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ZUSAMMENFASSUNG

1. Zusammenfassung

1.1 Deutsche Version

Prionerkrankungen sind todlich verlaufende, neurodegenerative Erkrankungen, die
bei Tieren und Menschen vorkommen kdnnen. Die charakteristische schwammartige
(spongiforme) Degenerierung des zentralen Nervensystems (ZNS) wird durch
Ablagerungen der fehlgefalteten pathologischen Isoform PrP%° des zellularen
Prionproteins PrP® verursacht. Dem weithin akzeptierten Konversionsmodell zufolge,
ist ein direkter Kontakt von PrP® und PrPS° und mdglicherweise weitere zellulare
Kofaktoren fir die Umfaltung notwendig. Bisherigen Erkenntnissen zufolge, findet die
Vermehrung von PrP%¢ wahrend dem endozytotischen Weg statt. Hierbei sind
Endosomen, das endosomale Recyclingkompartiment, das endoplasmatische
Retikulum und Lysosomen am Transport des Prionproteins durch die Zelle und an
dessen Degradierung beteiligt. Die Identifizierung von Prionstdmmen mit diversen
biologischen Charakteristiken lasst vermuten, dass die Wirtszelle auf die Infektion mit
verschiedenen Prionstammen unterschiedlich reagieren konnte. Es stellt sich die
Frage, wie sich die Prionstdmme auf zellbiologischer Ebene etablieren kénnen.
Daher sind Kenntnisse Uber den Verlauf von persistenten und akuten
Prioninfektionen in Zellen unterschiedlichen Ursprungs essentiell. Beispielsweise
konnte das Wissen um Veranderungen zellularer Mechanismen oder
Stoffwechselwege behilflich sein, die Infektion mit einem bestimmten Prionstamm zu
verhindern.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Wirkung verschiedener Substanzen, die in den
Cholesterolmetabolismus eingreifen, in persistent infizierten Zellen und sowie
wahrend einer akuten Prioninfektion untersucht. Hierbei wurden besonders
Unterschiede zwischen Neuroblastomzellen (N2a) und Fibroblasten (L929 Zellen)
betrachtet, um die Wirkung dieser Substanzen auf verschiedene Prionstamme
(Maus-adaptierte Prionstamme 22L, RML und ME7) zu vergleichen. Nystatin scheint
spezifisch auf bestimmte Prionstdmme zu wirken. Dagegen weist Filipin nur in
persistent infizierten Zellen inhibierende Effekte beziiglich einer PrPS-
Akkumulierung auf. Filipin scheint daher nur bedingt prionstamm-spezifische

Eigenschaften zu haben. Progesteron scheint zelltypabhangig zu wirken. Zudem
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zeigt Progesteron unterschiedliche Effekte auf die PrP®® Akkumulierung in akut und
persistent infizierten L929 Zellen.

Bekannt ist, dass Rabproteine auf die sekretorischen Transportwege regulatorisch
einwirken. Genauere  Analysen der  Rabprotein-vermittelten  zellularen
Transportprozesse in Zusammenhang mit dem Transport unterschiedlicher
Prionstamme wahrend der akuten Infektionen konnten zu neuen Strategien fuhren,
Infektionen prionstamm-abhangig zu bekampfen oder zu verhindern. Im zweiten Teil
dieser Arbeit wurde die akute Infektion mit drei verschiedenen, Maus-adaptierten
Prionstammen in L929 Zellen charakterisiert, die defizitar bezlglich diverser
Rabproteine und Endozytoseproteine sind. Dies erfolgte mit dem Ziel, die Expression
wichtiger Proteine der Internalisierungsprozesse, wie Caveolin und die schwere Kette
(HC) von Clathrin, und Rab-GTPasen als Regulatoren der intrazellularen
Transportwege zu inhibieren. Vor der akuten Infektion der Fibroblasten wurde die
Expression dieser Proteine genetisch mittels siRNA reduziert. Unterschiede in der
Aufnahme und Akkumulierung von PrP%¢ konnten durch die Blockierung
verschiedener intrazellularer Transportwege aufgezeigt werden. Durch das
Ausschalten der Expression von Caveolae und durch die Beeintrachtigung des
spaten endosomalen Weges mittels Rab7-siRNA kommt es zu einer schwacheren
PrPS¢ Akkumulierung von RML-Prionen. Anders als erwartet scheint ein Ausschalten
der Clathrin-HC Expression die Akkumulierung des PrP%® des Prionstammes RML
noch zu verstarken. Bei der Infektion mit 22L-Prionen konnte wiederum eine
Reduzierung der PrPS® Anhaufung durch das Ausschalten von Clathrin-HC und des
Rab7-Gens beobachtet werden. Die PrPS® Menge erhdht sich bei der 22L-Infektion in
den Zellen durch eine Rab4- und Rab9-Defizienz. Eine verringerte ME7-PrP5¢ Menge
tritt durch die Reduzierung der Clathrin-HC Expression auf. Im Gegensatz zu den
Infektionen mit RML- und 22L-Prionen fallt bei der ME7-Infektion auf, dass die
Blockierung des spaten endosomalen Weges mittels Rab7-siRNA nur zu einer
geringen Reduzierung der PrPS® Akkumulierung fiihrt. ME7 zeigt als einziger
getesteter Prionstamm eine verringerte PrpSe Menge durch die Beeintrachtigung des
frithen endosomalen Recyclingsystems, das uber Rab4 reguliert wird. Das
Ausschalten der Rab9 und Rab11 Expression blockiert den Transportweg in den
Trans-Golgi Apparat und das langsamere Recycling zur Zelloberflache. Dies fuhrt zu

einer erhdhten PrPS° Akkumulierung nach der akuten ME7-Infektion.
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Die notwendige Unterscheidung von neu synthetisiertem PrP5¢ und dem im Inokulum
enthaltenen PrP° fand in dieser Arbeit indirekt (iber die Passagendauer statt. Der
PrPS¢ Nachweis erfolgte in der ersten Passage nach der akuten Infektion. In eigenen
Vorversuchen in der 3F4-transduzierten Zelllinie L929 konnte bestatigt werden
(Daten werden nicht gezeigt), dass der Nachweis von de novo PrP®® erst nach 24 h
moglich ist (Vorberg et al., 2004b). Zudem wurde eine Infektionskinetik eines
Zellklons neuronaler Zellen des Hippocampus, der stabil das 3F3-Epitop exprimiert
(Hpl-3F4 K11), durchgefihrt. Es konnte gezeigt werden, dass bereits nach einer
Inkubationszeit von 3 h, mit Hirnhomogenat des Prionstammes 22L, in der ersten
Passage nach Infektion neu synthetisiertes PrP%¢ in den Zellen nachweisbar ist. Trotz
der kurzen Inkubationszeit des Hirnhomogenats konnte eine persistente Infektion in
diesen Zellen dokumentiert werden. Daher wurde in den akuten Infektionsversuchen
dieser Arbeit das jeweilige Hirnhomogenat 4 h mit den Zellen inkubiert, um eine
deutlich nachweisbare Infektion in den ersten Passagen nach der Infektion darstellen
zu konnen.

Zusammenfassend konnte diese Arbeit die Abhangigkeit der PrPS® Akkumulierung
von Cholesterol und von verschiedenen Vesikeltransport- und Endozytosewegen
dokumentieren. Dieser Zusammenhang konnte in neuronalen und nicht-neuronalen
Zellen wahrend der persistenten und akuten Infektion mit unterschiedlichen
Prionstammen gezeigt werden. Diese Erkenntnisse konnten zu einem groReren

Verstandnis der Pathogenese von Prionerkrankungen beitragen.

1.2 English version

Prion diseases are fatal and neurodegenerative diseases of animals and humans.
The characteristic spongiform degeneration in the central nervous system (CNS)
results from deposits of the aberrantly folded pathological isoform PrPS¢ of the
cellular prion protein PrP®. According to the most common hypothesis a direct
interaction of PrP® and PrPS® and potentially further cellular co-factors are required
for the conversion process. Prion propagation has been proposed to be involved in
the endocytic pathway. Additionally, endosomes, the endosomal recycling
compartment, the endoplasmatic reticulum and lysosomes are implicated in

trafficking and degradation. The discovery of multiple prion strains that differ in
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biological characteristics can lead to the assumption that the host cell response to
infection with different prion strains could be altered. This leads to the question how
different prion strains can be established on cellular level. Knowledge of cellular
mechanisms or metabolic pathways concerning persistent and acute infections with a
special prion strain might be essential to prevent infection of a certain prion strain.

In the first part of this study the effect of different cholesterol metabolism altering
inhibitors was examined in persistently infected cells and during acute prion
infections. Especially differences concerning neuroblastoma cells (N2a) and
fibroblasts (L929) were assessed and the effect of the inhibitors on the different
mouse adapted prion strains (22L, RML and ME7) was investigated. Nystatin might
seem to act in a prion strain dependent manner, whereas filipin only exhibited an
inhibitory effect on persistently infected cells. According to this, filipin seems to act in
a prion strain dependent manner only partly. Progesterone was acting in a cell type
dependent manner and showed different effects during acute and persistent infection
in L929 cells.

Rab proteins are known regulators of the secretory pathway. Further analysis of the
Rab protein dependent cellular trafficking combined with the transfer of different prion
strains during acute infections, could lead to new strategies to prevent infection in a
prion strain dependent manner. In the second part of this work the acute infection of
three different mouse adapted prion strains in L929 cells, deficient for endocytosis
and Rab proteins, were characterized. In order to inhibit the expression of essential
internalization proteins, like the clathrin heavy chain and caveolin, and Rab GTPases,
regulators of intracellular trafficking, the protein expression was genetically silenced
using siRNA technique. The acute infection of the fibroblasts directly followed. After
arresting distinct intracellular routes differences in uptake and accumulation of Prpse
could be observed. The PrPS® accumulation of RML appeared to be inhibited by the
knockdown of caveolae, unlike the reduction of the clathrin-HC expression. The
impairment of the transport to the late endosomes using Rab7-siRNA, also led to less
PrPS® accumulation. In contrast, the PrP° deposits of 22L prions appeared to be
reduced by knocking down clathrin-HC and Rab7 expression. However, the amount
of PrP®® was increased in cells deficient for Rab4 and Rab9. The reduction of ME7-
PrPS® deposits could be detected in clathrin-HC deficient fibroblasts. In contrast to

RML and 22L prion infections, there was only a small reduction of Prpse
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accumulation during ME7 infection by knocking down Rab7 expression to block the
late endosomal transport. ME7 was the only tested prion strain that showed minor
PrPS® accumulation after inhibiting the early endosomal recycling system by using
Rab4-siRNA. Silencing Rab9 and Rab11 blocked the trafficking to the trans-Golgi
network and the slow recycling process towards the cell membrane. This led to an
increasing PrP*¢ accumulation after acute ME7 infection.

The required discrimination between newly formed PrP5¢ and PrP®° present in the
inoculum was performed indirectly in this study by the time of passaging the cells as
PrP5¢ detection occurred in the first passage after acute infection. Furthermore, the
detection of de novo produced PrP®° after 24h could be confirmed (Vorberg et al.,
2004b) in 3F4 transduced L929 cells (data not shown). During a previous infection
kinetic in a neuronal hippocampal cell clone expressing 3F4 epitope (Hpl3F4 K11) it
could be shown that newly formed PrPS® already can be detected after incubation of
brain homogenate (22L prion strain) for 3 hours in the first passage after infection.
Despite of the short incubation time of the brain homogenate a persistent infection
could be demonstrated in these cells. Therefore, in this work respective cell were
incubated with brain homogenates for 4 hours to show a clearly detectable infection
in the first passage after infection.

Overall, these findings provide new insights into the connection to cholesterol and in
dependence of variable vesicle transports and ways of endocytosis in persistently
and acute infections of different prion strains in neuronal and non neuronal cells.
These insights could probably lead to a further understanding of the pathogenesis of

prion diseases.
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2 Einleitung

2.1 Prionen und Prionerkrankungen

Prionerkrankungen oder transmissible spongiforme Enzephalopathien (TSEs) sind
neurodegenerative Erkrankungen, welche bereits viele Jahrzehnte bekannt sind.
Jedoch erst seitdem gehauft Falle von Boviner spongiformer Enzephalopathie (BSE)
aufgetreten sind, dem sogenannten ,Rinderwahnsinn®, haben diese Erkrankungen
allgemeines Interesse geweckt. Mehr als 180.000 bestatigte BSE-Falle in
Grol3britannien sowie zahlreiche positiv getestete Rinder in weiteren europaischen
Landern, stellten eine ernstzunehmende Bedrohung fir den Verbraucher durch in
den Handel gelangtes kontaminiertes Fleisch dar (Aguzzi et al., 2008). Daher wurde
in den letzten Jahren intensiv an der Erforschung der Ursachen und Entstehung
dieser Krankheiten gearbeitet.

