenen Golgi-Lokalisation und als weiterer Nachwels fur einen nicht-
sekretorischen Transport von GFP-PrP W144X und GFP-PrP Q159X gedeutet werden
konnte. Beide Mutanten zeigten selbst nach 20stiindiger BFA-Inkubation der Zellen keine
signifikanten Veranderungen der Fuoreszenzsignale (Daten nicht gezeigt), die
ausschliefdich im Cytoplasma und, besonders prominent fur GFP-PrP Q159X, im Zellkern

zu detektieren waren.
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Omin

Abb. 20: Inkubation GFP-PrP W144X- und GFP-PrP Q159X-exprimierender N2a-
Zellen mit Brefeldin A

(af) Inkubation transfizierter N2a-Zellen mit Brefeldin A (5 pg/ml). (a-d) GFP-PrP Q159X -und (e+f) GFP-
PrP W144X-exprimierende Zellen vor (at+e) und nach (b-d und f) BFA-Zugabe. Die Zahlen in der unteren
linken Ecke geben die Minuten nach Zugabe von BFA an. Es handelt sich um invertierte Darstellungen, bei

denen das griine Fluoreszenzsignal schwarz dargestellt wird. Grofenbalken entsprechen 10 pum.

Die deutlich Uberwiegende Signalintensitdt im Zellkern der pGFP-PrP Q159X-
transfizierten Zellen wurde darlber hinaus durch so genannte , bleaching®-Experimente
untersucht (s. 2.3.5; White & Stelzer, 1999). Dabei sollte durch eine irreversible
Zerstbrung der Fluoreszenz innerhalb eines auf den Zellkern begrenzten Bereiches die
Rickgewinnung des Fluoreszenzsignals mikroskopisch analysiert werden. Die Analyse
diente dabei nicht nur der Ermittlung des sich nach dem ,bleaching” einstellenden
Phanotyps, sondern gleichzeitig auch einer ersten Einschéatzung Uber die Zeitraume, in der
solche Prozesse ablaufen. Anhand dieser ,, bleaching” -Experimente konnte gezeigt werden,
das nach der kompletten Zerstérung der Fluoreszenz im Zellkern es innerhalb 6-8 min zu
einer erneuten, nahezu vollstandigen Ruckgewinnung des Signals im Nukleus kam (s. Abb.
21). Die Zunahme des Fluoreszenzsignals im Zellkern geschah dabei auf eine direkte
Weise, ohne dass es zunéchst zu einem deutlichen Anstieg der Fluoreszenz im Cytoplasma
oder einem intrazelluldren Organell (Golgi etc.) kam. Dieses ,bleaching® des Zellkerns
konnte in einer Zelle Gber die Zeit mehrmals wiederholt werden und fuhrte stets zu einer
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vergleichbaren Rickgewinnung der nukledren Fluoreszenzsignale (Daten nicht gezeigt), so
dass davon ausgegangen werden kann, dass es sich bel der starken Konzentration von
GFP-PrP Q159X (M, 42000) um einen intendierten Influx in den Zellkern und nicht um

eine freie Diffusion zwischen Nukleus und Cytoplasma handelt.

Abb. 21: ,Bleaching” des nukledaren Fluoreszenzsignals in GFP-PrP Q159X-
exprimierenden N2a-Zellen

(a-h) ,Bleaching”-Experimente GFP-PrP Q159X -exprimierender Zellen. Gezeigt werden die Zellen vor dem
.bleaching" (a + e, , prebleach") und der mittels Rechtecke gekennzeichnete Bereich des ,bleaching”. Die
Zahlen in den linken oberen Ecken geben den Zeitpunkt der Aufnahme in Minuten nach dem , bleaching” an.
Die Pfeile zeigen die Position des Zellkerns. Es handelt sich um invertierte Darstellungen, bei denen das

grine Fluoreszenzsignal schwarz dargestellt wird. Groenbalken entsprechen 10 pum.
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3.3.3.3. Intrazelluldre Akkumulation der Glykosylierungs-M utanten

Nachdem fur ausschliefdlich unglykosyliertes GFP-wtPrP in Tunicamycin-behandelten
N2a-Zellen ein normaler sekretorischer Transport zur Zellmembran festgestellt werden
konnte (s. 3.3.2.1, Abb. 8), sollte mit Hilfe der Glykosylierungsmutanten GFP-PrP T182A,
GFP-PrP T198A und GFP-PrP T182A/T198A die Auswirkungen von Mutations-bedingten
Unter- bzw. Nicht-Glykosylierungen auf die zellulére PrP-Lokalisation untersucht werden.
Die mikroskopische Analyse der Expression offenbarte dabel einen von der wt PrP-
Chiméare abweichenden Phanotyp, der identisch fUr ale drei Glykosylierungs-Mutanten
detektiert werden konnte und sich mit zunehmender Zeit nach der Transfektion der Zellen
immer deutlicher prasentierte. So konnte zwar fur GFP-PrP T182A, GFP-PrP T198A und
GFP-PrP  T182A/T198A ca. 20 h nach Transfektion noch en spezifisches
Fluoreszenzsignal im Golgi-Apparat detektiert werden, an das sich jedoch im weiteren
Zeitverlauf keine Besiedelung der Zellmembran wie bei GFP-wtPrP anschloss. Statt dessen
weitete sich das intrazelluldre Signal fortschreitend aus und bildete letztlich ein breit

angel egtes Fluoreszenzsignal um den Zellkern (s. Abb. 22).

GFP-PrP T182A GFP-PrP T198A GFP-PrP T182A/T198A

20 h

48 h
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Abb. 22: (vorherige Seite)

Aberrante L okalisation der Glykosylierungs-Mutanten

Konfokale Aufnahmen der Expression von (a,d) GFP-PrP T182A, (b,e) GFP-PrP T198A, (c,f) GFP-PrP
T182A/T198A in lebenden N2a-Zellen. Die Aufnahmen zeigen die Verteilung der intrazelluldren
Fluoreszenzsignale 20 h (a, b und ¢) und 48 h (d, e und f) nach Transfektion. (d-f) Zur genaueren Darstellung
der intrazelluldren Akkumulation werden Uberlagerungen identischer Zellen im GFP- und Reflektionsmodus
des konfokalen Systems gezeigt. Die Pfeile zeigen Positionen der Zellmembran. GroRRenbalken entsprechen

10 um.

Durch Zellorganellmarker konnte eine Lokalisationsbestimmung des Signals durchgefiihrt
werden, die zeigte, dass die Proteinchiméren zum Zeitpunkt 20 h nach Transfektion noch
eine nahezu vollstandige Kolokalisation mit dem Golgi-Marker aufwiesen und das
Golgisignal sich deutlich vom Signal eines ER-Markers hervorhob (s. Abb. 23, a-f; gezeigt
fur GFP-PrP T182A). Das diskrete Golgisignal weitete sich jedoch im weiteren Zeitverlauf
aus, so dass zum Zeitpunkt 48 h nach Transfektion nicht nur eine Kolokalisation mit dem
Golgi-, sondern nun auch eine nahezu vollstandige Kolokalisation mit dem ER-Marker
detektiert ~werden  konnte. Diese  Anaysen zeigten somit, dass die
Glykosylierungsmutanten zunéchst diskret im Golgi-Apparat lokalisiert waren, jedoch im
weiteren Verlauf der Expression zunehmend eine ungewohnlich starke Konzentration im
ER einnahmen (s. Abb. 23, g-l; gezeigt fir GFP-PrP T182A). Da generell sekretorische
Proteine entlang ihres Weges vom ER in den Golgi-Apparat transportiert werden, konnen
diese Ergebnisse als Indiz fur eine Blockierung des Transports innerhalb des Golgi-
Apparats gedeutet werden, die zu einer Anreichung der Glykosylierungsmutanten zunachst
im Golgi und anschlief3end im ER, also dem ,, davor-liegenden Kompartiment (entlang des
Synthesaweges), fuhrte. Das Verteilungsmuster des Signals anderte sich tber die Zeit (bis
96 h nach Transfektion) nicht signifikant, so dass fur die Glykosylierungsmutanten stets
das intrazellulére, perinukledre Signal detektiert werden konnte, jedoch keinerlei

