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1. Einleitung

1.1. Transmissible Spongiforme Encephalopathien

Transmissible Spongiforme Encephalopathien (TSEs) sind neurodegenerative
Erkrankungen, deren pathologische Gemeinsamkeit mikroskopisch sichtbare Ladsionen
sowie Ablagerungen des Prion Proteins im Gehirn sind.

TSEs treten meist spontan auf, konnen aber auch durch Mutationen bedingt vererbt
werden. Eine weitere Eigenschaft ist die Ubertragbarkeit durch Infektion, was die
TSEs von anderen neurodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimerschen
Krankheit oder auch der Parkinsonschen Krankheit unterscheidet. TSEs treten sowohl
beim Menschen als auch bei Tieren auf (Prusiner et al., 1998; Belay, 1999; Collinge,

2001; Collins et al., 2001).

1.1.1. Spongiforme Encephalopathien des Menschen

Zu den Transmissiblen Spongiformen Encephalopathien des Menschen (Tab. 1)
gehoren die Creutzfeldt-Jakob-Krankeit (CJK), das Gerstmann-Striussler-Scheinker-
Syndrom (GSS),die Fatale Familidre Insomnie (FFI) sowie Kuru (Creutzfeldt, 1920;
Jakob, 1921; Gerstmann et al., 1936; Lugaresi et al., 1986; Gajdusek und Zigas,
1957).

Die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit ist sehr selten und kommt in der Bevolkerung mit
einer Haufigkeit von eins zu einer Million vor. Zirka 90% der Félle treten spontan auf
(sporadische CJK oder sCJK). Rund 10% der CJK-Fille sind durch Mutationen
bedingt und werden autosomal dominant vererbt (familidre CJK oder fCJK).

Ebenfalls durch Mutationen werden das Gerstmann-Strdussler-Scheinker-Syndrom
und die Fatale Familidre Insomnie ausgelost (Hsiao ef al., 1989; Medori et al., 1992).
Weniger als ein Prozent der CJK-Fille werden durch érztliche Behandlung verursacht
(iatrogene CJK oder iCJK). So fiihrte die Benutzung infizierten chirurgischen

Bestecks oder der Einsatz infizierter Implantate wie Gehirnhaut oder Hornhaut zu
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CJK-Erkrankungen (Duffy et al., 1974; Bernoulli et al., 1977). Mehr als hundert
Todesopfer hat die Gabe kontaminierten Wachstumshormons, welches aus
Hirnbestandteilen Verstorbener isoliert wurde, gefordert (Brown et al., 1985).

Eine weitere durch Infektion verbreitete TSE ist Kuru. Kuru wurde unter den
Ureinwohnern Neu Guineas, dem Volk der Fore, durch einen rituellen Kannibalismus
tibertragen. Es war unter den am Ritus beteiligten Frauen und Kindern die hiufigste
Todesursache. Nach dem Verbot des Ritus ist die Zahl der Betroffenen stark

zurlickgegangen (Alpers, 1964).

Krankheit Ursache
Kuru ritueller Kannibalismus
. Infektion durch
ICJK arztliche Behandlung
nvCJK Infektion
somatische Mutation oder
SCJK spontane Erkrankung
fCJK
Keimbahnmutation

GSS im PrP-Gen

FFI

Tabelle 1. Spongiforme Encephalopathien des Menschen. fCJK: familidre CJK; iCJK: iatrogene
CJK; nvCJK: neue Variante der CJK; sCJK: sporadische CJK; GSS: Gerstmann-Striussler-Scheinker-
Syndrom; FFI: Fatale Familidre Insomnie.

Die TSEs des Menschen zeichnen sich durch eine sehr lange Inkubationszeit aus. So
ist die Krankheit bei den Patienten, die kontaminierte Wachstumshormone erhalten
haben, erst 4 bis 15 Jahre nach der letzten Injektion ausgebrochen. Patienten, bei
denen infizierte Gehirnhaut implantiert wurde, zeigten eine wesentlich kiirzere

Inkubationszeit von 16 bis 18 Monaten.
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Das Alter der Patienten beim Ausbruch der Krankheit hingt bei iCJK natiirlich vom
Zeitpunkt des Eingriffs ab, bei sCJK-Patienten bricht die Krankheit meist zwischen
dem 50. und 70. Lebensjahr aus, bei fCJK-Patienten generell etwas friiher.

Neben dem Zeitpunkt des Ausbruchs gibt es auch Differenzen im
neuropathologischen Bild, der Symptomatik und der Krankheitsdauer zwischen den
verschiedenen Formen der CJK, GSS, Kuru und FFI. So sind bei den
unterschiedlichen Krankheiten verschiedene Regionen des Gehirns betroffen. Die
frithen Symptome bestehen in verschiedener Ausprigung aus Seh-, Bewegungs- und
Sprachstérungen. Weitere Hinweise auf eine beginnende Erkrankung sind verringerter
Appetit, eine Verdnderung der Personlichkeit oder Gedédchtnisstérungen. Im weiteren
Verlauf der Krankheiten kommt es zum totalen Ausfall des GroShirns und zum Tod
der Patienten. Die durchschnittliche Dauer zwischen Ausbruch der Krankheit und dem
Tod betrigt bei sCJK fiinf Monate, bei Kuru und FFI 12 Monate und bei GSS fiinf

Jahre (Johnson und Gibbs, 1998; Collinge, 2001).

1.1.2. Spongiforme Encephalopathien der Tiere

Zu den TSEs der Tiere (Tab. 2) gehoren die Traberkrankheit (Scrapie) bei Schafen
und Ziegen, die Bovine Spongiforme Encephalopathie (BSE) bei Rindern sowie
spongiforme Encephalopathien bei anderen Tieren wie Nerzen (Transmissible Mink
Encephalopathie, TME), Hirschen (Chronic Wasting Disease, CWD) oder Katzen
(Feline Spongiforme Encephalopathie, FSE) (Leopoldt, 1759; Wells et al., 1987,
Hartsough und Burger, 1965; Williams und Young, 1980; Pearson ef al., 1991).

Scrapie ist die hdufigste natiirliche TSE. Schon 1755 wurde im englischen Parlament
tiber die Folgen von Scrapie (fo scrape, engl.: kratzen) fiir die aufkeimende
Textilindustrie diskutiert (Journal of the House of Commons, 1755). An Scrapie
erkrankte Schafe kratzen sich die Wolle vom Leib, was zu wirtschaftlichen Einbuf3en

fithrte. Eine der ersten Beschreibungen dieser Krankheit stammt aus dem Jahr 1759:
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,,Es bekommen auch manche Schaafe den Trab, welches eine Krankheit ist, die daran
zu erkennen, wenn sich das Stiick, das solche bekommt, niederlegt, und beit mit dem
Maule an den Fiilen und um die Beine, und reibet sich mit dem Kreuze an den
Stangen, verlieret das Gedeihen, frift auch nicht recht, und verlahmet endlich; sie
schleppen sich lange, verzehren sich nach und nach, und zuletzt miissen sie sterben.
Welches Vieh diese Staupe bekommt, wird nicht besser. Daher denn das allerbeste ist,
daB ein Schifer, welcher ein Stiick von dem Trabe befallen, gewahr wird, es bald
wegschafft, und vors herrschaftliche Gesinde schlachtet. Es mufl ein Schifer ein
solches Stiick Vieh also gleich von dem gesunden Vieh absondern, denn es steckt an,
und kann vielen Schaden unter der Heerde verursachen.* (Leopoldt, 1759).

Der franzdsische Veterindr Besnoit und Kollegen erkannten, dass die Vakuolisierung
des Gehirns eine Eigenschaft aller an Scrapie erkrankten Schafe ist (Besnoit und

Morel, 1898).

Krankheit Ursache betroffener Organismus

Scrapie unbekannt Schaf

BSE Rind

TME Infektion Nerz

FSE Katze
Huftier- Antilopen und andere

Encephalopathie exotische Zootiere

CwWD unbekannt Elch, Hirsch

Tabelle 2.  Ubersicht iiber die Spongiformen Encephalopathien der Tiere. BSE: Bovine Spongiforme
Encephalopathie; TME: Transmissible Mink (Nerz) Encephalopathie; FSE: Feline Spongiforme
Encephalopathie; CWD: Chronic Wasting Disease.

Als Ursache fiir natiirliches Scrapie wurde einerseits eine genetische Veranlagung
angenommen (Parry, 1962), andererseits wurde Scrapie als Infektionskrankheit

betrachtet (Dickinson ef al., 1965).



Einleitung

Wie iCJK wurde auch Scrapie schon unbeabsichtigt durch einen medizinischen
Eingriff verbreitet. Durch einen infektiosen Impfstoff erkrankten iiber 1500 Schafe

(Gordon, 1946).

Die Bovine Spongiforme Encephalopathie (BSE) wurde erstmals 1986 mit 16 Fillen
beschrieben. In den folgenden Jahren hat sich BSE in GroBbritannien zu einer
Epidemie ausgeweitet, auf ihrem Hohepunkt 1992 mit {iber 37.000 Fallen (Abb. 1). Es
gilt als gesichert, dass die Rinder durch das Verfiittern ungeniigend sterilisierter
Schlachtabfille infiziert wurden. Infolge des Verbots der Tiermehlfiitterung an
Wiederkduer 1988 sind die BSE-Félle wieder riicklaufig. Insgesamt hat BSE bis heute
fast 200.000 Rinder das Leben gekostet (Brown et al., 2001).

Auch die Transmissible Mink Encephalopathie (TME) und die Feline Spongiforme
Encephalopathie (FSE) sind infektiosen Ursprungs (Hanson et al., 1971; Pearson et
al., 1991).

Wie schon von Leopoldt beschrieben, macht sich Scrapie bei Schafen vor allem durch
Bewegungs- und Verhaltensstorungen bemerkbar. Dies gilt auch fiir BSE bei Rindern,
die insbesondere durch Ubererregbarkeit und Gangstérungen auffallen.

Die Inkubationszeit betrdgt bei Schafen ein bis zwei (Cuillé und Chelle, 1936), bei
Rindern ca. vier bis fiinf Jahre. Der Tod der Tiere tritt sechs bis 12 Monate nach dem

Ausbruch der Krankheit ein.

1.2. Transmissionsexperimente

Eine Ubertragbarkeit der TSEs zwischen verschiedenen Spezies wurde zunichst nicht
angenommen. So sind zum Beispiel CJK-Fille und lokales Auftreten von Scrapie-
Infektionen nicht gekoppelt. Um die Infektidsitdt der TSEs nachzuweisen, wurden als
erstes Transmissionsexperimente mit Schafen durchgefiihrt. Besnoits Versuche einer

experimentellen Ubertragung von Scrapie auf gesunde Schafe scheiterten daran, dass
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die Tiere nicht lange genug beobachtet wurden, um die Inkubationszeit von 1-2 Jahren
zu iberbriicken (Besnoit, 1899). Der Nachweis der infektidsen Natur des Scrapie-

Erregers gelang durch weitere Inokulationsversuche (Cuillé und Chelle, 1936).

Eine Analogie der verschiedenen TSEs von Mensch und Tier wurde nach der
Erkennung der Gemeinsamkeiten der Scrapie-Krankheit der Schafe, der Creutzfeldt-
Jakob-Krankheit und Kuru postuliert (Hadlow, 1959; Klatzo et al., 1959).

Die folgenden Transmissionsexperimente zwischen verschiedenen Spezies zeigten,
dass TSEs auch zwischen den Arten {ibertragen werden konnen. Die Ubertragung von
Scrapie gelang vom Schaf auf Ziegen, aber auch auf Nager wie Miuse, Ratten und
Hamster (Pattison und Millson, 1961; Chandler, 1961; Zlotnik und Rennie, 1965).
Sowohl Kuru als auch CJK konnten durch Inokulation infektidsen Materials in das
Gehirn auf Schimpansen iibertragen werden (Gajdusek ef al., 1966; Gibbs et al.,
1968).

Die Ubertragung der Krankheit auf eine andere Spezies gelingt nicht immer, man
spricht daher von einer Speziesbarriere (Pattison, 1965). So wurde noch kein Fall
gezeigt, bei dem Scrapie vom Schaf auf den Menschen iibertragen wurde. Andere
Tiere dagegen, so zum Beispiel der amerikanische Nerz (mink), sind gegeniiber
Scrapie hoch sensitiv (Barlow und Rennie, 1970; Hanson ef al., 1971).

Die Speziesbarriere wird weiterhin dadurch deutlich, dass durch eine serielle Passage
der Infektion sowohl die Infektionsrate steigt als auch die Inkubationszeit deutlich
sinkt. Wahrend die Inkubationszeit der Erstinfektion eines Hamsters mit Scrapie 11
Monate betrug, fiel sie bei Hamstern, die mit dem Hirn des ersten Tieres infiziert
wurden, auf vier bis fiinf Monate. Weitere Passagen senkten die Inkubationszeit auf
zitka 60 Tage. Erkranken bei der Erstinfektion nur wenige Tiere, so steigt die
Infektionsrate nach einigen Passagen auf nahezu 100 Prozent (Chandler und Turfrey,
1972; Kimberlin und Walker, 1977).

Ein Beispiel fiir die Uberwindung der Speziesbarriere stellt die Bovine Spongiforme

Encephalopathie (BSE) dar. Man nimmt an, dass die Umstellung des
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Herstellungsverfahrens fiir Tiermehl in den 1970er Jahren die Scrapie-Erreger nicht
mehr inaktivierte und so Rinder infiziert werden konnten. Die Wiederverwertung der
an BSE gestorbenen Rinder als Tierfutter stellt eine oben beschriebene Passage der
Erreger dar und konnte die Infektionsrate der Tiere weiter steigern (Johnson und
Gibbs, 1998).

Auch das Auftreten einer neuen Variante der CJK (nvCJK) ist sehr wahrscheinlich auf
den Konsum infizierter Rinderbestandteile zuriickzufiihren (Will et al., 1996; Bruce et
al., 1997; Scott et al., 1999). Die nvCJK unterscheidet sich von den klassischen CJKs
sowohl in der Pathologie als auch im Krankheitsbild. So stimmt die regionale
Verteilung der Lésionen im Gehirn mit denen von BSE {iberein. Die nvCJK-Patienten

sind mit einem Durchschnittsalter von 29 Jahren wesentlich jiinger als sCJK-

Patienten.
35000 ¢
30000 }
2
= 25000
=
t5 20000 ¢ o5 ©
is) ©
a F20 &
o 15000 ¢ — x
% 15 (3
N 10000 t €
< 10 8
5000 { <
] - 5 §
i
(=
0 T 1 1 |’T| 1 1 0 <
1985 1987 1989 1991 1993 1995 1997 1999

Abbildung 1.  Fille von Boviner Spongiformer Encephalopathie (BSE, Quadrate) und neuer
Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (nvCJK, Balken) in GroBbritannien. Der rote Pfeil
kennzeichnet den Zeitpunkt des offiziellen Tiermehlverfiitterungsverbotes an Wiederkduer.

Die Dauer der Krankheit ist im Vergleich zu sCJK verldngert (Zeidler et al., 1997a;

Zeidler et al., 1997b). Auffallend ist weiterhin das Auftreten von nvCJK in zeitlichem
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Abstand zu BSE (Abb. 1) sowie die regionale Beschrinkung auf das besonders von
BSE betroffene GroBbritannien.

Nach der Feststellung der Analogien von Scrapie, Kuru und CJK folgte die Suche
nach der Identitét des infektiosen Agens. Eine wichtige Entdeckung lieferten Alper
und Kollegen. Sie stellten fest, dass Hirnmaterial seine Infektiositdt behélt, auch wenn
es hoher ionisierender Strahlung ausgesetzt wird, die Nukleinsduren zerstort (Alper et
al., 1967). Diese Experimente machen ein Virus als Erreger sehr unwahrscheinlich,
auch wenn einige Forscher die Suche danach fortsetzen (Akowitz et al., 1994; Ozel
und Diringer, 1994). Es wurde darauthin postuliert, dass die TSE-Erreger
ausschlieBlich aus einem Protein bestehen konnten (Griffith, 1967). Die
Empfindlichkeit des Scrapie-Erregers gegen Protein zerstorende oder verdndernde
Reagenzien flihrte zur Einflihrung des Begriffes ,,Prion (,,proteinaceous infectious

particle®) (Prusiner et al., 1981; Prusiner, 1982).

1.3. Das Prion Protein

Durch Fraktionierung von Gehirnextrakten von mit Scrapie infizierten Hamstern
wurde es 1982 ermoglicht, eine ausreichend reine, hoch infektiose Fraktion zu
erhalten, die fast ausschlieBlich aus Protein bestand. Durch eine Peptid-Sequenzierung
konnte die Aminosdure-Sequenz des Prion Protein (PrP) genannten Proteins
identifiziert werden. Mit einer abgeleiteten DNA-Sonde konnte das kodierende Gen
PRNP identifiziert werden. Zur allgemeinen Uberraschung handelte es sich dabei um
ein Wirts- und kein Fremdprotein (Bolton et al., 1982; Prusiner, 1982; Oesch ef al.,
1985). Der Vergleich von PrP aus gesunden und kranken Tieren ergab, dass dasselbe
Gen exprimiert wurde und die Primérstruktur des Proteins unverdndert war (Basler et
al., 1986; Stahl et al., 1993). Weiterhin waren die PrP-Mengen in gesunden und
kranken Tieren unverdndert (Chesebro et al., 1985; Oesch et al., 1985). Dies fiihrte zu
den Bezeichnungen PrP*° fiir PrP aus Scrapie-infizierten Tieren und PrP¢ (zellulires

PrP) fiir PrP aus gesunden Tieren.
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PrPC ist ein tiberwiegend o-helikales Protein (Abb. 2), welches in nichtionischen
Detergenzien gut 16slich ist. Im Gegensatz dazu ist PrP* iiberwiegend B-Faltblatt-
reich und als Aggregat in nichtionischen Detergenzien unloslich. Wird PrP% mit
Proteinase K (PK) inkubiert, entsteht ein proteaseresistentes Fragment, welches
PrPres oder, nach seiner GroBle, PrP27-30 genannt wird. PrPSC-Aggregate bilden
amyloide Fibrillen, binden den Farbstoff Kongo-Rot und zeigen unter polarisiertem
Licht eine griine Doppelbrechung (Prusiner et al., 1983; Hope et al., 1988; Caughey
et al., 1991; Prusiner, 1991; Pan et al., 1993).

Die Struktur des C-terminalen Bereichs von PrP© verschiedener Spezies konnte durch
Kernresonanzspektroskopie (NMR-Spektren) bestimmt werden: Die erste Helix wird
durch zwei kleine antiparallele Faltblatter eingeschlossen; daran schliefen sich zwei
weitere Helices an (Abb. 2). Die Struktur wird durch die Ausbildung einer
Disulfidbriicke stabilisiert. Der N-Terminus von PrP ist unstrukturiert (Riek et al.,
1996; Riek et al., 1997; Zahn et al., 2000; Lopez et al., 2000; James et al., 1997).

PrP enthdlt Wiederholungen des Aminosduremotivs PQGGTWGQ-(PHGGGWGQ)4
(Octarepeats) im N-Terminus, fiir die eine Kupfer-Bindungseigenschaft gezeigt
wurde (Brown et al., 1997a; Stockel et al., 1998; Viles et al., 1999; Aronoff-Spencer
et al.,2000).

Die Unléslichkeit des PrP*° hat bis heute eine genaue Aufklirung der Struktur mittels

Rontgenstrukturanalyse oder Kernresonanzspektroskopie verhindert.
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Abbildung 2.  Béindermodell des strukturierten C-terminalen Bereiches (PrP121-231) des Maus-PrP
nach den NMR-Strukturdaten von Riek et al. 1996. Der strukturierte Bereich beginnt bei Aminosaure
121 (oben). Das Bild wurde nach den Strukturdaten mit den Programmen Swiss-PDB Viewer und
POV-Ray erstellt. Helices: blau; Faltbldtter: griin.

Das PrP-kodierende Gen PRNP enthélt 3 Exons, wobei der komplette Leserahmen in
Exon 3 enthalten ist. Es existieren mehrere Splice-Varianten, wobei ca. 90% Exon 1-3
Verkniipfungen sind und 10% zusétzlich Exon 2 enthalten. Da durch die Unterschiede
der Splice-Varianten die kodierende Region nicht verdndert wird, wurde ihnen keine
groBe Bedeutung zugewiesen (Lee ef al., 1998). Das Gen ist jeweils innerhalb der bis
jetzt untersuchten Sdugetiere sowie der Vogel hoch konserviert, zwischen Sdugetieren
und Vogeln sind die Homologien jedoch relativ gering (Wopfner et al., 1999). AuB3er
in Sdugetieren und Vogeln wurde PrP in einer Schildkrétenart (Simonic et al., 2000)
und vor kurzem auch im Krallenfrosch Xenopus leavis (Strumbo et al., 2001)
nachgewiesen.

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

Gehirn und in Lymphocyten (Bendheim et al., 1992; Cashman et al., 1990).
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1.4. Prion Protein-Biogenese

PrP ist ein glykosyliertes Zelloberfldchenprotein und wird als 254 Aminoséduren (AS,
Maus-PrP) langes Préprotein synthetisiert. Nach dem Import in das Endoplasmatische
Reticulum (ER) wird die 22 AS lange Prisequenz abgespalten. Die hydrophoben C-
terminalen 23 AS fungieren als Erkennungssequenz fiir einen Glykosyl-Phosphatidyl-
Inositol (GPI)-Anker, der das reife Protein an die duBlere Zellmembran heftet. Der
Anker besteht aus einem Distearat, welches {iber einen Inositol-Ring und Trimannose
mit Ethanolamin verkniipft wird. Der GPI-Anker wird als Ganzes synthetisiert und
iber das Ethanolamin durch eine Transamidase-Reaktion an die sogenannte w-site des
PrP (Serin 231) angehdngt. Bei dieser Reaktion wird die GPI-Erkennungssequenz
abgespalten. Bei einer Subpopulation von ca. 15 % wird die Trimannose des GPI-
Ankers im Golgi-Apparat mit Sialsdure modifiziert (Stahl et al., 1987; Stahl et al.,
1992).

Das PrP wird an zwei Stellen (Asparagine 180 und 196 bei der Maus) komplex
glykosyliert (Stimson et al., 1999). Noch wihrend des Imports in das ER werden
Glykoproteine wie PrP durch die Oligosaccharyltransferase, welche ein Teil der
Protein-Translokations-Maschinerie in der ER-Membran ist (Kornfeld und Kornfeld,
1985) mit einem Zucker-Grundgeriist (Glc;ManygGlcNACc;) ausgestattet. Der in ol-2-
Stellung gebundene terminale Glukose-Rest wird noch wéhrend des Proteinimports
von dem integralen Membranprotein Glukosidase I abgespalten. Das im ER-Lumen
residierende Enzym Glukosidase II spaltet die restlichen, in o1-3-Stellung
gebundenen Glukosen vom Zucker-Grundgeriist ab (Kalz-Fuller et al., 1995;
Trombetta ef al., 1996).

Folgender Zyklus dient der Erkennung der korrekten Faltung von Proteinen: Die
UDP-Glc:Glykoprotein-Glukosyltransferase erkennt miss- oder ungefaltete Proteine
und iibertrdgt einen Glukose-Rest auf das Zuckergeriist (Suh et al., 1989; Trombetta
und Parodi, 1992; Sousa et al., 1992). Dieses monoglukosylierte Protein wird von den

Chaperonen Calnexin (membrangebunden) und Calreticulin (16slich) erkannt,
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transient gebunden und von der Glukosidase II deglukosyliert. Das Protein wird
solange de- und reglukosyliert, bis eine korrekte Faltung erreicht wird (Hebert ef al.,
1996).

Weitere Interaktionen wurden zwischen PrP und der Protein-Disulfid-Isomerase (PDI)
und Grp94, dem ER-Homolog des Hsp90, nachgewiesen (Capellari et al., 1999).
Korrekt gefaltetes PrP wird in den Golgi-Apparat transportiert, wo die Zucker-
Grundgeriiste weiter modifiziert werden.

Auf der Zelloberfliche reichert sich PrP zusammen mit anderen GPI-verankerten
Proteinen in Domidnen mit spezieller Fettsdurezusammensetzung, so genannten /ipid

rafts, an (Harmey et al., 1995; Vey et al., 1996).

1.5. Das Prion-Konzept

Eine Bestitigung des Prion-Konzeptes, die Existenz eines neuartigen Vererbungs-
Modus, der ohne Nukleinsduren auskommt, ergaben Experimente mit transgenen

Miusen. So sind transgene Miuse mit deletiertem PRNP (Prnp”’

-Méuse) nicht
infizierbar und propagieren den Erreger nicht. Eine Wiedereinfilhrung des PRNP-
Gens in eine PrnpO/O-Maus-Linie stellt die Infizierbarkeit wieder her (Biieler et al.,
1993). Die Expression von PrPC ist also fiir eine Infektion notwendig.

Eine Vermehrung des infektiosen Materials im Gehirn verlangt eine Umwandlung des
zelluliren PrP¢ in PrP* (Pan ef al., 1993). Fiir diese Konversion von PrP® in PrP*
wurde ein direkter Kontakt der beiden Isoformen postuliert, entweder auf der
Zelloberfldche oder in einem endosomalen Kompartiment (Caughey und Raymond,
1991; Borchelt et al., 1992; Taraboulos et al., 1995). Der genaue Mechanismus dieser
Konversionsreaktion ist noch unbekannt.

Zwei Modelle wurden fiir die Konversion vorgeschlagen. Das template assistance-
Modell sagt eine autokatalytische Konversion vor, bei dem je ein PrP* ein PrP¢ als

Heterodimer bindet und umformt. Eine Aggregation des PrP*° ist dafiir nicht

notwendig (Prusiner, 1991). Das seeding-Modell schldgt einen Kristallisationskeim
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vor, der fiir die Propagation von PrP* eine Mindestgrofe erreichen muss (Jarrett und

Lansbury, 1993).

c
s PrP
Prp>° -« O Zellmembran

Lipid raft D

K 00

———

Lysosom /' E

] Sec61-Komplex

&3 Ribosom

— ER-Signalsequenz

‘&E’ Zuckergerust
GPI-Ankersequenz
GPI-Anker

Abbildung 3.  Biogenese des PrP. A PrP wird in das rauhe Endoplasmatische Reticulum (ER)
importiert. Wahrend des Imports wird die ER-Signalsequenz abgespalten und Zuckerketten werden mit
dem Protein verkniipft. B Die GPI-Ankersequenz wird durch einen vorgeformten GPI-Anker ersetzt. C
Im Golgi-Apparat werden die Zuckerketten komplex modifiziert. D PrP reichert sich auf der
Zellmembran in Arealen mit spezieller Fettsiurezusammensetzung an (Lipid rafts). E Wihrend PrP¢
im Lysosom abgebaut werden kann, widersteht PrP*® der Degradation und reichert sich an.
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Auch in Bakterien exprimiertes, rekombinantes PrP (rPrP) kann in vitro in eine
unldsliche und proteaseresistente Form umgewandelt werden. Diese Aggregate sind
aber nicht infektios (Raeber et al., 1992; Post et al., 1998; Jackson et al., 1999). Ob
die fehlende Infektidsitdt an der in Bakterien nicht stattfindenden posttranslationalen
Modifizierung liegt oder infektiose Prionen einen bisher unbekannten und in
Bakterien nicht vorhandenen Bestandteil haben, bleibt offen.