TSEs sind stets letal verlaufende Neurodegenerationen des Zentralnervensystems
(ZNS) mit einer langen Inkubationszeit, gefolgt von einer kurzen symptomatischen
Phase, die sowohl bei Tieren (Tabelle 2) als auch beim Menschen (Tabelle 3)
auftreten (Prusiner et al., 1998b; Belay 1999; Collinge 2001). Diese kénnen unter
bestimmten Bedingungen durch Infektion innerhalb einer Art und begrenzt zwischen
Arten weitergegeben werden (Weissmann et al.,, 1996; Prusiner 1998a). TSEs
werden offenbar nicht von Viren Ubertragen, sondern von Prionen verursacht.
Neuropathologisch lasst sich ein massiver, schwammartiger (spongiformer) Zerfall
des ZNS, der verschiedene Teile der Grauen Substanz des Gehirns betrifft,
erkennen. Neben dem Verlust von Neuronen lasst sich auRerdem die Proliferation
von Astrozyten und die Akkumulierung von fehlgefaltetem Prionprotein-Ablagerungen
beobachten (DeArmond & Prusiner 1995; Aguzzi & Polymenidou 2004; Weissmann
2004). Eine haufige Begleiterscheinung ist die Bildung amyloider Plaques (Glatzel &
Aguzzi 2001).
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2.1.1 Das Prionprotein

1936 konnte die experimentelle Ubertragung von der Traberkrankheit auf gesunde
Schafe und Ziegen durch infektioses Schafhirnhomogenat gezeigt werden. Die
Krankheit wurde aufgrund des charakteristischen extensiven Kratzens der
betroffenen Tiere auch Scrapie (aus dem Englischen scrape = kratzen) genannt
(2.1.4, Tabelle 3). Aus diesem Grund lag die Vermutung nahe, dass es sich bei dem
Erreger um einen Virus handeln musse. 1954 postulierte Sigurdson eine langsame
Virus-Infektion (slow virus infection) mit Inkubationszeiten von etwa 20 Jahren
(Sigurdson, 1954). Jedoch liel3 sich weder ein Virus in den betroffenen Patienten
nachweisen, noch eine durch Virusinfektion uUblicherweise ausgeloste Immunantwort
beobachten. Desweiteren widersprach die Resistenz der Erreger gegenuber
massiver DNA- und RNA-schadigender UV-Strahlung dieser Hypothese (Alpers et
al., 1966). Die Infektiositat konnte nur durch die Behandlung mit Harnstoff oder
Natriumhydroxid reduziert werden, wobei es sich um Chemikalien handelt, die
Proteine hydrolysieren oder modifizieren (Alpers et al., 1966; Alpers et al., 1967).
Griffith stellte 1976 die Vermutung auf, dass ein Protein fir die Ubertragung von
Scrapie verantwortlich sein konnte (Griffith, 1976). Prusiner und seine Mitarbeiter
isolierten 1982 ein protease-resistentes  Glykoprotein. Dies stellt den
Hauptbestandteil in infektiosen Fraktionen aus Hirnhomogenat infizierter Tiere dar.
Dieses spezielle Protein konnte filamentose Strukturen, so genannte scrapie-
assoziierte Fibrillen (scrapie-associated fibrils, SAF) ausbilden (Hilmert & Diringer,
1984; Lehmann & Harris, 1996; Prusiner et al., 1981; Prusiner, 1982). So pragte S.
Prusiner die Definition ,Prion“ flr ,proteinaceous infectious particle®, als
Bezeichnung fur den neuen proteinbasierten Erreger ohne Nukleinsaure. Das aus
Hirnhomogenatfraktionen von infizierten syrischen Hamstern isolierte Proteinase K
(PK)-resistente Protein besitzt ein Molekulargewicht zwischen 27 und 30 kDa. Die
PK-resistente Form wurde spater als PrP%° (Sc = Scrapie) bezeichnet, um auf den
infektiosen Charakter des Proteins hinzuweisen (Cohen et al., 1994; Prusiner 1998a;
Collinge 2001; Aguzzi & Polymenidou 2004; Weissmann 2004). Weissmann et al.
gelang es durch Sequenzanalysen des Amino-Terminus von PrP5¢ mittels Edman
Degradierung (Prusiner et al., 1984) das Prionprotein (PrP)-Gen PRNP (Oesch et al.,

1985) zu identifizieren und in einen Expressionsvektor zu klonieren.
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Erstaunlicherweise zeigten Untersuchungen, dass PrP-mRNAs in Scrapie-infizierten
und uninfizierten Geweben identisch sind. Dieser Aspekt fuhrte zur Isolierung einer
nicht infektidsen, protease-sensitiven und detergenz-l6slichen zellularen Isoform des
Prionprotein, das als PrP® (C= zellular, engl. cellular) bezeichnet wurde. Dieses PK-
sensitive Vorlauferprotein besitzt ein Molekulargewicht von 33 und 35 kDa. Beide
Isoformen des Prionproteins verfugen Uber dieselbe Aminosauresequenz,
unterscheiden sich jedoch entscheidend in ihren strukturellen und biochemischen
Eigenschaften (Prusiner, 1991). Zahlreiche Daten unterstitzen heute die Hypothese,
dass Prionen ausschlieBlich aus einer abnormen, missgefalteten Isoform des
zelluldren Prionproteins PrP° bestehen (protein-only Hypothese). Legname et al.
beschrieben, dass in vitro generierte PrP-Fibrillen, bestehend aus N-terminal
verkurztem PrP (PrP89-231), in transgenen Mausen (TG) Prionerkrankungen
auslésen konnen. Die rekombinanten PrP-Fibrillen waren jedoch in Wildtyp (WT)-
Mausen nicht infektidés (Legname et al., 2004). Der erste Nachweis der Infektiositat in
vitro generierter PrPS® Molekiile, und somit das bisher stérkste Indiz der ,nur-Protein
Hypothese" (protein-only Hypothese), konnte mit PrP® aus Gehirnhomogenat Uber
eine PMCA-Reaktion (protein misfolding cyclic amplification reaction, Abb. 1) in WT-
Tieren nachgewiesen werden (Castilla et al., 2005). Durch die Verwendung von
Gehirnhomogenat als Ausgangsmatrize von PrP®® kann jedoch nicht ausgeschlossen
werden, dass zellulare Kofaktoren fur die in vitro Konversion notwendig sind. Diese

konnten im verwendeten Gehirnhomogenat enthalten sein.
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Generierung neu konvertierender
Einheiten durch Sonifizierung

Prp® o

) jJ _ . Generierung
J* ) /Konversmnsvon PrP UO neuer

J zu PrP*° g konvertierender ‘)

? » QY Konvererendel v . o0

Oo weitere Faktoren? Einheiten durch O 8 C A J’

Sonifizi
av onfiizierung Konversion von PrP® a
PrpSe ZUu PFPSC o

Abb. 1: Schematische Darstellung der PCMA-Reaktion. Kleine Mengen PrP*“infizierten
Hirnhomogenats werden mit PrP® aus nicht infektidsem Gehirnhomogenat inkubiert, um
weitere PrPS® Molekiile durch autokatalytische Umfaltung zu generieren. Der amplifizierte
PrPS¢ Kern wird durch Sonifizierung immer wieder aufgeldst, um PrP%¢ Einheiten fiir eine
erneute Umfaltung von PrP° zu erhalten. Diese Reaktion wird mehrere Male wiederholt. PrP®©
Isomere sind als hellgraue Kugeln dargestellt. PrP®® stellt dunkelgraue Trapeze dar. Die
originale PrP®¢ Matrize ist dunkelgrau, das neu synthetisierte PrP*° ist hellgrau eingefarbt
(entnommen aus Aguzzi & Callela, 2009 und modifiziert).

2.1.2 Mechanismus der Prionprotein-Konversion

Nach der ,nur-Protein-Hypothese“ vermutet man, dass das zellulare PrP durch
direkten Kontakt mit der pathogenen Isoform in PrP%¢ konvertiert wird. Der exakte
Mechanismus der Konversion ist Gegenstand intensiver Forschung. Die
Heterodimer-Hypothese (Abb. 2A) postuliert eine spontane Umfaltung von PrP® zu
PrP%¢, die unter normalen Umstinden durch eine hohe Energiebarriere verhindert
wird. Durch die Interaktion zwischen endogenem PrP° und exogen aufgenommenem
PrPS° bildet sich ein Heterodimer, das die Struktur eines PrP° Homodimers
annimmt. Um die Energiebarriere zu Uberwinden, konnte der Prozess der Umfaltung
von zelluldaren Faktoren - wie Chaperonen- abhangig sein. Die neu entstandenen
Homodimere zerfallen in Monomere, die neue PrP® Molekiile umfalten kdnnen
(Prusiner et al., 1990; Cohen et al., 1994).
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Abb. 2. Modellvorstellungen der Konversion und Replikation von Prionen (A)
Heterodimer-Modell (B) Polymerisations-Modell (enthommen aus Aguzzi & Polymenidou,
2004 und bearbeitet).

Zahlreiche Hinweise sprechen mittlerweile jedoch flr ein amyloides Modell, bei
welchem PrP° Aggregate wahrend einem Kristallisationsprozess gebildet werden.
Dieser Prozess ist auch als keimabhangige Polymerisation bekannt (Serio et al.,
2002; Caughey 2003; Soto et al., 2006) (Abb. 2). Das Polymerisations-Modell (Abb.
2B) geht von einem moglichen reversiblen thermodynamischen Gleichgewicht
zwischen PrP® und PrP®¢ aus. Erst wenn mehrere PrPS° Molekiile in Kontakt
kommen, stabilisiert sich die PrP®°-Struktur und einige PrP® Monomere sind in der
Lage einen ,Keim“ zu bilden. Aufgrund der hohen Energiebarriere ist dieser Schritt
sehr langsam, zudem das thermodynamische Gleichgewicht auf der Seite des PrP°
liegt. Durch diesen ,Keim“ kénnen weitere PrPS® Molekiile in die polymerisierenden
Aggregate rekrutiert werden und der Prozess beschleunigt sich. Die Anzahl der
neuen infektidsen ,Keime” erhdhen sich durch Fragmentierung der PrPS¢ Aggregate,
wodurch sich die Bildung weiterer amyloider Aggregate exponentiell steigert (Jarrett
& Landsbury, 1993; Gajdusek, 1994; Caughey et al., 1995). Ob Kofaktoren in
einzelnen Schritten der PrPS® Konversion benétigt werden, ist bislang unbekannt,

kann aber nicht ausgeschlossen werden.
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2.1.3 Ort der Konversion

Der Ort der Umfaltung in die pathogene Isoform PrP%° ist weitgehend unbekannt. Da
der direkte Kontakt von PrP5¢ mit PrP® unerldsslich ist, geht man davon, dass die
Umfaltung von PrP® in PrP®® in zelluldren Kompartimenten stattfindet, in welchen
auch PrP° lokalisiert (Abb. 3, 4) (Borchelt et al., 1990; Taraboulos et al., 1990a;
Caughey et al, 1991b). Durch die Isolierung detergenz-unléslicher
Membrandomanen (DRMs), die mittels Triton-X von Zellen und infiziertem Gehirn
isoliert wurden, konnte nachgewiesen werden, dass die zwei Isoformen in
unterschiedlichen Kompartimenten der Zellmembran liegen und deren Interaktion
verhindert (Morris et al., 2006) (Abb. 3). Es wird vermutet, dass die Konversion von
PrP® zu PrP% entweder direkt an der Plasmamembran oder der nachfolgenden
Endozytose, uber CCPs, Rafts und Caveolae, oder in den fruihen Kompartimenten
des endozytotischen Weges stattfindet (Borchelt et al., 1992; Naslavsky et al., 1997).
In einigen Versuchen wurden sterolbindende Antibiotika wie Amphothericin B,
Lovastatin und Filipin, die Lipid Rafts zerstéren, verwendet. Die Behandlung von
Scrapie-infizierten Zellen mit diesen Substanzen fuhrte zu einem Rlckgang von
PrP5¢ (Taraboulos et al., 1995; Marella et al., 2002; Hartsel & Weiland, 2003). Auch
der Einsatz von Chlorpromazin, das die rezeptorvermittelte Endozytose verhindert,
reduziert die Menge an gebildetem PrPS® (Korth et al., 2001).
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PrP°-PrP** Interaktion in der gleichen

(a) Raft- Region
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I i
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l Entstehung von PrP®*-spezifischen
Rafts nach PrP*° Bildung

(b} PrP° und PrP* interagieren mit
a unterschiedlichen Raft Region
1
I T T Ny

Die Interaktion flihrt zum Verschmelzen der Raft-
Regionen und PrP*° Bildung
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PrP*°-spezifische Raft-Region
Membranregion ohne Rafts

Abb. 3. Modelle der Assoziierung von PrP® and PrP*° in Rafts. Einige Daten
verdeutlichen, dass PrP® und PrP*¢ in unterschiedlichen Typen von Rafts lokalisieren. Diese
Erkenntnisse kénnen an diesen zwei spekulativen Modellen erklart werden. (A) PrP%°
interagiert mit PrP° innerhalb der Rafts, in welchen PrP° (iblicherweise lokalisiert. Durch die
Bindung an PrP® kann PrP%¢ diese Membranregion destabilisieren und so die PrP®-PrP*
Konversion und die Bildung von PrP%® spezifischen Rafts ermdglichen. (B) PrP¢ und PrP%°
sind mit unterschiedlichen Rafts assoziiert. Die Interaktion und Konformationsdnderung
zwischen PrP® und PrP*¢ findet nach der Verschmelzung der Rafts statt. (entnommen aus
Campana et al., 2005 und bearbeitet)

Ebenso konnte beobachtet werden, dass der Transport von PrP°® an die
Plasmamembran, und die Endozytose notwendig fir die Konversion von PrP° in
PrP%¢ ist. Durch die Blockade eines dieser Wege mittels Suramin, Brefeldin A oder
einer dominant-negativen Mutante von Dynamin kommt es zu einer Verminderung
der PrP5¢ Akkumulierung (Gilch et al., 2001; Taraboulos et al., 1992; Gorodinsky &
Harris, 1995). Caughey et al. zeigten in friiheren Studien, dass das PrP° fiir die
Konversion zuerst die Zellmembran passieren muss (Caughey et al., 1991b). Daher
wurde angenommen, dass der sekretorische Weg Uber das ER und den Golgi-
Apparat keine Rolle bei der Konversion spielt (Caughey et al., 1991b).

Unterschiedliche Studien konnten mittlerweile zeigen, dass die notwendige
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Oberflachenexpression von PrP° fiir die Konversion, die Bildung von PrPS® in den

Kompartimenten des sekretorischen Weges nicht ausschlief3t.