Fluoreszenzsignal e auf der Zellmemebran festgestellt wurden.
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Abb. 23: Intrazellulére Akkumulation von GFP-PrP T182A im ER/Golgi

Konfokale Aufnahmen der GFP-PrP T182A-Expression, 24 h (at+d) und 48 h (g+j) nach Transfektion.
L okalisationsbestimmungen von GFP-PrP T182A wurden fir den Golgi-Apparat (b-c, h-i) mit dem Golgi-
Marker ,BODIPY TR ceramide” (Molecular Probes) und fir das Endoplasmatische Reticulum (e-f, k-1) mit
dem ER-Marker ,,Concanavalin A, Alexa 594 conjugate” (Molecular Probes) durchgefihrt. Die linke Spalte
zeigt die Fluoreszenzsignale der GFP-PrP T182A-Expression, die mittlere Spalte die Signale der
Gegenfarbung und die rechte Spalte eine Uberlagerung beider Signale einer Zeile. GréRenbal ken entsprechen
10 pm.
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Die Inkubation mit Brefeldin A fihrte fur die Glykosylierungs-Mutanten ausschlief3dich bei
den transfizierten Zellen, die noch definierte Golgisignale aufwiesen (20 h nach
Transfektion), zu einem ,, Auflésen” des Fluoreszenzsignals bzw. des Golgi-Apparats ins
ER (s. Abb. 24, a-d). Zellen, die bereits ein starkes perinuklares Signal offenbarten (48 h
nach Transfektion), zeigten nach BFA-Behandlung keine ,Abschwéachung® der
Fluoreszenz, sondern lediglich Umlagerungen besonders stark fluoreszierender Bereiche
innerhalb der Ring-formigen Struktur (s. Abb. 24, e-h). Diese Umlagerungen spiegeln
hochstwahrscheinlich die Auswirkungen von Brefeldin A auf das ER wieder und kénnen
as weiterer Hinwels gedeutet werden, dass die Glykosylierungsmutanten in hoher
Konzentration besonders im ER/Golgi-Komplex akkumulierten.

Die BFA-Behandlung von GFP-exprimierenden Zellen zeigte jedenfalls einen vollstéandig
anderen Phanotyp mit einer homogenen Signalverteilung im Cytosol und Zellkern (Daten
nicht gezeigt), so dass die Fluoreszenzsignale der Glykosylierungs-Mutanten nach BFA-
Inkubation eindeutig dem ER/Golgi-Komplex zugeordnet werden konnten.

Omin
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Abb. 24: Inkubation von GFP-PrP T 182A-exprimierenden Zellen mit Brefeldin A

Gezeigt werden Zellen vor (a,€) und nach (b-d und f-h) Zugabe von BFA (5 pg/ml), 20 h (a-d) bzw. 48 h (e-
h) nach Transfektion. Die Zahlen in der unteren linken Ecke geben den Zeitpunkt in Minuten nach Zugabe
von BFA an. Es handelt sich um invertierte Darstellungen, bei denen das griine Fluoreszenzsignal schwarz

dargestellt wird. GroRenbalken entsprechen 10 pum.
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3.3.3.4. Abnehmender Transport der GFP-PrP-Chimaren zur Zellmembran mit
zunehmender Anzahl der Oktapeptide von PrP

Die drel Insert-Mutanten GFP-mhPrP+50p, GFP-mhPrP+60p und GFP-mhPrP+90p
wurden einer mikroskopischen Analyse unterzogen, um den Einfluss der zu Grunde
liegenden Mutationen auf die zelluldre Lokalisation zu untersuchen. Die PRNP-
Insertmutationen nehmen insofern eine Sonderstellung ein, da sie die einzige ,, Gruppe"
von PRNP-Mutationen darstellen, die zu einer erblichen Prionkrankheit fiihren und dabei
den N-terminalen Bereich des Prionproteins betreffen (Palmer et al., 1993; Pamer &
Collinge, 1993).

Die Expression von GFP-mhPrP, pGFP-mhPrP+50p, pGFP-mhPrP+60p und pGFP-
mhPrP+90p fihrte 20 h nach Transfektion der N2a-Zellen zum Auftreten diskreter
Fluoreszenzsignale im Golgi-Apparat und somit im Vergleich mit GFP-wtPrP zu einer
identischen Lokalisation zu diesem Zeitpunkt (s. Abb. 25).

GFP-mhPrP GFP-mhPrP+50p GFP-mhPrP+60p  GFP-mhPrP+90p
a b C d
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Abb. 25: Lokalisation der Insert-Mutanten im Golgi-Apparat zum Zeitpunkt 20 h

nach Transfektion
Konfokale Aufnahmen der Expression von (a) GFP-mhPrP, (b) GFP-mhPrP+50p, (c) GFP-mhPrP+60p, (d)
GFP-mhPrP+90p in N2a-Zellen, 20 h nach Transfektion. Es handelt sich um invertierte Darstellungen, bei

denen das griine Fluoreszenzsignal schwarz dargestellt wird. GréRRenbalken entsprechen 10 pum.

Signifikante Unterschiede manifestierten sich erst im weiteren Verlauf der Expression.
Sowohl 48 h (Daten nicht gezeigt) as auch 72-96 h nach Transfektion konnte sowohl fir
GFP-mhPrP+50p als auch fur GFP-mhPrP+60p im Vergleich zu GFP-mhPrP (oder GFP-
wtPrP) eine deutlich weniger dichte Signalverteilung auf der Zelloberfléche detektiert

werden (s. Abb. 26). Diese fiel besonders auf, wenn serielle Aufnahmen durch die
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transfizierten Zellen durchgefihrt wurden und somit genauere Einblicke Uber das
membranstandige Fluoreszenzsignals gewonnen werden konnten. Dabel zeigten, im
Gegensatz zur wt-Kontrolle GFP-mhPrP  (mit einem homogenen und dichten
Membransignal, s. Abb. 26, af), die beiden Mutanten GFP-mhPrP+50p und GFP-
mhPrP+60p nur eine sehr dinne Besiedelung der Zellmembran mit nur wenigen
Abschnitten einer hohen bzw. zu GFP-mhPrP vergleichbaren Signalkonzentration (s. Abb.
26, g-r). Beziglich des intrazelluldren Signals konnten jedoch nach der Betrachtung
mehrerer transfizierter Zellen keine Unterschiede zu dem Golgisigna von GFP-mhPrP
festgestellt werden. Beide Mutanten zeigten wie GFP-mhPrP ein diskretes Golgi-
Fluoreszenzsignal tiber den gesamten Zeitraum der Detektion (20-96 h nach Transfektion).
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Abb. 26: Aberrante Lokalisation der Insert-Mutanten zum Zeitpunkt 72-96 h nach
Transfektion