Ein wertvolles System zur Untersuchung der Prionen stellen Zellkulturen von
immortalisierten neuronalen Zellen dar, zum Beispiel die N2a-Zelllinie aus der Maus.
Diese Zellen sind infizierbar und replizieren Infektiositit (Butler et al., 1988;
Caughey et al., 1989).

Durch verschiedene Substanzen konnte die Konversion von PrP¢ in PrP* inhibiert
werden, so zum Beispiel mit Kongo-Rot (Caughey und Race, 1992), Porphyrinen
(Priola et al., 2000) und mit Glycerol oder Dimethylsulfoxid (DMSO), so genannten
chemischen Chaperonen, die die native Proteinkonformation stabilisieren (Tatzelt et
al., 1996). Auch verzweigte Polyamine verhindern die Konversion (Supattapone et
al., 1999). Durch die Wirkung von kationischen Lipopolyaminen konnte die Bildung
von PrPSC-Aggregaten verhindert und schon vorhandene Aggregate aufgeldst werden
(Winklhofer und Tatzelt, 2000).

Eine Konversion wird ebenfalls durch den Wirkstoff Suramin unterbunden. Hierbei
bilden sich PrP-Aggregate, bevor PrP die Zelloberfliche erreicht. Diese Aggregate
sind aber weder proteaseresistent noch infektios (Gilch et al., 2001).

Die sehr niedrige Hé&ufigkeit, mit der sporadische Prionerkrankungen wie CJK
auftreten, wird mit der geringen Wahrscheinlichkeit erklért, dass sich PrP® spontan in
PrP% umwandelt. Diese Wahrscheinlichkeit kénnte dadurch erhoht werden, dass PrP¢
durch eine vererbte oder somatische Mutation weniger stabil ist oder PrP*® durch eine
Infektion von auBlen zugefiihrt wird. Zahlreiche Mutationen des Prion Proteins sind
bekannt, die mit TSEs assoziiert sind. Fast alle dieser Mutationen liegen im
strukturierten C-terminalen Bereich (Hsiao et al., 1989; Dlouhy et al., 1992; Petersen

et al., 1992; Poulter et al., 1992; Gabizon et al., 1993).
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1.6. Alternative PrP-Topologien

Neben der mittels GPI-Anker in der Zellmembran verankerten Form wurde fiir PrP
auch eine alternative transmembrane Topologie nachgewiesen. Mit der in
Computeranalysen  vorhergesagten potenziellen Transmembrandoméne (TM,
Aminoséuren 114-133) kann PrP zwei transmembrane Formen einnehmen: ""™PrP mit

d “PrP mit dem C-Terminus im ER-Lumen.

dem N-Terminus im ER-Lumen un
Zuerst wurden diese Topologien in zellfreien Translationssystemen mit
Weizenkeimextrakten und Kaninchen-Retikulocytenlysat nachgewiesen (Lopez et al.,
1990; Yost et al., 1990; Hegde et al., 1998a). Die Anteile der verschiedenen
Topologien werden durch Mutationen im PrP moduliert, die entweder in der Nédhe der
Transmembrandomine (Hegde et al., 1998a) oder auch in der ER-Signalsequenz

Cmpp wurde auch nach einer

liegen (Kim et al., 2001). Eine erhohte Menge von
Infektion von Méausen mit Scrapie gefunden (Hegde ef al., 1999). Eine der in den in
vitro-Importstudien nachgewiesenen “"PrP-fordernden Mutationen (PrP-A117V) ist
mit dem Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom assoziiert (Hegde ef al., 1999).

In weiteren in vitro-Experimenten wurde gezeigt, dass fiir PrP zusédtzliche Faktoren
fiir den Import in das ER notwendig sind. Wiahrend alle bis dahin untersuchten
Proteine in rekonstituierte Vesikel importiert werden konnten, deren Membranen die
zentrale Importpore (Sec61-Komplex) sowie das Importprotein-assoziierte Protein
(translocating chain associated protein, TRAM) enthalten (Gorlich et al., 1992;

Gorlich und Rapoport, 1993; Voigt et al., 1996), wird PrP in diesem System

ausschlieBlich als transmembrane Form importiert (Hegde et al., 1998b).

1.7. Qualitatskontrolle im ER

Die geringe Haufigkeit der spontanen TSE-Erkrankungen konnte auch an einer
effektiven Qualititskontrolle liegen, die missgefaltete Proteine wie PrP* oder

Proteine mit falscher Topologie wie “PrP eliminieren kénnte.
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Neben der oben beschriebenen Faltungskontrolle der Glykoproteine sind im ER zwei
weitere Mechanismen der Qualititskontrolle vorhanden: Die Unfolded Protein
Response (UPR) sowie die ER-assoziierte Degradation (ERAD).

Auf die Anhdufung missgefalteter Proteine im ER reagiert die Zelle mit einer
Signaltransduktionskaskade, der Unfolded Protein Response (UPR) (Lee, 1987;
Kozutsumi et al., 1988; Gething und Sambrook, 1992), die von der Hefe bis zu den
Sdugetieren konserviert ist (McMillan et al., 1994; Shamu et al., 1994). Die
transmembrane Kinase/RNase Irelp (Cox et al., 1993; Mori et al., 1993) vermittelt
das Signal vom ER-Lumen in das Cytosol. Nach einer Phosphorylierung der
cytosolischen Doméne schneidet Irelp ein Intron aus der Vorldufer-mRNA des
Transkriptionsfaktors Haclp (Cox und Walter, 1996; Nikawa et al., 1996; Shamu und
Walter, 1996; Kawahara et al., 1998). Die geschnittene mRNA wird durch eine
tRNA-Ligase wieder verbunden (Sidrauski und Walter, 1997). Das Splicing der
mRNA fiihrt dazu, dass eine effektive Translation stattfinden kann (Chapman und
Walter, 1997; Kawahara et al., 1997). Haclp bindet an das Unfolded Protein
Response-Element (UPRE) und aktiviert die Transkription verschiedener Gene, deren
Produkte die Faltung ER-residenter Proteine unterstiitzen (Mori et al., 1992).
Induziert werden unter anderem die Chaperone Grp78/Kar2p und Grp94 sowie die
PDI (Protein-Disulfid-Isomerase) (Dorner et al., 1990; Little und Lee, 1995). Durch
die UPR-aktivierte Expression des Transkriptionsfaktors Sonlp werden auch
Untereinheiten des Proteasoms verstirkt exprimiert, welches faltungsinkompetente

Proteine degradiert (Ng et al., 2000).

Die ER-assoziierte Degradation (ERAD) ist ein Mechanismus, der ungefaltete
Proteine oder Untereinheiten nicht korrekt assemblierter Proteinkomplexe aus dem
ER entfernt und der Degradation durch das cytosolische 26S-Proteasom zufiihrt
(Finley et al., 1984; Jentsch et al., 1987; Hurtley und Helenius, 1989; Klausner und

Sitia, 1990; Sommer und Jentsch, 1993; Jensen et al., 1995).
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In einem ersten Schritt miissen missgefaltete Proteine im ER erkannt werden, woran
vermutlich die ER-residenten Chaperone und die Glykosylierungsmaschinerie
beteiligt sind (McCracken und Brodsky, 1996; Plemper et al., 1997; Jakob et al.,
1998). Der zweite Schritt besteht aus dem retrograden Transport der Proteine vom ER
in das Cytosol durch die zentrale Translokationspore (Sec61-Komplex), die auch am
Proteinimport beteiligt ist (Wiertz et al., 1996; Plemper et al., 1997; Zhou und
Schekman, 1999). Verschiedene andere Faktoren sind fiir den Export und die
nachfolgende Ubiquitinierung notwendig. Das transmembrane Protein Hrd1p/Der3p
besitzt eine RING-H2-Finger-Doméne, die fiir eine Klasse von Ubiquitin-Ligasen
typisch ist (Bordallo et al., 1998; Deshaies, 1999) und vermutlich der Substratbindung
dient. Der dritte ERAD-Schritt besteht in der Polyubiquitinierung und der
Degradation des Sustrates durch das 26S-Proteasom. Ubiquitin ist ein kleines weit
verbreitetes Protein (Name!), das mit freien Aminogruppen der zum Abbau
bestimmten Proteine verkniipft wird. Durch einen internen Lysin-Rest wird eine
kleine Kette von Ubiquitin gebildet. Die Polyubiquitinierung dient als Signal fiir den
Abbau (Schlesinger et al., 1975; Chau et al., 1989). Verschiedene Ubiquitin
konjugierende Enzyme sind identifiziert worden, darunter Ubclp, Ubc6p und Ubc7p
in der Hefe Saccharomyces cerevisiae (Seufert et al., 1990; Sommer und Jentsch,
1993; Vassal et al., 1992).

Bis jetzt sind vor allem Proteine wie die mutierte vakuolidre Carboxypeptidase Y
(CPY*) als ERAD-Substrate bekannt (Knop et al., 1996), aber auch natiirliche ER-
Proteine mit regulierter Kurzlebigkeit wie der HMG-CoA-Reduktase (Hmg2p)
(Hampton und Rine, 1994; Hampton und Bhakta, 1997).

ERAD und UPR sind eng miteinander verkniipft. So verursacht eine fehlende ERAD
die konstitutive Aktivierung der UPR. Mutationen, die beide Mechanismen
ausschalten, sind synthetisch lethal. (Friedlander et al., 2000; Ng et al., 2000; Travers
et al.,2000).
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Abbildung 4.  Qualitétskontrolle im ER. A Proteine falten im ER spontan oder mit Unterstiitzung
von Hilfsproteinen wie der Protein-Disulfidisomerase (PDI) und Chaperonen wie Hsp70 (BiP/Kar2p)
oder Hsp90 (Grp94). B Missgefaltete, aber faltungskompetente Glykoproteine durchlaufen einen
Glukosylierungszyklus (siehe Text). C Faltungsinkompetente Proteine werden in das Cytosol
transportiert, ubiquitiniert und durch das 26S-Proteasom degradiert (ER-assoziierte Degradation,
ERAD). D Eine Anhdufung missgefalteter Proteine im ER 16st eine Signaltransduktionskaskade
(Unfolded Protein Response, UPR) aus, die die Induktion von faltungsférdernden Proteinen sowie
Proteasen bewirkt. GT: UDP-Glc:Glykoprotein-Glukosyltransferase; GII: Glukosidase II; Ubc:
Ubiquitin konjugierendes Enzym.

1.8. Funktion von PrP?

Eine Funktion konnte bis jetzt fiir PrP nicht nachgewiesen werden. In PrnpO/ 0_Miusen
der Linie ,,Nagasaki“ wurden Bewegungsstorungen (Ataxie), Verlust von Purkinje-
Zellen und Demyelinisierungserscheinungen nachgewiesenen (Sakaguchi ef al., 1996;
Moore et al., 1999). Bei PrnpO/O-Méiusen der Linien ,,Edinburgh® und ,,Ziirich I

dagegen waren diese Symptome nicht feststellbar. Es traten lediglich leichte
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elektrophysiologische Verdnderungen und Stérungen im cirkadianen Rhythmus der
Tiere auf (Biieler et al., 1992; Collinge et al., 1994; Tobler et al., 1996). Die knock
out-Maus-Linien unterscheiden sich in der Position und Léinge der entfernten
Sequenzen.

Der beobachtete Phinotyp in der Linie ,,Nagasaki® ist wohl auf eine durch die
Deletionen  verursachte Uberexpression des PrP-Homologs Doppel (Dpl)
zurlickzufiihren, was durch die Wiederholung der knock out-Experimente in der Linie
»Zirich 11 nachgewiesen werden konnte (Moore ef al., 1999; Li et al., 2000; Rossi et
al.,2001).

Das Doppel kodierende Gen PRND liegt 16 Kilobasen stromabwérts des PRNP.
Doppel teilt mit PrP eine ca. 25%ige Homologie im C-Terminus, wihrend der N-
Terminus fehlt. Es ist ebenfalls glykosyliert und GPI-verankert, hat aber zwei
Disulfid-Briicken. Doppel wird hauptsichlich in den Hoden und im Herzen, aber nur
schwach im Gehirn gesunder Tiere exprimiert (Moore et al., 1999; Silverman et al.,
2000).

Eine Funktion fiir PrP® im Kupferhaushalt der Neuronen wurde von seiner
Kupferbindungseigenschaft abgeleitet. Im Vergleich zu Wildtyp-Zellen wurde in

0_Zellen eine niedrigere Kupferkonzentration gemessen (Brown et al., 1997a).

Prnp
Es wurde postuliert, dass PrP¢ als Kupferchelator fungiert, der Enzyme wie die
schidliche Radikale entfernende Superoxid-Dismutase (SOD1) mit dem lon belédt.
So hatten Prnp®°-Zellen eine verringerte SOD-Aktivitit und eine verinderte Reaktion

auf oxidativen Stress (Brown et al., 1997b). Andere Studien konnten diese Ergebnisse

allerdings nicht bestétigen (Waggoner et al., 2000).

Fiir PrP® wurde auch eine Rolle in der Signaltransduktion in differenzierten Neuronen
vorgeschlagen. So konnte nach einer durch spezifische Antikorper induzierten
Dimerisierung des PrP eine Verdnderung der Phosphorylierung der Tyrosin-Kinase

Fyn nachgewiesen werden. Dies resultierte in einer erhohten Fyn-Kinase-Aktivitét. In
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dieser Studie wurde allerdings nicht gezeigt, wie das in der Zellmembran verankerte

PrP€ mit dem cytosolischen Fyn interagiert (Mouillet-Richard et al., 2000).

1.9. Hefe-,,Prionen

Das Prion Protein besitzt kein Homolog in der Hefe. Allerdings sind in der Hefe
extrachromosomale Vererbungsginge gefunden worden, die mit dem Prion-Konzept
erklart werden konnen (Wickner, 1994). Der Phinotyp [PSI'] wird durch die
Aggregation des Proteins Sup35p ausgelost (Cox, 1965; Paushkin et al., 1996).
Sup35p ist ein essentieller Translationsterminations-Faktor, dessen Fehlen sich durch
ein Uberlesen von Stop-Codons auszeichnet (Cox et al., 1988). [PSI'] kann de novo
auftreten, aber auch durch eine Uberexpression von Sup35p induziert werden
(Chernoff et al., 1993). Es wurde gezeigt, dass das erste Drittel des Proteins die Prion-
Determinierende-Doméne ist, welche fiir die Aggregation, nicht aber fiir die Funktion
als Terminationsfaktor notwendig ist (Ter-Avanesyan et al., 1993; Ter-Avanesyan et
al., 1994). Diese Domine definiert unter verschiedenen Hefestimmen eine
Speziesbarriere. So kann die Uberexpression der Prion-Domine des Hefestammes
Candida albicans in S. cerevisiae kein [PSI'] induzieren (Santoso et al., 2000; Chien
und Weissman, 2001). Ein weiteres, ebenfalls gut charakterisiertes Hefe-Prion ist
[URE3] (Lacroute, 1971; Aigle und Lacroute, 1975). Dieser Phanotyp wird durch die
Aggregation des beim Stickstoffhaushalt beteiligten Proteins Ure2p ausgeldst (Edskes
etal., 1999).

1.10.Zielsetzung

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, die Biogenese und Funktion des
Prion Proteins der Maus in der Hefe Saccharomyces cerevisiae zu analysieren. Dazu
sollten das Prion Protein der Maus und verschiedene Deletionsmutanten in S.

cerevisiae exprimiert werden. Die Hefe gehdrt zu den am besten charakterisierten
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Organismen, dessen Genom vollstindig sequenziert ist (Mewes et al., 1997). Im
Gegensatz zu anderen Modellsystemen sind zahlreiche Hefe-Stimme erhéltlich oder
leicht herstellbar, die durch Deletion oder Mutation von Genen bestimmte
Funktionen, die die Biogenese von Proteinen beeinflussen, nicht mehr ausfiihren
konnen. So sollten Aspekte der Qualitdtskontrolle und der intrazelluldren Lokalisation
verschiedener PrP-Konstrukte in unterschiedlichen genetischen Hintergriinden

untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Gerate

Agarosegel-Elektrophoresekammern: Zentralwerkstatt, Max-Planck-Institut,
Martinsried

Analysesoftware PSORT II: http://psort.nibb.ac.jp/form2.html

Autoklav GE2606: Getinge Van Dijk, Straelen

Brutschrinke: Heraeus, Hanau

Crosslinker UV Stratalinker 2400: Stratagene, Heidelberg

Filmentwickler X-Omat: Kodak, Stuttgart

Gelbetrachter: MWG Biotech, Ebersberg

Geltrockner SGD300: Savant, Holbrook, NY, USA

Invers-Mikroskop Axiovert 25: Carl Zeiss, Gottingen

Kiihlzentrifuge GS-6R mit Rotor GH3.8: Beckman, Unterschleissheim
Kiihlzentrifuge J2-21M mit Rotor JA-14: Beckman, Unterschleissheim
Kultur-Schiittler Forma Scientific 4518: ThermoQuest, Egelsbach

Mikrowelle M633: Samsung, Schwalbach/Ts.

PCR-Geriit GeneAmp PE2400: Perkin Elmer, Shelton, CT, USA

Phosphoimager FLA-2000 mit Software ImageGauge: Fuji Photo Film, Diisseldorf
Pipetten Gilson P2, P10, P20, P200, P1000 und Distriman: Abimed, Langenfeld
Pipettierhilfe vacu-petus: Bender & Hobein, Ziirich, Schweiz
Polyacrylamidgel-Elektrophoresekammer Hoefer SE600 mit Power Supply EPS
601: Pharmacia Biotech, Freiburg

Quantifizierungssoftware AIDA: raytest, Straubenhardt

Reinstwasseranlage Milli-Qpy,ys PF: Millipore, Eschborn

Renderingsoftware POV-Ray for MacOS Version 3.1g.r2: http://www.povray.org

Schwenktisch GFL 3017: Merck eurolab, Ismaning

Spektrophotometer DU-640: Beckman, Unterschleissheim
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Strukturanalysesoftware Swiss-PdbViewer v3.7b2:

http://expasy.ch/spdbv/mainpage.html

Thermoblocke: Zentralwerkstatt, Max-Planck-Institut, Martinsried
Tischzentrifuge Biofuge A: Heraeus, Hanau

Tischzentrifuge Centrifuge 5415C: Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Transferkammer Hoefer TE-Serie mit Power Supply EPS 2A200: Pharmacia
Biotech, Freiburg

Uberkopf-Mischer Heidolph REAX 2: Merck eurolab, Ismaning
Ultrazentrifuge Optima L90K mit Rotoren SW28, SW41Ti und SW55Ti:
Beckman, Unterschleissheim

Ultrazentrifuge TLX-120 mit Rotor TLA-120.2: Beckman, Unterschleissheim
UV-Tisch Foto/UV21: FOTODYNE, Hartland, WI, USA

Vortex: Bender & Hobein, Ziirich, Schweiz

Zihlkammer, Neubauer: Merck eurolab, [smaning

Zellkulturschrinke Forma Scientific 3111: ThermoQuest, Egelsbach

Zellzerstorer Mini-BeadBeater 8, Biospec Products: Roth, Karlsruhe

2.2. Chemikalien, Enzyme und Materialien

B-Mercaptoethanol: Merck, Darmstadt

Aceton: Merck, Darmstadt

Agarose: Serva, Heidelberg

Aminosiuren: Sigma, Deisenhofen

Ampicillin: Boehringer Mannheim, Mannheim

Amplify: Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Anti-CPY Antikorper, Molecular Probes: Mo Bi Tec, Gottingen
Anti-Kaninchen Antikorper (HRP-gekoppelt) aus Esel: Amersham Pharmacia

Biotech, Freiburg
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Anti-Maus Antikorper (HRP-gekoppelt) aus Schaf: Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Anti-PrP Antikorper 3F4: Signet Laboratories, Dedham, MA, USA
Anti-V-ATPase Antikorper, Molecular Probes: Mo Bi Tec, Gottingen
Bacto Agar: Difco Laboratories, Detroit, MI, USA

BSA: USB, Cleveland, OH, USA

Complete Protease-Inhibitor: Boehringer Mannheim, Mannheim
Coomassie-Brilliant-Blau G-250: USB, Cleveland, OH, USA
Desoxycholat: Sigma, Deisenhofen

Dinatriumhydrogenphosphat: Merck, Darmstadt

Doxycyclin: Sigma, Deisenhofen

DTT: Merck, Darmstadt

Dulbecco’s PBS: GibcoBRL Life Technologies, Karlsruhe

ECL: Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

EDTA: USB, Cleveland, OH, USA

Endoglykosidase H: NEB, Schwalbach/Ts.

Essigsiure: Merck, Darmstadt

Ethanol: Sigma, Deisenhofen

Ficoll 400: Merck, Darmstadt

Formamid: Merck, Darmstadt

Fotales Rinderserum: GibcoBRL Life Technologies, Karlsruhe
Galaktose: Sigma, Deisenhofen

Gelladespitzen Sorensen MultiFlex RoundTips: Roth, Karlsruhe
Glasperlen, siuregewaschen, @ = 0,45-0,65 mm: Sigma, Deisenhofen
Glukose: Sigma, Deisenhofen

Glycin: USB, Cleveland, OH, USA

HCI: Merck, Darmstadt

Hefe Nitrogen Base: Difco Laboratories, Detroit, MI, USA

Hefeextrakt: Difco Laboratories, Detroit, MI, USA
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Hefeprotease-Inhibitor-Cocktail: Sigma, Deisenhofen
HEPES: USB, Cleveland, OH, USA
Heringsspermien-DNA: Boehringer-Mannheim, Mannheim
Instant-Magermilchpulver: Uelzena, Uelzen
Kaliumacetat: Sigma, Deisenhofen

Kaliumchlorid: USB, Cleveland, OH, USA
Kaliumdihydrogenphosphat: Merck, Darmstadt
Lachsspermien-DNA: Roche Diagnostics, Mannheim
Lithiumacetat: Sigma, Deisenhofen

Magnesiumacetat: Sigma, Deisenhofen
Meglumin-Diatrizoat: Sigma, Deisenhofen

Methanol: Merck, Darmstadt

Natriumcarbonat: Merck, Darmstadt

Natriumchlorid: Merck, Darmstadt

Natriumcitrat: Merck, Darmstadt

Natrium-Diatrizoat: Sigma, Deisenhofen

Natriumfluorid: Sigma, Deisenhofen

Natriumhydroxid: Merck, Darmstadt
Nitrozellulose-Membran BAS85: Schleicher & Schuell, Dassel
Oligolabelling-Kit: Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
PCR-Reaktionsgefifie 0,2 ml: ABgene, Hamburg
PEG3350: Sigma, Deisenhofen

Pepton: Difco Laboratories, Detroit, MI, USA

Petrischalen: Greiner, Frickenhausen
Pfu-DNA-Polymerase: Promega, Mannheim
Phosphorsiure 85%: Merck, Darmstadt

Pipettenspitzen fiir Gilson Distriman: Abimed, Langenfeld
Pipettenspitzen fiir Gilson P-Serie: Continental Lab Products, San Diego, CA, USA

PMSF: Sigma, Deisenhofen
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Polyacrylamid/Bisacrylamid (19:1 und 29:1) 40%: Roth, Karlsruhe
Polyvinylpyrrolidon: Merck, Darmstadt

ProMix **S-Methionin/Cystein: Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Proteasominhibitor MG132: CALBIOCHEM, Bad Soden

Proteinase K: Boehringer Mannheim, Mannheim

ProteinA-Trisacryl-Matrix: Pierce, KMF Laborchemie, St. Augustin
ProteinG-Sepharose-Matrix: Pierce, KMF Laborchemie, St. Augustin

QIAprep Spin Plasmidextraktionskit: QIAGEN, Hilden

QIAquick Gelextraktionskit: QIAGEN, Hilden

Reaktionsgefifie 1,5 ml und 2 ml: Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Restriktionsendonukleasen: NEB, Schwalbach/Ts.

RNeasy Minikit: QIAGEN, Hilden

Rontgenfilme Kodak Biomax MR: Sigma, Deisenhofen

Sarkosyl: USB, Cleveland, OH, USA

Schraubdeckel-Reaktionsgefifie 1,5 und 2 ml: Sarstedt, Niirnbrecht

SDS: Roth, Karlruhe

Shrimp-Alkalische-Phosphatase: Roche Diagnostics, Mannheim

Sorbitol: Sigma, Deisenhofen

sterile Einwegpipetten fiir die Zellkultur, Nalge Nunc: Fisher Scientific, Nidderau
Sukrose: Sigma, Deisenhofen

T4-DNA-Ligase: NEB, Schwalbach/Ts.

Transfektionsreagenz Lipofectamine plus: GibcoBRL Life Technologies, Karlsruhe
Trichloressigsidure: Sigma, Deisenhofen

Tris: USB, Cleveland, OH, USA

Triton X-100: USB, Cleveland, OH, USA

Trypton: Difco Laboratories, Detroit, MI, USA

Tween-20: USB, Cleveland, OH, USA

Zellkulturmedien MEM, OPTI-MEM: GibcoBRL Life Technologies, Karlsruhe

Zellkulturschalen und -flaschen: BD Biosciences Falcon, Heidelberg
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Zellkulturzusatz Penicillin/Streptomycin/Glutamin: GibcoBRL Life Technologies,

Karlsruhe

2.3. Antikorper

Antikorper Verdiinnung
o-Gim2 1:1000
o-V-ATPase 1:1000
3F4 1:5000
A7 1:1000
RO73 1:2000

Polyklonale Antiseren wurden freundlicherweise von Prof. S.B. Prusiner (RO73) und
Dr. Katja Siegers (0-Gim2) zur Verfiigung gestellt. Das o-PrP-Antiserum A7 wurde
durch Immunisierung von Kaninchen mit gereinigtem rekombinanten PrP hergestellt

(Heller et al., 2002).