Uninfizierte
Empfangerzelle

Nk Recycling/
Q spates
Endosome/

Lysosom

Prion-
infizierte
Zelle

Méogliche

Konversionsorte

von PrP°® zu
Prp*

Abb. 4. Mégliche Konversionsorte in der Zelle. (A) Konversion von PrP°® zu PrP® an der
Zellmembran nach direktem Kontakt zwischen uninfizierten und infizierten Zellen. (B) GroRRe
Ansammlungen von Lipid Rafts ermdglichen die Interaktion von ansonsten getrennten PrP°
und PrP®® Proteinen. (C) In ,Nicht-Raft* Regionen gebundenes PrP%® fordert die Konversion
von angrenzenden in Rafts lokalisierten PrP® Proteinen. (D) Konversion von PrP€ zu PrP¢ in
endozytotischen Vesikeln. Im Falle von (A) kann das Prionprotein in Rafts lokalisiert sein.
Ebenso kann in ,Nicht-Raft* Regionen assoziiertes Prionprotein in die Konversion involviert
sein. Mdglichkeit (B) zeigt die Konversion an der Zelloberflache; diese kann jedoch auch in
intrazellularen Vesikeln stattfinden (entnommen aus Lewis & Hooper, 2011 und bearbeitet).

In den neuronalen Maus Zellen N2a konnten nur geringe Mengen von PrP%¢ an oder
nahe der Plasmamembran nachgewiesen werden (Borchelt et al., 1990; Caughey &
Raymond 1991; Vey et al., 1996). GroRe Mengen PrP%¢ akkumulierten in sekundéren
Endosomen und Lysosomen, wo es nur langsam von der Zelle abgebaut werden
kann (McKinley et al., 1991; Arnold et al., 1995; Mironov, Jr. et al., 2003) (Abb.4).
Experimente von Béranger et al. deuten darauf hin, dass das endoplasmatische
Retikulum in den Umfaltungsprozess von PrP° zu PrP¢ involviert ist. (Béranger et al.,
2002). Unter speziellen experimentellen Bedingungen, aggregiert ein kleiner Teil von

PrP%¢ in zytosolischen Aggresomen (Kristiansen et al., 2005). Hier kann es die
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Funktion von Proteasomen vermindern (Kristiansen et al.,, 2007).
Kolokalisierungsstudien mit fluoreszenzmarkierten Markerproteinen spezifischer
Zellorganelle konnten zeigen, dass das endosomale Recycling Kompartiment
(endosomale recycling compartment, ERC) als Konversionsort moglich ist. In diesen
Versuchen wurden in verschiedenen persistent infizierten Zelllinien mit dominant-
negativen Rabproteinen und RNAi Technologie die Funktion unterschiedlicher
Vesikel gestért und die PrPS¢ Menge innerhalb dieser Vesikel analysiert (Marijanovic
et al., 2006).

Die Verbreitung von PrP5¢ von einer infizierten zu einer uninfizierten Zelle kann wie
bei PrP® liber Exosomen stattfinden (Fevrier et al., 2004; Porto-Carriero et al., 2005;
Robertson et al., 2006; Vella et al., 2007). Dies konnte die Ubertragung des Erregers
durch konditioniertes Kulturmedium spezieller infizierter Zelllinien erklaren (Schatzl et
al., 1997; Maas et al., 2007). Als konditioniertes Medium diente in diesem Fall das
Kulturmedium der infizierten Zelllinien, in dem daraufhin uninfizierte Zellen kultiviert
wurden. Auch ein direkter Zell-Zell-Kontakt (Kanu et al., 2002) ist moglich. Die Frage,
wie der Erreger wahrend einer akuten Infektion in Zelle gelangt, ist weitgehend
unklar. Bereits gezeigt wurde, dass das transmembrane LRP/LR Protein, ein
bekannter PrP®-Rezeptor (2.4) die initiale Aufnahme von PrP°® in bestimmten
Zelllinien begiinstigt. Die direkte Interaktion von exogenem PrP%¢ mit LRP/LR konnte
in Enterozyten und BHK (baby hamster kidney) Zellen beobachtet werden (Morel et
al., 2005; Gauczynski et al., 2006). Glukosaminoglykane (GAG), wie Heparansulfat,
sind u.a. Bestandteile der extrazellularen Matrix und konnen als Interaktionspartner
von Prionen dienen. In Versuchen mit CHO, N2a und GT-1 Zellen werden GAGs fur
friihe Schritte der Endozytose von PrPS® benétigt (Hijazi et al., 2005; Horonchik et al.,
2005). In neuronalen Septumzellen SN56 konnte die Aufnahme und Lokalisierung
von fluoreszenz-markiertem PrP%¢ in Rab7-positiven, spaten Endosomen und

Lysosomen (Magalhaes et al., 2005) dargestellt werden.

2.1.4 Strukturelle und biochemische Eigenschaften von PrP® und
Prps°

Trotz der bisherigen Lehrmeinung, dass eine Aminosauresequenz nur fur eine
biologisch aktive Variante mit einer bestimmten Konformation kodieren kann, existiert

14




EINLEITUNG

das Prionprotein trotz identischer Primarstruktur in  mindestens zwei
unterschiedlichen Sekundarstrukturen (Anfinsen, 1973; Pan et al., 1993). Infrarot-
Spektroskopie und Zirkulardichroismus-Spektroskopie (circular dichroism, CD)
konnten zeigen, dass PrP® zu etwa 42% aus a-Helices und zu 3% aus B-
Faltblattstrukturen aufgebaut ist. Dagegen bildet PrP®® 30 % a-helikale Bereiche und
45 % B-Faltblattstrukturen aus (Caughey et al., 1991a; Safar et al., 1993; Gasset et
al., 1993; Pergami et al., 1996; Stahl et al., 1993). Kernmagnetische Resonanz-
Analysen (nuclear magnetic resonance, NMR) von rekombinatem PrP23 231 konnten
zeigen, dass die aminoterminale Doméne des PrP¢ (23-120) flexibel ist und (iber
keine definierte Struktur verfugt. Der Carboxyl (C)-Terminus (121-231) nimmt
hingegen eine globulare Form an, bestehend aus drei a-Helices und zwei kurzen
antiparallelen B-Faltblattern (Riek et al., 1997) (Abb. 5).

A3

Abb. 5. NMR-Struktur des PrP° (aa 90-231) eines syrischen Hamsters. Das PrP° ist aus
drei a-Helices (violett) und zwei p-Faltblattern (blau und griin) aufgebaut. Die intramolekulare
Disulfidbricke ist in gelb eingezeichnet. In rot eingefarbt ist der C-terminale Bereich des
flexiblen Aminoterminus (90-120) (entnommen aus Prusiner, 1998a).

Der N-Terminus des PrP enthalt eine sog. Oktarepeat-Region (engl. repeat =
Wiederholung). Diese kann Metallionen oder andere Liganden binden. Demzufolge
konnte der N-Terminus des PrP in vivo eine globulare Struktur einnehmen (Gill et al.,
2000). Um Einblicke von der PrPS¢ Struktur zu erhalten wurden 2D-Kristalle in
elektronenmikroskopischen Untersuchungen und mittels molekularer Modellierung
(molecular modeling) analysiert (Wille et al., 2002; Govaerts et al., 2004, Colby &
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Prusiner 2011). Demnach kénnten PrpSe Aggregate aus Komponenten von Trimeren
aus linksgangigen B-Helices, Disulfidbricken und C-terminale a-Helices (Abb. 6)
bestehen. Aufgrund der Unldslichkeit des PrP° ist eine NMR-Analyse nicht mdglich.

Abb. 6. Modell einer PrP*° Struktur und mégliche Bildung von Prionenfibrillen. (A)
Modell einer méglichen PrPS¢ Konformation (B) Trimer-Modell mit drei PrP*¢ linksgangigen
B-Faltblattstrukturen, welche den Kern bilden. (C) Modell einer Prionen-Fibrillenbildung
basierend auf aufeinandergestapelten Trimeren (enthommen aus Govaerts et al., 2004)

Mittels neuer Analysemethoden, der Elektronenspinresonanz-Spektroskopie
(electron paramagnetic resonance, EPR), kombiniert mit dem SDSL-Verfahren (side-
directed spin labeling), konnten Cobb et al. ein Modell der amyloiden Struktur des
rekombinanten PrP (90-231) aufklaren (Abb. 7). Wahrend der Konversion von PrP°®
wird hier ein Grolteil der C-terminalen a-helikalen Region umgefaltet, wobei das

Protein eine parallele, ineinander verzahnte B-Faltblattstruktur ausbildet.
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Abb. 7. PrP-Monomere. Einzelne, parallele Schichten von PrP-Monomeren, welche
Ubereinander in B-Faltblattstrukturen und mittels Disulfidbriicken (grin eingezeichnet) fest
verbunden sind (enthommen aus Cobb & Surewicz, 2009).

Beide PrP-Isoformen weisen neben den strukturellen Unterschieden auch
verschiedene biochemische Charakteristika auf. Die biochemischen Eigenschaften
beider Isoformen des Prionproteins sind in folgender Tabelle zusammengefasst
(Tabelle 1).

Infektiositat nicht infektios infektios

Halbwertszeit

Loslichkeit in Detergenzien I6slich unléslich

Tabelle 1. Vergleich der Eigenschaften des PrP® und PrP*°

17




EINLEITUNG

2.1.5 Zellbiologie des Prionproteins

Neben dem Prionprotein-Gen PRNP wurden noch zwei weitere PrP-ahnliche Gene
gefunden. PRND kodiert flr das Protein Doppel (Dpl), das im Gegensatz zu PrP nur
in geringem Malfde im Gehirn und hauptsachlich in den Hoden exprimiert wird. Das
Ausschalten des Dpl-Gens in mannlichen Mausen fuhrte zu Sterilitat (Behrens et al.,
2002). Doppel war fur die phanotypischen, neurodegenerativen Anomalitaten von
PrP-Knockout Mausen verantwortlich. Das Protein wurde nur zufallig in diesen
Mausen durch eine genauere Analyse einiger transgener Vektoren, in denen der
PRNP-Lokus deletiert wurde, beschrieben (Moore et al., 1999; Rossi et al., 2001).
Das SPRN-Gen kodiert fur das Protein Shadoo (Sho) und wurde durch
Datenbankanalysen uUber eine stark homologe DNA-Sequenz zu PrP entdeckt
(Premzl et al., 2003). Das Shadoo-Protein wird grofdtenteils im Gehirn exprimiert.
Uber die physiologische Funktion von Shadoo ist nur wenig bekannt. Eine
neuroprotektive Rolle, ahnlich dem PrP, wird in Betracht gezogen (Watts et al.,
2007). Bisher wurden die Prionprotein-Gene von Uber 70 Spezies analysiert. Sie sind
sowohl in Saugetieren als auch in Vogeln, Fischen und Beuteltieren evolutionar hoch
konserviert (Schatzl et al., 1995; Wopfner et al., 1999; Harris et al., 1991; Suzuki et
al., 2002; Rivera-Milla et al., 2003; WindI et al., 1995). Das Gen des Prionproteins
PRNP ist im Menschen auf Chromosom 20 und in der Maus auf Chromosom 2
lokalisiert (Robakis et al., 1986; Sparkes et al., 1986). Der gesamte offene
Leserahmen (ORF) aller bekannten PrP-Gene, der fur das 255 Aminosauren (AS)
umspannende Protein kodiert, befindet sich im dem gréRten Exon am 3'-Ende des
Chromosoms (Hsiao et al., 1989; Schatzl et al., 1995). Desweiteren enthalten alle
bekannten PrP-Gene ein kleines Exon (Menschen, Hamster) oder zwei kleine Exons
am 5 -Ende (Mause, Rinder, Schafe). Da die komplette kodierende Region in einem
Exon lokalisiert ist, bietet sich nicht die Mdglichkeit unterschiedliche Proteinisoformen
durch alternative Splicingvorgange zu bilden (Basler et al., 1986; Westaway et al.,
1994). Der PRNP-Promotor enthalt keine TATA-Box und ist aus einzelnen, sich
wiederholenden GC-reichen Abschnitten aufgebaut. Da an den PRNP-Promotor die
Transkriptionsfaktoren SP1 (specificity protein 1)und AP1 (aktivierendes Protein 1)
binden kénnen, kann PRNP als ein Haushaltsgen (house-keeping gene) betrachtet

werden (McKnight et al., 1986). Bellingham konnte mit seinen Mitarbeitern
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feststellen, dass die Transkriptionsfaktoren SP1 und MTF-1 (metal transcription
factor) die humane PrP® Expression regulieren und desweiteren die Funktion des

Prionproteins in der Kupfer-Homodostase unterstutzen (Bellingham et al., 2009).

A
1 23 51 H 231 254
BT T T vorauferprotein
SP OR sp

CHO CHO
N-180 N-196 GPI- Anker

23 51 91 23
reife Form von PrP mit
posiiranslationalen

OR T: j13 Modifizierungen
55
| J
PK resistenter Teil der
PrPEe Isoform

B Abb. 8. (A) Schematische Darstellung des

Vorlauferproteins und der reifen Form des
murinen PrP°. Die N-terminalen (AS 1-22) und C-
terminalen (AS 232-254) Signalpeptide (SP)
werden abgespalten und ein GPI-Anker (Glykosyl-
Phosphatidyl-Inositol) wird mit dem C-Terminus
des Proteins an Serin 231 kovalent verknipft. Es
wird eine intramolekulare Disulfidbriicke (S-S)
zwischen C178 und C213 ausgebildet. Das murine
Protein kann an zwei N-Glykosylierungsstellen
(CHO) an den Positionen N180 und N196
modifiziert werden. Der C-terminale Abschnitt (AS
91-231) stellt den PK-resistenten Anteil der PrPS°
Isoform dar. OR steht fir Oktarepeat-Region (B)
Lokalisierung von PrP® auf der Zelloberflache.
Modell der reifen Form von PrP®, welches iber
den GPI-Anker in der aufleren Plasmamembran
verankert ist. (Abb. 8B entnommen aus Peretz,
2001)

Die 22 Aminosauren am Aminoterminus stellen die ER-Signalsequenz des
Vorlauferprotein flir die Translokation der Polypeptidkette in das rauhe
endoplasmatische Retikulum (ER) dar. Es wird wahrend des kotranslationalen

Transports abgespalten (Oesch et al., 1985). In einem weiteren Reifungsprozess
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kénnen die beiden Asparaginreste N180 und N196 des murinen PrP° glykosyliert
werden (Bolton et al., 1985). Hierdurch entsteht das typische Drei-Banden-Muster
des einfach-, doppelt- und nicht glykosylierten PrP, das im Immunoblot-Verfahren
nachgewiesen werden kann. Nach der vollstandigen Translokation von PrP ins ER
wird das C-terminalen Signalpeptid abgespalten und durch einen Glykosyl-
Phosphatidyl-Inositol-Anker (GPI-Anker) ersetzt (Abb. 8). Er verankert das
Prionprotein in der au3eren Plasmamembran (Stahl et al., 1987). Durch die Bildung
einer Disulfidbricke zwischen den zwei Cysteinresten C178 und C213 wird die

Konformation des PrP stabilisiert (Hope et al., 1996).