Konfokale Aufnahmen der Expression von GFP-mhPrP (a-f), GFP-mhPrP+50p (g-1), GFP-mhPrP+60p (m-
r) und GFP-mhPrP+90p (s-x) in N2a-Zellen, 72-96 h nach Transfektion. Gezeigt werden pro Zeile serielle
Aufnahmen von apikal nach basal (Zellgrund) durch die Zellen in 1-2 um-Schritten. Es handelt sich um
invertierte Darstellungen, bei denen das griine Fluoreszenzsignal schwarz dargestellt wird. GrofRenbalken
entsprechen 10 pum.
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Die Proteinchimare mit einer neunfachen Vervielfdtigung von Oktapeptiden, GFP-
mhPrP+90p, zeigte noch stérkere Abweichungen zu den wt-Kontrollen (s. Abb. 26, s-x).
Bereits 24-48 h nach Transfektion zeigten sich nur bei einer sehr geringen Anzahl von
Zellen neben dem Golgi-Signal noch weitere Signale auf der Zellmembran, die nochmals
wesentlich dinner im Vergleich zu GFP-mhPrP+50p und GFP-mhPrP+60p Uber der
Zelloberflache vertellt zu detektieren waren (Daten nicht gezeigt). Die meisten Zellen
wiesen ausschliefdlich ein Golgi-Signal auf, welches im weiteren Verlauf der
mikroskopischen Beobachtung immer stérker die Gestalt des perinukledren
Fluoreszenzsignals wie bei den Glykosylierungs-Mutanten (GFP-PrP T182A, GFP-PrP
T198A, GFP-PrP T182A/T198A) annahm. Zum Ende der Detektion (72-96 h nach
Transfektion) waren in den N2a-Zellen mit GFP-mhPrP+90p nur noch Fluoreszenzsignale
entweder komplett um den Zellkern oder sehr stark im Golgi-Apparat zu detektieren und
keinerlei Zellmembransignale mehr feststellbar (s. Abb. 27).

: @ -

Abb. 27: L okalisation von GFP-mhPrP+90p im ER/Golgi 96 h nach Transfektion
Konfokale Aufnahmen der Expression von GFP-mhPrP+90p in N2a-Zellen, 96 h nach Transfektion. Die
Pfeile zeigen das Fluoreszenzsignal im Golgi bzw. ER/Golgi. Es handelt sich um invertierte Darstellungen,

bei denen das griine Fluoreszenzsignal schwarz dargestellt wird. Der GrofRenbalken entspricht 10 pm.

Die Expression von GFP-mhPrP+50p, GFP-mhPrP+60p und GFP-mhPrP+90p offenbarte
somit eine Beeintréachtigung des Transports vom Golgi zur Zelloberflache, die mit der
Anzahl der zusétzlichen Oktapeptide von PrP korrelierte und mit zunehmender Zeit nach

der Transfektion immer deutlicher zu detektieren war.
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Zusammenfassend kann anhand der geschilderten Untersuchungen zur zelluldren
Phanotypisierung von GFP-PrP-Chiméren festgestellt werden, dass verschiedene
Verteilungsmuster fur die PrP-Mutanten detektiert werden konnten. Die Lokalisation von
GFP-mhPrP+90p dhnelte sehr dem Verteilungsmuster der Glykosylierungsmutanten GFP-
PrP T182A, GFP-PrP T198A und GFP-PrP T182A/T198A, obwohl die verursachenden
Mutationen ein Mal den N-terminalen Bereich und das andere Ma den C-terminalen
Bereich von PrP betrafen. Die PrP-Mutanten mit einer 5- bzw. 6-fachen Wiederholung
eines Oktapeptids zeigten tendenziell, trotz der reduzierten Signalstarken auf der
Zellmembran, ein Vertellungsmuster, dass dem von GFP-wtPrP und den ,zelluldr
unauffaligen* PrP-Mutanten (GFP-PrP P101L, GFP-PrP D177N, GFP-PrP T187K, GFP-
PrP T187R und GFP-PrP E199K) entsprach. Ein weiterer, dritter, Phdnotyp konnte fir die
C-terminal verkirzten PrP-Mutanten GFP-PrP W144X und GFP-PrP Q159X festgestellt

werden, die eine intrazelluldre Verteilung im Cytoplasma und im Zellkern aufwiesen.
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4. Diskussion

Die Herstellung einer Proteinchimire, bestehend aus Maus-PrP und dem griinen
Fluoreszenzprotein (GFP), ermdglichte eine direkte und exakte Lokalisationsbestimmung
von Prionproteinen in lebenden eukaryontischen Zellen. Somit konnte fiir Maus-PrP und
eine Anzahl von PrP-Mutanten erstmalig deren zelluldrer Transport iiber die Zeit in der
vielfach verwendeten Maus-Neuroblastom-Zelllinie N2a unmittelbar durch die
Fluoreszenz des integralen Markerproteins GFP mit Hilfe der konfokalen Laserscanning-
Mikroskopie detektiert werden. Als Insertionsort von GFP wurde der N-Terminus von PrP
ausgewdhlt, da dieser Bereich, im Vergleich zur stark strukturierten C-terminalen Region,
als sehr flexibel beschrieben werden konnte (Donne €t al., 1997; Riek et al., 1997). Die
einzige Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms Smal, die eine Spaltung der DNA
genau zwischen den Codons 39 und 40 des offenen Leserahmens von Maus-PrP
ermoglicht, erwies sich dabei als geeigneter Integrationsort der GFP-DNA. Diese Stelle
wurde neben der generellen hoheren Flexibilitdt des N-terminalen Bereiches auch deshalb
gewdhlt, da sie zwischen den Sequenzmotiven fiir die Signalsequenz (Aminosdure 1-22)
und der Oktapeptidregion (Aminosdure 51-90) von Maus-PrP liegt und somit nicht mit
deren Ausbildung interferiert (Locht et al., 1986). Obwohl bereits die Integration einer acht
Aminosduren grolen FLAG-Sequenz zwischen Codon 88 und 89 von PrP beschrieben
wurde, die weder zu einer Beeintrichtigung der zelluliren Prozessierung noch der
Umwandelbarkeit zu PrP*° fiihrte (Telling et al., 1997), stellt die in dieser Arbeit gewihlte
Integrationsstelle bei PrP eine angemessene Alternative fiir PrP-Chiméren mit weiteren
Proteinen bzw. gro3eren Peptiden dar.

Da die Funktion von PrP® noch weitgehend unaufgeklirt ist, bestand nicht die Méglichkeit,
mittels eines einfachen funktionellen Tests einen Vergleich zwischen der Chimére mit wt
PrP (GFP-wtPrP) und nativem PrP durchzufiihren. Aus diesem Grund wurde GFP-wtPrP
mit den bereits bekannten biochemischen und zelluliren Charakteristika von PrP©
verglichen. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Chimire wie natives PrP einen
Transport entlang des sekretorischen Pfades via ER/Golgi vollzog und eine starke
Konzentrierung sowohl im Golgi-Apparat als auch auf der Zelloberfliche aufwies
(Caughey et al., 1989; Zanusso et al., 1998). Wahrend der Translokation wurde GFP-
wtPrP im ER/Golgi glykosyliert und als reifes Molekiil {iber ein C-terminal angehingtes
Phosphatidylinositolglykolipid (GPI) mit extrazelluldrer Ausrichtung an der Membran



85

verankert, so dass es durch das Enzym PIPLC von der Oberfliche abgespalten werden
konnte. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass die Inhibierung der Glykosylierung von
PrP durch Tunicamycin keine detektierbaren Auswirkungen auf den Transport zur
Zellmembran zur Folge hatte und somit existierende, mittels Immunfluoreszenz erhobene
Daten fiir natives PrP (Lehmann & Harris, 1997) bestitigt werden. Die Insertion von GFP
fithrte des weiteren nicht zu einer Erhdhung der Proteinase K-Resistenz, die auf eine
Konformationsinderung von PrP hingedeutet hitte. Die iiblicherweise fiir PrP¢ aus
Zellkulturen eingesetzte, niedrige PK-Konzentration (Lehmann & Harris, 1996a, 1996b,
1997; Lehmann €t al., 1997; Priola & Chesebro, 1998; Yanai €t al., 1999; Zanusso €t al.,
1999; Capellari et al., 2000) reichte fir GFP-wtPrP wie bei nativem PrP fiir eine
vollstdndige Degradation aus, so dass die Diskriminierbarkeit mittels PK, wie sie zwischen
PrPC und PrP*° besteht, auch fiir GFP-wtPrP gewahrt blieb. Die Chimére mit wt PrP glich
somit in allen untersuchten Parametern dem zelluldren Phénotyp von PrP€ (Taraboulos et

al., 1992).