2.4. Medien

Alle Medien wurden mit Wasser angesetzt, das durch eine Reinstwasseranlage zur
Qualitdt aqua bidest gereinigt wurde. Die Medien wurden fiir 20 min bei 120°C
autoklaviert. Zur Herstellung von Platten fiir S. cerevisiae wurde 2,3%, fiir E. coli

1,8% Bacto Agar zugefligt.

2.41. Medien fiir Saccharomyces cerevisiae

Vollmedium (YPD)

1% Hefeextrakt; 1% Pepton; 2% Glukose

27



Material und Methoden

Synthetisches Vollmedium (SC)

0,7% Hefe Nitrogen Base; 2% Glukose (SCD) oder 2% Galaktose (SCGal)
Aminosduren bzw. Vorstufen der Nukleotidsynthese wurden je nach Bedarf der
Zellen aus Stammldsungen hinzugefiigt. Zu Selektionszwecken wurde die
entsprechende Komponente weggelassen.

Medium zur Repression des Tetracyclin-kontrollierten Promoters enthielt Doxycyclin

in unterschiedlichen Konzentrationen (Standard: 1 mg/l).

2.4.2. Medium fiir Escherichia coli

LB-Medium
1% Trypton; 1% NaCl; 0,5% Hefeextrakt

Selektivmedium enthielt 100 mg/l Ampicillin.

2.5. Stamme und Zellen

2.5.1. Stamme von Saccharomyces cerevisiae

Stamm Genotyp Herkunft
HU1 MATa; his3; ura3 M. Tector,
unverdffentlicht
RSY2022 | Mato,; SEC61::HIS3; ade2; can-100; his3; Zhou und Schekman,
leu2; trpl; ura3; [pSEC61 (CEN/LEU), 1999

pMZ11 (UPRE-lacZ CEN/TRP)]

RSY2027 | wie RSY2022; statt pSEC61 psec61-R4 Zhou und Schekman,
(kodiert Sec61p mit A130V-Mutation in der 1999

3. Transmembrandoméne)

Y0150 MATa; his3; leu2; lys2; trp1; ura3; Jentsch, 1992
UBCI1::HIS3
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2.5.2. Stamm von Escherichia coli

Stamm Genotyp Herkunft

DH5a supE44, AlacU169, ($80lacZAM15), hsdR17, | Hanahan, 1983

recAl, endAl, gyr496, thi-1, relAl

2.5.3. Zellen von Mus musculus

Zelllinie | Typ Herkunft

N2a Neuroblastomzellen aus einem spontanen Klebe und Ruddle, 1969

Gehirntumor einer Stamm A Albino-Maus

2.6. Molekularbiologische Standardmethoden

Molekularbiologische Standardmethoden wurden fiir die Klonierung von DNA-
Fragmenten, die Herstellung und Transformation kompetenter E. coli-Zellen, die
Quantifizierung von Nukleinsduren, die Isolierung von Gesamt-DNA aus S.
cerevisiae, die Agarose-Gelelektrophorese sowie fiir die Formaldehyd-Agarose-
Gelelektrophorese benutzt (Ausubel ef al., 1987-2001). DNA-Fragmente wurden mit
Hilfe des QIAquick Gelextraktionskits aus Agarosegelen eluiert. Plasmide wurden mit
Hilfe des QIAprep Spin Plasmidextraktionskits aus E. coli-Zellen isoliert. RNA wurde

mit dem RNeasy Minikit isoliert.

2.7. Plasmide

2.7.1. Plasmide fiir S. cerevisiae

Plasmid Herkunft
pYES2 Invitrogen, Karlsruhe
pTET423 diese Arbeit
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2.7.2. Herstellung des Plasmids pTET423

Fiir eine regulierbare Expression von Genen wurde das Plasmid pTET423 hergestellt,
in dem der Promoter unter der Kontrolle des Tetracyclin-Transaktivators (tTA) steht.
Das tTA-Gen, die Operatorsequenz (tetO), der CYCI1-Promoter, die Multiple Cloning
Site sowie die Transkriptionsterminationssequenz wurden mit dem Restriktionsenzym
Pyull aus dem Plasmid pCM190 (Gari et al., 1997) herausgeschnitten und in
dieselben Schnittstellen des Plasmids pRS423 (Sikorski und Hieter, 1989) eingefiigt.

pTET423 ist ein induzierbares multi copy-Plasmid mit einem HIS3-Marker.

2.7.3. Plasmide fiir E. coli

Plasmid Herkuntft

pBluescript SK- Stratagene, Heidelberg

pEGFP-C1 BD Biosciences Clontech, Heidelberg
pBQIR14 R. Barz

pcDNA3.1-3F4 Gilch et al., 2001

pcDNA3.1-CD4 H.M. Schitzl

2.7.4. Plasmid fiir N2a-Zellen

Plasmid Herkunft

pcDNA3.1-ZEO+ Invitrogen, Karlsruhe

2.8. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR (Saiki et al., 1988) dient der selektiven Amplifikation von DNA-Fragmenten

mittels thermostabiler DNA-Polymerase und spezifischen Oligonukleotiden (Primer).

2.8.1. Oligonukleotide (Primer)

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

Schnittstellen fir Restriktionsnukleasen sind unterstrichen.
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AV3-3
AV3-5
CD4-3
CD4-5
cPrP3
cPrP5
GFP3
GFP5
GM3
GmG+5
GmG3
GmGS5
GPI3
GPI5

G-SS+3
G-SS3
G-SS5
KAR2-3

KAR2-5
MPrP3
MPrP5
P116-3
P121-231-3
P121-231-5
P133-3
P141-231-3

57 37
TACTGCCCCAACTGCCGCGACCCCGACCATATGCTTCAT
CATATGGTCGGGGTCGCGGCAGTTGGGGCAGTAGTG
CTCCTCGCATGCTCAGATGAGATTATGGCTCTT
TATTACGACGGGCGTCGATCTGTGTTCCTGGCTTGCGTG
TCCAGGCTTTGGCCGCTTTTTCATTGTTGAGATTTAGCTGTGTTT
AAACACAGCTAAATCTCAACAATGAAAAAGCGGCCAAAGCCTGGA
TTAGATGCATGCTTATCCGGACTTGTACAGCTC
CGGTCGACGTCCCGGTGAGCAA
GAAAAGGCATGCTCAGCTGGATCTTCTCCCGTCGTA ATAGGCCTG
ACTGCGGATGACGTCCCACCTGGAGGGTGGAAC
GACCCGTCGTAATAGGCCTGGGACTCCTT
TTTGCTGGCGTCGCAACTGCGAAAAAGCGGCCAAAGCCTGGA
ATGTAAGCATGCTGTTCTTTTTAATTTACCGGTGGT
CAGGCCTATTACGACGGGTCTTCTAGCAAGAAGAATGCTGCCACCA
ACGTTAAAGCTAAC
GTTCCACCCTCCAGGTGGGACGTCATCCGCAGT
TCCAGGCTTTGGCCGCTTTTTCGCAGTTGCGACGCCAGCAAA
CAAAAGCTGGAGCTCCACCGCGGT
TATCTACAATTCGTCGTGTTCGAAATAATCACCATCGTCATCTTCA
TCTTC

CATACCATGTTTTTCAACAGACTAAGCGCTGGCAAG
GGAAGGTCTAGATCATCCCACGATCAGGAAGAT
GCGGAATTCTAAATGTTGTTTAAATCCCTTTCAAA
ACGGCCCCGCATGCTCATGCAGCAGCGCCGGCCATGTGCTT
CATGTAGCCACCAAGGCCCCCTGGAACATCGTCCGCAGTTGC
GCAACTGCGGACGATGTTCCAGGGGGCCTTGGTGGCTACATG
GATCATGCATGCTCACATGGCGCTCCCCAGCAT

GCGGTCCTCCCAGTCGTTGCCTGGAACATCGTCCGCAGTTGC
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P141-231-5
P157-231-3
P157-231-5
P166-231-3
P166-231-5
P90-231-3
P90-231-5
P-CD4-3
PcPrP-114-3
PcPrP-133-3
PcPrP-145-3
PcPrP5

T™3

™S

tPrP3

tPrP5
NPrP-GFP5
NPrP-GFP3

57 37
GCAACTGCGGACGATGTTCCAGGCAACGACTGGGAGGACCGC
CCTGTAGTACACTTGGTTAGGTGGAACATCGTCCGCAGTTGC
GCAACTGCGGACGATGTTCCACCTAACCAAGTGTACTACAGG
GTTCTGGTTGCTGTACTGATCTGGAACATCGTCCGCAGTTGC
GCAACTGCGGACGATGTTCCAGATCAGTACAGCAACCAGAAC
ATGGGTACCCCCTCCTTGTGGAACATCGTCCGCAGTTGC
GCAACTGCGGACGATGTTCCACAAGGAGGGGGTACCCAT
CACGCAAGCCAGGAACACAGATCGACGCCCGTCGTAATA
TGCCCCGGCGCCTCAAGCCCCTGCCATATGCTT
GATCATGGCGCCTCACATGGCGCTCCCCAGCAT
ACGGTAGGCGCCTCACTCCCAGTCGTTGCCAAA
GAATCAAAGCTTATGGCGAACCTTGGCTAC
AAAATGGATCATGGGCCTGCTGGGCTTGTTCCACTG
CAGTGGAACAAGCCCAGCAGGCCCATGATCCATTTT
TATTCATAGCGGCCGCTTATCAATTAGATCGACGCCCGTCGTAATA
GCGGGATCCTAAATGTTGTTTAAATCCCTTTCAAA
AANANGGACGTCCCACCTGGGGGGT

AGCAGCGACGTCTGCCGCAGCCCCTGC

2.8.2. Rekombinante PCR

Um verschiedene Genabschnitte ohne das Einfiigen von Restriktionsschnittstellen

miteinander zu verkniipfen, wurde die rekombinante Polymerase-Kettenreaktion

(PCR) eingesetzt (Higuchi, 1990). Dabei werden in zwei getrennten Ansitzen

Genfragmente mit Primern mit iiberlappender Sequenzhomologie amplifiziert (Abb.

5A). Diese werden dann in einer zweiten Reaktion als Matrize eingesetzt, wobei die

hybridisierenden Sequenzhomologien als innere Primer fungieren und beide Strange

der DNA vervollstindigt werden. Die externen Primer sorgen fiir die Amplifikation
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des Produktes (Abb. 5B). Durch die Wahl der internen Primer konnen Mutationen,

Insertionen oder Deletionen in ein Gen eingefiigt werden.

lPCR’] lPCRZ

l PCR3

Abbildung 5.  Klonierungsstrategie zur Verkniipfung zweier Genfragmente. A. Die beiden zu
verkniipfenden Fragmente werden separat per PCR amplifiziert. Dabei weisen die internen Primer am
5¢-Ende jeweils Sequenzen des anderen Fragments auf. B. In der folgenden PCR-Reaktion lagern sich
die tiberlappenden Sequenzen aneinander und fungieren so als Primer. Fragmente mit der vollstdndigen
Lange werden durch die externen Primer amplifiziert. Rot und Blau: Fragmente 1 bzw. 2; Schwarz:
nichthomologe Sequenzen fiir Restriktionsschnittstellen.

2.8.3. PCR-Bedingungen

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

Denaturierung 96°C: 30 Sekunden

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

Primers)
Elongation 72°C: 2 Minuten pro Kilobasenpaare zu

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

bis zur weiteren Verarbeitung auf 4°C gekiihlt.

2.8.4. Sequenzierungen

DNA-Sequenzierungen wurden nach der Kettenabbruchmethode nach Sanger (Sanger

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

2.8.5. Prion Protein-Konstrukte unter Kontrolle des GAL1-Promoters

Konstrukte zur Galaktose-induzierbaren Expression mit Hilfe des GAL1-Promoters

wurden in den Vektor pYES2 (Invitrogen) ligiert.

2.8.5.1. Prion Protein der Maus: pYES2-mPrP

Das PrP kodierende Gen PRND wurde mit den Primern mPrP5 und mPrP3
amplifiziert. Als Matrize diente das Plasmid pcDNA3.1-3F4, in dem PRND so
modifiziert war, dass es PrP mit den Mutationen L108M und V111IM exprimiert.
Diese Mutationen entsprechen den Aminosduren des menschlichen PrP und erlauben
eine Detektion des Proteins mit dem monoklonalen Antikorper 3F4 (Serban et al.,
1990). mPrP wurde iiber die Schnittstellen EcoRl und Xbal in das Plasmid pYES2

ligiert.

2.8.5.2. PrP ohne GPI-Anker: pYES2-mPrPAGPI

Das Konstrukt mPrPAGPI wurde mit den Primern mPrP5 und GM3 amplifiziert. Als
Matrize diente das Plasmid pcDNA3.1-3F4. Es kodiert mPrP ohne die GPI-Anker-
Erkennungssequenz bis zur Aminosdure 231 und wurde iiber die Schnittstellen EcoRI

und Sphl in das Plasmid pYES?2 ligiert.

2.8.6. Prion Protein-Konstrukte unter Kontrolle des GAS1-Promoters

Zur konstitutiven Expression mit Hilfe des GAS1-Promoters (Nuoffer et al., 1991,
Conzelmann et al., 1988) wurden Konstrukte mit dem GAS1-Promoter fusioniert und

in den Vektor pYES?2 ligiert. Diese Plasmide wurden mit pY benannt.
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2.8.6.1. PrP mit Signalsequenzen der Hefe: pY-GmG

Bei dieser Klonierung wurde die Sequenz des gereiften mPrP (PrP23-231) mit dem
Promoter des GAS1-Gens und den Signalsequenzen fiir ER-Import und GPI-Anker-
Erkennung des Hefe-Proteins Gaslp fusioniert. In einer ersten Reaktion wurden der
Promoter und die ER-Signalsequenz (Aminosduren 1-22) mit den Primern G-SS5 und
G-SS3 amplifiziert. Als Matrize diente das Plasmid pBQ1R14. Die PrP-Sequenz
(Aminosduren 23 bis 227) wurde mit den Primern GmGS und GmG3 vom Plasmid
pcDNA3.1-3F4 amplifiziert. Die GPI-Erkennungssequenz (Aminosduren 523 bis 559)
wurde mit den Primern GPIS und GPI3 amplifiziert, ebenfalls mit dem Plasmid
pBQI1R14 als Matrize. Dabei wurden die Primer GmG3 und GPI5 so ausgewdhlt,
dass die in pBQIR14 vorhandenen Mutationen der Gaslp-GPI-Ankersequenz zum
Wildtyp revertiert wurden. Die drei Fragmente wurden nach dem Schema in Abb. 5
(2.8.2) zusammengefiigt und iiber die Schnittstellen Sacl und Sphl in das Plasmid
pYES2 ligiert.

2.8.6.2. PrP mit cytosolischer Lokalisation: pY-cyto-PrP

Um das Maus-PrP in das Cytosol zu dirigieren, wurden sdmtliche Signalsequenzen
deletiert. Der Promoter von Gaslp wurde mit den Primern G-SS5 und cPrP3 mit dem
Plasmid pBQIR14 als Matrize amplifiziert. Das PrP-kodierende Fragment
(Aminosduren 23 bis 231) wurde mit den Primern cPrP5 und GM3 mit dem Plasmid
pcDNA3.1-3F4 als Matrize amplifiziert. Die Fragmente wurden verkniipft und iiber

die Schnittstellen Sacl und Spkl in das Plasmid pYES2 ligiert.

2.8.6.3. PrP mit erweiterter Hefe-Sequenz: pY-fl-PrP

Bei diesem Konstrukt wurden die Aminosduren 23-27 des PrP gegen die
Aminosduren 23-26 des Hefe-Proteins Gaslp ausgetauscht. Der Promoter und die
Signalsequenz wurden in einer ersten Reaktion mit den Primern G-SS5 und G-SS+3
mit dem Plasmid pBQI1R14 als Matrize amplifiziert. Die PrP- und GPI-Anker-

Sequenzen wurden mit den Primern GmG+5 und GPI3 mit dem Plasmid pY-GmG als
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Matrize amplifiziert. Die Fragmente wurden verkniipft und tiber die Schnittstellen

Sacl und Sphl in das Plasmid pYES2 ligiert.

2.8.6.4. PrP mit erweiterter Hefe-Sequenz ohne GPI-Anker: pY-
PrPAGPI

Fir das Konstrukt PrPAGPI wurde die GPI-Anker-Erkennungssequenz von fl-PrP
deletiert. Von der Matrize pY-fl-PrP wurde ein Fragment mit den Primern G-SS5 und
GM3 amplifiziert und liber die Schnittstellen Sacl und Sphl in das Plasmid pYES2

ligiert.

2.8.6.5. PrP mit dreifacher A—»V-Mutation: pY-PrP-AV3

PrP-AV3 kodiert PrPAGPI, bei dem die Aminosduren 112, 114 und 117 von Alanin
zu Valin mutiert wurden. Das N-terminale Fragment wurde mit den Primern G-SS5
und AV3-3, das C-terminale Fragment mit den Primern AV3-5 und GM3 mit dem
Plasmid pY-PrPAGPI amplifiziert. Beide Fragmente wurden verkniipft und {iber die

Schnittstellen Sacl und Sphl in das Plasmid pYES2 ligiert.

2.8.6.6. PrP mit dreifacher A»V-Mutation und CD4-Anker: pY-PrP-AV3-
CD4

Um den C-terminalen Membrananker des T-Zell-Oberfldchenproteins CD4 der Maus

mit PrP-AV3 zu fusionieren, wurde der CD4-Anker (Aminosduren 395 bis 457) mit

den Primern CD4-5 und CD4-3 mit dem Plasmid pcDNA3.1-CD4 als Matrize

amplifiziert. PrP-AV3 wurde mit den Primern G-SS5 und P-CD4-3 mit dem Plasmid

pY-PrP-AV3 als Matrize amplifiziert. Die beiden Fragmente wurden verkniipft und

iiber die Schnittstellen Sacl und Sphl in das Plasmid pYES?2 ligiert.

2.8.6.7. PrP mit deletierter Transmembrandomane: pY-PrPATM

Bei PrPATM sind das Stop Transfer Element (STE) und die potenzielle
Transmembrandomine deletiert (Aminosduren 103 bis 133). Ausgehend vom Plasmid

pY-PrPAGPI wurden das N-terminale Fragment mit den Primern G-SS5 und TM3
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und das C-terminale Fragment mit den Primern TMS und GM3 amplifiziert. Die
Fragmente wurden verkniipft und iiber die Schnittstellen Sacl und Sphl in das Plasmid

pYES2 ligiert.

2.8.6.8. C-terminal verkiirzte PrP-Konstrukte: pY-PrPA117-231 und pY-
PrPA134-231

Ausgehend vom Plasmid pY-PrPAGPI als Matrize wurden C-terminal verkiirzte
Konstrukte hergestellt, die alle die erweiterte Gaslp-Signalsequenz (Aminosduren 1-
26) enthalten. Als 5 -Primer fungierte in allen Féllen G-SSS5. Alle Konstrukte wurden
iiber die Schnittstellen Sacl und Sphl in das Plasmid pYES?2 ligiert.

pY-PrPA117-231

Dieses Konstrukt kodiert PrP von den Aminosduren 28 bis 116 und wurde mit dem
Primer P116-3 amplifiziert.

pY-PrPA134-231

Dieses Konstrukt kodiert PrP von den Aminosduren 28 bis 133 und wurde mit dem

Primer P133-3 amplifiziert.

2.8.6.9. C-terminal verkiirztes PrP-Konstrukt mit dreifacher A—V-

Mutation: pY-PrP-AV3A134-231

PrP-AV3A134-231 entspricht dem PrP-AV3 bis zur Aminoséure 133 und wurde mit
den Primern G-SSS5 und P133-3 mit pY-PrP-AV3 als Matrize amplifiziert und in das

Plasmid pYES2 ligiert.

2.8.6.10. N-terminal verkiirzte PrP-Konstrukte: pY-PrPA28-89, pY-
PrPA28-140, pY-PrPA28-156 und pY-PrPA28-165

Alle N-terminal verkiirzten PrP-Konstrukte wurden mit der erweiterten ER-

Signalsequenz des Gaslp (Aminosduren 1-26) fusioniert. Als Matrize fungierte in

allen Fillen das Plasmid pY-PrPAGPI. Die Fragmente wurden jeweils nach 2.8.2

verkniipft und iiber die Schnittstellen Sacl und Sphl in das Plasmid pYES?2 ligiert.
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pY-PrPA28-89

Bei diesem Konstrukt wurde der N-terminale Bereich von Aminosdure 28 bis 89
deletiert. Promoter und Signalsequenz wurden mit den Primern G-SS5 und P90-231-3
amplifiziert. Die PrP-Sequenzen wurden mit den Primern P90-231-5 und GM3
amplifiziert.

pY-PrPA28-140

Bei diesem Konstrukt wurden N-terminale Bereich sowie das erste B-Faltblatt bis zur
Aminosdure 140 deletiert. Promoter und Signalsequenz wurden mit den Primern G-
SS5 und P141-231-3 amplifiziert. Die PrP-Sequenzen wurden mit den Primern P141-
231-5 und GM3 amplifiziert.

pY-PrPA28-156

Bei diesem Konstrukt wurden N-terminale Bereich sowie das erste B-Faltblatt und die
erste o-Helix bis zur Aminosdure 156 deletiert. Promoter und Signalsequenz wurden
mit den Primern G-SS5 und P157-231-3 amplifiziert. Die PrP-Sequenzen wurden mit
den Primern P157-231-5 und GM3 amplifiziert.

pY-PrPA28-165

Bei diesem Konstrukt wurden N-terminale Bereich sowie die beiden B-Faltblatter und
die erste o-Helix bis zur Aminosdure 165 deletiert. Promoter und Signalsequenz
wurden mit den Primern G-SS5 und P166-231-3 amplifiziert. Die PrP-Sequenzen

wurden mit den Primern P166-231-5 und GM3 amplifiziert.

2.8.7. Prion Protein-Konstrukt unter Kontrolle des TET-Operators:
pTET-PrPAGPI

Der kodierende Bereich des Plasmids pTET-PrPAGPI entsprich pY-PrPAGPI. Es

wurde mit den Primern tPrP5 und tPrP3 mit dem Plasmid pY-PrPAGPI als Matrize

amplifiziert. Das Fragment wurde tiiber die Schnittstellen BamHI und Nofl in

dieselben Schnittstellen des Plasmids pTET423 ligiert.
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2.8.8. Prion Protein-Konstrukte unter Kontrolle des CMV-Promoters

Zur Expression in N2a-Zellen wurden PrP-Fragmente in den Vektor pcDNA3.1-
ZEO+ ligiert. Durch die Wirkung des CMV-Promoters erfolgt eine konstitutive
Expression.

pcDNA-mPrPA115-231

Dieses Plasmid kodiert PrP bis zur Aminosdure 114. Der PrP-Leserahmen wurde mit
den Primern pcPrP5 und pcPrP-114-3 amplifiziert und iiber die Schnittstellen HindIll
und Kasl in den Vektor ligiert.

pcDNA-mPrPA134-231

Dieses Plasmid kodiert PrP bis zur Aminosdure 133. Der PrP-Leserahmen wurde mit
den Primern pcPrP5 und pcPrP-133-3 amplifiziert und iiber die Schnittstellen HindIll
und Kasl in den Vektor ligiert.

pcDNA-mPrPA146-231

Dieses Plasmid kodiert PrP bis zur Aminosdure 145. Der PrP-Leserahmen wurde mit
den Primern pcPrP5 und pcPrP-145-3 amplifiziert und iiber die Schnittstellen HindIll

und Kasl in den Vektor ligiert.

2.8.9. Andere Plasmide

2.8.9.1. Grunes Fluoreszierendes Protein mit ER-Lokalisation: pY-GFP

Das GFP kodierende Fragment (Aminosduren 2 bis 241) wurde mit den Primern
GFPS5 und GFP3 mit dem Plasmid pEGFP-C1 als Matrize amplifiziert. Aus dem
Plasmid pY-PrPAGPI wurde iiber die Schnittstellen Aarfll und Sphl der PrP-
kodierende Bereich ausgeschnitten und der GFP-kodierende Bereich eingefiigt, sodass
GFP iiber die erweiterte Signalsequenz des Gaslp in das ER dirigiert wird. Die Aafll-
Schnittstelle liegt in den Codons 24 und 25 des GAS1-Gens.
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2.8.9.2. Fusionsprotein von PrP-N-Terminus und GFP: pY-PrPA117-
231-GFP

Um den PrP-N-Terminus mit GFP zu fusionieren wurden die Aminoséuren 28 bis 116
des PrP mit den Primern NPrP-GFP5 und NPrP-GFP-3 und dem Plasmid pcDNA3.1-
3F4 als Matrize amplifiziert. Uber die an 5°- und 3‘-Ende eingefiigten Aafll-
Schnittstellen wurde dieses Fragment in die Aafll-Schnittstelle des Plasmids pY-GFP

ligiert.

2.8.9.3. Fragment des ER-Chaperons KAR2: pBS-KAR2

Das KAR2-Gen wurde mit den Primern KAR2-5 und KAR2-3 aus Hefe-Gesamt-
DNA amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde mit den Enzymen Hindlll und Xbal
verdaut und in dieselben Schnittstellen des Plasmids pBluescript ligiert. Dieses C-

terminale Fragment ist zirka 880 bp groB3.

2.9. Hefetransformation

Hefezellen wurden nach einer modifizierten Lithiumacetat-Methode transformiert

(Schiestl und Gietz, 1989; Knop et al., 1999).

2.9.1. Herstellung kompetenter Hefe-Zellen

Hefezellen wurden von einer frischen Vorkultur angeimpft und bis zu einer optischen
Dichte (OD) von 0,5 bis 0,7 gezogen. Die Zellen wurden geerntet, einmal mit 0,5
Volumen sterilem Wasser und einmal mit 0,2 Volumen SORB (100 mM LiOAc, 10
mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, 1 M Sorbitol, pH=8) bei Raumtemperatur gewaschen.
Die Zellen wurden in 360 ul SORB pro 50 ml Ausgangskultur aufgenommen, mit 40
ul Heringsspermien-DNA (10 mg/ml) versetzt, & 50 pl aliquotiert und bei -80°C

gelagert (keine Schockgefrierung).
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2.9.2. Transformieren der Zellen

10 ul kompetente Hefezellen wurden mit 0,2 bis 0,5 pg Plasmid-DNA versetzt
(maximal 2 pl) und mit 6 Volumen PEG-L6sung (100 mM LiOAc, 10 mM Tris/HCI,
1 mM EDTA, 40% PEG3350, pH=8) gut vermischt. Nach 30 min Inkubation bei
Raumtemperatur folgte ein Hitzeschock fiir 15 min bei 42°C. Die Zellen wurden

abzentrifugiert, in 50 ul Wasser aufgenommen und auf selektive Platten ausgebracht.