2.1.6 Prionerkrankungen von Tieren

Die alteste, bereits 1732 beschriebene Prionerkrankung ist die Traberkrankheit bei
Schafen und Ziegen (McGowan, 1914). Die Tiere zeigen die typische Pathogenese
einer Prionerkrankung. Diese fuhrt zu einer progressiven Gehirndegeneration und
manifestiert sich in Verhaltensanderungen und motorischen Einschrankungen.
Scrapie kann horizontal zwischen Herdentieren und vertikal von Mutter- zu Jungtier
Ubertragen werden (Brotherston et al., 1968; Dickinson et al., 1974). 1936 konnte
jedoch erstmals auch eine speziesiibergreifende Ubertragung von Scrapie auf

Ziegen nachgewiesen werden (Cuilleé & Chelle, 1939).
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Traberkrankheit Schafe/ vertikale und horizontale Leopoldt,1759
(Scrapie) Ziegen Ubertragung; sporadisch;  McGowan, 1914

orale Transmission

vermutlich Uber

verseuchtes Weideland,

Speichel
bovine spongiforme Rinder Infektion durch Prion- Wells et al., 1987
Enzephalopathie verseuchtes Futter; sehr
(BSE) selten sporadisch
transmissible Nerz Nerze Infektion Uber verseuchtes Burger & Hartsough,
Enzephalopathie Fleisch von Schafen und/ 1965
(TME) oder Rindern
chronisch zehrende Wapiti, horizontale und vertikale Williams & Young,
Hirschkrankheit Weillwedel- Ubertragung; orale 1980
(CWD) hirsch, Transmission vermutlich

Elch Uber verseuchtes

Weideland, Speichel
feline spongiforme Katzen, Infektion Uber verseuchtes Wyatt et al., 1991
Enzephalopathie Grol3katzen Fleisch von Rindern Pearson et al., 1993
(FSE)
exotische Huftier Huftiere Infektion Uber verseuchtes Kirkwood et al., 1993
Enzephalopathie Fleisch von Rindern Sigurdson et al., 2003
(EUE)

Tabelle 2. Prionerkrankungen von Tieren und deren Infektionswege

Die ersten Falle der bovinen spongiformen Enzephalopathie (BSE) wurden 1986
in GroRbritannien beschrieben (Wells et al., 1987). Betroffene Rinder zeigten eine
ahnliche Pathogenese wie Scrapie-infizierte Schafe. Die Tiere sind schreckhaft,
verlieren an Gewicht und kénnen ihre Bewegungen nicht mehr kontrollieren. Die
Krankheit weitete sich sehr schnell zu einer BSE Epidemie aus, die 1992 ihren
Hohepunkt erreichte (Hornlimann et al., 2001). In den 90er Jahren wurden einige
BSE-Falle in anderen Landern wie der Schweiz, Irfland und Portugal bekannt. Als
Ursache wurde und wird immer noch meist Scrapie oder ein sporadisches Auftreten
einer TSE in Rindern vermutet (Prusiner et al., 1991; Fraser, 2000). Beide Theorien
gehen jedoch davon aus, dass die Ubertragung des infektidsen Agens und die damit
verbundene Uberschreitung der Speziesbarriere durch Verfitterung kontaminierten
Fleisches oder Tiermehl Das 1988

stattgefunden hat (Neokannibalismus).
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eingefuhrte Verbot der Verfutterung von Tiermehl flhrte jedoch alsbald zu einem
drastischen Ruckgang der Krankheitsfalle. Das Auftreten von BSE bei deutschen
Rindern fihrte zum Erlass der EU-Richtlinien von 2001, die eine systematische
Untersuchung von Schlachtvieh auf BSE vorsah, welches alter als 30 Monate (EU)
bzw. 24 Monate (Deutschland) ist. Wahrend 406 BSE-Falle in Deutschland bis 2009
verzeichnet wurden, konnten seit 2010 keine weiteren Krankheitsfalle festgestellt
werden (www.bmelv.de). Auch weltweit verringerte sich die Zahl der BSE-
Neuerkrankungen von 105 Fallen in 2008 auf 12 Krankheitsfalle in 2012

(www.oie.int).

Ein Grund fur das Auftreten der chronisch zehrenden Hirschkrankheit (CWD) ist
nicht bekannt. Die Erkrankung tritt endemisch in Nordamerika und Kanada auf und
wurde sowohl bei freilebenden als auch bei in Gefangenschaft lebenden Tieren
beobachtet (Williams et al., 1980; Gilch et al., 2011). Vermutlich handelt es sich um
eine spontan auftretende Krankheit, die durch Infektion weitergegeben wird,
vergleichbar mit Scrapie bei Schafen. Obwohl CWD intrazerebral auf Rinder, Schafe
und Ziegen Ubertragen werden kann, konnte bisher keine orale Ubertragbarkeit auf
Rinder oder den Menschen nachgewiesen werden (Williams, 2005). CWD qilt als
aullerst ansteckend, da im Gegensatz zu anderen TSEs, CWD-Erreger in der
Umwelt eine hohere Stabilitat aufweisen. Eine Ansteckung ist ebenso Uber den
horizontalen Ubertragungsweg mit Urin, Fakalien und Speichel méglich (Williams &
Miller, 2002; Tamguney et al., 2009; Gilch et al., 2011). Weitere TSEs bei Tieren in
Gefangenschaft sind die transmissible Nerz Enzephalopathie (TME), die feline
spongiforme Enzephalopathie (FSE) und die exotische Huftier Enzephalopathie
(EUE). Die Ubertragung scheint durch Fltterung von Prion-kontaminiertem Fleisch
verursacht worden zu sein (Burger & Hartsough, 1965; Wyatt et al., 1991; Kirkwood
et al., 1993).

2.1.7 Prionerkrankungen von Menschen

Bei humanen spongiformen Enzephalopathien finden sich drei Krankheitsformen
(Prusiner 1998b; Collinge 2001, Colby & Pruisiner 2011). So wurden genetisch
bedingte, sporadische und durch Infektion erworbene Falle beschrieben (Tabelle 3).

Die Symptome konnen variieren, jedoch leiden die Betroffenen meist an

22




EINLEITUNG

progressiver  Demenz, Depression, Bewegungsstorungen, Muskelstarre,

Personlichkeitsstorungen und Schluckbeschwerden.

reneeorsiomen | Eestens L [oene

familiare CJD (fCJD)
Gerstmann-Straussler-
genetisch-familiar Scheinker-Syndrom (GSS) Keimbahnmutation des PrP-
Gens PRNP
fatale familiare Insomnie
(FFI)
spontane
Konformationsanderung von
sporadisch sporadische CJD (sCJD) PrP; somatische Mutation im
PrP-Gen (?)
iatrogene CJD (iCJD) Dura mater- und Hornhaut-
Transplantationen; humane
Wachstumshormone;
infiziertes Operationsbesteck/
EEG-Elektroden
erworben
neue Variante der CJD Verzehr von BSE-
(vCJD) kontaminierter Nahrung;
Bluttransfusionen
Kuru ritueller Kannibalismus

Tabelle 3. Manifestationen menschlicher Prionerkrankungen und deren
Infektionsweg.

Fast 90% der Creutzfeldt-Jakob Erkrankungen (Creutzfeldt, 1920; Jakob, 1921)
treten sporadisch (sCJD) mit einer Haufigkeit von 1:1.000.000 Falle auf (Prince et
al., 2006). Insbesondere Menschen im Alter von 45-65 Jahren sind betroffen. sCJD
kennzeichnet sich durch eine lange Inkubationszeit, an die sich eine kurze klinische
Phase (Collins et al., 2006) anschlie3t. Man vermutet eine somatische Mutation des
Prionprotein-Gens (PRNP) oder eine spontane Konformationsanderung des
Prionproteins (PrP). Die genetisch-familiaren Formen, die etwa 10% der CJD-
Erkrankungen ausmachen, werden autosomal-dominant vererbt (fCJD). Uber 40
verschiedene pathogene Mutationen (Abb. 9) des PRNP-Gens konnten bisher
identifiziert werden (Mead, 2006; Colby & Prusiner, 2011). Vermutlich haben diese
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Mutationen eine Destabilisierung des Prionproteins zur Folge, wodurch es zu
spontanen Konformationsanderungen kommen kann (Owen et al., 1989). Weitere
Beispiele genetisch vererbter transmissibler spongiformer Enzephalopathien sind das
Gerstmann-Straussler-Scheinker Syndrom (GSS) und die fatale familidre Insomnie
(FFI). Diese werden ebenfalls durch Mutationen im PRNP-Gen ausgelost
(Gerstmann et al., 1936; Lugaresi et al., 1986). Durchschnittlich bricht GSS mit 45
Jahren aus und wird derzeit mit sieben PRNP-Mutationen in Verbindung gebracht,
wobei GSS hauptsachlich durch die Mutation P102L ausgeldst wird (Hsiao et al.,
1989). Neben der Ublichen Symptomatik einer Prionerkrankung zeichnet sich FFI
durch progressive Schlaflosigkeit sowie Storungen des vegetativen Nervensystems
aus. Meist wird sie durch eine Mutation im Codon 178 (D178N) ausgeldst (Medori et
al., 1992).

Die sogenannten erworbenen Prionerkrankungen wie Kuru, die iatrogene CJD
(iCJD) und die neue Variante von CJD (vCJD) stellen die infektiose Formen der
transmissiblen spongiformen Enzephalopathien dar. Kuru wurde ausschliel3lich bei
dem Eingeborenenstamm der Fore und in einzelnen Fallen bei dessen
Nachbarstammen in Papua Neuguinea festgestellt (Gajdusek 1977). Hadlow
erkannte 1959 die Ahnlichkeit in Klinik und Neuropathologie zwischen Scrapie und
Kuru (Hadlow, 1992). Bei rituellen Begrabnissen verzehrte dieses Volk Teile
verstorbener Stammesmitglieder. Zum Ausbruch der erworbenen Prionerkrankung
Kuru ist es hdchstwahrscheinlich erstmalig gekommen, als ein Stammesangehdriger
an sporadischer CJD erkrankte und nach seinem Ableben durch den Verzehr seiner
Organe der Erreger auf seine Angehorigen Ubertragen wurde (Wadsworth et al.,
1999; Wadsworth et al. 2008). Mitte der 50er Jahre wurde der Kannibalismus in
Papua Neuguinea verboten, was das Ende der Epidemie zur Folge hatte (Alpers,
1987). Uber 50 Jahre spater werden, aufgrund der langen Inkubationszeiten, immer
noch vereinzelt Falle von Kuru gemeldet (Collinge, 2001). Die iatrogene CJD (iCJD)
ist selten und wird wahrend medizinischer Eingriffe Ubertragen, wie z.B. bei der
Transplantation infektidser Hirnhaut oder Augenhornhaut. Kontaminierte EEG-
Elektroden und unzureichend sterilisierte Operationsmaterialen fihrten ebenfalls zu
Fallen von iCJD. Auch Hormonpraparate wie das humane Wachstumshormon, das
aus Leichenhypophysen extrahiert wurde, fuhrten in den 80er Jahren vermehrt zu

iCJD Fallen. Weltweit wurden bisher Uber 300 iatrogene Falle bekannt (Kondo &
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Kuroiwa 1982; Davanipour et al.,, 1984). Die neue Variante CJD (vCJD) trat zum
ersten Mal 1995 in Grol3britannien auf, spater in weiteren europaischen Landern
(Collinge & Rossor, 1996; Anderson et al., 1996; Bruce et al., 1997; Spencer et al.,
2002; Will 2003). Bisher wurden mehr als 200 vCJD-Falle in GroRbritannien und

einige wenige Falle weltweit verzeichnet (www.eurocjd.ed.ac.uk;

www.prionforschung.de). vCJD tritt bei verhaltnismalig jungen Patienten mit einem
Durchschnittsalter von 29 Jahren auf (Spencer et al.,, 2002; Will 2003). Ein

gravierender Unterschied zu anderen Prionerkrankungen ist, dass die pathogene

Prionenisoform (2.1.1) in Tonsillen und lymphoretikularen Geweben nachgewiesen
werden kann (Collinge, 1997; Hill et al., 1999). Chronologische und geographische
Ubereinstimmungen von vCJD- und BSE-Fallen flihrten zu den ersten Vermutungen,
dass es sich hier um dasselbe infektiose Agens handeln koénnte. In den folgenden
Jahren bestatigte sich die Hypothese, dass Personen durch den Verzehr BSE
kontaminierten Fleisches an vCJD erkranken konnten (Will et al., 1996; Collinge &
Rossor, 1996; Will, 1998). Experimentell gezeigte Ubertragungen im Tierversuch
sowie histopathologische und molekulare Analysen unterstitzen die Richtigkeit
dieser These (Bruce et al., 1994; Lasmezas et al., 1996; Hill et al., 1997; Wadsworth
et al., 2007; Collinge et al., 1996). Des Weiteren sind Fallen beschrieben, in welchen
eine Ubertragung von vCJD auf Patienten durch Bluttransfusionen nachgewiesen
werden konnten. Deren Spender erkrankten kurze Zeit spater an vCJD und
verstarben (Llewelyn et al., 2004; Peden et al., 2004; Wroe et al., 2006; Hewitt et al.,
2006). Die an vCJD erkrankten Personen zeigten einen homozygoten Genotyp am
PRNP-Polymorphismus 129 (Met/Met) (Collinge et al., 1996; Hill et al., 1999), der
eine SchlUsselposition in der genetischen Empfanglichkeit fur erworbene und
sporadische Prionerkrankungen darstellt (Collinge et al., 1991; Palmer et al., 1991;
Windl et al., 1995). Nur in vereinzelten Fallen wurden ebenfalls Personen infiziert, die
einen heterozygoten Genotyp am Codon 129 aufwiesen. In einem dieser Falle
verstarb ein Patient, heterozygot am Codon 129, 5 Jahre nachdem ihm eine
Bluttransfusion eines vCJD-Donors verabreicht wurde. Es konnten jedoch keine
pathogenen Prionen (2.1.1) im Gehirn nachgewiesen werden. Die betroffenen

Regionen waren Milz und Lymphknoten (Peden et al. 2004).
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Abb. 9. Variationen im Prionprotein-Gen (PRNP). Oberhalb des schematisch dargestellten
PRNP sind pathogene Mutationen eingezeichnet, die vererbbare Prionerkrankungen
verursachen. Unterhalb des Prionprotein-Gens sind polymorphe Variationen dargestellt, die
einen protektiven, neutralen oder krankheitsmodifizierenden Effekt haben kénnen (OPRI =
Oktarepeat-Insertion, OPRD = Oktarepeat-Deletion) (enthommen aus Meads, 2006 und
modifiziert).