In herkémmlichen Studien konnte die Expression von PrP entweder durch biochemische
bzw. immunologische Analysen lysierter oder fixierter Zellen untersucht werden, deren
Aussagekraft der Giite des indirekten Nachweisverfahrens unterlag und keine direkte
Beobachtung iiber die Zeit in lebenden Zellen unter physiologischen Bedingungen
erlaubte. Die in dieser Arbeit eingesetzte PrP-Chimire mit GFP ermdglichte somit eine
Ausweitung des Spektrums der Untersuchungen zur =zelluliren Prozessierung von
Prionproteinen und bot die Moglichkeit eines Vergleiches und einer Erweiterung der
bereits existierenden Erkenntnisse iiber wt PrP und diversen PrP-Mutanten. Neben GFP-
wtPrP wurden insgesamt 14 weitere PrP-Chimiren hergestellt, von den 11 mit pathogenen
PrP-Mutanten humaner, vererbbarer Prionkrankheiten korrespondieren. Die weiteren
Mutanten dienten entweder der Aufkldrung des Einflusses der Glykosylierung auf den
zelluldren Transport von PrP (GFP-PrP T198A und GFP-PrP T182A/T198A) bzw. als
Wildtyp-Kontrolle (GFP-mhPrP) von PrP-Mutanten, die humane PrP-Sequenzen mit
Oktapeptid-Wiederholungen trugen.

Von den 8 untersuchten Missense-Mutanten mit Einzel-Aminosdure-Austauschen (GFP-
PrP P101L, GFP-PrP D177N, GFP-PrP TI182A, GFP-PrP TI182A/T198A, GFP-PrP
T198A, GFP-PrP T187K, GFP-PrP T187R und GFP-PrP E199K) zeigten 5 (GFP-PrP
P101L, GFP-PrP D177N, GFP-PrP T187K, GFP-PrP T187R und GFP-PrP E199K) einen
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vergleichbaren zelluldren Transport und keinerlei signifikante Abweichungen in der
Lokalisation zu GFP-wtPrP. Die Beobachtung der Expression dieser Proteinchimiren iiber
die Zeit ergab ein nahezu synchrones Auftreten der spezifischen Proteinsignale von der
Entstehung erster, deutlich zu detektierender Golgisignale bis hin zum Erreichen eines iiber
den gesamten weiteren Detektionszeitraum gleichbleibenden Zustandes mit starken
Konzentrationen der PrP-Chiméren sowohl auf der Zelloberfliche als auch im Golgi-
Apparat. Die ,,Western blot“-Analysen offenbarten keine quantitativen Unterschiede in der
Expressionsleistung oder im Glykosylierungsmuster innerhalb der Gruppe dieser
Missense-Mutanten bzw. im Vergleich zu GFP-wtPrP, so dass davon ausgegangen werden
kann, dass die Mutationen nicht zu einer generellen Beeintridchtigung der PrP-Biogenese
beitrugen. Diese Mutanten zeigten jedoch eine Erhohung der PK-Resistenz, die bereits
nach drei Tagen Expression in N2a-Zellen nachgewiesen werden konnte. Dass es sich bei
den PK-resistenten Formen um die GFP-PrP-Chiméren und nicht um das native, endogene
PrP in den N2a-Zellen handelte, wurde mit Hilfe von Zeitverlaufsstudien der PK-
Inkubation festgestellt. Dabei konnte eine zunehmende Reduktion des Molekulargewichtes
der Chimiren mit zunehmender PK-Inkubationszeit detektiert werden, die von dem
anfanglichen Molekulargewicht von 48000-58000 bis zu dem letztlich unter den gewihlten
Konzentrationen sich einstellenden Molekulargewicht von 20000-30000 eindeutig den
GFP-PrP-Mutanten und nicht dem endogenen PrP zugeordnet werden konnte (Daten nicht
gezeigt). Somit zeigten diese PrP-Chiméren eine weitere Eigenschaft nativen PrPs, ndmlich
die Fihigkeit einer Konformationsédnderung, die sich in der Erh6hung der PK-Resistenz
manifestierte und die auch schon fiir einige PrP-Mutanten der familiéren Prionkrankheiten
beschrieben werden konnte. Unter diesen befinden sich auch die GSS-assoziierte Mutante
PrP P102L und die FFI- bzw. CJD-assoziierten Mutanten PrP D178N und PrP E200K, fir
die eine erhohte PK-Resistenz sowohl im Hirngewebsmaterial der Betroffenen als auch in
transgenen Maus- und Zellkulturstudien nachgewiesen wurde (Medori et al., 1992;
Chesebro et al., 1993; Parchi et al., 1998; Capellari et al., 2000; Hsiao et al., 1989, 1990,
1994; Lehmann & Harris, 1996a, 1996b; Petersen et al., 1996). Die Zellkulturstudien
beschrieben eine membranstindige Lokalisation fiir diese drei PrP-Mutanten, welche durch
den ermittelten zelluldren Phénotyp der hier verwendeten PrP-Chimédren bestétigt werden
konnte (Capellari et al., 2000; Lehmann & Harris, 1996a, 1996b; Petersen et al., 1996).
Fiir die CJD-assoziierten PrP-Mutanten T188K und T188R (Windl et al., 1999) lagen vor

dieser Arbeit noch keinerlei publizierte Daten beziiglich ihrer Zellbiologie vor, so dass
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durch den Einsatz der Proteinchimiren GFP-PrP T187K und GFP-PrP T187R erstmalig
Einblicke in deren zellulire Prozessierung (Transport entlang des sekretorischen Weges
zur Zellmembran, erhohte PK-Resistenz) gewonnen werden konnten. Obwohl diese 5
Krankheits-assoziierten PrP-Mutanten vergleichbare Phidnotypen aufzeigten, fiihren die
zugrunde liegenden Mutationen in PRNP zu neuropathologisch unterscheidbaren und
verschieden Kklassifizierten Prionkrankheiten (GSS, FFI bzw. CJD), so dass weitere
Faktoren bzw. durch die Mutation gewonnene Dysfunktionen fiir die klinikopathologische
Auspragung der Krankheiten von entscheidender Rolle zu sein scheinen. Es konnte bereits
in stirker biochemisch ausgepridgten Zellkulturstudien ein vom Wildtyp abweichendes
Verhalten beziiglich der Detergenzldslichkeit und der PK-Resistenz bzw. eine erhohte
Membranassoziation fiir die PrP-Mutanten P101L, DI177N und E199K (Lehmann &
Harris, 1996a, 1996b) gezeigt werden, welches jedoch in anderen Studien entweder nur
teilweise bestétigt werden konnte oder zu anderen, abweichenden Ergebnissen fiihrte. So
wurde in einer Studie eine verringerte Stabilitdt des unglykosylierten PrP D178N (Petersen
et al., 1996) und in einer anderen eine verdnderte Glykosylierung und eine Zunahme von
Fragmenten fiir PrP E200K (Capellari et al., 2000) beschrieben. Als mogliche Erklarung
dieser Unterschiede kann neben den generellen Limitierungen, die den uneinheitlichen
Zellkulturstudien unterliegen, besonders der Einsatz verschiedener homologer (PrP und
Zelltyp aus einer Spezies; Petersen et al., 1996, Capellari et al., 2000; diese Arbeit) und
heterologer Modellsysteme (PrP und Zelltyp aus verschiedenen Spezies; Chesebro et al.,
1993; Lehmann & Harris, 1996a, 1996b) angesehen werden.