2.10.Vergleich von Wachstumsraten

Das Wachstum der Hefezellen wurde in Fliissigkultur und auf festen Medien

untersucht.

2.10.1. Wachstumskurven

Hefekulturen wurden frisch angeimpft, tiber Nacht hochgezogen und auf eine
OD=0,05 verdiinnt. In regelméiBigen Abstinden wurden Proben entnommen, die OD

gemessen und gegen die Zeit aufgetragen.

2.10.2. Tropfenassay

Ubernachtkulturen wurden auf eine OD=1 verdiinnt. Davon wurde eine serielle
Verdiinnung von 5 mal 1:5 angefertigt und auf Platten aufgetropft. Das Wachstum der

Zellen bei 30°C wurde nach 2 Tagen dokumentiert.

2.11.Isolation von Gesamtprotein aus Mauszellen

Von einer konfluenten Schale mit Mauszellen wurde das Medium abgesaugt. Die
Zellen wurden mit PBS gewaschen, mit PBS abgeschabt, in ein Reaktionsgefal3
iiberfiihrt und 2 min bei 1000 g abzentrifugiert. Die Zellen wurden in 500 pl
Laemmli-Probenpuffer (Laemmli, 1970) aufgenommen. Die genomische DNA wurde
durch mehrmaliges Aufziehen der Probe in eine 1 ml-Einwegspritze mit einer 26G-

Kaniile geschert. 50 ul des Lysates wurden auf einem SDS-Gel analysiert.
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2.12.Isolation von Gesamtprotein aus Hefe

Zu Kontrollzwecken wurde Gesamtprotein aus Hefe isoliert (Yaffe und Schatz, 1984).
Ein bis zwei OD-Einheiten (zirka 1 bis 2 ml) einer iiber Nacht gewachsenen
Hefekultur wurden abzentrifugiert, in 1 ml Wasser resuspendiert und mit 150 ul
Lysierlosung (1,85 M NaOH, 1M [B-Mercaptoethanol) aufgeschlossen. Die Proteine
wurden mit 150 pl 50% TCA gefillt und zwei mal mit eiskaltem Aceton gewaschen.
Der Niederschlag wurde getrocknet, in 200 pl Laemmli-Probenpuffer aufgenommen
und 5 min gekocht. 20 bis 40 pl der Probe wurden mittels SDS-PAGE und

Immunoblot aufgetrennt und analysiert.

2.13. Zellaufschluss mit Glasperlen

Der Zellaufschluss mittels Glasperlen erfolgte mit je nach Anwendung
unterschiedlichen Lysiermedien. StandardméBig wurde Phosphatpuffer (Dulbecco’s
PBS mit 0,5% Hefeprotease-Inhibitor-Cocktail) benutzt.

50 bis 100 OD-Einheiten wurden abzentrifugiert und erst mit sterilem eiskalten
Wasser, dann zweimal mit Lysispuffer gewaschen. Die Zellen wurden in Lysispuftfer
aufgenommen, mit 0,2 bis 0,4 g Glasperlen vermengt und 3 mal eine min auf der
hochsten Stufe im Zellzerstorer aufgeschlossen. Der GefaBhalter wurde dabei jeweils
mit frischem Eis befiillt. Das Zelllysat wurde mit einer Pipette abgesaugt und in ein
frisches GefdB3 iiberfiihrt. Durch eine kurze Zentrifugation (5 min, 1000 g, 4°C)
wurden intakte Zellen, Zellkerne und -triimmer entfernt. Zur Lagerung wurde das

Lysat in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -20°C aufbewabhrt.

2.14. Quantifizierung von Proteinen

Der Proteingehalt der Proben wurde nach der Bradford-Methode ermittelt (Bradford,
1976). 5 ul der Probe wurden 30 min bei 37°C mit 745 pl Bradford-Reagenz (0,01%
Coomassie Brilliant Blue G-250, 5% Ethanol, 8,5% Phosphorsdure) inkubiert und die

Extinktion bei 595 nm gegen eine Leerprobe ermittelt. Parallel wurden BSA-

42



Material und Methoden

Standards mit einer Konzentration von 0,25; 0,5; 1; 2,5 und 5 mg/ml gemessen und

eine Eichkurve erstellt.

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

Proteine wurden durch eindimensionale, diskontinuierliche SDS-PAGE aufgetrennt
(Laemmli, 1970). Je nach der GroBe des interessierenden Proteins wurde eine
Polyacrylamid-Konzentration von 8%, 10%, 12% oder 15% fiir das Trenngel und 4%
fiir das Sammelgel verwendet. Das Verhiltnis des Quervernetzers Bisacrylamid zu
Polyacrylamid betrug in 8%-, 10%- und 12%-Gelen 1:19, in 15%-Gelen 1:29. Die

Elektrophorese wurde mit 150-250 V in einer Hoefer-SE600-Kammer durchgefiihrt.

2.16. Proteintransfer auf Nitrozellulose (Western blot)

Proteine wurden zum Zwecke der Immundetektion (sieche unten) mit Transferpuffer
(20 mM Tris, 150 mM Glycin, 0,01% SDS, 20% Methanol) auf Nitrozellulose-
Membranen der PorengroBBe 0,45 um transferiert (Towbin et al., 1979). Der Transfer

erfolgte fiir 2 h bei einer festen Stromstédrke von 1 A bei 4°C.

2.17.Immundetektion von Proteinen

Die Immundetektion wurde mit dem Enhanced Chemiluminescence (ECL)-System
nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Membranen wurden eine Stunde in
PBST (137 mM Nac(Cl, 2,7 mM KCI, 8 mM Na,HPOy, 1,8 mM KH,POy4, 0,1% Tween-
20) mit 5% Milchpulver bei Raumtemperatur blockiert und iiber Nacht bei 4°C mit
den angegebenen Endkonzentrationen der primdren Antikérper bzw. Antiseren
inkubiert (2.3). Die Membranen wurden drei mal 10 min mit PBST gewaschen und 40
min mit dem sekundiren Antikdrper (Meerrettich-Peroxidase (HRP)-gekoppelte
Schaf-Anti-Maus oder Esel-Anti-Kaninchen, 1:5000 Verdiinnung in PBST) inkubiert.
Die Membranen wurden drei mal 10 min gewaschen und 1 min mit ECL inkubiert.

Die Visualisierung der Signale erfolgte durch Exposition eines Rontgenfilms.
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2.18.Nachweis der Loslichkeit

Um die Loslichkeit der Proteine zu analysieren, wurde Zelllysat auf eine
Endkonzentration von je 1% Triton X-100 und Desoxycholat (TDOC) eingestellt und
30 min bei 20.000 g, 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einem Volumen 2x
Laemmli-Puffer versetzt. Der Niederschlag wurde in zwei Volumen 2x Laemmli-
Puffer aufgenommen. Beide Proben wurden 5 min gekocht und in einem SDS-Gel

aufgetrennt.

2.19.Nachweis der Glykosylierung

Um Proteine auf Asparagin-gekoppelte Glykosylierung zu testen, wurde ein
enzymatischer Verdau mit Endoglykosidase H nach Vorschrift des Herstellers
durchgefithrt. Dazu wurde Zelllysat mit Denaturierungspuffer versetzt, 10 min
gekocht und dann auf Eis gekiihlt. Nach der Zugabe von Reaktionspuffer und Enzym
wurde die Probe eine Stunde bei 37°C inkubiert, mit Laemmli-Probenpuffer versetzt

und auf einem SDS-Gel analysiert.

2.20.Nachweis der Protease-Resistenz

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

Laemmli-Probenpuffer versetzt und auf einem SDS-Gel analysiert.

2.21.Nachweis der intrazellularen Lokalisation

Die intrazellulire Lokalisation von Proteinen wurde mit einer modifizierten
Renografin-Dichtegradientenzentrifugation untersucht (Schandel und Jenness, 1994;
Wang und Chang, 1999). 50 OD-Einheiten Hefezellen wurden 3 mal in Sorbitolpuftfer

(0,8 M Sorbitol, 50 mM Tris, 10 mM NaF, pH=7,6) und in TEH (TE, 50 mM Tris, 1
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mM EDTA mit 0,5% Hefeprotease-Inhibitor-Cocktail, pH=7,6) gewaschen. Die
Zellen wurden in 1 ml TEH resuspendiert und wie unter 2.13 lysiert. 500 ul des
Lysates wurden mit 500 pl Renografin 76 (66% Meglumin-Diatrizoat, 10% Na-
Diatrizoat, in TE, pH=7,6) vermischt und in einem Zentrifugenréhrchen platziert. Die
Probe wurde sodann mit jeweils 1 ml 34%, 30%, 26% und 22% Renografin
(Verdiinnungen von Renografin 76 mit TE) iiberschichtet und 20 h mit 150.000 g,
4°C zentrifugiert. Von den Gradienten wurden 14 Fraktionen & 350 pl von oben
entnommen. Je 100 pl der Fraktionen wurden 1:10 mit TE verdiinnt und 1h mit
100.000 g, 4°C zentrifugiert. Die Niederschlige wurden in 100 pul Laemmli-

Probenpuffer aufgenommen und auf einem SDS-Gel analysiert.

2.22.Praparation von ER-Membranen (Mikrosomen)

Mikrosomen wurden durch einen Stufen-Gradienten gereinigt (Wuestehube und
Schekman, 1992). Hefezellen wurden wie unter 2.13 mit Lysispuffer (0,1 M Sorbitol,
20 mM HEPES, pH=7,4, 50 mM K,;0Ac, 2 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF)
aufgeschlossen. 500 pl Lysat wurden auf einen Stufengradienten (je 1 ml 1,5 M und
1,2 M Sucrose in Lysispuffer) geladen und 1 h bei 100.000 g, 4°C zentrifugiert. Die
Mikrosomen wurden von der 1,2M/1,5M-Phasengrenze gesammelt, mit einem
Volumen Reaktionspuffer (20 mM HEPES, pH=7.4, 150 mM K,0Ac, 5 mM MgOAc,
250 mM Sorbitol) verdiinnt und 10 min bei 27.000 g, 4°C abzentrifugiert. Die
Mikrosomen wurden in 250 pl Reaktionspuffer aufgenommen und sofort weiter

verarbeitet.

2.23.Nachweis der Proteintopologie mittels PK-Verdau

Die unter 2.22 gewonnenen Mikrosomen wurden einem PK-Verdau ausgesetzt, um
die durch die Membranen geschiitzten Proteinbestandteile zu identifizieren. Dazu
wurden die Proben auf eine Endkonzentration von 10 mg/ml PK gebracht und 30 min

auf Eis inkubiert. Als Negativ-Kontrolle wurde 1% Triton X-100 zugefiigt, um die
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schiitzenden Membranen zu zerstéren. Die Proben wurden mit Laemmli-Probenpuffer

versetzt und auf einem SDS-Gel analysiert.

2.24. Alkalische Extraktion der Mikrosomen

Mikrosomen (2.22) wurden einer alkalischen Extraktion (Fujiki et al., 1982)
unterzogen, um losliche und membranassoziierte Proteine von integralen
Membranproteinen zu trennen. Dazu wurden 250 pl Mikrosomen mit 10 ml 0,1 M
Na,CO; (pH=11,5) gemischt und 30 min auf Eis gelagert. Nach einer Zentrifugation
(1 h, 100.000g, 4°C) wurde der Niederschlag (integrale Proteine) in 100 pl Laemmli-
Probenpuffer aufgenommen. Der Uberstand (16sliche und membranassoziierte
Proteine) wurde mit einer Endkonzentration von 5% TCA gefillt, einmal mit
eiskaltem Aceton gewaschen und ebenfalls in 100 pl Laemmli-Probenpuffer

aufgenommen.

2.25.In vivo-Markierung von Hefe-Proteinen (pulse/chase)

Um Synthese und Abbau von Proteinen innerhalb eines kurzen Zeitraumes zu
verfolgen, wurden pulse/chase-Experimente durchgefiihrt. Dazu wurden Hefekulturen
tiber Nacht auf eine OD von 0,5 bis 1 in Medium mit 1 mM Methionin und 0,2 mM
Cystein angezogen, um die Eigensynthese dieser Aminosduren zu unterbinden. Die
Zellen wurden mit Medium gewaschen und 30 min wachsen gelassen, um restliches
Methionin und Cystein aufzubrauchen, zentrifugiert und in Medium mit 200 pCi/ml
Promix (35$—Methi0nin/Cystein) aufgenommen. Nach 15 min wurde ein UberschuB3 an
unmarkiertem Methionin/Cystein (Endkonzentration je 1 mM) zugefiigt und sofort die
erste Probe entnommen, abzentrifugiert und mit Wasser gewaschen (pulse). Nach
weiteren 30 bzw. 90 min wurden nochmals Proben entnommen und wie oben
behandelt (chase). Bis zur Entnahme der letzten Probe wurden die anderen Proben in
fliissigem Stickstoff aufbewahrt. Die Zellen wurden ein mal mit PBS und ein mal mit

[P-Puffer (PBS, 0,5% Sarkosyl, 0,5% Hefeprotease-Inhibitor-Cocktail) gewaschen.
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Die Zellen wurden in IP-Puffer aufgenommen und wie unter 2.13 beschrieben lysiert.

Es folgte eine Immunpréazipitation (2.27).

2.26. pulse/chase von Maus-Proteinen

2.26.1. Transfektion

Eine konfluent bewachsene Flasche mit N2a-Zellen wurde mit PBS gewaschen und
mit 500 ul Trypsin-Losung behandelt, bis sich die Zellen vom Boden 16sten. Die
Zellen wurden in N2a-Medium (MEM, 10% FCS, 1x PenStrep) aufgenommen und in
einer Neubauer-Kammer gezihlt. 10° Zellen wurden auf einer Schale von 3,5 cm
Durchmesser ausplattiert. Nach einem Tag wurden die Zellen zweimal mit MEM
gewaschen und mit 1 pug Plasmid-DNA mit dem Transfektions-Kit Lipofectamine

plus nach Angaben des Herstellers transfiziert.

2.26.2. Markierung

Einen Tag nach der Transfektion wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 30 min
in Markierungsmedium (MEM -Methionin, 1x PenStrep) inkubiert, um vorhandenes
Methionin (Met) aufzubrauchen. Das Medium wurde abgenommen und durch 500 ul
frisches Markierungsmedium mit [*°S]-Met (ProMix, 300 UCi/ml) ersetzt. Nach 30
min Markierung wurden die Zellen zweimal mit MEM gewaschen. Die zur
Bestimmung der wihrend der pulse-Phase synthetisierten Proteine vorgesehene
Schale wurde in Lysispuffer (PBS, 0,5% Triton X-100, 0,5% DOC, Complete
Protease-Inhibitor) geerntet (pulse). Die anderen Schalen wurden eine weitere Stunde
mit MEM inkubiert und dann wie oben lysiert (chase). Die Proben wurden auf eine
Endkonzentration von 0,5% Sarkosyl gebracht. Es folgte eine Immunprézipitation

2.27).
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2.27.Immunprazipitation (IP)

Die Zelllysate wurden bei 20.000 g, 4°C fiir 10 min zentrifugiert und der Uberstand in
ein frisches Gefdl liberfiihrt. Es wurden 2 pl Antikdrper/Antiserum zugefiigt und tiber
Nacht bei 4°C in einem Uberkopf-Dreher inkubiert.

Um die Protein/Antikérper-Komplexe zu isolieren, wurden 30 pl einer vier mal in IP-
Puffer gewaschenen Mischung aus ProteinA-Trisacryl-Matrix und ProteinG-
Sepharose-Matrix (1:1, vol/vol) zugefiigt und die Inkubation bei 4°C fiir weitere 90
min in einem Uberkopf-Dreher fortgesetzt. Die Komplexe wurden dann bei 20.000 g
fiir 20 sec abzentrifugiert, vier mal mit IP-Puffer gewaschen und in 50 pul Laemmli-

Probenpuffer 5 min gekocht. Je 30 ul der Probe wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen.

2.28. Autoradiogramme

Gele mit radioaktiv markierten Proteinen wurden 30 min fixiert (40% Methanol, 7%
Essigsdure) und 30 min mit Amplify inkubiert. Auf einem Whatman-Papier wurden
sie dann in einem Geltrockner fiir 2 h bei 50°C unter Vakuum getrocknet. Die
markierten Proteine wurden durch Exposition eines Rontgenfilms oder mittels

Phosphoimaging (siche unten) visualisiert.

2.29.Phosphoimaging

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

(raytest) am Computer ausgewertet.
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2.30.RNA-Nachweis (Northern blot)

Je Probe wurden 10 pg Gesamt-RNA in einem Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt,
auf eine Nylon-Membran (Hybond N+) iibertragen und mit UV-Licht fixiert. Die
Membran wurde fiir mindestens 2 h bei 45°C in Hybridisierungspuffer (5x SSC, 10x
Denhardt, 50% Formamid, 1% SDS, 1%BSA, 600 pg/ml Lachsspermien-DNA)
prahybridisiert und iiber Nacht bei 45°C in Hybridisierungspuffer mit der Sonde
hybridisiert. Die Sonde wurde nach den Angaben des Herstellers mit 50 ng DNA und
50 uCi [0-*P]JdCTP mit dem Oligolabelling-Kit (Amersham) hergestellt. Die
Membran wurde dann 3 mal 15 min bei 45°C in Waschpuffer I (2x SSC, 1% SDS,
50% Formamid) und 3 mal 10 min bei 60°C in Waschpuffer II (0,2x SSC, 1% SDS)
gewaschen. Die Membran wurde auf ein Whatman-Papier gelegt, in Frischhaltefolie
gewickelt und die Signale wurden mittels Autoradiografie visualisiert. 20x SSC: 3 M
NaCl, 0,3 M Na-Citrat; 100x Denhardt: 2% Ficoll 400, 2% BSA, 2%

Polyvinylpyrrolidon.
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3. Ergebnisse

Das Prion Protein (PrP) ist in murinen Neuroblastomzellen (N2a-Zellen) zum grofBten
Teil stark glykosyliert. Spur 1 in Abb. 7 zeigt zellulires PrP¢ aus dem Lysat von N2a-
Zellen, wobei die starke, diffuse Bande komplex glykosyliertem PrP und die

schwichere Bande bei 23 kDa unglykosyliertem PrP entspricht.

3.1. Expression des Prion Proteins in S. cerevisiae

Um das Prion Protein in der Hefe Saccharomyces cerevisiae zu untersuchen, wurde
das Gen PRNP in das multi copy-Plasmid pYES2 ligiert (mPrP, Abb. 6), das eine
Uberexpression mittels GAL1-Promoter erlaubt.

Im S. cerevisiae-Wildtypstamm HU1 wurde die Expression von mPrP durch
Wachstum der Zellen in Medium mit 2% Galaktose (SCGal) induziert. Von den
Zellen wurde Gesamtprotein isoliert und auf einem SDS-Gel aufgetrennt. PrP wurde
durch einen Immunoblot mit dem Antiserum RO73 nachgewiesen. Der
Proteinnachweis liefert eine schwache Bande von 29 kDa. Dies entspricht der von der
DNA-Sequenz abgeleiteten Grofie des vollstindigen, unprozessierten mPrP. Wird die
22 Aminosduren lange ER-Signalsequenz prozessiert, so verringert sich die errechnete
GroBe des Proteins um 2 kDa. Eine sehr schwache Bande von ca. 27 kDa konnte

mPrP mit prozessierter ER-Signalsequenz sein (Abb. 7, Spur 2).

o o
23 clf\ clj‘z\ 231 254
mPrP ! |
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Abbildung 6.  Schematische Darstellung der in der Hefe exprimierten Prion Protein Konstrukte der
Maus. Das komplette Wildtyp-PrP (mPrP) enthilt die 22 Aminosiuren lange ER-Signalsequenz (ER,
weil}) sowie die 23 Aminosduren lange GPI-Ankersequenz (GPI, schwarz). Letztere wird bei der
Anheftung des GPI-Ankers an die @-site abgespalten. Das Konstrukt mPrPAGPI ist bis auf die
fehlende GPI-Ankersequenz mit mPrP identisch. CHO: Glykosylierungsstellen; S-S: Disulfidbriicke.
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Um zu tiberpriifen, ob ein GPI-Anker an mPrP angeheftet wird, wurde ein Konstrukt
mit deletierter GPI-Ankersequenz erstellt (mPrPAGPI, Abb. 6). Da die GPI-
Ankersequenz von mPrP bei erfolgter GPI-Anheftung abgespalten wird, sollte es in
diesem Fall im SDS-Gel auf derselben Hohe laufen wie mPrPAGPI. Wie Spur 3 in
Abb. 7 zeigt, war mPrPAGPI kleiner als mPrP. Dies bedeutet, dass die GPI-

Ankersequenz von mPrP in der Hefe nicht prozessiert wurde.

kDa 1 ' 2 3
36
ol —

20

Abbildung 7.  Die Expression von mPrP in der Hefe. Endogenes PrP aus Neuroblastomzellen der
Maus (N2a, Spur 1) zeigt die fiir eine komplexe Glykosylierung von mPrP typische diffuse Bande von
29-36 kDa. Die Bande bei 23 kDa entspricht dem unglykosylierten mPrP mit prozessierten
Signalsequenzen. In der Hefe exprimiertes mPrP wird kaum prozessiert; Die starke Bande entspricht
dem vollstindigen Protein, wihrend die sehr schwache kleinere Bande ins ER importiertes und
prozessiertes mPrP darstellt (Hefe, Spur 2). Der Vergleich mit mPrPAGPI zeigt, dass bei mPrP in der
Hefe auch der GPI-Anker nicht angehidngt wurde (Hefe, Spur 3). Gleiche Proteinmengen von N2a-
Zellen und Hefe-Kulturen wurden mit SDS-PAGE aufgetrennt und PrP wurde mittels Immunoblot mit
dem Antiserum RO73 visualisiert.

3.2. Modifikation des PrP-Gens

Die schwache Expression des mPrP und die sehr schwache Prozessierung der
Signalsequenzen legen die Vermutung nahe, dass diese in der Hefe nicht funktional
sind. Aus diesem Grund wurde ein Konstrukt erstellt, bei dem sowohl die ER-
Signalsequenz als auch die GPI-Ankersequenz gegen die des Hefeproteins Gaslp
ausgetauscht wurde. Gaslp ist ein 125 kDa grofles, GPI-verankertes Glykoprotein der
Zelloberflache. Das Fusionsprotein GmG (Gasl-mPrP-Gasl) besteht aus den 22
Aminosduren der Gas1p-ER-Signalsequenz, den Aminoséduren 23 bis 227 des PrP und
den 37 C-terminalen Aminoséuren des Gaslp (Abb. 8). Die 31 letzten Aminosduren

des Gaslp entsprechen der GPI-Ankersequenz, die 6 davor liegenden Aminosiuren
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entstammen der Serin-reichen Region, dem dibasischen Motiv und der GPI-
Anheftungsstelle (w-site). Das direkt vor der w-site gelegene dibasische Motiv sorgt
in der Hefe fiir eine Lokalisation des Proteins in der Plasmamembran. GPI-verankerte
Proteine ohne dieses Motiv werden oft in die Zellwand integriert (Nuoffer et al.,
1991). Bei der Klonierung wurde auflerdem der konstitutive Promoter des GASI1-
Gens eingefligt.

Die Expression des Fusionsproteins GmG zeigte keinerlei Unterschiede zur

Expression von mPrP in Hefe (nicht dargestellt).

23 231 254
mPrP ] —
225
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YDGSSSKKNAATN
23 \227 /264
GmG
ER GPI
o-site

Abbildung 8.  Schematische Darstellung des PrP-Konstruktes mit Signalsequenzen des
Hefeproteins Gaslp. Die Signalsequenzen von mPrP (weille und schwarze Box) wurden gegen die
ebenfalls 22 Aminosduren lange ER-Signalsequenz (ER) sowie die 37 C-terminalen Aminosduren von
Gaslp ausgetauscht. Die GPI-Ankersequenz von Gaslp (GPI) enthélt vor der w-site (rot) drei Serine
der Serin-reichen Region sowie das dibasische Motiv.

Warum wird PrP in der Hefe trotz endogener Signalsequenzen nicht posttranslational
modifiziert?