2.1.8 Prionstamme und Speziesbarriere

Nach der Isolierung der genomischen Sequenz des Prionproteins konnten zahlreiche
polymorphe Unterschiede in der PrP-Sequenz in Schafherden gezeigt werden (Baylis
& Goldmann, 2004). Prionen derselben Spezies konnen in ihren biologischen
Eigenschaften, wie unterschiedliche Inkubationszeiten und histopathologische
Veranderungen wahrend mehrerer Passagen in derselben Spezies unterschieden
werden. Diese Entdeckung flihrte zu der Erkenntnis, dass verschiedene
10).

verschiedenen Prionstdmmen war die Identifizierung zweier Scrapie-Stdmme in

Prionstamme existieren (Abb. Der erste Hinweis auf die Existenz von

Ziegen (Pattison and Millson 1961). Diese wiesen zwei verschiedene Phanotypen auf

und wurden als ,kratzend” (scratching) und ,schlafrig“ (drowsy) bezeichnet.
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Abb. 10. Ubertragung von Prionstammen. Die Eigenschaften eines Prionstammes kdnnen
nach Passagieren in verschiedenen Spezies mit unterschiedlichen PrP°-Sequenzen
beibehalten werden, wenn eine weitere Ubertragung in den Ursprungswirt stattfindet
(entnommen aus Collinge et al., 2007).

In Experimenten wurden Prionerkrankungen von einer Spezies auf eine andere
Ubertragen. Es konnte eine Verlangerung der Inkubationszeit beobachtet werden, die
sich bei einer erneuten Ubertragung innerhalb der Spezies wieder verkiirzte (Abb.
13). Die Ursache dieser erschwerten Ubertragbarkeit wurde als Speziesbarriere
bezeichnet (Pattison & Jones, 1968) und konnte in anschlielienden Experimenten
bestatigt werden. Die Ubertragung von infektidsem Material aus Kiihen, Schafen und
Ziegen auf Mause mit einem PrP-Polymorphismus an den AS-Positionen 108 und
189 zeigte eine groRRe Diversitat der Prionstamme auf (Carp et al., 1987). Des
Weiteren konnte durch die Ubertragung zweier humaner TSE-Erkrankungen auf
Mause, die ein chimeres Hu/Mo PrP-Transgen exprimierten, gezeigt werden, dass
die stammspezifische Information in der Struktur des PrP®® verankert ist (Telling et
al., 1996). Verschiedene humane Prionstamme konnten zudem isoliert werden (Abb.
12). Werden Hirnhomogenate dieser humanen Prionstamme in TG-Mausen inkubiert,
zeigen die Prionstamme noch immer dieselben biologischen und biochemischen
Charakteristika (Monari et al., 1994; Parchi et al., 1996). Diese Ergebnisse machen
deutlich, dass PrP° als Matrize fiir die Konversion von PrP® in neugebildetes PrP*°
dient (Abb.12).
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Versuche mit chimaren Prionproteinen in TG-Mausen konnten bestatigen, dass eine
Speziesbarriere geringer ausgepragt ist, sobald die Prionproteine zweier Arten in
kritischen Bereichen des Proteins sehr ahnlich sind (Schaf und Rind) (Scott et al.,
1989; Scott et al., 1993; Telling et al., 1995). Der Phanotyp eines einzelnen
Prionenstammes kann durch Unterschiede im Genotyp des Wirt-PrP beeinflusst
werden. Die charakteristischen in vivo Merkmale und die biochemischen
Eigenschaften des PrPS° kénnen differenziert werden. Das Glykosylierungsmuster
und die GroRe des Proteinase K verdauten PrP°¢ stellt einen biochemischen
Indikator der TSE-Stamme dar. So zeigt das Glykosylierungsprofil der Proteinase K
behandelten humanen Gehirnhomogenate, dass die Fragmentgrofle und das
Verhaltnis der drei Glykosylierungsformen (di-, mono- und unglykosyliert) der

Stamme variieren (Abb. 11).
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Abb. 11: Typisierung humaner Prionstamme. Western Blots von Hirnhomogenaten nach
Proteinase K-Behandlung. Die Stdmme unterscheiden sich in ihrer molekularen Masse und
dem Verhaltnis der Glykoformen. Proben T1-3 stammen von Patienten mit sporadischer oder
iatrogener CJD, T4 von einem Patienten mit vCJD (entnommen aus Collinge, 2005).

Weitere Gesichtspunkte wie die Proteaseresistenz, die Sedimentierung, die
Resistenz gegenuber Denaturierung durch chaotrope Reagenzien und die
Bindungsaffinitat zu Kupfer sind allgemeine Methoden bzw. Eigenschaften um
Prionstdamme zu unterscheiden (Morales et al,. 2007). Die wichtigsten Eigenschaften
der Prionstamme in vivo sind die Inkubationszeit nach der Inokkulation, die klinischen
Symptome, das Lasionsprofil im Gehirn und die Lokalisation von PrP*¢ in speziellen
Gehirnbereichen (Bessen & Marsh 1992; Bruce 1993; Peretz et al., 2002; Safar et
al., 1998) (Abb. 13).
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Abb. 12. Modell der Prionstamm-Generierung. Die Vermehrung von Prionen findet statt,
indem PrP-Monomere an eine bereits vorhandene PrP-Polymer Matrize binden.
AnschlieRend findet eine Spaltung statt um neue Matrizen zu generieren. Unterschiedliche
PrP-Polymer Typen kdnnen sich vermehren, welche nachweislich unterschiedliche
Prionstamme darstellen (entnommen aus Collinge et al., 2007 und bearbeitet).

Mittels dieser Unterscheidungsmerkmale konnen beispielsweise die Maus-
adaptierten Stamme ME7 und 79A differenziert werden, obwohl beide ahnliche
Inkubationszeiten aufweisen (Fraser 1973). Prionstdmme befallen vor allem das
ZNS, weniger das Lymphsystem. Einige sogenannte lymphoide Stdamme weisen
zusatzlich eine hohe Prioninfektivitdt im Lymphsystem auf. Zu diesen Stammen
zahlen vCJD, CWD und zahlreiche Scrapie-Stamme (Aguzzi & Sigurdson 2004).
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Abb. 13. Differenzierungsmoéglichkeiten verschiedener Prionstdmme. Prionstdmme
kénnen mittels Inkubationszeiten (Lange der Pfeile) und durch neuropathologische
Untersuchungen (rot markierte Gehirnareale) differenziert werden. Stammspezifische PrPS°
Profile sind in schematischen Western Blot Diagrammen dargestellt. Sowohl biologische als
auch biochemische Charakteristika der Prionstamme werden in folgenden Passagen im
gleichen Wirt, welcher das gleiche PrP° exprimiert, beibehalten (entnommen aus Collinge et
al., 2007 und bearbeitet).

Um das Phanomen der Prionstdmme zu erforschen eignet sich das experimentelle
Mausmodell (Abb. 13). Durch die Ubertragung infektiésen Materials anderer Arten
konnten bisher mehr als 20 Stamme isoliert werden (Bruce 1993). Viele dieser
Stamme wurden durch Ubertragungen aus unterschiedlichem Material von sCJD-
und GSS-Patienten (Muramoto et al., 1992; Manuelidis et al., 1978), aus Scrapie-
Material von Schafen und Ziegen und aus BSE-infizierten Kuhen generiert
(Lasmezas et al., 1996; Lasmezas et al., 1997; Bruce et a., 2002).

Die Variationen von Prionstammen zeigen sich durch die Isolierung verschiedener
Prionstdmme aus demselben Wirt, nach Ubertragung von PrP%¢ einer einzigen
Spezies. In diesem Experiment wurden von Bessen und Marsh zwei Stamme nach
der Ubertragung von TME in syrische Hamster identifiziert, welche aufgrund ihrer
jeweiligen klinischen Symptome ,aufgedreht (engl. hyper, HY) und ,schlafrig“ (engl.

drowsy, DY) genannt wurden. Die Pathogenese der Hamster wies Unterschiede
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bezlglich der Inkubationszeit, klinischen Symptomen, Gehirnlasionen und der
Endpunkttiter im Gehirn auf (Bessen & Marsh 1992; Bessen & Marsh 1994). Das
PrP%¢ des DY-Stammes zeigte eine Veranderung in der elektrophoretischen
Auftrennung nach Proteinase K-Verdau. Des Weiteren ist es sensitiver gegenuber
des PK-Verdaus als HY-Prionen. Dies ist einer der deutlichsten Hinweise, dass
verschiedene Stamme unterschiedliche PrPS® Konformere produzieren kdnnen
(Prusiner 1991). Strukturelle Unterschiede zwischen beiden hamster-adaptierten
TME-Stammen, die durch das Fourier-Transformations-Infrarotspektrometer (Fourier
transform infrared spectroscopy, FTIR) identifiziert wurden, untermauern diese
Hypothese (Caughey et al., 1998). Mittels einer zellunabhangigen Konversion (cell-
free conversion) fand man Hinweise, dass sich die beiden Stamm-assoziierten
Hamster PrPS® Konformere mit demselben Hamster-PrP® durch direkte PrPC-PrPS°
Interaktionen in vitro und in vivo weitervermehren kdnnen (Bessen et al., 1995). Der
Zusammenhang zwischen BSE in Kihen und vCJD in Menschen wurde durch solche
Analysemethoden festgestellt (Parchi et al., 1997). Zusatzlich stutzen Studien in
Hefen die Feststellungen, dass Stammspezifitdt mit der Anderung von
Proteinkonformationen in Zusammenhang steht (Tanaka et al., 2004; King 2004).
Diese Ergebnisse demonstrieren, dass eine Diversitat der PrPS¢ Konformere existiert
und dass die Selbstvermehrung des PrP°° eine Rolle in der Variation der TSE-

Stamme spielt.

2.1.9 Rolle von PrP in Prionerkrankungen

Obwohl PrP° insbesondere in Neuronen in synaptischen oder prasynaptischen
Bereichen konzentriert ist, kann es auch in den meisten anderen, nicht-neuronalen
Geweben und in Zellen des Immunsystems nachgewiesen werden (Kretzschmar et
al., 1986; Fournier et al., 1995; Herms et al., 1999; Ford et al., 2002; Dodelet &
Cashman, 1998). Die exakte physiologische Funktion von PrP ist bislang weitgehend
unbekannt.

PrP-defiziente Mause (Prnp%°)

Aufgrund der evolutionaren Konservierung des Prionproteins (2.1.5) versprach man
sich durch die Generierung von PrP-defizienten Mausen Hinweise auf die Funktion

des Prionproteins. PrP-Knockout Mause, die das zellulare Prionprotein nicht
——————————————
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exprimieren, zeigen keine phanotypischen Anomalitaten, sind resistent gegenuber
Prioninfektionen und kdnnen Prionen nicht replizieren (Bueler et al., 1992). Es
konnten lediglich geringe Abweichungen der synaptischen Ubertragung nach
repetitiver Stimulation (Collinge et al., 1994) und Unterschiede im zirkadianen Schlaf-
Wach-Rhythmus (Tobler et al., 1996) nachgewiesen werden. Vermutlich ist die
verminderte Leitfahigkeit kalziumabhangiger Kaliumkanale die Ursache dieser
Symptome (Colling et al., 1996). Weitere Studien von Lobao-Soares und Mitarbeitern
konnten ein leicht erhdhtes Angstverhalten und eine minimal verringerte Mobilitat bei
PrP-Knockout Mause im Vergleich zu WT-Mausen feststellen (Lobao-Soares et al.,
2007; 2008). Im konditionierten Mausmodell, in welchem die PrP Expression
postnatal in den Mausen ausgeschalten werden kann, um mogliche
Kompensationsmechanismen im Embryonalstadium auszuschliel3en, verhielten sich
die adulten Mause normal. Phanotypisch konnte nur eine Verringerung der
Nachhyperpolarisationsstrome in Zellen des Hippocampus gefunden werden, was
auf eine potentielle Funktion von PrP in der Regulation von SignalUbertragungen in
Neuronen hinweisen kdnnte (Mallucci et al., 2002).