Zusitzlich zu PrP P102L wurde in dieser Arbeit eine weitere GSS-assoziierte Mutante (PrP
Y 145X) untersucht, deren Amber-Mutation an Codon 145 von PRNP zu einem verkiirzten
Prionprotein ohne C-Terminus (somit auch ohne GPI-,,Anker” und Glykosylierungs-
Sequenzmotiven) fiihrt (Kitamoto et al., 1993; Ghetti et al., 1996). Humanes PrP Y 145X
ist die erste PrP-Mutante, fiir die in der humanen Neuroblastom-Zelllinie M17 aufgrund
einer gestorten post-translationellen Prozessierung eine Proteasomen-vermittelte
Degradierung beschrieben werden konnte (Zanusso et al., 1999). Obwohl diec Mutante die
N-terminale Signalsequenz trdgt, wird sie nicht entlang des sekretorischen Weges
transportiert und ins Medium sekretiert (keine Membranassoziation aufgrund des
fehlenden GPI-,,Ankers®), sondern hochstwahrscheinlich von den  Qualitdts-

Kontrollmechanismen des ER entlang eines proteasomalen Pfades ins Cytoplasma
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aussortiert (Ellgaard et al., 1999; Zanusso et al., 1999). Die Proteinchimire GFP-PrP
W144X zeigte einen dementsprechenden zelluliren Phinotyp mit einer starken
Konzentrierung im Cytoplasma und im Zellkern, also an zelluliren Orten, wo das
Vorhandensein von Proteasomen bereits beschrieben werden konnte (Kopito, 1997,
Bochtler et al., 1999). Diese Verteilung im Cytoplasma und im Nukleus war bereits 1 Tag
nach der Transfektion zu detektieren und verdnderte sich nicht mehr iiber den gesamten
Detektionszeitraum. Es konnten weder Signale auf der Zellmembran noch im Golgi-
Apparat festgestellt werden, so dass davon ausgegangen werden kann, dass der Grofteil
von GFP-PrP W144X bereits vor dem Golgi-Apparat ins Cytoplasma aussortiert wurde.
Diese Annahme konnte auch durch die Versuche mit Brefeldin A untermauert werden, da
der durch Brefeldin A initiierte retrograde Transport der Golgimembranen ins ER keine
Auswirkungen auf die intrazelluldre Signalverteilung von GFP-PrP W 144X ausiibte. Diese
PrP Nonsense-Mutante zeigte also einen deutlich abweichenden zelluldren Transport bzw.
Metabolismus im Vergleich zur ebenfalls GSS-assoziierten PrP-Mutante P102L und somit
einen aberranten zelluliren Phénotyp, der zum Verstindnis der bereits beschriebenen
pathologischen Unterschiede innerhalb der GSS-klassifizierten Prionkrankheiten (Ghetti et
al., 1996; Kretzschmar et al., 1991, 1992) beitragen konnte.

Ein mit GFP-PrP W144X vergleichbares Verteilungsmuster konnte auch fiir die zweite
Nonsense-Mutante ermittelt werden, deren Stop-Signal sich etwas weiter C-terminal an der
Codon-Position 160 von PRNP befindet (PrP Q160X). Diese erst kiirzlich beschriebene
Mutation wurde bei zwei Geschwistern innerhalb einer Gruppe moglicher bzw.
wahrscheinlicher Alzheimer-Patienten entdeckt (Marksteiner et al., 1999; Finckh et al.,
2000), die in ,,Western blot“-Analysen aus peripheren Leukozyten ein abweichendes bzw.
verkiirztes PrP-Muster aufwiesen. Die Expression der Proteinchimidre GFP-PrP Q159X in
N2a-Zellen bestétigte die Synthese eines verkiirzten und unglykosylierten Proteins und
ermoglichte dartiber hinaus, erste Erkenntnisse iiber den zelluldren Transport dieser PrP-
Mutante zu gewinnen. GFP-PrP Q159X glich GFP-PrP W144X insofern, dass es nicht
entlang des sekretorischen Weges zur Zelloberflache transportiert wurde, sondern ebenfalls
eine Lokalisation im Cytoplasma und im Zellkern aufwies, die durch die Inkubation der
Zellen mit Brefeldin A nicht beeintrachtigt wurde. Die Chimire zeigte im Gegensatz zu
GFP-PrP W144X eine signifikant stirkere Intensitdt im Zellkern und ein schwicheres
Signal im Cytoplasma, was auf einen erhohten Transport in den Zellkern hinweist. Der

nukledre Transport konnte durch das Vorhandensein eines Kern-Lokalisationssignals
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(,,nls*, fur ,,nuclear localization signal®) bewerkstelligt werden, welches erst kiirzlich fiir
den N-Terminus von reifem PrP vorgeschlagen wurde (Jaegly et al., 1998) und dem ,,nls*
des SV40 T-Antigens gleicht. Die auserkorene homologe Sequenz von PrP scheiterte
jedoch, ein Markermolekiil effizient in den Nukleus von HelLa-Zellen zu transportieren
(Jaegly et al., 1998), so dass die Ursachen fiir den nuklearen Influx von GFP-PrP W144X
und besonders von GFP-PrP Q159X noch geklart werden miissen. Beide Nonsense-
Mutanten besaBBen jedenfalls keinen GPI-,,Anker und ihnen fehlten des weiteren auch
weite Bereiche der C-terminalen strukturierten Region von PrP. Die mikroskopische
Analyse erbrachte aber, trotz der vorhandenen Unterschiede in der Signalverteilung im
Cytoplasma und Zellkern, einen dennoch vergleichbaren zelluldrer Phidnotyp zwischen
GFP-PrP Q159X und der Nonsense-Mutante PrP W145X (Muramoto €t al., 1997; Zanusso
et al., 1999), so dass ein vergleichbares zelluldres Schicksal fiir diese Mutanten
angenommen werden kann. Aufgrund der hier gewonnenen Daten spricht vieles dafiir, dass
auch GFP-PrP Q159X bzw. humanes PrP Q160X einen von wt PrP abweichenden
katabolischen Weg einschlégt und entlang eines proteasomalen Pfades degradiert wird. In
wie fern diese Nonsense-Mutanten an dem pathogenen Mechanismus beteiligt sind, muss
noch geklart werden, es scheint jedoch nahezu ausgeschlossen, dass dieser dem
Mechanismus der membranstéindigen PrP-Mutanten bzw. dem prognostizierten Prozess bei
den erworbenen TSE-Fillen (Akkumulation und Aggregation von PrP*® entlang eines
endocytotischen bzw. endosomalen Weges) gleicht (Caughey et al., 1991b; Borchelt et al.,
1992; Taraboulos €t al., 1992).