Ein Vergleich der Sequenz von mPrP mit Sequenzen anderer sekretorischer Hefe- und
Maus-Proteine zeigte, dass mPrP hier eine einzigartige Stellung hat: Wahrend bei den
meisten anderen Proteinen die ersten fiinf Aminoséduren, die der Signalsequenz folgen,

keine oder eine negative Ladung zeigen, sind diese bei mPrP stark positiv geladen

(Tab. 3).
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Signal-

peptidase Ladung
[ Pdi1 MKEFSAGAVLSWSSLLLASSVFAQQEAVA-————————————— PEDSA -2
Irel MRLLRRNMLVLTLLVCVF-—-—————————————————————— SSIIS 0
® Mpd1l MLFLNITKLLLGLFIMNEVKA-—-—=-=—-——=—————————————— ONEFYD -1
® Sedl MKLSTVLLSAGLASTTLA-—-—————————————————————— QFSNS 0
Z) Lhsl1 MRNVLRLLFLTAFVAIGSLA-————————————————————— AVLGV 0
> Cyp5 MKLOFFSFITLFACLFTTAIFA-——————————————————— KEDTA -1
qk') Wbp1l MRTDWNE FFCILTLQATEVNG———————— i TQOTSR +1
8 Emp24 MASFATKEVIACFLEFESASA-————————————————————— HNVLL +1
: Fkb2 MMENIYLFVTFFSTILA-—-——————————————————————— GSLSD -1
2] Eugl MOQVTTRFISAIVSEFCLFASFTLAENSARA-——-—-————————— TPGSD -1
Kreb MRLLALVLLLLCAPLRA--——————————————————————— WTYSL 0
Kar2 MFEFNRLSAGKLLVPLSVVLYALEFVVILPLONSFHSSNVLVRG ADDVE -3
[~ Pdi MLSRALLCLALAWAARVGA-—=————————————————————— DALEE =3
Grp78 MMKFTVVAAALLLLGAVRA-—-——————=——————————————— EEEDK -3
Pda3 MRFSCLALLPGVALLLASARLAAA-————————————————— SDVLE -2
(%) Grp94 MRVLWVLGLCCVLLTEGEVRA-———————————————————— DDEVD -4
E’ Crtc MLLSVPLLLGLLGLAAA-—-——————————————————————— DPATY -1
8 Cb45 MVWLVAMTPRQSSLCGLAAHGLWFLGLVLLMDATA-—————— RPANH +2
g Es22 MCLSALILVSLAAFTAGAG-—=———————————————————— HPSSP +1
E Estm MACLLLIFPTTVIG--—————————————————————————— PRVTQO +1
o Vegf MNFLLSWVHWTLALLLYLHHAKWSQA-—-—-———————=—————— APTTE -1
D Retb MEWVWALVLLAALGGGSA-——————————————————————— ERDCR -1
§ Fkb2 MRLSWILTILSICLSALAAATG-——————————————————— AEGRKR +1
Pltp MVLLWALFLALLAGAHA--—-————————"—————————————— ELPGC -1
Prnp MANLGYWLLALFVTMWTDVGLC—-———-—-—==———————————— KKRPK +4

Tabelle 3. Vergleich der ER-Signalsequenzen und der 5 N-terminalen Aminosduren reifer Proteine.
Je 12 Proteine mit abschneidbarer ER-Signalsequenz von S. cerevisiae und M. musculus wurden auf
die Ladung des unmittelbar auf die Schnittstelle folgenden Bereichs hin untersucht. Die
durchschnittliche Nettoladung dieser Bereiche ist -0,75, wihrend die Ladung dieser Region bei PrP +4
betrégt. Fett: saure Aminoséuren, rot: basische Aminosduren

Um einen Einfluss dieser unterschiedlichen Ladungen zu untersuchen, wurde ein PrP-
Konstrukt hergestellt, bei dem auBer der ER-Signalsequenz und der GPI-
Ankersequenz auch die ersten 5 Aminosduren des prozessierten PrP durch
Aminosduren des reifen Gaslp ersetzt wurden (Abb. 9, full-length(fl)-PrP). Alle
nachfolgenden Konstrukte auller cyto-PrP enthielten diese erweiterte ER-
Signalsequenz (ER+) des Gaslp. Um auch hier die Prozessierung der
Signalsequenzen zu verfolgen, wurden das Prion Protein mit deletierter GPI-
Ankersequenz (Abb. 9, PrPAGPI) sowie ein PrP ganz ohne Signalsequenzen (Abb. 9,
cyto-PrP) hergestellt.
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Abbildung 9.  Schematische Darstellung der PrP-Konstrukte mit erweiterter ER-Signalsequenz. Fiir
die erweiterte ER-Signalsequenz (ER+) des Konstruktes full-length(fl)-PrP wurden neben den
Signalsequenzen zusétzlich die Aminoséuren 23 bis 27 des PrP gegen die Aminoséuren 23 bis 26 von
Gaslp ausgetauscht (rot). Fiir PrPAGPI wurde die GPI-Ankersequenz deletiert. Zur cytoplasmatischen
Lokalisation wurden alle Signalsequenzen deletiert (cyto-PrP). ER+:erweiterte Signalsequenz.

Hefezellen, die fI-PrP, PrPAGPI oder cyto-PrP exprimieren, wurden mit Glasperlen in
Phosphatpuffer in Gegenwart von Proteaseinhibitoren lysiert. Das Lysat wurde durch
eine kurze Zentrifugation von Zelltrimmern und -kernen befreit (siche Methoden).
Zur Bestimmung der Loslichkeit wurde das Lysat auf eine Endkonzentration von je
1% Triton X-100 und Desoxycholat (TDOC) eingestellt und zentrifugiert. Der Status
der Glykosylierung wurde durch einen Verdau mit der Endoglykosidase H (EndoH)
untersucht. Dieses Enzym aus Streptomyces plicatus entfernt Asparagin-gekoppelte
Zuckerketten von Proteinen (Robbins ef al., 1984; Maley et al., 1989). Die Proben
wurden auf einem SDS-Gel aufgetrennt und PrP wurde mittels Immunoblot mit dem
o-PrP-Antikorper 3F4 nachgewiesen.

Der Proteinnachweis der Zellextrakte zeigte bei PrPAGPI drei Banden von 22 bis 24
kDa ausschlieBlich in der unldslichen Fraktion (Abb. 10, PrPAGPI, S/P). Der EndoH-
Verdau énderte die Grofe der Proteine nicht, d.h. sie wurden nicht glykosyliert (Abb.

10, PrPAGPL, E). Die Analyse von cyto-PrP lieferte zwei Banden, die den beiden
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unteren PrPAGPI-Banden entsprechen. Dies zeigt, dass die Signalsequenz bei
ungefiahr zwei Dritteln des PrPAGPI prozessiert wurde. Auch cyto-PrP fand sich fast
ausschlieBlich in der unldslichen Fraktion. Bei der untersten Bande handelt es sich
vermutlich um ein Abbauprodukt (Abb. 10, cyto-PrP, S/P).

Der Immunnachweis des fl-PrP zeigte gegeniiber PrPAGPI zwei weitere Banden. Die
beiden oberen Banden traten in einer mit EndoH behandelten Probe nicht auf es
handelt sich also um glykosyliertes fl-PrP. Die Zunahme der Intensitit der kleinsten
Bande in der mit EndoH behandelten Probe weist darauf hin, dass es sich bei der
glykosylierten Spezies um fl-PrP handelt, bei dem auch die GPI-Ankersequenz
prozessiert wurde. Insgesamt zeigte fl-PrP eine gegeniiber PrPAGPI erhohte

Loslichkeit (Abb. 10, fI-PrP, S/P/E).

fl-PrP PrPAGPI cyto-PrP
's P E ''s P E ''S P ' kDa
o 29
= a» = _
-— = e
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Abbildung 10. Die modifizierte ER-Signalsequenz erlaubt eine effiziente Expression von PrPAGPI.
Zelllysate wurden auf je 1% Triton X-100 und DOC eingestellt und durch Zentrifugation in 16sliche (S)
und unl6sliche (P) Bestandteile aufgeteilt. Im Gegensatz zu flI-PrP sind PrPAGPI und cyto-PrP
vollkommen unldslich. Ein Verdau mit Endoglykosidase H zeigt, dass fl-PrP teilweise und PrPAGPI
gar nicht glykosyliert ist (E). Die Proteine wurden per Immunoblot mit dem Antikérper 3F4
nachgewiesen.

3.3. PrPAGPI hat Eigenschaften von PrP¢

Wie in Abschnitt 3.2 gezeigt wurde, ist PrPAGPI in nichtionischen Detergenzien
unloslich. Diese Eigenschaft teilt es mit PrP* infektioser Prionen. Neben den
Loslichkeitseigenschaften ist die limitierte Proteaseresistenz von PrP*° ein weiteres

Kriterium fiir den Unterschied zwischen PrP¢ und PrP*. So fiihrt ein proteolytischer
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Verdau mit der Proteinase K (PK) zur vollstindigen Degradation von PrP®, wihrend
von PrP* ein stabiles Fragment verbleibt (Caughey und Raymond, 1991).

Zur Untersuchung der PK-Resistenz wurde Lysat von PrPAGPI-exprimierenden
Zellen ohne Proteaseinhibitor hergestellt. Das Lysat wurde mit verschiedenen PK-
Konzentrationen auf Eis inkubiert (siche Methoden).

Abbildung 11 zeigt, dass der PK-Verdau ein ca. 15 kDa grofles Fragment von
PrPAGPI generierte (3 pug/ml PK, Pfeilkopf). Eine Erhohung der PK-Konzentration
auf 30 pg/ml fithrte dazu, dass neben einer unspezifischen Bande nur noch das
PrPAGPI-Fragment erhalten blieb. Eine weitere Erhdhung der PK-Konzentration auf

300 pg/ml degradierte alle PrPAGPI-spezifischen Banden.

PrPAGPI
PK 0 3 30 300 [ug/ml]
kDa

i — 45
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Abbildung 11. PrPAGPI zeigt eine partielle Resistenz gegen einen limitierten Protease-Verdau.
Dabei entsteht ein Fragment von ca. 15 kDa (Pfeilkopf). Lysat von PrPAGPI-exprimierenden Zellen
wurde mit den angegebenen Mengen Proteinase K (PK) fiir eine Stunde auf Eis inkubiert. Die Proben
wurden in einem SDS-Gel aufgetrennt und mit einem Immunoblot nachgewiesen. Der Stern
kennzeichnet eine Kreuzreaktion des Antikorpers 3F4 mit PK.

Ein weiterer Hinweis auf einen dem PrP® #hnlichen, aggregierten Zustand war die
hohe Stabilitit von PrPAGPI gegeniiber endogenen Proteasen der Hefe. Wurde Lysat
von PrPAGPI-exprimierenden Zellen bei 30°C inkubiert, so war auch nach 28 h keine
nennenswerte Degradation zu erkennen (Abb. 12, -Detergenz). Auch die Zerstérung
von Membranen durch den Zusatz von Triton X-100 (0,5%) fiihrte nur zu einer sehr

schwachen Degradation nach 28 h Inkubation (Abb. 12, TX). Wurde das Lysat
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dagegen mit SDS (1%) versetzt, konnte schon nach einer Inkubationszeit von 5 min
eine einsetzende Degradation mit der Bildung von Fragmenten beobachtet werden.

Nach 60 min war PrPAGPI fast vollstidndig degradiert (Abb. 12, SDS).

min h
Detergenz 0 5 15 30 60 3 28

" - . e e @ & o

TXQ..‘&Q-

SDS

1
'
IR

1
&

Abbildung 12. PrPAGPI ist resistent gegen endogene Proteasen der Hefe. Lysat (-) und mit 0,5%
Triton X-100 (TX) oder 1% SDS (SDS) versetztes Lysat wurden bei 30°C inkubiert. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen und in einer SDS-PAGE aufgetrennt. PrP wurde
mit dem Antikdrper 3F4 nachgewiesen.

3.4. PrP wird in das ER importiert

Ein Verdau mit der Endoglykosidase H (EndoH) zeigte, dass PrPAGPI nicht
glykosyliert wird (Abb. 10, PrPAGPIL, P/E), obwohl die Konsensussequenzen fiir eine
Asparagin-gekoppelte Glykosylierung (N-X-S oder N-X-T) in Sduger- und Hefezellen
identisch sind (Struck und Lennarz, 1980; Gavel und von Heijne, 1990).

Da PrPAGPI in den Hefezellen nicht glykosyliert wurde, konnte es sein, dass das

Protein nicht in das ER importiert wurde.
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Um den Import von PrPAGPI zu untersuchen, wurde eine Membranfraktionierung
durchgefiihrt. Hefezellen, die PrPAGPI oder cyto-PrP exprimieren sowie Zellen, die
nur den leeren Vektor tragen, wurden in TE lysiert. Die Lysate wurden in einem
Renografin-Dichtegradienten aufgetrennt (siche Methoden). Hierbei schwimmen die
Membranvesikel je nach ihrer Dichte in dem Gradienten auf. Es werden vakuolére
Membranen von ER-Membranen und Plasmamembranen getrennt (Schandel und
Jenness, 1994; Wang und Chang, 1999).

Abb. 13 zeigt, dass PrPAGPI im Gradienten mit Membranvesikeln assoziiert war
(Fraktionen 1-11), wéahrend cyto-PrP am Boden des Gradienten verblieb (Fraktionen
12-14). Als Kontrollen wurden Fraktionen auf die Verteilung des
Plasmamembranproteins Gaslp (Abb. 13, Vektor/aGasl) sowie die Untereinheit
Gim2p (Abb. 13, Vektor/aGim2) des cytosolisch lokalisierten Gim-Chaperonin-
Komplexes untersucht. PrPAGPI hat also den sekretorischen Weg eingeschlagen,

auch wenn es nicht glykosyliert wurde.

Fraktion 1 5 10 14

PrPAGPI : T BT — e [3F4
Vektor :....: :.: “ |aGas1

cyto-PrP ———— [3F4

Vektor e e |00GIM2

Abbildung 13. PrPAGPI wird in das ER transloziert. PrPAGPI ist wie das Plasmamembranprotein
Gaslp mit Membranvesikeln (Fraktionen 1-11) assoziiert, die vom Boden des Gradienten (Fraktionen
12-14) aufschwimmen (PrPAGPI, Vektor/aGasl). Cytosolisches PrP verbleibt dagegen wie die
Untereinheit 2 des Gim-Komplexes in den Bodenfraktionen (cyto-PrP, Vektor/aGim2). Hefezellen, die
PrPAGPI oder cyto-PrP exprimieren oder den leeren Vektor tragen, wurden lysiert und das Lysat einer
Renografin-Dichtezentrifugation unterzogen (siche Methoden). Je 14 Fraktionen wurden von oben
entnommen. Nach einer SDS-PAGE folgte die Immundetektion mit dem Antikoérper 3F4 (PrPAGPI,
cyto-PrP) oder den Antiseren oGasl und aGim2.
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Die Expression verschiedener PrP-Konstrukte in S. cerevisiae hat gezeigt, dass eine
den N2a-Zellen entsprechende posttranslationale Modifikation von Wildtyp-PrP
(mPrP) in der Hefe nicht stattfindet. Der Austausch der Signalsequenzen und der
basischen N-terminalen AS gegen Sequenzen des endogenen Proteins Gaslp
ermOglicht einen Import in das ER. Wiahrend fI-PrP teilweise 16slich und glykosyliert
ist, befindet sich PrPAGPI in der unldslichen Fraktion und ist unglykosyliert. Die
Unloslichkeit von PrPAGPI in milden Detergenzien und die Generation eines

proteaseresistenten Fragmentes nach einem PK-Verdau sind Eigenschaften von PrP™.

3.5. PrP-Expression fiihrt zu einem Wachstumsdefekt

Nach der Transformation der Hefezellen konnte man beobachten, dass fl-PrP oder
PrPAGPI-exprimierende Kulturen nach drei Tagen Inkubation wesentlich kleinere
Kolonien bildeten als Vergleichskulturen, die nur mit dem leeren Vektor transformiert
wurden. Um diesen Wachstumsdefekt zu messen, wurden Vorkulturen auf die gleiche
Dichte verdiinnt und das Wachstum der Zellen durch die Lichtstreuung im
Photometer verfolgt (ODggo). Es zeigte sich, dass die GPI-Ankersequenz keinen
Einfluss auf den Wachstumsdefekt hatte (Abb. 14, PrPAGPIL, fl-PrP). Wurde PrP im
Cytosol exprimiert, so wuchsen die Hefezellen wie Kontrollzellen, hatten also keinen
Wachstumsdefekt (Abb. 14, cyto-PrP, Vektor). Hierbei wurde cyto-PrP genauso stark
exprimiert wie PrPAGPI. Dies schliet aus, dass der von PrPAGPI ausgeloste
Wachstumsdefekt durch eine gegeniiber cyto-PrP erhohte Menge an missgefaltetem
Protein verursacht wurde.

Als weitere Kontrolle wurde das Griine Fluoreszierende Protein (GFP) exprimiert,
welches wie die PrP-Konstrukte durch die erweiterte Signalsequenz von Gaslp in das
ER transloziert wurde. Auch GFP wurde sehr stark exprimiert und war groBtenteils
unldslich (Daten nicht gezeigt), fiihrte aber nicht zu einem Wachstumsdefekt (Abb.

14, GFP).
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Abbildung 14. Die Expression von fl-PrP und PrPAGPI in der Hefe fiihrt zu einem
Wachstumsdefekt. Wiahrend cytosolisches PrP (cyto-PrP) und sekretorisches GFP (GFP) keinen
Einfluss auf das Wachstum haben, wachsen Zellen, die PrPAGPI oder flI-PrP exprimieren, deutlich
langsamer. Ubernachtkulturen wurden auf die gleiche optische Dichte (ODgo) verdiinnt. Das
Wachstum wurde durch regelméiBige Messung der OD verfolgt.

3.6. Der Wachstumsdefekt ist reversibel

Ist die PrP-Expression der Grund fiir den Wachstumsdefekt? Um zu tberpriifen, ob
der beobachtete Wachstumsdefekt direkt durch die Expression verursacht wurde und
ob die Hefezellen dauerhaft durch die Anwesenheit des PrPAGPI-Gens bzw.
-Proteins in ihrem Wachstum gehemmt wurden, wurde PrPAGPI in einem
induzierbaren System exprimiert.

Hierzu wurde das Plasmid pTET-PrPAGPI hergestellt, in dem PrPAGPI unter der
Kontrolle des Tetracyclin-Transaktivators (tTA) steht. Bei Supplementierung des
Néhrmediums mit dem Tetracyclinderivat Doxycyclin dissoziiert der Transaktivator
von der Operator-Sequenz (tetO) des Plasmids und es findet keine Aktivierung des
Promoters statt. Wird das Doxycyclin aus dem Ndhrmedium entfernt, bindet der

Transaktivator und der Promoter entfaltet seine volle Aktivitit (Gari et al., 1997).
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Zur Kontrolle der Expression wurde eine Kultur in Gegenwart von Doxycyclin
inkubiert. Dieses wurde durch Auswaschen entfernt und durch Medium mit
verschiedenen Doxycyclin-Konzentrationen ersetzt. Die Zellen wurden nach
zweistlindigem Wachstum lysiert, durch Zentrifugation in 16sliche und unlosliche
Bestandteile getrennt und auf einem SDS-Gel analysiert. Es zeigte sich, dass die
PrPAGPI-Expression nach zweistiindiger Induktion mittels Western-Blot nachweisbar
war und dass die Stirke der Induktion durch die Variation der
Doxycyclinkonzentration — verdndert werden konnte. Wéhrend bei einer
Doxycyclinkonzentration von 1 pg/ml keine Expression festgestellt werden konnte,
lag bei 0,1 pg/ml eine schwache Expression vor. In Ndhrmedium ohne Doxycyclin

war eine starke Expression von PrPAGPI zu beobachten (Abb. 15).

Doxycyclin [ug/ml]
1 0,1 0

Abbildung 15. Doxycyclin-abhingige Expression von PrPAGPI. Hefezellen, die das Plasmid pTET-
PrPAGPI tragen, wurden in Medium mit der angegebenen Doxycyclin-Konzentration iiberfiihrt. Nach
2 h Inkubation wurde von den Zellen Gesamtprotein isoliert und auf einem SDS-Gel aufgetrennt.
PrPAGPI wurde mittels Immunoblot mit dem Antikdrper 3F4 nachgewiesen.

Wurde eine Vorkultur in Medium mit und ohne Doxycyclin eingebracht, so wuchsen
die Zellen mit Doxycyclin wesentlich schneller als die Zellen ohne Doxycyclin, in
welchen PrPAGPI mittels Western-Blot nachgewiesen werden konnte. Wurde diese
langsam wachsende Kultur wiederum in Medium mit und ohne Doxycyclin verdiinnt,
so wurde der Wachstumsdefekt in Medium mit Doxycyclin aufgehoben, wéhrend er
in Medium ohne Doxycyclin anhielt. Der Western-Blot zeigt, dass durch die Zugabe

von Doxycyclin kein PrPAGPI mehr produziert wurde (Abb. 16).
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Die Expression von PrPAGPI mittels dieses Systems zeigt, dass der Wachstumsdefekt

durch die Expression von PrPAGPI ausgelost wurde und vollstindig reversibel war.

29 o =
+Doxy -Doxy
S PSP
'S 1.5 -
S
o -
2
= 1 4
2 Verdiinnung
=2 1:200
(]
N
0.5
v
O'KF I I r\T I I 1 1
0 10 20 30 [hl 40 50 60 70

Abbildung 16. Der Wachstumsdefekt wird durch die PrPAGPI-Expression ausgelost und ist
reversibel. Eine Ubernachtkultur wurde in frisches Medium mit Doxycyclin (+Doxy, Kreis) und ohne
Doxycyclin (-Doxy, Quadrat) verdiinnt. Die PrPAGPI-exprimierende Kultur (Einsatz, -Doxy, 20 h)
wurde nach 28 h Wachstum nochmals wie oben verdiinnt. Es zeigt sich, dass mit der Zugabe von
Doxycyclin kein PrPAGPI mehr nachgewiesen werden kann (Einsatz, +Doxy, 48 h) und das
urspriingliche Wachstum wieder hergestellt wird.

3.7. Der Aminoterminus von PrPAGPI ist fiir die Ausbildung des

Wachstumsdefekts nicht notwendig

Wie in Abschnitt 3.3 gezeigt wurde, bildet PrPAGPI nach einem proteolytischen
Verdau ein resistentes Fragment, welches dem C-terminalen Bereich des PrP von den
Aminoséduren ~90 bis 231 entspricht. Weiterhin kdnnen transgene Méuse, die nur PrP
mit einer N-terminalen Deletion (PrPA28-89) exprimieren, mit Scrapie infiziert
werden (Fischer et al., 1996).

Um zu untersuchen, ob dieser Bereich zur Ausbildung des Wachstumsdefekts
ausreichend ist, wurden zwei Konstrukte kloniert, die den N-Terminus des PrP von

den Aminosduren 28 bis 116 (PrPA117-231) oder den C-Terminus von den
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Aminoséduren 90 bis 231 (PrPA28-89) kodieren. Die Expression beider Konstrukte im
Hefestamm HUI1 zeigte, dass PrPA117-231 keinen Wachstumsdefekt verursachte,
wihrend PrPA28-89 denselben Wachstumsdefekt verursachte wie PrPAGPI (Abb. 17).
Eine potenzielle Beeinflussung des Wachstums durch den PrP-N-Terminus konnte
eine bestimmte MindestgroBe des Proteins zur Grundlage haben. Um dies zu
analysieren, wurde der PrP-N-Terminus mit GFP fusioniert (PrPA117-231-GFP),
wodurch das Protein gegeniiber PrPA117-231 um 27 kDa vergroBert wurde. Auch
PrPA117-231-GFP zeigte ein normales Wachstum, das dem der Vektor-Kontrolle
entsprach (Abb. 17). Die Ergebnisse zeigten, dass der N-Terminus des PrP keinen
Einfluss auf die Ausprigung des Wachstumsdefektes hat. Das PK-resistente C-

terminale Fragment induzierte dagegen einen Wachstumsdefekt.
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Abbildung 17. Der proteaseresistente C-terminale Bereich von PrP ist fiir die Ausbildung des
Wachstumsdefektes ausreichend, wéhrend der N-Terminus keinen nachteiligen Effekt ausiibt. Das
Wachstum von Zellen, die den PrP-N-Terminus bis zur Aminosdure 116 (PrPA117-231), ein
Fusionsprotein des N-Terminus mit GFP (PrPA117-231-GFP) oder den PrP-C-Terminus von
Aminosdure 90 bis 231 (PrPA28-89) exprimieren, wurde mit dem Wachstum von PrPAGPI-
exprimierenden Zellen verglichen (siche Abb. 14).
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3.8. Die Transmembrandomane des PrPAGPI vermittelt Fehlfaltung und

Wachstumsdefekt

Um die Region(en) des PrPAGPI, die fiir die Fehlfaltung und den Wachstumsdefekt
verantwortlich sind, weiter einzugrenzen, wurden Konstrukte kloniert, bei denen
strukturelle Elemente des Proteins schrittweise deletiert wurden. Als Grundlage dafiir
diente die Zuordnung von Aminosduren zu o-Helices und B-Faltblittern nach Riek
(Riek et al., 1996; Riek et al., 1997). Dabei blieben jeweils die Signalsequenz sowie
die folgenden 4 Aminosduren von Gaslp erhalten, um ER-Import und Prozessierung
sicherzustellen (Abb. 18). Da das Prion Protein keine bekannte enzymatische
Funktion hat, wurden als Indikator fiir eine erfolgreiche Faltung des Proteins das
Loslichkeitsverhalten in Puffer mit je 1% Triton X-100 und DOC (TDOC) und der
Glykosylierungsstatus analysiert. Die Glykosylierung der Proteine wurde durch einen
Verdau mit der Endoglykosidase H (EndoH) nachgewiesen. Endo H entfernt
Asparagin-gekoppelte Zuckerketten von Proteinen, wodurch sich ihre Mobilitét in
SDS-Gelen erhoht.

Die Deletion des N-Terminus (Aminosduren 28-89) bewirkte eine leichte Erh6hung
der Loslichkeit in TDOC (Abb. 18, PrPA28-89, S/P). Der EndoH-Verdau zeigte
allerdings keine Glykosylierung dieses Proteins (Abb. 18, PrPA28-89, E).

Die sukzessiven Deletionen der Transmembrandoméne und des ersten B-Faltblattes
(PrPA28-140), der ersten o-Helix (PrPA28-156) und des zweiten [-Faltblattes
(PrPA28-165) erhohten die Loslichkeit weiter, sodass PrPA28-165 fast vollstindig
16slich ist. Schon bei der Deletionsmutante PrPA28-140 zeigte sich, dass mehr als
50% des Proteins glykosyliert waren. Eine vollstindige Glykosylierung wurde durch
die Deletion der Aminosduren 28-156 bzw. 28-165 erreicht (Abb. 18, PrPA28-156,
PrPA28-165, S/P/E).
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Abbildung 18. Die potenzielle Transmembrandoméne vermittelt die Fehlfaltung von PrPAGPI. Die
sukzessive Deletion struktureller Elemente erhoht die Loslichkeit in milden Detergenzien und erlaubt
die Glykosylierung. Die links schematisch dargestellten Konstrukte wurden in Hefezellen exprimiert.
Zelllysate wurden auf eine Endkonzentration von 1% TDOC gebracht und 16sliche (S) und unlésliche
(P) Proteine wurden durch Zentrifugation voneinander getrennt. Der Glykosylierungsstatus wurde
durch einen Verdau mit EndoH untersucht (E). Weil3: erweiterte ER-Signalsequenz; gelb: potentielle
Transmembrandoméne; blau: a-Helix; griin: B-Faltblatt; schwarze Linie: Deletion.

Abbildung 19 zeigt, dass PrP-Mutanten in Hefezellen keinen Wachstumsdefekt mehr
auslosten, sobald die potenzielle Transmembrandomine in die Deletion des N-

Terminus eingeschlossen wurde (PrPA28-140, PrPA28-156, PrPA28-165).
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Abbildung 19. Die Deletion der potenziellen Transmembrandoméne stellt das normale Wachstum
wieder her. Das Wachstum von Zellen, die PrPA28-140, PrPA28-156 oder PrPA28-165 exprimieren
wurde mit PrPAGPI-exprimierenden Zellen verglichen (siche Abb. 14).