Neuroprotektivitat des Prionproteins

Da PrP”° Mé&use unter normalen Bedingungen keine deutlichen Symptomatiken
aufwiesen, wurden die Mause unter Stress gesetzt. Nach ischamischen
Gehirnschadigungen ist eine erhéhte Menge an PrP° detektierbar, die geschadigten
Gehirnareale sind grofler und das Infarktrisiko ist in PrP-defizienten Mausen
drastisch erhéht (McLennan et al., 2004; Weise et al., 2004; Spudich et al., 2005).
Durch eine Uberexpression von PrP konnte die Infarktausbreitung reduziert werden
(Shyu et al., 2005). Da Neuronen der PrP?° Mause eine gesteigerte Sensitivitat
gegenuber oxidativen Stress zeigten, ist es auch mdglich, dass PrP antioxidativ
wirken kénnte (Brown et al., 1997; Brown & Besinger, 1998; Dupiereux et al., 2008).
Diese Hinweise sprechen fiir eine neuroprotektive Funktion des PrP°® (Kuwahara et
al., 1999; Lee et al., 2006b). Des Weiteren kann PrP® gegen verschiedene
proapoptotische Einflusse schitzen (Kuwahara et al., 1999; Chiarini et al., 2002; Lee
et al., 2006a). Interessanterweise scheint sich die protektive Aktivitit des PrP® zu

erhdhen, sobald PrP*° Isomere vorhanden sind (Rambold et al., 2008).
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Interaktionspartner des Prionproteins

Um weitere Einblicke in mogliche PrP® Funktionen zu erhalten, wurden in
zahlreichen Studien Interaktionspartner des Prionproteins gesucht
(zusammenfassende Tabellen in Fasano et al., 2006 und Westergard et al., 2007).
Einige dieser Bindungspartner sind in die Signaltransduktion der Zelle involviert
(Mouillet-Richard et al., 2000). Rezeptoren fur Signaltransduktionskaskaden befinden
sich  Uberwiegend in speziellen cholesterol- und  sphingolipidreichen
Membranregionen, die Caveolae oder Rafts genannt werden (Schroeder et al.,
1998). Diese Membranbereiche sind kleine (10-200 nm) heterogene, dynamische
Domanen, welche teilweise stabilisierend durch Protein-Protein- und Protein-Lipid-
Interaktionen stabilisierend wirken (Pike, 2006; Taylor & Hooper, 2006). Rafts spielen
eine Rolle bei der Invasion von Pathogenen, der Regulation von Protein- und
Lipidverteilung und den zellularen Signalwegen (Brown & London, 1998; Van der
Goot & Harder, 2001; Schuck & Simons 2004; Pelkmans, 2005; Murphy et al., 2006).
Da das Prionprotein, wie auch andere GPI-verankerte Proteine, in Rafts lokalisiert
sind (Taraboulos et al., 1995; Vey et al., 1996) und diese GPI-verankerten Proteine
wichtige Funktionen bei der Signaltransduktion (ibernehmen, ist eine Rolle des PrP°
in der Signaliibertragung wahrscheinlich. Einige Experimente bringen PrP® in
Zusammenhang mit der Fyn-Tyrosin-Kinase. Mouillet-Richard et al. zeigten, dass
durch die Quervernetzung von PrP° lber Antikorper eine Dephosphorylierung und
Aktivierung der Fyn-Kinase in differenzierten neuronalen Zellen der Maus ausgeldst
wird. Diese Reaktion wies eine Abhangigkeit von Caveolin-1 auf, welches ebenfalls in
Rafts und Caveolae lokalisiert ist (Mouillet-Richard et al., 2000). Zudem ist Caveolin-
1 als PrP-Interaktionspartner bekannt (Harmey et al., 1995). Des Weiteren konnte
eine Interaktion von PrP° mit Grb2 und Synapsin Ib, welche an der Internalisierung
und Signalubertragung beteiligt sind, nachgewiesen werden (Spielhaupter & Schatzl,
2001). Eine neuroprotektive Funktion (bt PrP® durch die Veranderung des
Glutamatrezeptor NMDA (N-methyl-D-Aspartat) aus (Villmann & Becker, 2007). Dies
konnte durch die Verwendung von NMDA-Inhibitoren bestatigt werden (Rangel et al.,
2007). Das stress-inducible protein 1 (STI1) konnte ebenfalls als PrP®-
Interaktionspartner in Zusammenhang mit Neuroprotektion identifiziert werden. Da
STI1 verschiedene Chaperone der Hitzeschockproteine (heat shock protein, HSP)

Familie 70 und 90 komplexieren kann, wurde vermutet, dass es bei der Konversion
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von PrP® beteiligt sein kdnnte (Blatch et al., 1997; Lassle et al., 1997). Ein weiteres
Chaperon der HSP Familie, HSP 60, konnte bereits als essentielles Prion-Chaperon
identifiziert werden (Edenhofer et al., 1996). Interessanterweise bindet das
Prionprotein im ER an weitere ER-Chaperone (Sarnataro et al., 2004). Dies kénnte
ein Hinweis fiir die Beteiligung an der Faltung von PrP® oder der Erkennung von
fehlgefalteten Formen sein. Zu den Proteinen, welche an der Zelloberflache mit PrP
interagieren, gehéren NCAM (neural cell-adhesion molecule; Schmitt-Ulms et al.,
2001), der Lamininrezeptor Prakursor (Rieger et al., 1997; Gauczynski et al., 2001;
Leucht et al., 2003), Glykosaminoglykane (Priola & Caughey, 1994), Glypican-1
(Hooper NM, 2011) und der LRP1-Rezeptor (Taylor & Hooper, 2007; Parkyn et al.,
2008). Weitere potentielle Bindungspartner von PrP sind das antiapoptotische
Protein Bcl-2 (Kurschner & Morgan, 1996) und GFAP (glial fibrillary acidic protein;
Oesch et al., 1990), deren physiologische Relevanz in Zukunft noch untersucht

werden muss.

2.2 Typen & Mechanismen der Endozytose

Die Aufnahme des GPI-verankerten Prionproteins (2.1.5) in die Zelle stellt einen
essentiellen Schritt in der Biogenese des Prionproteins dar. Durch die Aufklarung der
Aufnahme bzw. den weiteren Transports des Prionproteins in der Zelle kdnnten
mogliche potentielle Kofaktoren, die essentiell fir die Umfaltung von PrP® in die
fehlgefaltete Isoform sind, in Vesikeln des Endozytoseweges identifiziert werden. Die
Verteilung der Rafts variiert innerhalb der unterschiedlichen Zelltypen. In Neuronen
und polarisierten Epithelzellen findet man Rafts besonders an der apikalen und
axonalen Plasmamembran, dagegen sind Rafts in Fibroblasten und Lymphozyten
Uber die gesamte Zelloberflache verteilt. Neben der Funktion der Rafts, Proteine in
Richtung des Trans-Golgi Apparats zu sortieren, insbesondere in polarisierten
Epithelzellen und Neuronen, sind Rafts auch fur die eigentliche Endozytose
notwendig (Brown et al., 1998; Benting et al., 1999; Mukherjee et al., 1999). Kleine
Molekile wie Glukose oder Aminosauren kénnen die Plasmamembran Uber
Membrankanale oder Pumpen passieren. GroRere Partikel oder Flussigkeiten
werden durch Membraneinstilpungen aufgenommen und in membrangebundenen

Vesikeln in das Zellinnere transportiert. Der jeweilige Endozytoseweg hangt von den
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zu transportierenden Proteinen und deren Zielmembranen ab. Es konnen zwei
endozytotische Prozesse unterschieden werden: Phagozytose und Pinozytose (Abb.
14).

Pinozytose
Phagozytose Makropinozytose
(Partikel abhangig) (>1um)
® 0 Clathrin- Caveolin- Clathrin- und
@ abhangige abhangige caveolin

Endozytose Endozytose unabhangige

(~120 nm) (~60 nm) Endozytose

(~90 nm)
B 8 O O

(1) (2) 3) (4a)  (4b)

Abb. 14: Mechanismen der Endozytose. Die Aktin-abhangige Aufnahme gréRerer Partikel
durch spezialisierte Saugerzellen wird als Phagozytose bezeichnet. Die Pinozytose kann in
vier Mechanismen unterteilt werden: 1) Makropinozytose, wobei Aktin-abhangige Auswlichse
entstehen und mit der Plasmamembran verschmelzen, um groRe Volumen des
extrazelluldaren Millieus mit aufzunehmen. 2) Clathrin-abhangige Endozytose, bei der
grundlegend oder aufgrund bestimmter Stimuli rezeptorgebundene Liganden aufgenommen
und innerhalb der Zelle verteilt werden. 3) Caveolae-abhangige Endozytose, die in Rafts
stattfindet und bei der es zur Bildung von Vesikeln kommt, welche durch Caveolin-1
stabilisiert sind und Dynamin-abhangig abgeldst werden. 4a, b) Clathrin- und Caveolin-
unabhangige Endozytose, die entweder dynamin-abhangig (4a) oder dynamin-unabhangig
(b) erfolgt (Abbildung entnommen aus Conner & Schmid, 2003 und bearbeitet).

Werden Flussigkeiten, geldoste Substanzen oder max. 150 nm grole Vesikel
aufgenommen, spricht man von Pinozytose. Diese Art der Aufnahme kommt in allen
Zellarten vor und kann in vier Untergruppen unterteilt werden (Conner & Schmid,
2003):

Makropinozytose
Clathrin-vermittelte Endozytose (CME)

Caveolae-vermittelte Endozytose

W bh =

Clathrin- und Caveolae-unabhangige Endozytose
R ———
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Spezialisierte Saugerzellen nehmen groRere Partikel mittels Phagozytose auf.
Phagozytoserezeptoren erkennen Liganden auf Partikeln, aktivieren die

Polymerisation und Umordnung von f-Aktin und koordinieren die Internalisierung.

2.2.1 Rezeptor-vermittelte Endozytose

Zur Aufnahme extrazellularer Makromolekile besitzen Zellen verschiedene
Mechanismen der Endozytose. Molekule, beispielsweise Rezeptor-Ligand-
Komplexe, die nicht Uber lonenkanale oder Diffusion in das Zellinnere gelangen
konnen, werden mittels der Endozytose aufgenommen. Zu solchen Liganden
gehdren Transportproteine des Plasmas, wie z.B. die Low-Density-Lipoproteine
(LDL) (Anderson et al., 1982), Transferrin, sowie lysosomale Enzyme (Bonifacino &
Lippincott-Schwartz, 2003). Auch Viren und Toxine gelangen Uber die rezeptor-
vermittelte Endozytose in das Zellinnere. Die Bindung der Liganden erfolgt in
spezialisierten Bereichen der Zellmembran, den sogenannten coated-pits. Coated-
pits sind ca. 150 nm grofRRe Einstulpungen der Zellmembran (Willingham et al., 1981)
(Abb. 15). Anderson et al. zeigten, dass in humanen Fibroblasten ca. 2% der
Zelloberflache aus coated-pits (Anderson et al., 1977) bestehen. Ein Bestandteil der
coated-pits ist u.a. das sogenannte Clathrin, welches eine Dreibein-ahnliche Struktur
ausbildet. Diese setzt sich aus drei leichten Ketten (35 kD) und drei schweren Ketten
(180kD) zusammen. Die Bindung des Clathrins an coated-pits der Plasmamembran
wird durch das Adaptorprotein 2 (AP2) vermittelt (Ahle et al., 1988).
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Abb. 15: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Clathrin-Vesikels, das sich an der
Plasmamembran bildet. Sehr dichtes Material ist an den Rezeptoren gebunden, mit deren
Hilfe es durch die Plasmamembran in die Zelle transportiert werden soll. Die Clathrin-
Proteine formen ein Vesikel im Cytosol (aus www.zoology.ubc.cal/.../
proteinprocessingoh.htm).

Das erhdhte Vorkommen vieler Rezeptoren in den coated-pits ergibt sich offenbar
aus Reaktionen zwischen den Internalisierungssignalen der Rezeptoren und den
Adaptorproteinen (Kirchhausen, 1993). Jing et al. konnten beispielsweise zeigen,
dass eine tyrosinhaltige Tetrapeptidsequenz (YXRF) des Transferrin-Rezeptors fur
die Konzentration in den coated-pits erforderlich ist (Jing et al., 1990). Die
Abschnilrung der coated-pits ist ein ATP-abhangiger Prozess. So konnten Schmid et
al. in ATP-depletierten Zellen zwar eine Invagination, jedoch keine Abschnirung
(budding) der coated-pits beobachten (Schmid & Carter, 1990). Neben ATP spielen
Calcium und die GTPase Dynamin eine Rolle. Dynamin legt sich um den unteren Teil
der eingestllpten Plasmamembran (Takei et al., 1995) und ermdglicht so das
Abschniren eines clathrinumhllten Vesikels (clathrin-coated vesicle) (Hinshaw &
Schmid 1995). Die Rolle des Dynamin konnte mit K44A-Mutanten bestatigt werden,
welche einen Defekt in der GTP-Bindung und Hydrolyse aufwiesen. Eine
Uberexpression des K44A-Dynamins fiihrte zu einer Inhibierung der Clathrin-
abhangigen und Caveolae-abhangigen Endozytose. Neben zytosolischen Faktoren
scheint auch das Zytoskelett an der Bildung der coated vesicles beteiligt zu sein. Die
Ausschaltung einzelner Proteine dieses Systems verhindert die Endozytose
unterschiedlicher Moleklle (Byers & Branton 1985; Urrutia et al., 1997).
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2.2.2 Caveolae

Caveolae konnten erstmalig 1955 in Endothelzellen detektiert werden (Yamada,
1955). Die Einstlulpungen der Plasmamembran von ca. 50-150 nm zeichnen sich
durch das Protein Caveolin-1 aus, welches an Cholesterol bindet. Caveolae sind
dicht gepackte, cholesterol- und glycosphingolipidreiche Abschnitte der Membran, die
oft nur einige hundert Nanometer in das Zellinnere hineinreichen. Sie stellen eine
Untergruppe der Rafts dar (Rothberg et al., 1992; Taylor & Hooper, 2006), da diese
ebenfalls ungewdhnlich resistent gegeniber einer Extraktion mittels Detergenzien
sind. Die Expression von Caveolin-1 induziert die Bildung caveolae-artiger Strukturen
(Abb. 16) und ist fur die Biogenese der Caveolae ausschlaggebend (Fujimoto et al.,
2000). Daher weisen beispielsweise Caveolin-Knockout Mause keinerlei Caveolae
auf (Drab et al., 2001). Ebenso wie der Abschnirungsvorgang der clathrin-coated
pits ist auch die Knospung der Caveolae von der GTPase Dynamin abhangig (Abb.
14) (Henley et al., 1998).