Drei PrP-Mutanten wurden zur weiteren Aufkldrung des Einflusses der Glykosylierung auf
den zelluldren Transport von PrP in dieser Arbeit untersucht. Die Mutationen fiihrten zu
einem Austausch von Threonin zu Alanin entweder an einer der beiden (GFP-PrP T182A
bzw. GFP-PrP TI198A) oder an beiden (GFP-PrP TI182A/T198A) existierenden
Glykosylierungsstellen in PrP (Aminosduren 180-182 und 196-198 von Maus-PrP;
»consensus sequence: N-X-T) und somit durch die Zerstérung der Sequenzmotive zu
einer Verhinderung der Asparagin-gebundenen Glykosylierung. Fiir die homologe humane
PrP-Mutante T183A konnte eine vererbbare Form der TSE in einer brasilianischen Familie
(Nitrini et al., 1997) und in einem deutschen Patienten (Windl et al., 1999; Finckh et al.,
2000) beschrieben werden, so dass der Verdacht entstand, dass eine unvollstindige oder
abweichende Glykosylierung als Ursache dieser Krankheit in Frage kommt (Lehmann &

Harris, 1997). Dariiber hinaus konnte eine spezifische Glykosylierung von PrP*-



90

Molekiilen fiir diverse Prion-Inokulate bzw. Prionstimme bereits nachgewiesen werden
(Parchi et al., 1996; Collinge et al., 1996), so dass ein in der Glykosylierung begriindeter
Unterschied von PrP*® zu PrP® nicht ausgeschlossen werden kann. In dieser Arbeit konnte
jedoch gezeigt werden, das die Expression von ausschlieBlich unglykosyliertem GFP-
wtPrP zu einer korrekten Lokalisation an der Zelloberflache von Tunicamycin-behandelten
N2a-Zellen (s. oben) fiihrte, also die Glykosylierung fiir den normalen Transport von PrP
nicht notwendig zu sein scheint. Obwohl die wichtige Aufgabe der Glykosylierung fiir die
Faltung und die Reifung naszierender Polypeptidketten zunehmend erkannt wird
(Helenius, 1994; Helenius & Aebi, 2001; Rudd et al., 2001), bestétigt dieses Ergebnis nur
das immer wieder in ,,Western blot“-Analysen von Oberflaichen-PrP zu beobachtende
Auftauchen auch der unglykosylierten PrP-Form, welche sich jedoch quantitativ stets am
schwichsten prasentiert. Des weiteren konnte bereits gezeigt werden, dass das
unglykosylierte PrP in Tunicamycin-behandelten, Scrapie-infizierten N2a-Zellen (ScN2a)
noch zu einer Konformationsdnderung zu PK-resistentem PrP imstande ist, also auch diese
Fahigkeit nativen PrPs beibehélt (Taraboulos €t al., 1990).

Das FEinfiigen der Mutationen erbrachte zwar die effiziente Unterbindung der
Glykosylierung bei den Glykosylierungs-Mutanten, fiihrte jedoch fiir alle drei zu einem
deutlich von GFP-wtPrP abweichenden zelluldren Verteilungsmuster. Die Beobachtung
der Expression dieser Chimiren iiber die Zeit offenbarte eine Blockierung des
Proteintransports im Golgi-Apparat, die zu einer intrazelluliren Akkumulation sowohl im
Golgi als auch im ER der N2a-Zellen flihrte. Somit bestétigten die Proteinchiméren bereits
existierende Daten iiber entsprechende Maus-PrP-Mutanten in CHO-Zellen (Lehmann &
Harris, 1997) bzw. homologe Hamster-PrP-Mutanten in CV1-Zellen (Rogers et al., 1990),
die ebenfalls einen gestorten Transport innerhalb des sekretorischen Weges beschrieben.
Des weiteren zeigten Mausstudien mit transgenen Glykosylierungs-Mutanten von
Hamster-PrP (Syrian-Hamster PrP T183A, SHaPrP T199A, SHaPrP TI183A/T199A)
verschiedene, voneinander abweichende PrP-Verteilungsmuster in den Hirnen der Tiere,
welche nicht nur zwischen den Mutanten und wt Hamster-PrP, sondern auch unter den
Glykosylierungs-Mutanten festgestellt werden konnten. Weitere Unterschiede erbrachten
dariiber hinaus auch die Infektionsversuche dieser transgenen Méuse mit Scrapie-Prionen,
die eine Infektion nur bei den Méusen mit dem SHaPrP T199A-Transgen, jedoch nicht bei
den beiden weiteren Glykosylierungs-Mutanten (SHaPrP TI183A und SHaPrP
T183A/T199A) erzielen konnten (DeArmond et al., 1997). Diese Ergebnisse wurden
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spekulativ einem moglichen Einfluss der unterschiedlichen PrP-Glykosylierung dieser
Mutanten auf die Bildung verschiedener PrP-Konformationen zugeschrieben, die
wiederum eine unterschiedlich hohe Affinitit der PrP“-Formen zu bestimmten PrP*-
Konformationen zur Folge hatten. Dass diese abweichenden Phanotypen in den transgenen
Mausen auf Grund der Glykosylierungsunterschiede und nicht auf Grund der Aminosaure-
Austausche entstanden sind, konnten jedoch die Studien von DeArmond et al. (1997) nicht
ausschlieBen. Signifikante Unterschiede zwischen GFP-PrP T182A, GFP-PrP T198A und
GFP-PrP T182AT198A konnten in dieser Arbeit jedenfalls nicht festgestellt werden, so
dass wiederum nicht ausgeschlossen werden kann, dass die in den N2a-Zellen zu
beobachtenden Signalanreicherungen der Glykosylierungs-Mutanten (die moglicherweise
unterschiedliche Konformationen einnehmen) dem Einsetzen diverser Mechanismen der
Qualitdtskontrolle fiir sekretorische Proteine entsprachen. Fiir unkorrekt prozessierte
Proteine konnte jedenfalls sowohl eine Retention im ER und eine ER-assoziierte-
Degradierung (ERAD), als auch eine Riickfithrung von Proteinen von stromabwirts
(,,downstream*) gelegenen Organellen, wie z. B. dem Golgi-Apparat zuriick ins ER
beschrieben werden (Ellgaard et al., 1999). Fasst man die Ergebnisse der Glykosylierungs-
Mutanten mit den Daten fiir unglykosyliertes GFP-wtPrP (s. oben) und wt PrP (Lehmann
& Harris, 1997) aus Tunicamycin-behandelten Zellen zusammen, so scheint der
abweichende zelluldre Phinotyp der Glykosylierungs-Mutanten jedoch nicht primér in der
fehlenden Glykosylierung, sondern in dem Einfiigen der Punktmutationen, also in den
Aminosdure-Austauschen begriindet zu sein (Billeter & Wiithrich, 2000). Strukturstudien
an rekombinantem PrP ermittelten u. a. fiir die ausgetauschten Threonine an Position 182
und 198 (183 und 199 bei Hamster-PrP) struktur-determinierende Funktionen (genauer:
Interaktionen tliber Wasserstoffbriicken der Seitenketten mit anderen Aminosduren),
welche die ebenfalls in dieser PrP-Region auftretenden, jedoch zelluldr unauftalligen PrP-
Mutanten (PrP D177N, PrP TI188K/R, PrP E199K) nicht aufweisen. So konnte eine
Wasserstoftbriicke zwischen Threonin (Position 183 von Hamster-PrP) und Tyrosin
(Position 162) beschrieben werden, die fiir die Verbindung einer [3—Faltblatt-Struktur mit
den fiir PrP beschriebenen o0-Helices 2 und 3 zustindig ist und durch den
Aminosdureaustausch T183A nicht mehr ausgebildet werden kann (Riek et al., 1998;
Billeter & Wiithrich, 2000). In der Studie von Riek et al. (1998) konnte fiir das zweite
ausgetauschte Threonin (T198A) durch eine Interaktion mit Asparaginsdure (Threonin an