Die Untersuchung der N-terminal verkiirzten Deletionsmutanten hat gezeigt, dass die
potenzielle Transmembrandoméine eine wichtige Rolle fiir die Faltung und die
Auspriagung des Wachstumsdefektes hat.

Obwohl PrP in Sdugerzellen mit einem GPI-Anker an der Zelloberfldche verankert ist,
wurden Teile des PrP sowohl in vitro als auch in vivo als Transmembranprotein
gefunden. Dabei kann PrP zwei Orientierungen einnehmen: “™PrP mit dem N-
Terminus im ER-Lumen und “PrP mit dem C-Terminus im ER-Lumen. Die Anteile
von PrP, N™PrP und “™PrP sind variabel und konnen durch verschiedene Mutationen

beeinflusst werden (Hegde et al., 1998a; Hegde et al., 1999; Kim et al., 2001).

Um die Rolle der Transmembrandoméine fiir den Wachstumsdefekt weiter zu
untersuchen, wurden zwei Konstrukte erstellt, die sich hinsichtlich der
Membrantopologie voneinander unterscheiden. Das Konstrukt PrP-AV3 enthilt die

drei Alanin—Valin-Mutationen der Aminosduren 112, 114 und 117 (AV3), welche in
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frilheren Versuchen einen besonders hohen Anteil an ™

PrP verursachten (Hegde et
al., 1998a). Im Konstrukt PrPATM wurde die Region der Transmembrandoméne

(Aminosduren 103 bis 133) deletiert, was eine Membranintegration verhindern sollte

(Abb. 20).
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Abbildung 20. Die Deletion der potenziellen Transmembrandoméne fiihrt zu einer verbesserten
Faltung von PrP. PrPAGPI mit AV3-Mutation (PrP-AV3) oder der Deletion der potenziellen
Transmembrandomdne (PrPATM) wurde auf Loslichkeit und Glykosylierung untersucht (Legende
siche Abb. 18)

Der Proteinnachweis zeigte fiir PrP-AV3 exakt das gleiche Bandenmuster wie fiir
PrPAGPI, ndmlich Unloslichkeit in TDOC sowie fehlende Glykosylierung (Abb. 20,
PrP-AV3). Bei PrPATM dagegen erschien ein geringer Teil des Proteins in der
16slichen Fraktion (Abb. 20, PrPATM, S/P). Dieser 16sliche Bestandteil gehorte zur
glykosylierten Fraktion von PrPATM, wie ein Verdau mit EndoH zeigte (Abb. 20,
PrPATM, E).

Haben diese die Membrantopologie modulierenden Mutationen auch einen Einfluss
auf den Wachstumsdefekt?

Ein Vergleich der Wachstumsraten von PrP-AV3- oder PrPATM-exprimierenden
Zellen zeigt, dass die AV3-Mutation den Wachstumsdefekt von PrP in der Hefe noch
verstiarkte, wihrend die Deletion der Transmembranregion dazu fiihrte, dass ein

anndhernd normales Wachstum der Zellen stattfand (Abb. 21).
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Abbildung 21. Die Transmembranregion von PrP moduliert den Wachstumsdefekt. Der
Wachstumsdefekt wurde durch die Alanin—Valin-Mutationen an den Positionen 112, 114 und 117
(PrP-AV3) verstarkt, wiahrend er durch die Deletion der Transmembrandomine (PrPATM) fast
vollstindig aufgehoben wurde. Das Wachstum der Zellen wurde wie in Abb. 13 beschrieben
untersucht.

Liegt PrP-AV3 auch in der Hefe als Ctm-Form vor?

Um die Topologie des PrP-AV3 zu untersuchen, wurden Vesikel von ER-Membranen
(Mikrosomen) gereinigt (Wuestehube und Schekman, 1992). Nach einem Verdau der
Mikrosomen mit Proteinase K (PK) konnte festgestellt werden, dass ein durch die
Membranen geschiitztes Fragment von PrP-AV3 auftrat (Abb. 22A, +PK, -TX,
Pfeilkopf). Dieses Fragment trat in der unbehandelten Probe nicht auf (Abb. 22A, -
PK, -TX) und die Zerstorung der Membranen mit Triton X-100 fiihrte zur
Degradation des Fragments (Abb. 22A, +PK, +TX). Parallel behandelte Mikrosomen
von PrPATM-exprimierenden Zellen zeigten kein durch PK generiertes Fragment
(Abb. 22A, +PK, -TX), was darauf hindeutet, dass PrPATM komplett in das ER

importiert wurde.
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Abbildung 22. PrP-AV3 liegt teilweise in Transmembran-Form vor. A. Gereinigte Mikrosomen von
Hefezellen, die PrP-AV3 oder PrPATM exprimieren oder den leeren Vektoren tragen, wurden mit
Proteinase K (PK) mit oder ohne Detergenz Triton X-100 (TX) inkubiert. Das ca. 18 kDa groBe “™PrP-
Fragment (Pfeilkopf) entsteht nur bei PrP-AV3 und wird durch die Zugabe von Detergenz zerstort. In
PrPATM-Mikrosomen entsteht kein Fragment. Die Proteine wurden nach einem SDS-Gellauf mit dem
o-PrPAntiserum A7 visualisiert. Der Stern kennzeichnet eine unspezifische Bande. B. Das o-
PrPAntiserum A7 erkennt nur den C-terminalen Bereich von PrP. Werden die Aminosduren 134-231
deletiert (PrPA134-231), so wird das Protein nur noch vom monoklonalen Antikdrper 3F4 erkannt.

Dass es sich bei dem gezeigten Fragment um <™

PrP handelte, ergab sich aus der
GroBe von ca. 18 kDa, wihrend N™PrP eine GroBe von ca. 14 kDa aufweist (Hegde et
al., 1998a). Weiterhin wies die Verwendung des fiir den C-Terminus von PrP
spezifischen Antiserums A7 auf eine “™PrP-Form hin. Im Gegensatz zum
monoklonalen Antikorper 3F4 erkannte A7 den PrP-N-Terminus nicht (Abb. 22B,
PrPA134-231, 3F4/A7).

Diese Experimente zeigten, dass PrP-AV3 durch die Transmembrandoméne teilweise

in die Membran integriert wird. Dagegen fiihrt die Deletion der

Transmembrandoméine in PrPATM dazu, dass keine Membranintegration stattfindet.
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3.9. Ein C-terminaler Membrananker supprimiert den Wachstumsdefekt

In Sdugerzellen wurde gezeigt, dass eine korrekte Biogenese von PrP von der
Membranverankerung abhéngig ist. So wird PrP ohne GPI-Anker nicht komplex
glykosyliert. Die Membranverankerung kann durch einen C-terminalen
Transmembrananker des CD4-Proteins (CD4-Anker) wieder hergestellt werden,
wodurch auch die korrekte Glykosylierung des PrP erreicht wird (Taraboulos et al.,
1995). Das CD4-Protein ist ein Glykoprotein der Zelloberfliche aus T-Zellen der
Maus. Der 63 Aminosduren lange CD4-Anker besteht aus einer 25 Aminosduren
langen Transmembrandoméne, die restlichen 38 Aminosduren sind im Cytosol
lokalisiert (Tourvieille ez al., 1986; Littman und Gettner, 1987).

Da die GPI-Verankerung in Hefezellen selbst mit GPI-Erkennungssequenzen der
Hefe sehr ineffizient war, stellte sich die Frage, ob ein CD4-Anker die Faltung von
PrP in der Hefe sowie den Wachstumsdefekt beeinflusst. Dazu wurde ein Konstrukt
erstellt, bei dem das PrP-AV3 mit dem 63 Aminoséduren langen CD4-Anker fusioniert
wurde (Abb. 23, PrP-AV3-CD4).

Die Membranverankerung des PrP-AV3-CD4 fiihrte zu einer erhohten Loslichkeit

und einer sehr schwachen Glykosylierung des Proteins (Abb. 23, PrP-AV3-CD4,

S/P/E).
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Abbildung 23. Ein C-terminaler Membrananker unterstiitzt die Faltung von PrP-AV3. Im Gegensatz
zu PrP-AV3 ist PrP-AV3-CD4 teilweise 16slich und glykosyliert. Zelllysate wurden in 16sliche (S) und
unlosliche (P) Bestandteile aufgetrennt oder einem Verdau mit EndoH (E) unterzogen. PrP wurde nach
einer SDS-PAGE mit dem monoklonalen Antikdrper 3F4 nachgewiesen.
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Im Gegensatz zu dem weiterhin bestehenden Faltungsdefekt des PrP-AV3-CD4 war
jedoch das Wachstum der PrP-AV3-CD4-exprimierenden Hefezellen normal.

Das Wachstum der Hefezellen wurde hier mit einem Tropfenassay untersucht, bei
dem eine serielle Verdiinnungsreihe der Zellen auf selektive Agarplatten aufgetropft
wurde. Abbildung 24 zeigt, dass PrP-AV3-CD4-exprimierende Zellen so wuchsen
wie Zellen mit einem Plasmid ohne PrP. PrP-AV3-exprimierende Zellen dagegen sind
durch ihr langsameres Wachstum in den letzten zwei Verdiinnungsstufen nicht mehr
zu sehen (Abb. 24, links).

Zur Kontrolle, ob die gleichen Zellzahlen aufgetropft wurden, wurde jeweils ein
paralleler Ansatz auf nicht selektives Vollmedium aufgetropft. Durch die fehlende
Selektion auf das Plasmid konnen die Zellen die nun nicht mehr benédtigten Plasmide

verlieren und exprimieren kein PrP mehr (Abb. 24, rechts).

Selektivmedium Vollmedium

PrP-AV3 [0 3EES
PrP-AV3-CD4 [ IR XK B

Abbildung 24. Eine effektive C-terminale Membranverankerung supprimiert den starken
Wachstumsdefekt von PrP-AV3. Von PrP-AV3 und PrP-AV3-CD4 exprimierenden Zellen wurden
Verdiinnungsreihen angefertigt und auf selektives (links) oder Vollmedium (rechts) aufgetropft. Die
Platten wurden nach zwei Tagen Wachstum bei 30°C ausgewertet.

Zusammenfassend haben die oben dargestellten Ergebnisse gezeigt, dass die
Expression von PrP in S. cerevisiae einen reversiblen Wachstumsdefekt verursacht,
der von der ER-Lokalisation des PrP abhéngt. Der proteaseresistente C-terminale Teil
von PrP (PrPA28-89) ist fiir die Ausbildung des Wachstumsdefekts ausreichend. Es
zeigt sich, dass die potenzielle Transmembrandomine die Faltung von PrP und die

Ausbildung des Wachstumsdefekts beinflusst. Der schwere Wachstumsdefekt von
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PrP-AV3 kann durch eine CD4-Anker-vermittelte Membranverankerung supprimiert

werden.

3.10.PrPAGPI und die Qualitatskontrolle in der Hefe

Konnte die Ausbildung des Wachstumsdefektes durch PrP-Expression in der Hefe
darin begriindet sein, dass die Qualitdtskontroll-Mechanismen im ER, die Unfolded
Protein Response (UPR) und die ER-assoziierte Degradation (ERAD) in Bezug auf
PrP nicht wirken? Um diese Moglichkeit zu analysieren, wurden PrP-exprimierende

Zellen auf die Aktivierung von UPR und ERAD untersucht.

3.10.1. Die Unfolded Protein Response wird nicht aktiviert

Die schlechte Loslichkeit sowie die fehlende Glykosylierung von PrP in den
Hefezellen 148t darauf schlieBen, dass PrP in missgefalteter, aggregierter Form im ER
vorliegt. Eine zelluldre Reaktion auf die Ansammlung missgefalteter Proteine im ER
ist die Unfolded Protein Response (UPR). Sie hat zum Zweck, durch die spezifische
Induktion von Genen die Konzentration von molekularen Chaperonen und anderen
faltungsfordernden Proteinen im ER zu erhdhen, um der Missfaltung von Proteinen
entgegenzuwirken.

Die Expression zweier Proteine wurde in Bezug auf die Aktivierung der UPR
untersucht: In das ER dirigiertes PrP-AV3, welches unldslich war und einen starken
Wachstumsdefekt verursachte, und cyto-PrP, welches zwar auch unloslich war, aber
nicht in das ER transloziert wurde und normales Wachstum zeigte.

Bei einer Aktivierung der UPR wird in Hefezellen die Transkription des KAR2-Gens
gesteigert, was zu einem nachweisbaren Anstieg der mRNA-Menge des ER-
Chaperons Kar2p fiihrt. Die Analyse des KAR2-mRNA-Gehalts mittels Northern Blot
zeigte, dass die Menge des KAR2-Transkripts in PrP-AV3-exprimierenden Zellen
gegeniiber cyto-PrP-exprimierenden Zellen nicht erhoht, die UPR also nicht aktiviert

war (Abb. 25).
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Weiterhin wurde in beiden Kulturen die UPR experimentell induziert, um zu
untersuchen, ob in PrP-AV3-exprimierenden Zellen die Induktion prinzipiell mdglich
ist. Dazu wurde den Kulturen eine Stunde vor der RNA-Préparation Tunicamycin (5
pg/ml) zugefiigt. Dieses Pilzgift verhindert die Glykosylierung von Proteinen,
wodurch die Menge an missgefalteten Proteinen im ER erhoht und die UPR induziert
wird (Duksin und Mahoney, 1982; Kohno et al., 1993).

Hier zeigte sich, dass sowohl in PrP-AV3- als auch in cyto-PrP-exprimierenden

Zellen die UPR induziert werden kann (Abb. 25, +Tm).

cyto-PrP  PrP-AV3

Tm ~ - + - +
KAR2 .
L

Abbildung 25. Die PrP-Expression fiihrt nicht zu einer Aktivierung der UPR. Der Gehalt an KAR2-
mRNA war durch die ER-Lokalisation des PrP (PrP-AV3, -Tm) gegeniiber cytosolischem PrP nicht
erhoht (cyto-PrP, -Tm). In beiden Kulturen konnte die UPR experimentell mit Tunicamycin induziert
werden (cyto-PrP, PrP-AV3, +Tm). Von cyto-PrP- oder PrP-AV3-exprimierenden Zellen wurde RNA
isoliert, auf einem Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit

einer “*P-markierten KAR2-Sonde hybridisiert. Die UPR wurde durch Zugabe von 5 pg/ml
Tunicamycin 1 h vor der RNA-Isolierung induziert (+Tm).

3.10.2. Die Transmembrandomiane vermindert die ER-assoziierte

Degradation

Der Einfluss der potenziellen Transmembrandoméne auf die Biogenese des PrP und
das Wachstum der Zellen wurde in den oben dargestellte Experimenten mit N-
terminal verkiirzten PrP-Konstrukten untersucht.

Um den Einfluss der Transmembrandoméine auf die ER-assoziierte Degradation
(ERAD) zu untersuchen, wurden C-terminal verkiirzte Konstrukte kloniert, die den
PrP-N-Terminus ohne (PrPA117-231) und mit Transmembrandoméne (PrPA134-231)

kodieren. Ein weiteres Konstrukt kodierte den PrP-N-Terminus, dessen
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Transmembrandoméne die drei Alanin-zu-Valin-Mutationen der Aminosduren 112,

114 und 117 enthielt (PrP-AV3A134-231) (Abb. 26).

PrPA117-231——
A AA
PrPA134-231—— — =
™ Bi
V'V
PrP-AV3A134-231 —— —
™ Bi

Abbildung 26. Schematische Darstellung der N-terminalen PrP-Konstrukte. Alle Proteine enthalten
die erweiterte Signalsequenz von Gaslp (weille Box) und PrP bis zur Aminosdure 116 (PrPA117-231)
oder 133 (PrPA134-231, PrP-AV3A134-231). PrP-AV3A134-231 trigt 3 Alanin— Valin-Mutationen an
den Positionen 112, 114 und 117 der potenziellen Transmembrandoméne (gelbe Box). B-Faltblatt:
griiner Pfeil.

In pulse/chase-Experimenten wurde die Stabilitdt dieser Proteine in Hefezellen
ermittelt. Dazu wurden die Proteine 15 Minuten metabolisch mit radioaktivem >>S-
Methionin und -Cystein markiert (pulse). Die Markierung wurde durch die Zugabe
eines Uberschusses an unmarkierten Aminosiuren gestoppt (chase), sodass neu
synthetisierte Proteine nicht mehr radioaktiv markiert wurden. PrP wurde zu den
Zeitpunkten 0, 30 und 90 Minuten der chase-Periode durch Immunprizipitation mit
dem monoklonalen Antikorper 3F4 isoliert, in einem SDS-Gel aufgetrennt und mittels
Phosphoimaging quantifiziert.

Die Analysen zeigten, dass PrPA117-231 in Wildtypzellen des Stammes RSY2022
(Sec61) sehr schnell abgebaut wurde. Das wihrend der pulse-Periode synthetisierte
PrPA117-231 war nach 90 min chase komplett abgebaut (Abb. 27A, Sec61).

Der Nachweis, dass PrPA117-231 durch den ERAD-Mechanismus abgebaut wurde,
erfolgte durch die Wiederholung des Versuchs mit den ERAD-defizienten Stimmen
RSY2027 (sec61) und Y0150 (Aubcl). Der Hefestamm RSY2027 tragt eine Mutation
im Protein Sec61p, der Hauptkomponente der zentralen Importpore. Diese Mutation

erlaubt zwar den Import von Proteinen in das ER, verhindert aber deren retrograden
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Transport vom ER in das Cytosol und somit die Degradation durch das 26S-
Proteasom. Substrate, die normalerweise durch den ERAD-Mechanismus abgebaut
werden, akkumulieren im ER (Zhou und Schekman, 1999). Der Stamm Y0150 ist
durch die Deletion des Gens UBC1 in der ERAD eingeschrankt. Ubclp ist eines der
Ubiquitin-konjugierenden Enzyme, die an der ERAD-spezifischen Ubiquitinierung
zum Abbau bestimmter Proteine beteiligt sind (Seufert ef al., 1990).

Es zeigte sich, dass PrPA117-231 in ERAD-defizienten Stimmen wesentlich stabiler
war als im korrespondierenden Wildtypstamm. Im Stamm RSY2027 waren nach 90
min chase noch 50% des initialen PrPA117-231 vorhanden. Im Stamm Y0150 waren
noch 15% des PrPA117-231 erhalten (Abb. 27A, sec61/Aubcl).

Im Gegensatz zu PrPA117-231 war PrPA134-231 sowohl im ERAD-defizienten
Stamm als auch im Wildtypstamm stabilisiert (Abb. 27B, Sec61/sec61). PrP-
AV3A134-231 hat in beiden Stimmen eine lingere Halbwertzeit als PrPA134-231

(Abb. 27C, Sec61/sec61).
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Abbildung 27. Die potenzielle Transmembrandoméne vermindert die ER-assoziierte Degradation
des PrP-N-Terminus. In ERAD-kompetenten (Sec61) oder -defizienten (sec61, Aubcl) Zellen wurden
der PrP-N-Terminus  (PrPA117-231, A), der PrP-N-Terminus mit der potenziellen
Transmembrandomine (PrPA134-231, B) oder der PrP-N-Terminus mit der potenziellen
Transmembrandomine und AV3-Mutation (PrP-AV3A134-231, C) exprimiert. Die Zellen wurden
metabolisch mit **S-markiertem Methionin markiert und der Abbau der PrP-Fragmente wurde durch
chase-Perioden mit nachfolgender Immunprézipitation verfolgt. Die Proben wurden auf einem SDS-
Gel aufgetrennt und mittels Phosphoimaging visualisiert (links). Eine Quantifizierung der Banden
erfolgte mit dem Programm AIDA (rechts). Dabei wurden die zum Beginn der chase-Periode
erhaltenen Intensitéten als 100% gesetzt.
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3.10.3. ERAD-Defizienz erhoht die Membranassoziation des PrP-N-

Terminus

Um zu untersuchen, ob der PrP-N-Terminus durch die Transmembrandoméne in
Membranen integriert und ob dieser Effekt durch eine ERAD-Defizienz gesteigert
wird, wurde eine Membranextraktion durchgefiihrt (Fujiki et al., 1982). Die alkalische
Membranextraktion trennt integrale Membranproteine von peripheren und I6slichen
Proteinen. Dazu wurden von PrPA117-231- oder PrP-AV3A134-231-exprimierenden
Zellen Mikrosomen isoliert und einer alkalischen Extraktion unterzogen. 75% des
PrPA117-231 befanden sich dabei in der 16slichen Fraktion, wenn die Mikrosomen
aus Wildtypzellen isoliert wurden (Abb. 28A, Sec61). Der losliche Anteil sank auf ca.
70% in Mikrosomenpraparationen aus dem ERAD-defizienten Stamm RSY2027
(Abb. 28A, sec61). Der 16sliche Anteil von PrP-AV3A134-231 betrdgt dagegen schon
im Wildtypstamm nur 45%, d.h. 55% sind in Membranen integriert (Abb. 28B,
Sec61). Wurde PrP-AV3A134-231 im ERAD-defizienten Stamm exprimiert, so waren

sogar 90% des Proteins membranassoziiert (Abb. 28B, sec61).
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Abbildung 28. Die Transmembrandoméne verankert den PrP-N-Terminus in der Membran. Diese
Verankerung wird durch eine ERAD-Defizienz gesteigert. PrPA117-231 (A) oder PrP-AV3A134-231
(B) wurde in Wildtypzellen (Sec61) oder ERAD-defizienten Zellen (sec61) exprimiert. Die Zellen
wurden lysiert und Mikrosomen wurden gereinigt. Die Mikrosomen wurden einer alkalischen
Extraktion unterzogen. Losliche (S) und membranassoziierte (P) Fraktionen wurden auf einem SDS-
Gel aufgetrennt. PrP wurde durch Immunoblot mit dem Antikdrper 3F4 visualisiert (links). Die
Quantifizierung (rechts) wurde nach dem Scannen der Blots mit dem Programm AIDA durchgefiihrt.

3.10.4. Der PrP-N-Terminus wird in Neuroblastomzellen durch ERAD
abgebaut

Ist der Abbau von PrP oder PrP-Fragmenten durch den ERAD-Mechanismus nur auf
Hefezellen beschrankt oder ist PrP auch in Sdugerzellen ein ERAD-Substrat? Um die
Ubertragbarkeit der mit Hefe durchgefiihrten Experimente auf Siugerzellen zu
untersuchen, wurde die Halbwertzeit von N-terminalen PrP-Fragmenten in murinen
Neuroblastomzellen analysiert. Dazu wurden in N2a-Zellen N-terminale PrP-

Mutanten transient exprimiert, deren Deletionen analog zu den in der Hefe
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untersuchten Mutanten PrPA117-231 und PrPA134-231 waren. Da keine ERAD-
defizienten N2a-Zellen vorliegen, wurde das 26S-Proteasoms mit MG132 chemisch
inhibiert (Tsubuki et al., 1993). Auch in N2a-Zellen wurde die Stabilitit der PrP-
Fragmente mittels pulse/chase-Experimenten untersucht. Die Proteine wurden dazu
30 min metabolisch mit radioaktivem Methionin/Cystein markiert. Die chase-Periode
wurde durch einen Mediumwechsel mit unmarkierten Aminosduren eingeleitet. Die
Zellen wurden dann mit oder ohne MG132 eine weitere Stunde inkubiert.

Der Vergleich der in Anwesenheit des Proteasom-Inhibitors inkubierten Proben (Abb.
29, +chase, +MG132) zeigte, dass das initial vorhandene mPrPA115-231 und
mPrPA134-231 durch MGI132 stabilisiert wurden, wihrend sie ohne MG132
vollstindig abgebaut wurden (Abb. 29, +chase, -MGI132). Dagegen wurde
mPrPA146-231 auch ohne die Zugabe von MG132 zumindest teilweise stabilisiert

(Abb. 29, +chase, -MG132).

chase - + +

MG132 - - +
MPrPA115-231 | s -
MPrPA134-231 | s -

Abbildung 29. Der PrP-N-Terminus wird in N2a-Zellen durch ERAD abgebaut. In N2a-Zellen
wurden N-terminale PrP-Fragmente bis zu den Aminosduren 114, 133 oder 145 (mPrPA115-231,
mPrPA134-231, mPrPA146-231) exprimiert. Die Zellen wurden 30 min mit radioaktivem
Methionin/Cystein markiert (-chase, -MG132). In zwei weiteren Ansidtzen wurde der Abbau der
Fragmente durch eine einstiindige chase-Periode (+chase) ohne (-MG132) oder mit Proteasom-
Inhibitor (+MG132) verfolgt. Die Zellen wurden lysiert und PrP-Fragmente wurden mit dem
Antikorper 3F4 immunpréazipitiert. Die Signale wurden nach einer SDS-PAGE durch ein
Autoradiogramm visualisiert.

Diese Ergebnisse zeigen, dass der PrP-N-Terminus auch in Saugerzellen durch ERAD
abgebaut wurde. Im Gegensatz zur Hefe war fiir eine Stabilisierung des PrP-N-

Terminus in N2a-Zellen die Verlédngerung des Proteins um die Transmembrandoméne
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(mPrPA134-231) nicht ausreichend. Erst eine Verlingerung um weitere 12

Aminoséuren fiihrte zu einer Stabilisierung (mPrPA146-231).

3.10.5. In ERAD-defizienten Zellen ist der Wachstumsdefekt verstarkt

Wie in den vorangegangenen Experimenten gezeigt wurde, flihrte die ERAD-
Defizienz von Hefezellen zu einer lingeren Halbwertzeit des PrP-N-Terminus. PrP-
Konstrukte mit Transmembrandoméne wurden in ERAD-defizienten Stimmen noch
langsamer abgebaut als in Wildtypzellen. Um zu untersuchen, ob die Verlingerung
der Halbwertzeit von PrP zu einer Verstirkung des Wachstumsdefekts fiihrt, wurde
das Wachstum von PrP exprimierenden ERAD-kompetenten und -defizienten Zellen

verglichen.