0.2 pm

Abb. 16: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Caveolin auf Caveolae. A)
Caveolaebildung an der Plasmamembran vor der Abschnirung der Vesikel. B) Caveolae
sind kleiner als clathrin-coated pits und machen mehr als 10 % der Membranoberflache von
Endothelzellen aus. Die spiralformige Struktur der Caveolae entsteht durch
Zusammenlagerung des Membranproteins Caveolin. (enthommen aus Alberts et al.,
Molecular Biology of the Cell, Garland Publishing, N.Y. 1989).
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Aoki et al. zeigten, dass es in Endothelzellen, welche aus den Lymphknoten der
Maus stammten, zu einer Kolokalisierung von internalisierten Caveolae mit Markern
des frihen endosomalen Systems, Rab4, Rab5 und Rab11 kommt (Aoki et al.,
2007). Nach der Endozytose werden Caveolin-positive Vesikel von der
Plasmamembran zum Golgi-Apparat transportiert. Moglicherweise stehen die
morphologisch an ein glattes endoplasmatisches Retikulum erinnernden Caveolae
mit Zisternen des Golgi-Apparates in Verbindung. Es wird vermutet, dass Caveolae
auch beim Transport zwischen dem Golgi-Apparat und dem ER eine Rolle spielen.
Caveolae werden mehrere Funktionen nachgesagt, u.a. bei der Regulation von
Signalkaskaden, der Cholesterolhombostase, sowie der Internalisierung von
Membranbestandteilen, bakteriellen Toxinen, extrazellularen Liganden und
unterschiedlichen Viren (Anderson, 1998; Thomas & Smart, 2008; Parton, 1996;
Pelkmans & Helenius, 2002). Insbesondere wurde diese Art der Endozytose fur GPI-
verankerte Proteine und das Choleratoxin (CTxB) postuliert (Simons & lkonen, 1997).
Die Endozytose des Choleratoxins Uber Caveolae bendtigt mehr Zeit (10-20 h) als
die Clathrin-vermittelte Endozytose, so beispielsweise das Transferrin. Es kann
bereits nach 15 min internalisiert werden. Caveolae sind nicht in allen Zelltypen
vorhanden, wie z.B. den Lymphozyten oder neuronalen N2a Zellen der Maus. In
diesen Zellen kann jedoch trotzdem eine Endozytose Uber Rafts stattfinden. Diese
Tatsache fuhrte zu der Erkenntnis, dass Zellen mehrere Moglichkeiten der
Endozytose haben, um Proteine zu internalisieren und zu modifizieren. Hierbei
spielen sicherlich auch die caveolin- und clathrin-unabhangigen Endozytosewege,

welche kein Dynamin zur Abschnlrung bendtigen, eine Rolle (Abb. 14: 4a, b).

2.2.3 Intrazellulare Transportwege endozytierter Substanzen

Im  Zellinneren entfernt ein ATP-abhangiges Enzym (uncoating enzyme) die
Clathrinhulle der Vesikel (Rothman & Schmid 1986) und die Molekule werden je nach
deren Funktionen den madglichen Transportwegen zugefuhrt. Dieser Schritt ist bei der
Caveolae-vermittelten Endozytose nicht notwendig. Caveolae koénnen direkt
abgeschnurt und in das Zellinnere abgegeben werden. Einige Liganden bleiben mit

ihren Rezeptoren assoziiert und werden wieder zur Zelloberflache zurucktransportiert
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(Recycling), wie im Falle des Transferrins (Dautry-Varsat et al., 1983). Dagegen
trennt sich z.B. der LDL-Rezeptor von seinem Liganden und wird wieder zur
Zelloberflache transportiert. Der Ligand wird Uber unterschiedliche endosomale
Kompartimente zu den Lysosomen transportiert und dort enzymatisch abgebaut.
Endosomale Kompartimente lassen sich in frihe (EE) und spate Endosomen (LE)
unterteilen (Abb. 17). Fruhe Endosomen konnen Bestandteil des Sorting- und des
Recycling-Kompartiments sein. Diese Art der Endosomen lassen sich zudem
aufgrund ihres pH-Wertes voneinander unterscheiden. In CHO Zellen (chinese
hamster ovary) besitzen Sorting-Endosomen einen pH-Wert von 5,9-6,0, wahrend
der pH-Wert der Recycling-Endosomen (RE) bei 6,4- 6,5 liegt (Presley et al., 1993).

Plasmamembran
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*., Endosomen % ‘-\
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Abb. 17: Endosomales Kompartiment. Die Internalisierungsprozesse uber frihe
Endosomen  bestehend aus Sorting-Endosomen und dem endozytischem Recycling
Kompartiment (ERC), ebenso wie die unterschiedlichen Etappen des Abbauweges hin zu
den Lysosomen werden aufgezeigt (durchgezogenen Pfeile). Das aufgenommene Material
wird Uber multivesikulare Korper (MVB) weiter zu den spaten Endosomen bis hin zu den
Lysosomen transportiert, wo sie verdaut werden. Ein Recycling zuriick zur Zellmembran
kann zum einen indirekt Gber Recycling-Endosomen oder zum anderen direkt von den frihen
Endosomen zurtick zur Zellmembran stattfinden. Diese Transportwege verbinden ebenfalls
den Golgi-Apparat mit dem endosomalen System und der Plasmamembran (unterbrochene
Pfeile) (entommen aus Gruenberg & Stenmark, 2004 und bearbeitet).
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Spate Endosomen gewahrleisten den Abbau von Molekilen. Deren Oberflache
weisen Einstllpungen der Membran auf, was ihnen eine multivesikulare Struktur
verleiht (Van Deurs et al., 1993). Aus diesem Grund werden spate Endosomen auch
als multivesikulare Korper (multivesicular bodies, MVBs) bezeichnet. In CHO Zellen
liegt deren pH-Wert unter 6,0 (Yamashiro & Maxfield, 1987). Der weitere Abbau
findet in Lysosomen statt, welche saure (pH-Wert 5,0- 5,5) und hydrolasereiche
Partikel darstellen. Charakteristische Markerproteine von Lysosomen sind
Lysosomen-assoziierte Membranproteine (LAMPS).

Neben dem lysosomalen Abbau konnen Proteine in einem Recyclingprozess zuruck
zur Zelloberflache transportiert werden. Wahrend des schnellen Recyclings werden
Proteine direkt von den EEs zur Plasmamembran zurtckgeschickt (Hao & Maxfield,
2000). Dagegen ist der Rucktransport Uber die RE wesentlich langsamer (Mayor et
al.,, 1993). REs beinhalten tubuldre Membranstrukturen, die wahrscheinlich mit
Mikrotubuli in Verbindung stehen (Hopkins, 1983). Sie sind an einigen weiteren
Transportwegen beteiligt, beispielsweise werden transmembrane Transportproteine
wie TGN38 oder das Shigatoxin (Mallard et al., 1998; Gosh et al., 1998) von REs
zum TGN transportiert. Zahlreiche Studien weisen darauf hin, dass REs ein wichtiger
Bestandteil der zellularen Verteilung und Entsorgung in polarisierten Epithelzellen
und dem sekretorischen Transport einiger Proteinen zur Plasmamembran sind (Ang
et al., 2004; Perret et al., 2005). Dies zeigt sich z.B. im Fall des basolateralen
Transports des Zelladhasionsmolekils E-cadherin, welches Uber Rab11-regulierte

REs vom TGN zur Plasmamembran geleitet wird (Lock & Stow, 2005).

2.3 Rabproteine

Die Regulation zellularer Prozesse, wie z.B. im Falle des E-cadherins, wird u.a. durch
kleine GTP-bindende Proteine ermdglicht (Lock & Stow, 2005). Gemeinsam mit vier
weiteren Gruppen gehoren die kleinen GTP bindenden Proteine zu den G-Nukleotid
bindenden Proteinen, die regulatorische Funktionen ausiben. Uber 100
verschiedene dieser 20-40 kDa grof3en Proteine wurden bisher identifiziert (Matozaki
et al., 2000; Takai et al., 2001).

Der Transport zwischen bestimmten Zellorganellen ist streng reguliert. Um die

Integritat der Zellorganellen im Vesikeltransport aufrecht zu erhalten, bendtigt jede
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Zelle ein System, das Transportvesikel steuert. Hierbei spielen Rab-GTPasen (Ras-
related in brain) eine grole Rolle, da sie wu.a. die Interaktion von

Membranbestandteilen verschiedener Kompartimente steuern (Touchot et al., 1987).
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Abb. 18: Endosomen-Sortierung. Die grundlegenden Endozytosemechanismen kénnen
clathrin-vermittelt oder clathrin-unabhangig sein (Chen & De Camilli, 2005; Sigismund et al.,
2005). Nach der Internalisierung der clathrin-coated pits wird die Clathrinhdlle entfernt und
recycled, wobei der Weitertransport Rab5-vermittelt ist. Die clathrin-unabhangigen Vesikel
fusionieren mit dem frihen endosomalen Kompartiment (Maxfield & McGraw, 2004). Viele
endozytierte Liganden werden in spaten, Rab7 positiven, Endosomen oder in Lysosomen
abgebaut. MVB (Multivesicular bodies) stellen intermediare Organelle zwischen Sorting- und
spaten Endosomen dar (entnommen aus Le Borgne et al., 2005 und bearbeitet).

Mit Gber 50 Vertretern in Saugetieren ist die Rab-Familie die grote Gruppe kleiner
GTPasen (Novick & Zerial, 1997, Olkkonen & Stenmark, 1997). Neben essentiellen
Transportprozessen, wie Endozytose, Exozytose und dem Recycling zwischen
verschiedenen Membrankompartimenten (Abb. 18), sind Rabproteine ebenfalls bei

der Prozessierung von Phagosomen beteiligt.

2.3.1 Lokalisierung und Regulierung der Rabproteine

Innerhalb des Cytosols sind die Rabproteine in spezifischen intrazellularen

Membranen lokalisiert. Aufgrund des hypervariablen  carboxyterminalen
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Cysteinmotivs der Rabproteine kann die korrekte Lokalisierung an spezifischen
Zielmembranen gewahrleist werden (Chavrier et al. 1991). Durch posttranslationale
Lipidmodifizierung (Geranylgeranyl-Gruppen) erhalt diese Region einen hydrophoben
Charakter. Dadurch ermoglichen Rabproteine, neben einer reversiblen Bindung an
Plasma- und Vesikelmembranen, auch die Assoziation  zusatzlicher
Regulatorproteine wie GDIs (Ullrich et al., 1993). Verschiedene Gruppen der Rab-
spezifischen Regulatorproteine koordinieren diese Vorgange (Abb. 19). Das Rab-
Begleiter Protein (Rab escort protein, REP) prasentiert das Rabprotein der
Geranylgeranyl-Transferase. REP Gbernimmt die Funktion eines Chaperons, indem
es das hydrophobe geranylgeranyl-gebundene Rabprotein in einem Ioslichen
Zustand halt und so zur vorgesehenen Zielmembran transportiert (Alexandrov et al.,
1994). Der Transport wird begleitet vom Austausch von GDP mit GTP, welcher durch
den G-Nukleotid-Austauschfaktor (GDP/GTP exchange factor, GEF) katalysiert wird.
Mit der GTP-Hydrolyse spaltet sich das Rabprotein von der Membran ab, wobei das
GTPase aktivierendes Protein (GTPase-activating protein, GAP) als Katalysator
wirkt. Dieser Vorgang wird von dem G-Nukleotid-Dissoziationsinhibitoren (GDP-
dissociation inhibitor, GDI) vermittelt, der das GDP-gebundene Rabprotein an den
intrazelluldren Membranen binden kann. GDI weist daher Ahnlichkeit mit REP auf, da
beide geranylgeranylierte GDP-gebundene Rabproteine spezifischen Membranen
prasentieren konnen (Ullrich et al., 1993; 1994). Da GDI in der Zelle zahlreicher
vorhanden ist als REP, dient er als Recyclingfaktor, wodurch mehrere Zyklen von

Membranassoziierung und Abspaltung der Rabproteine moglich sind.
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Abb. 19: Regulation der Aktivierung kleiner GTPasen. GTPasen sind inaktiv in der GDP
gebundenen und aktiv in der GTP gebundenen Form. Die Aktivierung ermoglicht die
Interaktion mit verschiedenen Proteinen, die ihrerseits weitere Prozesse in der Zelle
aktivieren. G-Nukleotid-Austauschfaktoren (GEF) beschleunigen diese Aktivierung durch ihre
katalytische Funktion. G-Nukleotid-Dissoziationsinhibitoren (GDI) dagegen stabilisieren den
inaktiven GDP-GTPase-Komplex. GTPase aktivierende Proteine (GAP) erhdohen die
intrinsische GTPase-Aktivitat. P; steht fir ein abgespaltenes Phosphat.

2.3.2 Funktionen der Rabproteine

Eine Reihe von biochemischen Studien zeigen, dass Rab-GTPasen als die
Regulatoren des intrazellularen Transportweges betrachtet werden kénnen, an deren
GTP-gebundene Form Effektormolekile binden (Zerial et al., 2001). Es kdnnen
sowohl mehrere Effektorproteine an ein Rabprotein binden als auch verschiedene
Rabproteine mit einem Effektor, der so die Regulierung verschiedener
Transportwege vernetzen kann (Gonzalez & Schneller 1999; Wilson et al., 2005).
Effektormolekiile sind eine sehr heterogene Proteingruppe. Sie bestehen aus
Enzymen, Zytoskelett-assoziierten Proteinen und verschiedensten Proteinen, die an
der Membranbindung beteiligt sind. Beispielsweise konnte mittels Affinitats-
chromatographie festgestellt werden, dass Rab5a mehrere unterschiedliche
Effektoren besitzt, was flr diverse Rabproteine mdglich ware (Stenmark et al., 1995;
Christoforidis et al.,, 1999). Zur Regulierung des Vesikeltransports koénnen
Rabproteine mit dem Aktin- bzw. Mikrotubuli-Zytoskelett interagieren. Beispielsweise
interagiert Rab6 mit dem Kinesin-Motorprotein Rabkinesin-6, um den retrograden

Transport vom endoplasmatischen Retikulum (ER) zum Golgi-Apparat zu
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kontrollieren (Echard et al.,, 1998; White et al., 1999). Rab-GTPasen garantieren
einen effizienten Membrantransport entlang der endozytotischen Route (Olkkonen &
Stenmark 1997; Novick & Zerial 1997; Pfeffer 1999). Internalisierte Komplexe werden
zu frGhen Endosomen transportiert. Diese EEs entscheiden Uber die Degradierung
sowie uUber das Recycling der Molekule. Die Molekule konnen direkt zurtck zur
Plasmamembran oder indirekt via perinuklaren Recycling-Kompartiment (RC)
transportiert werden (Ghosh & Maxfield 1995).