Position 199 und Asparaginsdure an Position 202 von Hamster-PrP) die Ausbildung einer
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so genannten ,,capping box“ (Harper & Rose, 1993) beschrieben werden, die zu einer
Stabilisierung des N-Terminus der PrP-Helix 3 fiihrt und mdglicherweise durch einen
Aminosdureaustausch nicht mehr entstehen kann. Diese Daten bekriftigen die eigenen
Ergebnisse, dass die Glykosylierungs-Mutanten primér nicht durch eine unvollstindige
Glykosylierung intrazelluldr akkumulieren, sondern hdchstwahrscheinlich auf Grund einer
strukturellen Verdnderung in ihrem Transport durch Mechanismen der Qualitits-Kontrolle
gestoppt werden und nicht mehr oder nur extrem uneffizient an die Zelloberfliche
gelangen. Zur Uberpriifung dieser Struktur-Hypothese wire es interessant, die
entsprechenden Interaktionspartner der beiden Threonine, also Tyrosin an Position 161 und
Asparaginsdure an Position 201 (Maus-PrP) zu verdndern und den sich einstellenden
Phénotyp mit dem hier fiir die Glykosylierung-Mutanten beschriebenen zu vergleichen. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte fiir die Krankheits-assoziierte Mutante GFP-PrP T182A eine
erhohte PK-Resistenz festgestellt werden, die sich nicht deutlich von den anderen PK-
resistenten PrP-Mutanten (s. oben, GFP-PrP P101L, GFP-PrP D177N, GFP-PrP T187K,
GFP-PrP T187R und GFP-PrP E199K) unterschied. Da diese anderen PrP-Mutanten
jedoch im Gegensatz zu GFP-PrP T182A den Golgi-Apparat passierten und korrekt an die
Zelloberfliche transportiert wurden, kann das Einnehmen der verdnderten
Konformation(en) moglicherweise qualitative Unterschiede aufweisen oder an
verschiedenen Orten entlang des sekretorischen Weges geschehen (Daude et al., 1997).
Die Chimédre GFP-PrP T182A bestdtigte jedenfalls mit der erhohten PK-Resistenz im
Zellkulturversuch erst kiirzlich gewonnene Erkenntnisse zu humanem PrP T183A, fiir das
im Hirnhomogenat eines Betroffenen ebenfalls eine Erhéhung der PK-Resistenz
festgestellt werden konnte (Schulz-Schaeffer, Windl & Kretzschmar, unpublizierte Daten).
Der Zusammenhang zwischen der Pathogenitdt der CJD-assoziierten PrP-Mutante T183A
und ihrer Konformationsdnderung muss sicherlich in weiteren Studien noch genauer
untersucht werden, auf jeden Fall flihrt die Mutation zu einem aberranten zelluldren
Phénotyp, der sich deutlich von dem der anderen in dieser Arbeit untersuchten Krankheits-

assoziierten Missense- und Nonsense-Mutanten unterscheidet.

Neben den Punktmutationen, die den zentralen und C-terminalen Bereich von PrP
betreffen, wurden auch PrP-Mutanten untersucht, die auf Grund von Insert-Mutationen
eine Vervielfdltigung von Oktapeptid-Wiederholungen im N-terminalen Bereich

aufweisen. Diese PrP-Mutanten tragen im Gegensatz zu wt PrP mehr als 4 Kopien einer
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sich wiederholenden 8-Aminosdurensequenz und die zugrunde liegenden Mutationen in
PRNP konnten bereits als Ursache fiir familidre TSEs verantwortlich gemacht werden
(Goldfarb et al., 1991, 1993; Owen et al., 1990; Cochran et al., 1996; Capellari et al.,
1997). Der Phinotyp dieser Krankheiten wurde als eher heterogen beschrieben, wobei
héufig ein frither Krankheitsausbruch mit einem langen Verlauf bzw. ein mit zunehmender
Anzahl der Oktapeptid-Wiederholungen lingerer Krankheitsverlauf bei einem geringeren
Eintrittsalter geschildert werden konnte (Capellari et al., 1997). Studien mit transgenen
Maiusen, die das Maus-PrP-Homolog mit 9 zusétzlichen Oktapeptiden synthetisieren,
ermittelten bei den Tieren das Auftreten neuropathologischer Kennzeichen (u. a.
cerebelldre Atrophie, Gliose, Kornerzellverlust) und ataktischer Stérungen, sowie eine
erhohte Resistenz der PrP-Molekiile gegeniiber sehr geringen Konzentrationen von PK
(Chiesa et al., 1998). Diese Resultate wurden als Bestitigung bereits existierender
Zellkulturdaten dieser PrP-Mutante angesehen, da deren Expression in CHO-Zellen eine
aberrante Membranassoziation und eine erhohte PK-Resistenz und Detergenz-
Unloslichkeit offenbarte (Lehmann & Harris, 1995; 1996a, 1996b). In einer anderen Studie
konnte fiir Hamster-PrP mit zusitzlichen 2, 4 und 6 Oktapeptiden unterschiedliche
Ergebnisse bei der Expression in Maus-Fibroblasten- (NIH 3T3) und Maus-Neuroblastom-
Zellen (N2a) beschrieben werden, wobei jedoch generell die Ausprigung eines abnormen
Phénotyps mit der Anzahl der zusitzlichen Oktapeptide zunahm (Priola & Chesebro,
1998). So fiihrte die Expression dieser PrP-Mutanten in 3T3-Zellen zu einer verdnderten
Oberflichen-Lokalisation, die in einer, mit der Anzahl der Oktapeptide
korrespondierenden, zunehmend verringerten Ablosbarkeit der PrP-Molekiile durch PIPLC
resultierte. Uberraschenderweise zeigte jedoch in dieser Zelllinie neben den PrP-Mutanten
auch der Wildtyp (mit insgesamt 5 Oktapeptiden) ein erhohtes Aggregationsverhalten und
eine Zunahme der PK-Resistenz. Diese Ergebnisse konnten in den N2a-Zellen nicht
reproduziert werden, da die Expression der Mutanten in diesem Zelltyp keinerlei
Unterschiede in der Oberflichen-Lokalisation offenbarte, dafiir jedoch ein erhdhtes
Aggregationsverhalten und eine Zunahme der PK-Resistenz ausschlieBlich bei den PrP-
Mutanten mit zusitzlich 4 und 6 Oktapeptiden erbrachte. Ob diese disgruenten Resultate
dem Einsatz heterologer Modellsysteme (PrP-Gen und Zelllinie von verschiedenen
Spezies) zu Grunde liegen, bleibt zu kldren, durch den Einsatz der GFP-PrP-Chiméren
konnte jedenfalls erstmals im Gegensatz zu den oben beschriebenen ,,biochemischen