>

Vektor

cyto-PrP

Sec61

PrP-AV3
PrP-AV3-CD4

W

Vektor

PP-AV3 I B

sec61

PrP-AV3-CD4 I ] ® & -

Abbildung 30. ERAD-Defizienz  filrt zu  einer  Verstirkung des  PrP-vermittelten
Wachstumsdefektes. A Im Stamm mit funktioneller ERAD (Sec61) bilden PrP-AV3 exprimierende
Zellen einen Wachstumsdefekt aus. Der C-terminale CD4-Anker (PrP-AV3-CD4) oder eine
cytosolische Lokalisation (cyto-PrP) unterdriicken diesen Effekt. B Im ERAD-defizienten Stamm
(sec61) ist der Wachstumsdefekt verstarkt (PrP-AV3). Das Wachstum der Zellen wurde wie in Abb. 24
beschrieben untersucht.
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Hier zeigte sich, dass die Expression von PrP-AV3 im Stamm RSY2027 zu einem
noch schlechteren Wachstum fiihrte, als dies im Wildtypstamm RSY2022 der Fall war
(Abb. 30).

3.11.Intrazellulare Lokalisation und Wachstumsdefekt

Die in den vorangegangenen Abschnitten dargestellten Ergebnisse (Abb. 24 und 30)
zeigten, dass eine Membranverankerung des PrP-AV3 mittels CD4-Anker (PrP-AV3-
CD4) ein dem Wildtyp entsprechendes Wachstum erlaubt. Wodurch konnte es
begriindet sein, dass der CD4-Anker die wachstumshemmende Wirkung des PrP-AV3
aufhebt? Die Moglichkeit, dass eine effektive Membranverankerung einen
anterograden Transport, d.h. die Weiterleitung des Proteins vom ER in den Golgi-
Apparat oder die Vakuole, erlaubt, wurde durch eine Renografin-
Dichtegradientenzentrifugation untersucht. Wie bereits erwdhnt, werden dabei
Membranen und Vesikel der unterschiedlichen Zellkompartimente voneinander
getrennt.

In den Gradienten befand sich nur wenig PrPAGPI in den Fraktionen 1 bis 6 der
vakuoldren Membranen. PrP-AV3, welches einen noch stirkeren Wachstumsdefekt
verursachte, war in diesen Fraktionen iiberhaupt nicht vorhanden (Abb. 31).

Im Gegensatz dazu wurden PrPA28-156 und PrP-AV3-CD4, deren Expression keinen
Wachstumsdefekt verursachte, effizient in das vakuoldre Kompartiment transportiert.
Als vakuoldrer Marker wurde die Verteilung der V-ATPase (Kane et al., 1992)

bestimmt (Abb. 31).
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Fraktion 1 S 10 14
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Abbildung 31. Intrazellulire Lokalisation verschiedener PrP-Mutanten. Membranvesikel von Zellen,
die die links angegebenen Proteine exprimieren oder den leeren Vektor enthalten, wurden in einem
Renografin-Dichtegradienten aufgetrennt (siche Abb. 12). Die Proteine wurden nach einer SDS-PAGE
mit den rechts angegebenen Antikorpern/Antiserum nachgewiesen.

Obwohl alle in Abb. 31 dargestellten PrP-Konstrukte die ER-Signalsequenz des
Hefeproteins Gaslp tragen, befanden sich betrdchtliche Proteinmengen in den
cytosolischen Fraktionen 12-14. Trotzdem war das PrP dieser Fraktionen glykosyliert
(PrPA28-156) oder die ER-Signalsequenz wurde prozessiert (PrPAGPI, PrP-AV3),
was darauf hindeutet, dass diese Proteine wihrend der Zelllyse teilweise aus den
Membranvesikeln entfernt wurden.

Diese Ergebnisse haben gezeigt, dass PrP in Hefezellen einen Wachstumsdefekt
verursacht, wenn es hauptsdchlich im ER verbleibt. Die Deletion der potenziellen
Transmembrandomédne oder die Membranverankerung mittels CD4-Anker fiihrt
dagegen dazu, dass PrP aus dem ER entfernt werden kann und kein Wachstumsdefekt
ausgebildet wird.

Zusammenfassend haben die vorangegangenen Experimente gezeigt, dass die
potenzielle Transmembrandomidne von PrPAGPI sowohl mit dem retrograden
Transport in das Cytosol und der ERAD als auch mit dem anterograden Export aus
dem ER von Hefezellen interferiert. Die hauptsidchliche ER-Lokalisation von PrP in S.
cerevisiae korreliert mit einem Wachstumsdefekt. Entgegen den Erwartungen 16st

missgefaltetes PrP im Hefe-ER keine UPR aus.
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Das Prion Protein (PrP) ist ein hoch konserviertes, GPI-verankertes Glykoprotein der
Zelloberflache, das hauptsdchlich in Nervenzellen exprimiert wird. Neben der
zelluliren Form (PrP®) mit einem hohen Anteil o-helikaler Struktur existiert eine
missgefaltete Form (PrP%), die einen hohen B-Faltblatt-Anteil aufweist, schwer
16slich und proteaseresistent ist. PrP* ist der Hauptbestandteil infektidser Partikel
(Prionen), die Transmissible Spongiforme Encephalopathien (TSEs) wie die
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit, Kuru, Scrapie oder BSE auslésen. TSEs manifestieren
sich neben der Ablagerung von Prionen im Gehirn durch eine progressive
Degeneration von Nervenzellen. Der Mechanismus dieser Neurodegeneration ist bis
heute unbekannt. Weiterhin ist es trotz intensiver Bemiihungen bislang nicht

gelungen, PrP eine eindeutige Funktion zuzuweisen.

Um neue Finblicke in die Biogenese von PrP, dessen krankheitsassoziierte Mutanten
und den Mechanismus der PrP-vermittelten Zelldegeneration zu gewinnen, wurde in
dieser Arbeit das Prion Protein der Maus in der Hefe Saccharomyces cerevisiae
untersucht. Das genetische System der Hefe ist sehr gut charakterisiert und einfach zu
manipulieren. Zusétzlich erlauben die zahlreich vorhandenen Deletionsmutanten oder
Mutanten mit temperaturabhéngigen Defekten, zelluldre Prozesse einzugrenzen und
einzuordnen. Ein weiterer Vorteil des Hefe-Systems ist die Moglichkeit, sowohl nach
genetischen als auch nach chemischen Suppressoren zu suchen, die einen Defekt

ausgleichen konnen.

4.1. Die Biogenese des PrP in S. cerevisiae

Das PrP der Maus wird als 254 Aminosduren langes Vorlduferprotein synthetisiert.
Nach dem Import des Proteins in das Endoplasmatische Reticulum (ER) wird die 22

Aminosduren lange ER-Signalsequenz abgespalten und die hydrophobe, 23
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Aminosduren lange C-terminale GPI-Anker-Erkennungssequenz durch einen GPI-
Anker ersetzt. Die Struktur von PrP wird durch die Ausbildung einer Disulfidbriicke
stabilisiert. Die im ER an zwei Asparagine angehefteten Zuckergrundgeriiste werden

im Golgi-Apparat zu komplex verzweigten Zuckerketten modifiziert.

Das Wildtyp-PrP der Maus (mPrP) wurde in der Hefe Saccharomyces cerevisiae nur
sehr schwach exprimiert. Die im Western blot nachgewiesene Grof3e des Proteins von
ca. 29 kDa entspricht der des vollstindigen, posttranslational nicht modifizierten
Priproteins. Der Vergleich von mPrP mit mPrPAGPI, bei dem die GPI-Ankersequenz
des mPrP deletiert wurde, zeigt, dass diese in der Hefe nicht prozessiert wird (Abb. 6,
7).

Die fehlende posttranslationale Modifikation des mPrP kdnnte daran liegen, dass die
ER-Signalsequenz des Maus-Proteins in der Hefe nicht funktionell ist und mPrP
deshalb nicht in das ER importiert wird. Fiir ER-Importsignale gibt es keine
Konsensus-Sequenz spezifisch notwendiger Aminosduren, die Erkennung dieses
Signals durch die Importmaschinerie erfolgt durch dessen strukturelle Eigenschaften.
Wird die intrazelluldre Lokalisation fiir mPrP mittels eines Computerprogramms
abgefragt, so wird die abspaltbare ER-Signalsequenz durch das Programm ,,psort*
(Nakai, 2000) erkannt, und zwar auch fiir Hefezellen.

Um trotz dieser positiven Computerabfrage eine Inkompatibilitit der Maus-
Signalsequenzen in der Hefe auszuschliessen, wurden sowohl die ER-Signalsequenz
als auch die GPI-Ankersequenz  gegen Sequenzen des endogenen
Zelloberflachenproteins Gaslp ausgetauscht (Abb. 8). Dieser Austausch zeigte

allerdings keine Auswirkungen (Daten nicht dargestellt).

In der Hefe existiert kein zu PrP homologes Protein. Selbst das in Siugerzellen
vorhandene Protein Doppel hat eine nur 30%ige Homologie zu PrP, wobei der
unstrukturierte N-Terminus fehlt (Moore ef al., 1999). Wird nur der N-Terminus des

PrP in die Suche nach homologen Proteinen einbezogen, bleibt sie ergebnislos. Hat
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diese Einzigartigkeit des PrP-N-Terminus einen Einfluss auf den ER-Import in der
Hefe?

In einer Datenbankrecherche wurden Proteine der Maus und der Hefe S. cerevisiae
identifiziert, die eine abspaltbare ER-Signalsequenz besitzen. Von diesen Proteinen
wurden die fiinf Aminoséduren verglichen, die der Signalsequenz folgen. Es stellte sich
heraus, dass die untersuchten Proteine in diesem Bereich durchschnittlich eine
Ladung von -0,75 aufwiesen. Im Gegensatz dazu haben die ersten fiinf Aminosduren
des reifen PrP eine Nettoladung von +4 (Tab. 3).

Der Austausch der positiv geladenen Aminosduren des PrP gegen Sequenzen des
Gaslp (Abb. 9) fithrte dazu, dass PrP in der Hefe effizient exprimiert werden kann
(Abb. 10). Der Vergleich der Eigenschaften von full-length(fl)-PrP, PrPAGPI und
cyto-PrP zeigt, dass die erweiterte ER-Signalsequenz prozessiert wird: cyto-PrP ist ca.
2 kDa kleiner als PrPAGPI, was der GroBe der abgespaltenen ER-Signalsequenz
entspricht. Weiterhin treten von fl-PrP glykosylierte Anteile auf, wie ein Verdau mit
EndoH zeigt (Abb. 10). Durch die Entfernung der Zuckerketten von fl-PrP wird eine
Bande verstirkt sichtbar, die der Grofe des reifen PrP (AS 23-231) entspricht. Dies
weist darauf hin, dass bei einem geringen Anteil des fl-PrP die GPI-Ankersequenz
prozessiert wurde.

Der geringe Anteil an GPI-verankertem fl-PrP in der Hefe wirft die Frage auf, warum
die endogene GPI-Ankersequenz so ineffizient prozessiert wird. Eine Moglichkeit
wire, dass die zweifelsohne vorhandene Prozessierungsmaschinerie noch weitere
strukturelle Voraussetzungen des Zielproteins voraussetzt, die nicht in der GPI-
Ankersequenz liegen. Ein weiterer Grund, warum die an PrP fusionierte Gaslp-GPI-
Ankersequenz nicht funktionell ist, wéire, dass sie durch eine sehr schnelle
(Miss)faltung des PrP nicht mehr zugénglich ist. Einen Hinweis darauf gibt der hohe
unlosliche Anteil an fI-PrP, der mehr als 50% der PrP-Menge ausmacht und
posttranslational nicht modifiziert wurde. Weiterhin wurde in einer in vitro-Studie
nachgewiesen, dass PrP von den bis jetzt untersuchten Proteinen das am schnellsten

faltende ist. Diese schnelle Faltung erfolgt ohne nachweisbare Intermediate
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(Wildegger et al., 1999). Ein sehr schneller Ubergang des fl-PrP vom ungefalteten in
den aggregierten Zustand konnte das die Faltung unterstiitzende FEingreifen
molekularer Chaperone verhindern: Neben den spontan faltenden gibt es viele
Proteine, die fiir die Einnahme ihrer korrekten tertidren Struktur der essentiellen Hilfe
von Chaperonen bediirfen (Ellis, 1990; Hartl, 1996; Johnson und Craig, 1997).

Zur  Unterstiitzung  der  Faltung von  Proteinen  unter  normalen
Wachstumsbedingungen, vor allem aber nach Stresszustinden wie Hitze- oder
Kalteschock, osmotischem Schock oder Dehydrierung, existieren in allen Zellen
Hilfsproteine, die molekularen Chaperone oder Hitzeschockproteine (Hsp). Die
Unterschiede zwischen Sauger- und Hefezellen beziiglich der Ausstattung und
Bindungsspezifitit der molekularen Chaperone konnten fiir die Fehlfaltung von PrP in
der Hefe verantwortlich sein. Das ER von Sidugerzellen verfiigt mit Calnexin,
Calreticulin, der Protein-Disulfid-Isomerase (PDI), dem Hsp70-Homolog BiP und
dem Hsp90-Homolog Grp94 iiber eine reichhaltige Ausstattung an Chaperonen. Fiir
alle diese Proteine wurde eine transiente Bindung an PrP kurz nach dem Import in das
ER nachgewiesen, was eine aktive Rolle dieser Chaperone fiir die PrP-Faltung
nahelegt. Wahrend die Interaktionen mit Chaperonen flir Wildtyp-PrP kurze Zeit nach
dem Import nicht mehr nachweisbar sind, bleiben faltungsinkompetente Mutanten mit
Calnexin und Grp94 assoziiert (Capellari et al., 1999). Das Calnexin-Homolog Cnelp
aus S. cerevisiae hat eine ca. 30%ige Sequenzhomologie zum menschlichen Calnexin
(de Virgilio et al., 1993; Parlati et al., 1995). Obwohl Calnexin in vitro auch
unglykosylierte Proteine vor Aggregation schiitzen kann, entfaltet es seine volle
Aktivitdt erst bei der Bindung von Glykoproteinen (Stronge ef al., 2001). Daher kann
es zur Faltung des nur schwach glykosylierten fI-PrP bzw. des unglykosylierten
PrPAGPI wahrscheinlich keinen Beitrag leisten. Die Wirkung von Grp94 konnte darin
liegen, PrP nach dem Import in Losung zu halten, bis posttranslationale
Modifikationen wie die Glykosylierung und die Ausbildung der Disulfidbriicke
stattgefunden haben. Das Fehlen eines Hsp90-Homologs im ER der Hefe (Argon und

Simen, 1999) konnte ein Grund dafiir sein, dass PrP aggregiert und nachfolgend nicht
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glykosyliert und korrekt gefaltet werden kann. Im Gegensatz zu Hsp90 verfligt das
Hefe-ER iiber das hoch konserviertes Hsp70-Homolog Kar2p, dessen Deletion lethal
ist (Normington et al., 1989; Rose et al., 1989). Kar2p besteht wie alle Hsp70-
Chaperone aus einer N-terminalen ATPase-Domidne und einer C-terminalen
Substratbindungsdoméne (McKay, 1993). Als generelles Chaperon des ER zeigt
Kar2p keine Sequenzspezifitit, sondern bindet vorzugsweise exponierte hydrophobe
Heptapeptidsequenzen (Blond-Elguindi et al., 1993). Dies geschieht jedoch nicht mit
allen erkennbaren Bindungsmotiven, sondern nur mit solchen, die wéahrend des
Faltungsvorgangs ihre finale Position in der Struktur relativ spit einnehmen (Gething
et al., 1995). Generell bindet Kar2p eher Proteine mit einer langsamen Faltung
(Hellman et al., 1999). Wie bereits oben erwéhnt, gehort PrP zu den am schnellsten
faltenden Proteinen. Diese schnelle Faltung kdnnte eine Bindung von Kar2p an fI-PrP
oder PrPAGPI verhindern und so zur Aggregation der Proteine fiihren.

Kar2p spielt neben der Faltung von ER-Proteinen auch eine wichtige Rolle beim
Import. Fiir die Funktion von Kar2p beim Import von Proteinen in das ER existieren
zwel Modelle, die sich allerdings nicht gegenseitig ausschliessen: Das molecular
ratchet-Modell schldgt vor, dass Kar2p an exponierte Stellen des Importproteins
bindet und so ein Zuriickgleiten des Proteins in das Cytosol verhindert (Simon ef al.,
1992; Schneider et al., 1994; Matlack et al., 1999). Im molecular motor-Modell iibt
Kar2p zusammen mit der Sec63p-Untereinheit der Translokationspore durch eine
Konformationsdnderung eine aktive Zugkraft auf das zu importierende Protein aus
(Glick, 1995). Hinsichtlich des Imports von fl-PrP bzw. PrPAGPI in das Hefe-ER
spielt die Signalsequenz des Gaslp, iiber die beide Proteine verfiigen, eine Rolle.
Nach dem Hydrophobizititsmodell (Ng et al., 1996) leitet diese Sequenz einen
posttranslationalen Import in das ER ein. Dies konnte dazu fiihren, dass PrP schon im
Cytosol eine kompakte Form einnimmt oder mit anderen Proteinen interagiert, was
den Import in das ER stéren konnte. Eine weitere Funktion von Kar2p wihrend des
Imports liegt darin, das neu synthetisierte Protein solange in Losung zu halten, bis alle

fiir die Faltung des Proteins oder einer Protein-Domidne wichtigen Regionen
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importiert sind (Craig ef al., 1993). Eine unzureichende Bindung von Kar2p an fI-PrP
oder PrPAGPI wihrend des Imports konnte zur schnellen Aggregation von PrP in S.
cerevisiae beitragen.

Im Cytosol lokalisiertes PrP (cyto-PrP) kann wegen der vorherrschenden
reduzierenden Bedingungen nicht gefaltet werden, da die Disulfidbriicke nicht
gebildet werden kann. Auch in vitro wird PrP vom Chaperonin GroEL nicht gefaltet
(Stockel und Hartl, 2001). GroEL gehoért zu den Chaperonen der Hsp60-Klasse
(Chaperonine), die zylindrische Strukturen aus zwei heptameren Ringen bilden,
ungefaltete Proteine binden und unter ATP-Verbrauch falten konnen. Chaperonine
finden sich im Cytosol von Bakterien (GroEL), Eukaryoten (TRiC) sowie in
Mitochondrien (Hsp60), aber nicht im ER, sodass sie fiir die Faltung von PrP nicht in

Betracht kommen.

PrP mit deletiertem GPI-Anker (PrPAGPI) liegt in Hefezellen als unglykosyliertes
und unlosliches Aggregat vor (Abb. 10). Diese Eigenschaft von PrPAGPI zeigt sich
nicht nur in S. cerevisiae, sondern auch in Sdugerzellen. In murinen
Neuroblastomzellen (N2a-Zellen) exprimiertes PrPAGPI ist ebenfalls unloslich und
nicht glykosyliert (Rogers et al., 1993; Kocisko et al., 1994; Walmsley et al., 2001).

Die Unloslichkeit von PrP in milden Detergenzien wie Triton X-100 und
Desoxycholat ist eine Eigenschaft von PrP%. Um PrPAGPI auf ein weiteres Merkmal
von PrP%, die limitierte Resistenz gegeniiber der Proteinase K (PK), zu untersuchen
wurde ein PK-Verdau durchgefiihrt. Hier zeigte sich, dass durch die PK-Behandlung
Fragmente von PrPAGPI entstehen (Abb. 11). Die Definition der PK-Resistenz
variiert in unterschiedlichen Studien. Wahrend der PK-Verdau bei der Aufreinigung
von PrP% aus Scrapie-infizierten Hamstern mit 50 ug/ml PK fiir eine Stunde bei 37°C
durchgefiihrt wurde (Pan ef al., 1993), definieren andere Forscher eine PK-Resistenz
nach einem Verdau mit 20 ug/ml PK, 1h, 37°C (Stockel und Hartl, 2001), 5 pg/ml
PK, 30 min, 37°C (Ma und Lindquist, 1999) oder 3,3 ug/ml PK, 1-5 min, 37°C
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(Zanusso et al., 1999). Die in dieser Arbeit festgestellte Resistenz von PrPAGPI
gegeniiber 30 pg/ml PK, 1h, 0°C liegt somit im Mittel der anderen Studien.

Einen weiteren Hinweis auf einen aggregierten Zustand von PrPAGPI ergab dessen
Resistenz gegeniiber endogenen Proteasen der Hefe. Eine rasche Degradation von
PrPAGPI konnte erst festgestellt werden, wenn die Aggregate mit SDS aufgelost
wurden. Durch eine Zerstdrung potenziell schiitzender Membranen durch die Zugabe
von nichtionischen Detergenzien konnte die Degradation von PrPAGPI nicht
beschleunigt werden (Abb. 12).

Eine Aufldsung von Proteinaggregaten durch Chaperone ist in verschiedenen Studien
nachgewiesen worden. Die kombinierte Wirkung von Hsp70 und dem nur in der Hefe
nachgewiesenen Hspl04 fiihrte zur Disaggregation von hitzeinduzierten Aggregaten
und von amyloiden [PSI']-assoziierten Sup35-,,Prionen” und von PrP (Schirmer und
Lindquist, 1997; Newnam et al., 1999). Die hohe Stabilitit (Daten nicht gezeigt) und
Unloslichkeit von cyto-PrP (Abb. 10) legen nahe, dass diese Disaggregation bei cyto-
PrP nicht stattfindet. Da Hspl04 kein ER-Homolog besitzt, kommt dieser

Mechanismus zur Auflosung ER-residenter Aggregate nicht in Betracht.

4.2. PrP-Missfaltung im ER verursacht einen Wachstumsdefekt

Da die GPI-Anker-Prozessierung von fl-PrP sehr ineffizient war, wurden weitere
Versuche zur Faltung von PrP in S. cerevisiae mit PrPAGPI durchgefiihrt. Hierbei war
von besonderem Interesse, welche Regionen des PrP die Faltung in der Hefe
behindern.

Durch die Expression sowohl von PrPAGPI als auch von fl-PrP wurde das Wachstum
der Hefezellen erheblich beeintrichtigt (Abb. 14). Dieser Wachstumsdefekt ist
reversibel; sobald die Expression unterbunden wird, stellt sich das normale Wachstum
wieder ein (Abb. 16). Die Reversibilitit des Wachstumsdefektes zeigt, dass die
Hefezellen nach einer PrP-Expression nicht dauerhaft verdndert werden. Ein Beispiel

fiir eine solche Anderung ist der Phinotyp [PSI'], der durch eine Uberexpression des
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Proteins Sup35p ausgelost werden kann und auch dann erhalten bleibt, wenn die
Uberexpression eingestellt wird (Chernoff et al., 1993).

Als erstes konnte festgestellt werden, dass die Aggregation von PrP allein nicht fiir
den Wachstumsdefekt verantwortlich war. So ist auch im Cytosol exprimiertes PrP
(cyto-PrP) extrem unldslich (Abb. 10) und PK-resistent (Daten nicht dargestellt),
Eigenschaften, die schon frither beschrieben wurden (Ma und Lindquist, 1999). Die
cyto-PrP-Aggregate haben aber keinen negativen Einfluss auf das Wachstum der
Hefezellen (Abb. 14).

Ein erstes Paar von Deletionsmutanten zeigte, dass ein dem PK-resistenten C-
terminalen Fragment von PrP> und PrPAGPI entsprechendes Konstrukt (PrPA28-89)
den selben Wachstumsdefekt verursachte wie PrPAGPI, wihrend die Loslichkeit
leicht erhoht wurde. Die Expression eines N-terminalen Konstruktes, von dem
samtliche strukturellen Merkmale (Riek et al., 1996; James et al., 1997; Riek et al.,
1997; Donne et al., 1997) deletiert wurden (PrPA117-231), verursachte dagegen
keinen Wachstumsdefekt (Abb. 17). Ausgehend von PrPA28-89 wurde der deletierte
Bereich von PrP zum C-Terminus hin ausgeweitet, um schrittweise Elemente der
Tertidrstruktur zu entfernen. Durch diese Deletionsmutanten konnte festgestellt
werden, dass die potenzielle Transmembrandomine (AS 113-133) die Faltung von
PrP beeinflusst: Wird die potenzielle Transmembrandomine deletiert (PrPATM),
kann glykosyliertes und l0sliches PrPATM nachgewiesen werden. Dies wird
besonders deutlich, wenn auch der unstrukturierte N-Terminus deletiert wird. So fiihrt
die Deletion der AS 28-140 zu einem deutlich erhdhten Anteil an 16slichem und
glykosyliertem PrPA28-140. Die zusitzliche Deletion der ersten o-Helix (PrPA28-
156) und des ersten [B-Faltblattes (PrPA28-165) fithren dazu, dass sdamtliches PrP
16slich und glykosyliert ist (Abb. 18, 20).

Der Einfluss der potenziellen Transmembrandoméne auf die Faltung von PrP ist nicht
nur in S. cerevisiae, sondern auch in Neuroblastomzellen zu beobachten. Auch in

diesen Zellen fiihrt die Deletion der potenziellen Transmembrandoméne zu einer
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Wiederherstellung der Faltung von PrPATM, d.h. der Glykosylierung und der
Loslichkeit (Heller ef al., 2002).

Wie die potenzielle Transmembrandoméne die Faltung von PrP beeinflusst, ergibt
sich nicht direkt aus der NMR-Struktur, da sie bis auf das erste B-Faltblatt Teil des
unstrukturierten N-Terminus von PrP ist. Einen Einfluss dieser Region auf die
Stabilitdt des strukturierten PrP-C-Terminus haben bisherige Studien nicht gezeigt
(Donne et al., 1997; Riek et al., 1996; Riek et al., 1997). Fiir ein aus der Region der
potenziellen Transmembrandomine abgeleitetes Peptid (PrP106-126) wurde eine
Aggregation in vitro und eine toxische Wirkung auf Kulturen primirer Neuronen
gezeigt (Forloni et al., 1993; Brown et al., 1996; Haik et al., 2000). In Zellkultur-
Versuchen wurde gezeigt, dass synthetisch produzierte PrP-Fragmente der AS 106-
126 die Aggregation von PrP¢ induziert (Gu et al., 2002). So konnte die
Aggregationsneigung der potenziellen Transmembrandoméne die Missfaltung von
PrPAGPI initiieren.