Daten, der zelluldre Transport dieser Insert-Mutanten in lebenden N2a-Zellen beobachtet
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werden. Dabei konnte durch den streng parallelen Versuchsansatz (identische
Transfektionsbedingungen, identische Mikroskopeinstellungen) die bereits existierenden
Daten bestitigt werden, dass mit zunehmender Oktapeptidzahl (iiber der Anzahl des
Wildtyps hinaus) die Ausprdgung eines aberranten Phénotyps zunimmt. In dieser Arbeit
wurden PrP-Mutanten mit 5, 6 und 9 (GFP-mhPrP+50p, GFP-mhPrP+60p und GFP-
mhPrP+90p) zusitzlichen Oktapeptiden untersucht, die alle eine vergleichbare
Glykosylierung zeigten und diesbeziiglich keine Unterschiede zu GFP-wtPrP und GFP-
mhPrP bzw. zu ihren homologen nativen PrP-Molekiilen (ohne GFP; Lehmann & Harris,
1995; Priola & Chesebro, 1998) aufwiesen. Des weiteren konnte fiir die Wildtyp-
Kontrolle, die ebenfalls wie die PrP-Insertmutanten humane PrP-Sequenzen im zentralen
Bereich des Proteins trug, keinerlei Unterschiede zu GFP-wtPrP (enthélt ausschlielich
Maus-PrP) festgestellt werden, so dass die Integration humaner Sequenzen, wie in dieser
Arbeit durchgefiihrt, nicht zu einer generellen Beeintrdchtigung des Transports bzw. der
Prozessierung fiihrte und somit in Zukunft auch fiir die Untersuchung weiterer humaner
PrP-Mutationen durchgefiihrt werden kann. Die Beobachtung der Expression dieser PrP-
Mutanten {iber die Zeit offenbarte fiir GFP-mhPrP+50p und GFP-mhPrP+60Op ein
verandertes Verteilungsmuster im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle auf der Zellmembran
der N2a-Zellen. Sie zeigten in der mikroskopischen Analyse eine deutlich verringerte
Membranstindigkeit mit nur wenigen, iiber die Membran verteilten konzentrierteren
Bereichen, die anhand der seriellen Aufnahmen durch die Zellen als ,,punktuelle®
Anreicherungen ausgemacht werden konnten. Da die Proteinsignale dieser Mutanten in der
»Western blot“-Analyse nicht auf eine quantitative Beeintrdchtigung der Biosynthese
hindeuten, muss noch geklért werden, ob die verringerte Signalstirke auf der Zellmembran
fiir einen gestorten Transport der Molekiile zur Oberfliche oder moglicherweise fiir eine
Unterdriickung der Fluoreszenzsignale auf Grund einer verdnderten Membranassoziation
bei einem Teil dieser PrP-Mutanten (Lehmann & Harris, 1995; 1996a, 1996b) sprechen.
Eine signifikante Beeintrachtigung des Transports konnte jedenfalls fiir die Chimére mit 9
zusdtzlichen Oktapeptiden (GFP-mhPrP+90p) festgestellt werden, fiir die eine
intrazelluldre Akkumulation detektiert wurde, die vergleichbar zu der Lokalisation der
Glykosylierungsmutanten (s. oben, GFP-PrP T182A, GFP-PrP TI198A, GFP-PrP
T182A/T198A) war. So konnte fiir diese glykosylierte PrP-Insertmutante (GFP-
mhPrP+90p) mit Hilfe des hier eingesetzten Modellsystems ein zellulires Muster

festgestellt werden, welches auch Glykosylierungs-defiziente ~GFP-PrP-Mutanten



95

offenbarten, deren Mutationen den ,weit entfernten® C-terminalen Bereich von PrP
betrafen und deren Mutationen hochstwahrscheinlich mit der Ausbildung Struktur-
determinierender, intramolekularer Wechselwirkungen interferieren (Rick et al., 1998;
Billeter & Wiithrich, 2000). Als plausible Erkldrung dieser identischen zelluldren
Phénotypen kdnnte ein vergleichbarer Degradationspfad (Katabolismus) in Frage kommen,
der moglicherweise das Erkennen dieser unkorrekt gefalteten PrP-Molekiile durch
Qualitidts-Kontrollmechanismen im ER/Golgi (Ellgaard et al., 1999) und die Degradation

dieser Proteine innerhalb des ER wiederspiegelt.

Durch den Einsatz des hier vorgestellten Modellsystems mit GFP-PrP-Chiméren konnte
also fiir eine Anzahl von PrP-Mutanten nicht nur bereits existierende Daten bestétigt
werden, sondern auch neue Einblicke in die bislang noch nicht beschriebene Zellbiologie
von TSE-assoziierten Prionproteinen gewonnen werden. Es konnte gezeigt werden, dass
verschiedene pathogene PrP-Mutanten unterschiedliche zelluldre Phadnotypen aufzeigen
und dass diese Unterschiede auch PrP-Mutanten aufweisen, die derselben klassifizierten
Form (GSS, FFI, familidare CJD) der vererbbaren Prionkrankheiten zugeordnet werden.
Viele der untersuchten PrP-Mutanten zeigten eine erhohte Resistenz gegeniiber einer
Proteolyse mittels PK, welches im Rahmen der Prionhypothese als Kennzeichen der
pathogenen Isoform angesehen wird.

Die uneinheitliche Einnahme verschiedener zelluldrer Lokalisationen der PrP-Mutanten
lasst in Verbindung mit den existierenden neuropathologischen Unterschieden innerhalb
der Gruppe der familidren Prionkrankheiten (Windl & Kretzschmar, 2000) einen einfachen
Funktionsverlust (,,loss of function*) der PrP-Mutanten als Ursache der vererbbaren TSEs
als eher unwahrscheinlich erscheinen. Die hier priasentierten Daten fiihren hingegen zu
einer Favorisierung verschiedener zytopathogener Mechanismen, die der Entstehung der
klinisch-pathologischen Phénotypen der vererbbaren humanen Prionkrankheiten zu Grunde

liegen.
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5. Zusammenfassung

Etwa 10 % der gesamten Erkrankungsfille der humanen TSEs werden durch die Gruppe
der vererbbaren Formen dieser Krankheiten reprdsentiert, fiir die bislang in allen
untersuchten Féllen Punktmutationen oder Insertionen im Prionprotein-Gen des Menschen
(PRNP) nachgewiesen werden konnten. Obwohl bereits mehr als 20 TSE-assoziierte
Mutationen in PRNP beschrieben wurden, ist nach wie vor relativ wenig tlber die
Zellbiologie, d. h. den zelluldren Transport bzw. die zellulire Lokalisation dieser PrP-
Mutanten bekannt. Aus diesem Grund wurde erstmalig ein Modellsystem mit homologen
Maus-PrPs in der vielfach eingesetzten Maus-Neuroblastom-Zelllinie N2a etabliert,
welches durch die Verwendung des griinen Fluoreszenzproteins (GFP) als integrales
Markerprotein in PrP eine direkte Beobachtung von PrP und PrP-Mutanten in lebenden
Zellen ermoglichte. Es wurden insgesamt neben der Chimére mit wt PrP und GFP weitere
14 Chimiren hergestellt, von denen 11 mit PrP-Mutanten humaner, vererbbarer
Prionkrankheiten korrespondierten. Die Ausweitung des Modellsystems auf die PrP-
Mutanten wurde erst nach einer sorgfiltigen Uberpriifung der Chimére mit wt PrP (GFP-
wtPrP) vorgenommen, die zeigte, dass sich GFP-wtPrP in allen untersuchten Parametern
wie natives PrP verhielt. Fiir die 11 TSE-assoziierten PrP-Mutanten konnten drei zellulére
Phénotypen identifiziert werden, die sich deutlich voneinander unterschieden. So konnte
fiir bestimmte Missense- und Insert-Mutanten ein sekretorischer Transport wie bei der
Wildtyp-Kontrolle festgestellt werden, mit einer Lokalisation der Proteine im Golgi-
Apparat und auf der Zelloberfldche. Dem entgegen zeigten die zwei bislang beschriebenen,
TSE-assoziierten Nonsense-Mutanten keinen Transport entlang eines sekretorischen
Weges, sondern eine Lokalisation im Cytoplasma und im Zellkern. Als dritter Phanotyp
konnte auf Grund einer Blockierung des sekretorischen Transports im Golgi-Apparat eine
intrazelluldre Akkumulation im ER/Golgi sowohl fiir eine Missense-Mutante, deren
Mutation zu einer Zerstérung des Sequenzmotivs flir eine N-Glykosylierung fiihrte als
auch fiir eine Insert-Mutante, welche die bislang grofte Insertion von zusitzlichen 9
Kopien eines Oktapeptids aufwies, detektiert werden.

Die mittels des Modellsystems identifizierten, unterschiedlichen Lokalisationen der PrP-
Mutanten deuten darauf hin, dass die familidren Prionkrankheiten nicht einer einheitlichen,
zelluldaren Aberration unterliegen, sondern hdchstwahrscheinlich entlang mehrerer

zytopathogener Routen ausgebildet werden.
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7. Internetsaiten

Daten des britischen Gesundheitsministeriums zu aktuellen CJD- und BSE-Statistiken

findet man unter:

www.doh.gov.uk/cid|

Information zur Prionforschung im Institut fiir Neuropathologie, Miinchen, findet man

unter:

www.med.uni-muenchen.de/neuropathologiel
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