Die potenzielle Transmembrandomine hat auch auf den durch die Missfaltung von
PrPAGPI ausgelosten Wachstumsdefekt einen deutlichen Einfluss: Die Deletion der
N-terminalen Aminosduren 28-140 (PrPA28-140) oder der Transmembrandoméne
allein (PrPATM) stellt das normale Wachstum wieder her (Abb. 21). Den
gegenteiligen Effekt hat die Einfiihrung der neuropathogenen Mutation AV3 (Hegde
et al., 1998a) in die Transmembrandoméne (PrP-AV3), bei der Alanin an den
Positionen 112, 114 und 117 des PrP zu Valin mutiert ist. Hefezellen, die PrP-AV3
exprimieren, zeigen einen gegeniiber PrPAGPI verstirkten Wachstumsdefekt (Abb.
20, 21). Fir PrP-AV3 wurde sowohl in vitro als auch in vivo eine
Transmembrantopologie gezeigt, bei der der C-Terminus im ER-Lumen residiert
(“PrP). Transgene Miuse, die diese Mutation tragen, sind nur sehr eingeschrinkt
lebensfdhig (Hegde et al., 1998a; Hegde et al., 1999). In den in vitro-Versuchen
fiihrte die AV3-Mutation zu einem “"PrP-Anteil von ca. 50% (Hegde et al., 1998a).
In S. cerevisiae nimmt PrP-AV3 nur zu einem geringen Teil eine

Transmembrantopologie ein (Abb. 22). Ob dieser geringe Anteil an “"PrP in der Hefe
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die Ursache fiir den Wachstumsdefekt ist, bleibt offen. Die Verstirkung des PrP-
vermittelten Wachstumsdefektes konnte auch darin begriindet sein, dass die
Aggregation von PrP durch die AV3-Mutation moduliert wird. So war der B-Faltblatt-
Anteil in PrP106-126-Peptiden erhoht, wenn die Mutation A117V eingefiigt wurde
(Brown, 2000).

Ein genereller Defekt in der Biogenese sekretorischer Proteine als Ursache fiir den
Wachstumsdefekt PrP-AV3-exprimierender Hefezellen ist nicht wahrscheinlich. Zwei
untersuchte Proteine, die vakuoldre Carboxypeptidase Y (CPY) sowie das
Plasmamembranprotein Gaslp, zeigten in PrP-AV3-exprimierenden Zellen gegeniiber
Wildtypzellen keine Verdnderungen in Proteinmenge, Glykosylierung oder

Prozessierung (Daten nicht dargestellt).

4.3. Qualitatskontrollmechanismen im ER

Wie alle eukaryotischen Organismen verfiigen Hefezellen iiber ein mehrstufiges
System der Qualitatskontrolle, durch das die korrekte Faltung von Proteinen und die
Assemblierung von Proteinkomplexen iiberpriift wird. Zu diesen Mechanismen
gehoren die Unfolded Protein Response (UPR) und die ER-assoziierte Degradation
(ERAD).

Die Ausbildung eines Wachstumsdefektes durch die Expression von fl-PrP oder
PrPAGPI konnte darin begriindet sein, dass die Qualitdtskontroll-Mechanismen der
Hefe in Bezug auf PrP nicht wirksam sind.

Die Missfaltung der ins ER dirigierten Konstrukte fI-PrP, PrPAGPI und PrP-AV3 legt
eine Induktion der UPR nahe. Eine Analyse der mRNA-Menge des ER-Chaperons
Kar2p zeigte, dass in PrP-AV3-exprimierenden Zellen die Menge des Transkriptes
gegeniiber cyto-PrP-exprimierenden Zellen nicht erh6ht war (Abb. 25). Der genaue
Sensor-Mechanismus, durch den eine Anhdufung missgefalteter Proteine im ER

detektiert wird, ist noch nicht bekannt. Ein aktuelles Modell besagt, dass die
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transmembrane Kinase/RNase Irelp durch Kar2p in einem inaktiven, monomeren
Zustand gehalten wird. Die Anhdufung missgefalteter Proteine im ER fiihrt dann
dazu, dass Kar2p diese mit hoherer Affinitdt bindet und von Irelp abdissoziiert. Irelp
kann daraufhin dimerisieren, was der erste Schritt der Aktivierung der UPR ist
(Shamu und Walter, 1996; Liu et al., 2000; Okamura et al., 2000). Eine dauerhafte
Aktivierung der UPR durch ER-stindiges, missgefaltetes PrP-AV3 wire eine schone
Erklarung fiir den Wachstumsdefekt, da bereits gezeigt wurde, dass die konstitutive
Aktivierung der UPR das Wachstum der Zellen verlangsamt (Cox und Walter, 1996).
Die fehlende Induktion der UPR in PrP-AV3-exprimierenden Hefezellen ist nur
dadurch zu erkldren, dass der Sensormechanismus missgefaltetes PrP-AV3 nicht
erkennt. Ein dominant negativer Effekt der PrP-AV3-Expression auf die UPR-
Aktivierung ist nicht erkennbar, da die UPR in PrP-AV3-exprimierenden Zellen

experimentell induzierbar ist (Abb. 25).

4.4. Die potenzielle Transmembrandomane von PrP interferiert mit der

ERAD

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die potenzielle Transmembrandoméne
von PrP dessen retrograden Transport aus dem ER und damit die cytosolische
Degradation durch das 26S-Proteasom verhindert. In S. cerevisiae wurde der PrP-N-
Terminus ohne Transmembrandoméne (PrPA117-231) so schnell degradiert, dass er in
Gesamtprotein-Priparationen mittels Western blot nicht nachweisbar war (Daten nicht
dargestellt). Erst durch eine Aufreinigung von ER-Vesikeln oder durch radioaktive
Markierung mit nachfolgender Immunprézipitation konnte PrPA117-231
nachgewiesen werden (Abb. 27, 28). In pulse/chase-Experimenten konnte gezeigt
werden, dass in Wildtypzellen innerhalb von 90 min 99% des PrPA117-231 degradiert
werden (Abb. 27).

Die Stabilisierung von PrPA117-231 in den Mutanten RSY2027 und Y0150 zeigte,

dass der ERAD-Mechanismus fiir dessen Degradation verantwortlich ist (Abb. 27).
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Der Stamm RSY2027 trdgt eine Mutation im Protein Sec6lp der zentralen
Translokationspore der ER-Membran, die zwar den Proteinimport, nicht aber den
retrograden Export erlaubt. Dies fiihrt zur Akkumulation der zum Abbau bestimmten
Proteine im ER (Zhou und Schekman, 1999). Im Stamm Y0150 wird die ERAD von
Substraten durch die Deletion des Ubiquitin-konjugierenden Enzyms Ubclp
verhindert (Seufert et al., 1990). Die Ubiquitinierung von Proteinen ist die
Voraussetzung fiir eine Degradation durch das 26S-Proteasom (Jentsch, 1992).

Der schnelle Abbau von PrPA117-231 durch die ERAD reflektiert die fehlende
tertidre Struktur dieses PrP-Bereiches, wie es in NMR-Studien nachgewiesen wurde
(Riek et al., 1996, James et al., 1997; Riek et al., 1997, Donne et al., 1997).
Uberraschend war dagegen, dass der PrP-N-Terminus mit Transmembrandomine
(PrPA134-231) nicht nur in den ERAD-defizienten Zellen des Stammes RSY2027,
sondern auch in Wildtypzellen stabilisiert wurde. Die Stabilisierung wurde durch die
AV3-Mutation (PrP-AV3A134-231) verstéirkt. PrPA134-231 enthélt auler dem ersten
-Faltblatt (Aminosduren 131-133) ebenfalls keine strukturellen Elemente.

Durch eine alkalische Extraktion konnte gezeigt werden, dass die potenzielle
Transmembrandomine von PrP-AV3A134-231 die Membranassoziierung gegeniiber
PrPA117-231 erhoht. Die stirkere Stabilisierung im ERAD-defizienten Stamm
RSY2027 weist darauf hin, dass PrPA134-231 wiéhrend des versuchten Exports in das
Cytosol in die ER-Membran entlassen werden konnte.

Wichtig ist auch hier, dass die Stabilisierung von PrP-Fragmenten durch die
potenzielle Transmembrandoméne auch in Sdugerzellen wiederholt werden konnte. In
N2a-Zellen wurden PrPA117-231 und PrPA134-231 innerhalb von 60 min komplett
abgebaut, wahrend von PrPA146-231 nach dieser Zeitspanne noch ca. 50% présent
waren. Alle Fragmente wurden stabilisiert, wenn das 26S-Proteasom und damit die
ERAD mit MG132 inhibiert wurde. Was ist die Ursache fiir die Stabilisierung des
PrP-N-Terminus durch die potenzielle Transmembrandoméne? Erstens konnte eine
Membranintegration der Fragmente dazu fiihren, dass der retrograde Transport vom

ER in das Cytosol verlangsamt wird. Dies wird durch eine Studie unterstiitzt, die fiir
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Membranproteine und luminale Proteine von S. cerevisiae unterschiedliche Wege der
Qualitdtskontrolle nachweist: Danach werden Membranproteine direkt im ER
zuriickgehalten (retention pathway), wiahrend losliche Proteine erst den Gogli-
Apparat passieren und wieder ins ER zuriickgeleitet werden (retrieval pathway), wo
beide Wege zum retrograden Transport fithren (Vashist et al., 2001). Eine zweite
Moglichkeit der PrP-Stabilisierung konnte eine Inhibition der Ubiquitinierungs-
Maschinerie oder des 26S-Proteasoms durch die potenzielle Transmembrandoméne
beinhalten.

Dass nur relativ geringe Mengen an missgefaltetem PrP¢ iiber den ERAD-
Mechanismus abgebaut werden (Ma und Lindquist, 2001; Yedidia et al., 2001; Jin et
al., 2000; Heller et al., 2002) mag darin begiindet sein, dass ein mit dem retrograden
Transport verbundenes Entfalten des Proteins energetisch ungiinstig ist.

Eine schnelle und komplette ERAD-vermittelte Degradation von PrPA146-231 wurde
in einer fritheren Studie gezeigt (Zanusso et al., 1999), was in einem scheinbaren
Widerspruch zu dieser Arbeit steht. Dort aber wurde die Degradation der Mutante
PrP-Y145stop mit der des Wildtyp-PrP verglichen, welches stabiler als PrPA146-231
ist. Auch wurde mit humanen M17-Neuroblastomzellen eine andere Zelllinie benutzt,
die nicht transient, sondern stabil transfiziert wurde. Eine stabile Transfektion hat
moglicherweise die Selektion von Zellen zur Folge, die eine besonders starke ERAD

aufweisen.

4.5. Eine Membranverankerung fordert den anterograden Transport von

PrP aus dem ER und supprimiert den Wachstumsdefekt

Eine Membranverankerung von mPrP mittels GPI-Anker war in S. cerevisiae nicht
nachweisbar (Abb. 7). Auch die endogene GPI-Ankersequenz des Gaslp fiihrte nur zu
einem geringen Anteil an GPI-verankertem flI-PrP (Abb. 10). Fiir Neuroblastomzellen

wurde gezeigt, dass der C-terminale Membrananker des CD4-Proteins die Biogenese
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des PrP unterstiitzt, sodass komplex glykosyliertes PrP-CD4 auf der Zelloberfldche
nachgewiesen werden kann (Taraboulos ef al., 1995).

Die Fusion von PrP-AV3 mit dem CD4-Anker (PrP-AV3-CD4) fiihrte nicht zu einer
posttranslationalen Modifikation von PrP-AV3-CD4 in S. cerevisiae, die der der N2a-
Zellen entspriche. Zwar weist in Hefezellen exprimiertes PrP-AV3-CD4 einen
16slichen und sehr schwach glykosylierten Anteil auf, der jedoch nicht iiber den des
fl-PrP hinausgeht (Abb. 10, 22).

Im Gegensatz zu flI-PrP, PrPAGPI und PrP-AV3, deren Expression zu einem starken
Wachstumsdefekt flihrte (Abb. 14, 21), zeigen mittels CD4-Anker in der Membran
verankertes PrP-AV3-CD4-exprimierende Hefezellen normales Wachstum (Abb. 24).
Die Anwesenheit von missgefaltetem PrP-AV3-CD4 hat also keinen nachteiligen
Effekt auf das Wachstum.

Wie die Expression von cyto-PrP gezeigt hat, korrelierte die intrazelluldre
Lokalisation von PrP im ER mit einem Wachstumsdefekt. Um die intrazelluldre
Lokalisation von PrP in S. cerevisiae zu untersuchen, wurde Zelllysat einer
Renografin-Dichtegradientenzentrifugation  unterzogen.  Hierbei ~ schwimmen
Membranvesikel entsprechend ihrer spezifischen Dichte auf und befinden sich in
unterschiedlichen Fraktionen. In friiheren Studien wurde gezeigt, dass vakuolidre von
ER- und Plasmamembranen getrennt werden, wéhrend cytosolische Proteine am
Boden des Gradienten verbleiben (Schandel und Jenness, 1994; Wang und Chang,
1999).

Der Vergleich der intrazelluldren Lokalisation ergab, dass PrP-AV3 hauptsdchlich mit
ER-Fraktionen assoziiert ist, wahrend PrP-AV3-CD4 mit einem vakuoldren Marker,
der 100 kDa-Untereinheit der V-ATPase, komigriert. Eine vakuoldre Lokalisation
zeigte auch PrPA28-156, welches ebenfalls keinen Wachstumsdefekt verursacht (Abb.
31). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass PrPAGPI und PrP-AV3 hauptsichlich
im ER lokalisiert sind. Dagegen erfolgte ein anterograder Export von PrP-AV3-CD4
und PrPA28-156 in die Vakuole, was offensichtlich zu einem normalen Wachstum der

Hefezellen fiihrte (Abb. 32).
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Abbildung 32. Modell des durch den fehlenden ER-Export von PrP verursachten Wachstums-
defektes. A Ein retrograder Export entfernt den PrP-N-Terminus ohne Transmembrandomine
(PrPA117-231) aus dem ER, wo dieser degradiert werden kann (ERAD). B Durch einen anterograden
Export konnen membranverankertes PrP (PrP-AV3-CD4, PrPA134-231) und PrP ohne
Transmembrandomine (PrPATM, PrPA28-156) aus dem ER entfernt werden. C Nicht
membranverankertes PrP (fl-PrP, PrPAGPI, PrP-AV3) kann weder durch retrograden noch durch
anterograden Export aus dem ER entfernt werden und verursacht einen Wachstumsdefekt.

Das Umleiten missgefalteter Proteine vom Golgi-Apparat in die Vakuole bzw. das
Lysosom (re-routing) ist ein Qualititskontrollmechanismus, der hauptséchlich fiir S.

cerevisiae beschrieben wurde (Hong et al., 1996; Luo und Chang, 2000). In N2a-
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Zellen konnen durch die Zugabe von Suramin induzierte PrP-Aggregate vom Golgi-
Apparat in das Lysosom transportiert und dort degradiert werden (Gilch et al., 2001;
Tatzelt und Winklhofer, 2001). Dieses re-routing scheint der in der Hefe
vorherrschende Mechanismus zu sein, um gefaltete und glykosylierte PrP-Spezies wie
PrPA28-156 und PrPATM oder missgefaltete und unglykosylierte PrP-Spezies wie
PrP-AV3-CD4 zu entfernen.

Ein dritter Qualitdtskontrollmechanismus konnte fiir N2a-Zellen nachgewiesen
werden: Unabhdngig von einer Membranverankerung wurde unldsliches und
unglykosyliertes PrPAGPI nicht der lysosomalen Degradation zugefiihrt, sondern ins
Zellkulturmedium sekretiert (Walmsley et al., 2001). Dies konnte die Begriindung
dafiir sein, dass eine transiente Expression von PrPAGPI in N2a-Zellen keinen

messbaren Wachstumsdefekt erzeugt.

4.6. Implikationen fiir die Biogenese von PrP® und die Konversion zu

PrpS¢

Wihrend der Evolution hat sich ein beeindruckendes System von molekularen
Chaperonen entwickelt, um die Faltung und Assemblierung neu synthetisierter sowie
die Riickfaltung missgefalteter Proteine zu unterstiitzen (Ubersicht in: Hartl, 1996;
Bukau et al., 2000; Ben-Zvi und Goloubinoff, 2001). FEinige
Qualititskontrollmechanismen vermitteln die Degradation missgefalteter Proteine, um
die Zelle vor Schiden durch Protein-Aggregate zu schiitzen (Ubersicht in Bonifacino
und Weissman, 1998; Ellgaard et al., 1999; Ellgaard und Helenius, 2001). Wéhrend
das ER mit Chaperonen zur Proteinfaltung ausgestattet ist, fehlt dort eine
Degradationsmaschinerie. Diese Aufgabe erfiillt der ERAD-Mechanismus, der den
retrograden Transport in das Cytosol und die Degradation durch das 26S-Proteasom
vermittelt.

Die in dieser Arbeit und in fritheren Studien (Rogers et al., 1993; Kocisko et al.,

1994; Walmsley et al., 2001) présentierten Ergebnisse zeigen, dass PrP ohne
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Membrananker nicht korrekt gefaltet wird und aggregiert. Im Gegensatz zu vielen
anderen missgefalteten Proteinen wird nur ein geringer Anteil von PrP iiber den
ERAD-Mechanismus abgebaut (Yedidia et al., 2001). Stattdessen greifen in
Sdugerzellen zwei andere Mechanismen der Qualitédtskontrolle: Membranverankertes,
missgefaltetes PrP kann iiber den Golgi-Apparat in das Lysosom transportiert und
dort degradiert werden (Gilch et al., 2001), wihrend PrPAGPI sekretiert werden kann.
Nur einer dieser Mechanismen konnte in S. cerevisiae nachgewiesen werden: Das re-
routing des membranverankerten PrP-AV3-CD4 in die Vakuole der Zelle. Dass
PrPAGPI zwar in Séugerzellen, nicht aber in der Hefe durch einen anterograden
Export aus dem ER entfernt werden kann, weist darauf hin, dass sich wahrend der
Evolution ein weiterer Mechanismus der Qualititskontrolle herausgebildet hat, der der
Entstehung neuer Proteine und den Anspriichen und Moglichkeiten mehrzelliger
Organismen entspricht. So liegt es auf der Hand, dass die Sekretion missgefalteter

Proteine fiir Einzeller eine Verschwendung wertvoller Resourcen darstellt.

Dass im ER verbleibendes PrPAGPI das Wachstum der Hefezellen beeintrichtigt,
weist auf die Sensitividt des ER gegeniiber missgefalteten Proteinen hin. Ein solcher
Effekt wurde schon im Zusammenhang mit anderen Proteinen beschrieben. So wird
die al-Antitrypsin-Defizienz durch eine Aggregation missgefalteten ol-Antitrypsins
im ER von Leberzellen verursacht (Carlson et al., 1989; Perlmutter, 1996). Zahlreiche
andere so genannte Endokrinopathien werden durch fehlerhaften Protein-Transport

bzw. -Faltung verursacht, darunter Arten von Diabetes und Wachstumsstérungen

(Ubersicht in: Kim und Arvan, 1998).

Der Mechanismus der mit PrP* assoziierten Neurodegeneration ist bis heute nicht
geklart. Eine durch PrP> ausgeldste Apoptose konnte nicht nachgewiesen werden.
Einige Studien zeigen einen Einfluss von PrP* auf zellulire Prozesse: So ist eine
Stressreaktion, die Induktion der Hitzeschockproteine, in Scrapie-infizierten N2a-

Zellen gestort (Tatzelt et al., 1995; Tatzelt et al., 1998). In mit Prionen infizierten
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Zellen und in vitro interferieren Chaperone mit der Propagation von PrP> (Schirmer
und Lindquist, 1997; DebBurman et al., 1997; Tatzelt et al., 1996). Es wurde
aullerdem gezeigt, dass in Mdusen durch eine Scrapie-Infektion die Bildung von
Transmembranformen des PrP induziert wird (Hegde ef al., 1999).

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass die Missfaltung von PrP im
ER zum Zelltod fithren kann. Das Modell bezieht neben den durch Mutationen
bedingten Missfaltungen auch eine mdglicherweise durch PrP*® verursachte Strung
des retrograden oder anterograden Transports ein. Eine relativ erhohte ERAD-
Resistenz und damit eine fehlerhafte Qualitdtskontrolle von PrP im ER kdnnte eine
Ursache fiir Prionen-Krankheiten sein, die kein ‘“klassisches” PrP*° bilden. Dazu
gehoren die AV3-Mutation (Hegde et al., 1998a), die sich von der GSS auslésenden
PrP-Mutation A117V ableitet (Mastrianni et al., 1995) sowie die dem PrPA146-231
entsprechende Mutation (PrP-Y145stop), die mit der Fatalen Familidren Insomnie
assoziiert ist. Auch fiir PrP mit der Mutation D177N, welches in Patienten mit GSS
oder FFI gefunden wurde, konnte in Zellkulturversuchen ein verringerter Abbau
durch das 26S-Proteasom nachgewiesen werden (Ma und Lindquist, 2001).

Eine beeintriachtigte Qualitdtskontrolle im ER konnte auch ein Grund fiir sporadische
Prionen-Krankheiten sein, die immerhin ca. 90% der Fille ausmachen. Fiir eine
Missfaltung anfdlliges PrP konnte der Degradation entgehen und so die Konversion
von PrP€ zu PrP* initiieren. Dies gilt vor allem fiir fehlerhaft glykosyliertes PrP, fiir
das eine erhohte Konversionsrate bestimmt wurde (Taraboulos et al., 1990; Lehmann
und Harris, 1997; Korth et al., 2000). Letztendlich konnte eine mit einem hdéheren
Alter der Patienten verbundene geringere Effizienz der Qualitdtskontrolle
sekretorischer Proteine erkldren, warum sich TSEs meist erst in der 6. oder 7.
Lebensdekade manifestieren.

Die Rolle der Transmembrandomine in der Konversionsreaktion wurde durch
Versuche mit transfizierten N2a-Zellen untersucht. Hier stellte sich heraus, dass
PrPATM nicht in PrP* umgewandelt werden konnte und weiterhin in Bezug auf die

Konversion des Wildtyp-PrP® in PrP* als #rans-dominanter Inhibitor wirkte
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(Holscher et al., 1998). Umstritten ist dagegen die Toxizitdt eines der
Transmembrandoméne entsprechenden PrP-Fragmentes in Kulturen von priméren
Neuronen (Forloni et al., 1993; Brown et al., 1996, Haik et al., 2000), die andere

Forscher kontaminierenden Substanzen zugeschrieben haben (Kunz ef al., 1999).

4.7. Ausblick

Die heterologe Expression von PrP in S. cerevisiae fiihrt nicht zu den von den
Wirtszellen bekannten posttranslationalen Modifikationen der komplexen
Glykosylierung und der GPI-Verankerung. Trotzdem oder gerade deshalb stellt die
Hefe ein kraftvolles Mittel zur Analyse des Prion Proteins dar: Die Ausbildung eines
durch die Expression von PrP verursachten Wachstumsdefektes erlaubt ein Screening
nach Komponenten der Zelle, die einen Einfluss auf die Biogenese von PrP haben.
Interessant wire eine Suche nach Suppressoren des Wachstumsdefektes sowohl in
Genbanken, die Hefegene iiberexprimieren als auch in mutagenisierten Genbanken.
Am erfolgversprechendsten erscheint der Einsatz einer heterologen Bank von
Mausgenen. Dass dieses System prinzipiell funktioniert, zeigt die Expression von
Kollagen in S. cerevisiae, welches erst durch die Koexpression von o~ und -Strang

erfolgreich assembliert werden konnte (Vaughn et al., 1998; Toman et al., 2000).
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6. Zusammenfassung

Transmissible Spongiforme Encephalopathien sind durch die pathogene Isoform
(PrP%°) des zelluldren Prion Proteins (PrP®) charakterisiert. Der genaue Mechanismus
der Konversion des mehrheitlich o-helikalen und in milden Detergenzien 16slichen
PrP€ in das B-Faltblatt-reiche und unlosliche PrP* ist ungeklirt. In dieser Arbeit
wurde die Biogenese des PrP der Maus in der Hefe Saccharomyces cerevisiae

untersucht. Dabei wurden folgende Ergebnisse erzielt:

e Die Signalsequenzen des Maus-PrP sind in der Hefe nicht funktionell. Die
apparente Grofle des Proteins von 29 kDa im SDS-Gel spricht dafiir, dass weder
die ER-Signalsequenz noch die GPI-Ankersequenz prozessiert wurden.

e FEin Austausch der Maus-Signalsequenzen durch Sequenzen des endogenen, GPI-
verankerten Zelloberflachenproteins Gaslp fiihrt zu einer effizienten Expression
und den ER-Import von PrP in S. cerevisiae. Auch die Prozessierung der
endogenen GPI-Ankersequenz ist sehr schwach ausgeprégt.

e In der Hefe exprimiertes PrP hat Eigenschaften von PrP*, die Unléslichkeit in
milden Detergenzien sowie eine limitierte Resistenz gegeniiber der Proteinase K.
Auch gegeniiber endogenen Proteasen zeigt PrP eine hohe Resistenz.

e Die Expression von PrP fiihrt zu einem reversiblen Wachstumsdefekt, der von der
ER-Lokalisation abhéngig ist.

e Es konnte festgestellt werden, dass die Deletion der potenziellen
Transmembrandomidne des PrP sowohl die Faltung fordert als auch den
Wachstumsdefekt aufhebt.

e Durch die Membranverankerung des PrP mittels eines C-terminalen
Transmembranankers des CD4-Proteins konnte der Wachstumsdefekt supprimiert
werden, ohne dass die Faltung des Proteins wesentlich verbessert worden wire.

e Der Nachweis der intrazelluldren Lokalisation fiihrte zu dem Modell, nachdem ein

anhaltender ER-Aufenthalt von PrP den Wachstumsdefekt auslost. Sowohl die
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Zusammenfassung

Deletion  der  potenziellen = Transmembrandomédne als auch  die
Membranverankerung fithrten zu einem effizienten anterograden Export von PrP
in die Vakuole der Hefe.

e Der unstrukturierte N-Terminus des PrP wird sowohl in Hefe- als auch in N2a-
Zellen durch den ERAD-Mechanismus abgebaut. Der Abbau wird unterbunden,
sobald der N-Terminus um die potenzielle Transmembrandoméne erweitert wird.

e Obwohl aggregiertes PrP im ER vorliegt, wird die Unfolded Protein Response

nicht aktiviert.

Die Ergebnisse zeigen, dass die potenzielle Transmembrandomine ein
Schliisselelement in der Faltung und Qualititskontrolle von PrP darstellt. Die
wachstumshemmende Wirkung von ER-stindigem PrP zeigt die Sensitivitdt dieses
Kompartiments gegeniiber Proteinaggregaten und gibt Hinweise auf eine Rolle der

Qualitdtskontrolle bei der Entstehung von Prionen-Krankheiten.
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