Rab4, 5 und 11 sind in EEs lokalisiert und haben unterschiedliche Funktionen. Rab4
reguliert das Recycling, ausgehend von den EEs zum RC, oder direkt zur
Plasmamembran (van der Sluijs et al., 1991). Daher stellt es ein wichtiges Protein
dar, das die frGhen Phasen der Proteinverteilung wahrend der Endozytose steuert
(Zerial & McBride, 2001). Es gibt Hinweise darauf, dass Rab5 den Transport zum
EE-Kompartiment reguliert und zudem bei der Abschnirung der Vesikel von der
Plasmamembran eine Rolle spielt. Rab5 reguliert sowohl die Fusion primarer
clathrin-coated Vesikel mit bereits vorhandenen EEs, als auch die homotypische
Fusion der fruthen Endosomen (Zerial & McBride, 2001). Rab5 Effektorproteine sind
beispielsweise EEA1 (early endosomal antigen 1) und Kinesin KIF16B (kinesin
superfamily 16B) (Hoepfner et al., 2005). Obwohl beide Rabproteine im endosomalen
Kompartiment lokalisiert sind, scheinen sie eigenstandige Aufgaben zu haben. Da
eine erhohte Expression von Rab5 zu einer verstarkten Fluiditat der Plasmamembran
und Rezeptor-vermittelten Endozytose fuhrt, vermutet man, dass Rab5 den Prozess
der Clathrin-vermittleten Endozytose und den Transport in die EEs reguliert (Gorvel
et al., 1991; Stenmark et al., 1994). Eine Rab4 Uberexpression dagegen zeigt eine
verringerte Fluiditat und eine Anhaufung des Endozytosemarkers Transferrin (TfR)
an der Oberflache. Rab11 reguliert den Vesikeltransport zwischen TGN und REs und
kontrolliert das endosomale Recycling von internalisierten Transportproteinen und
Rezeptoren, sowie die Phagozytose und die Translokation sekretorischer Vesikel
(Urbe et al., 1993; Ullrich et al., 1996; Cox et al., 2000; de Graaf et al., 2004). Des
Weiteren ist Rab11 im Recyclingprozess von TfR (Ren et al., 1998) und AMPA (a-
amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionic acid)-Glutamat Rezeptoren
involviert. Im spaten endosomalen Kompartiment konnten Rab7 und Rab9 als
Regulatoren identifiziert werden (Zerial & McBride, 2001; Miaczynska & Zerial, 2002).

Rab7 ist verantwortlich flr den Transport von EEs Uber LEs zu Lysosomen und Rab9
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kontrolliert den Weg zwischen LE und dem TGN von MPRs (Mannose6-Phosphat-
Rezeptoren). Offensichtlich stehen Rabproteine in einem standigen dynamischen
Austausch zwischen den verschiedenen Formen von Endosomen und den einzelnen
Membranregionen (Miaczynska & Zerial, 2002). Dies koénnte die Basis fur die

Entstehung und Spezialisierung der Endosomen darstellen.
2.4 Synthese und Endozytose des Prionproteins PrP°

Es ist bekannt, dass das Prionprotein Uber den sekretorischen Rabprotein-
vermittelten Transportweg vom ER Uber den Golgi-Apparat und weiteren Vesikeln zur
Zellmembran transportiert wird. Es ist mit dem GPI-Anker in cholesterol- und
glykosphingolipidreichen Lipid Rafts lokalisiert (Caughey & Raymond, 1991; Borchelt
et al., 1992; Madore et al., 1999). PrP® kann des Weiteren zuriick an die
Plasmamembran transportiert werden (Parkin et al., 2004; Heiseke et al., 2008).
Dieser Prozess wird von Exosomen vermittelt (Fevrier et al., 2004; Vella et al., 2007).
Es konnte zudem gezeigt werden, dass PrP® im ER in drei Konformationen
synthetisiert werden kann. Neben der sekretierten Form, kann PrP® die COOH- und
NH2-terminalen Transmembranformen (“PrP, N™PrP) annehmen. Der Grofteil der
GPI-verankerten Form wird von der sekretierten Form abgeleitet, die komplett ins ER
transportiert wird (Hegde et al., 1998). Eine physiologische Rolle der
transmembranen Formen des PrP¢ ist nicht bekannt. Dennoch konnten bei
transgenen Ma&usen, welche das “™PrP exprimieren, neuronaler Zelltod und
neurologische Erkrankungen nachgewiesen werden, welche der Pathogenese von
Prionenerkrankungen dhneln (Stewart et al., 2005). Da “"PrP in diesen M&usen im
Golgi-Apparat akkumuliert, konnte eine madgliche Golgi-Fehlfunktion die
neuropathologischen Symptome der Mause erklaren (Stewart & Harris, 2005). Der
GPI-Anker wird nach dem Abspalten des C-terminalen Signalpeptids im
endoplasmatischen Retikulum am Serin 231 (Nummerierung des Maus-PrP) platziert.
Durch den Abbau von Cholesterol in der Zellmembran konnte gezeigt werden, dass
eine Raft-Assoziation fiir eine korrekte Faltung des PrP° unerlasslich ist (Sarnataro
et al., 2004). Dies gilt ebenso fur den Export des Proteins zum Golgi-Apparat und fur
eine exakte Glykosylierung des Proteins (Sarnataro et al., 2004; Campana et al.,
2005). Das Glykosylierungsmuster des PrP® scheint den Proteintransport und die

biophysikalischen Eigenschaften zu beeinflussen. In Neuronen aus Mausen, welche
R ————————
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unglykosyliertes PrP® exprimieren, konnte eine verdnderte Lokalisierung des
Proteins und eine Akkumulierung im Golgi-Apparat des Proteins gezeigt werden
(Cancellotti et al., 2005; Wiseman et al., 2005). Interessanterweise konnte kein
offenkundiger Phanotyp, neurologische Symptome oder Neurogeneration in diesen
Mausen beschrieben werden. Eine Anhaufung von unglykosylierten PrP® im Golgi-

Apparat muss daher nicht unbedingt schadlich sein.

Es werden zwei Wege der Internalisierung von PrP°¢ diskutiert. Zum einen ist die
Aufnahme Uber CCPs (clathrin-coated pits) moglich, zum anderen ist die
Internalisierung Uber Rafts oder Uber caveolae-ahnliche Domanen denkbar. Durch
die Assoziierung von PrP® an den Rafts wird dessen Verteilung kontrolliert, denn
durch den Abbau von Cholesterol oder Sphingolipiden kommt es zu einer
Umverteilung des PrP° an der Oberflache von Neuronen (Galvan et al., 2005). Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass PrP® und PrP®° in Rafts lokalisiert sind, was
eine Beteiligung von clathrin-coated Vesikeln an der PrP® Internalisierung eigentlich
nicht wahrscheinlich macht (Vey et al., 1996; Kaneko et al, 1997). In
Neuroblastomazellen konnte PrP® mit GM1, einem typischen Membranmarker der
Rafts, koimmunoprazipitiert werden (Mattei et al., 2002). Doch wird sowohl die
Beschaffenheit der PrP®-haltigen Rafts als auch die Verteilung des PrP® zwischen
Rafts und ,Nicht-Raft® Regionen (non-Raft) kontrovers diskutiert. Aufgrund der
Tatsache, dass GPl-verankerte Proteine einen Lipid Raft Internalisierungs-
mechanismus verwenden, obwohl ihnen eine Transmembrandomane zur Interaktion
mit Clathrinproteinen fehlt, wird die Rolle von clathrin- und nicht-clathrin-Vesikeln
wahrend der Internalisierung von PrP° diskutiert (Kaneko et al., 1997). Hinweise flur
die Internalisierung von PrP° (iber nicht-clathrin-Vesikeln (non-clathrin-coated pits)
wurden in nicht neuronalen Zellen und Gliazellen gezeigt (Marella et al., 2002; Peters
et al.,, 2003). Trotz der GPl-abhangigen Assoziierung mit Raft-Regionen der
Membran ist PrPC in nichtionischen Detergenzien 18slich. Dies ist charakteristisch fiir
die Lokalisierung eines Proteins auf3erhalb der Lipid Rafts. Der erste Hinweis darauf,
dass PrP® Raft-Regionen verldsst um endozytiert zu werden, stammt aus
elektronenmikroskopischen (EM) Analysen immunogold-markierter Zellen. In diesen
konnte die PrP° Internalisierung in einer Zeitkinetik dargestellt werden. Zusatzlich

konnte hier beobachtet werden, dass PrP°® oft in unmittelbarer Nahe zu einem ,Nicht-
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Raft" Protein, dem Transferrin Rezeptor, endozytiert wurde (Morris et al., 2006) (Abb.
20).

Abb. 20. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von PrP® (durchgehend mit kleineren
5nm Goldpartikeln markiert) wahrend der Endozytose. (A) Markierung von PrP® mit
5 nm Goldpartikeln in Neuronen und Verwendung von 10 nm Goldpartikeln, welche das
endozytotische Adaptorprotein AP2 binden. Die gebildeten coated pits erscheinen als kleine
Anhéhungen, welche AP2-gebundene Partikel enthalten. In diesen Bereichen findet man
hauptsachlich PrP®-markierte Partikel. (B, C) Beispiele von PrP® Immunofarbung zum
Zeitpunkt 0. Hier ist eine groRe Menge des PrP® nicht in der Nahe der CCPs zu finden (Pfeile
zeigen auf das am nachsten gelegene AP2-Protein in der Umgebung) und liegt vermutlich in
Rafts lokalisiert. (D)-(G) Elektronenmikroskopische Bereiche zeigen Anhaufungen von PrP
mit Transferrin (10 nm Markierung). In (D) ist Transferrin in der Mitte einer Anh&ufung von
PrP zu erkennen. Weitere Beispiele sind in Abb. (E) und (F) dargestellt. (G) PrP® und
Transferrin gelangen gemeinsam in ein CCP (enthommen aus Morris et al., 2006).

Hohe extrazelluldre Cu?’-Konzentrationen verstarken die PrP® Aufnahme in die

intrazellulare Organelle und den Golgi-Apparat (Pauli & Harris, 1998; Lee et al.,
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2001; Perera & Hooper, 2001; Brown & Harris, 2003) (Abb. 21). Diese Cu?*-
induzierte Endozytose soll in Neuroblastomzellen die Wanderung des PrP® von Rafts
in ,Nicht-Raft* Regionen der Membran bewirken. Es wurden jedoch auch
Vermutungen angestellt, dass Cu®* eine mogliche PrP®-Raft Interaktion
destabilisieren kann und so eine Interaktion mit ,Nicht-Raft* Regionen ermaoglicht wird
(Taylor et al., 2005).

+ Cu2+
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E] = Transmembranes Adapterprotein

Internalisierung

Abb. 21. Das Schema zeigt den Mechanismus der PrP¢ Internalisierung. PrP° ist im
exoplasmatischen Bereich der Plasmamembran mittels GPI-Anker verankert und mittels
Interaktion zwischen der N-terminalen Region (AS 23- 90, rot markiert (Walmsley et al.,
2003)) und eines Raft-lokalisierten Proteins oder Lipids in den Rafts gebunden. Durch die
Bindung von Cu?* an die Oktarepeat-Region (blau) kommt es zu einer
Konformationsanderung, wodurch sich das Protein aus den Rafts I6st und sich lateral zu
Bereichen ohne Rafts der Membran bewegt. Die N-terminale Region interagiert mit der
Ektodomane eines Transmembranproteins, welches mit seiner cytoplasmatischen Domane
in Kontakt mit dem Adaptorprotein AP2 und den CCPs steht (entnommen aus Taylor et al.,
2005 und bearbeitet).

Aufgrund dieser Tatsachen scheint sich das PrP¢ zu ,Nicht-Raft* Regionen der
Membran zu bewegen, um dort internalisiert zu werden (Sunyach et al., 2003).
Obwohl dem PrP° das erwartete intrazelluldre Internalisierungssignal fehlt, haufen
sich die Erkenntnisse, dass clathrin-coated pits (CCP) eine grof3e Rolle in der
Endozytose des PrP® spielen (Abb. 22). Erste Versuche mit Hiihner-PrP° in

Saugerzellen konnte schlieflich die Internalisierung des PrPC mittels CCPs zeigen
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(Shyng et al., 1994). Taylor und Hooper konnten schlieBlich eine CCP-abhangige
Internalisierung auch fiir Sauger-PrPC feststellen (Taylor et al., 2005; Sunyach et al.,
2003; Taylor & Hooper, 2007). Die NH.-terminale Region des PrP€ soll wahrend der
Endozytose und des zellularen Transports eine wichtige Rolle spielen (Shyng et al.,
1995; Lee et al., 2001; Nunziante et al., 2003). Diese Region des Proteins wurde
bereits zuvor bezuglich der Bindung negativ geladener Proteoglykane untersucht
(Caughey & Baron, 2006). LRP1 (low-density lipoprotein receptor-related protein)
scheint durch die Interaktion mit der N-terminalen Domane an der clathrin-
vermittelten Internalisierung beteiligt zu sein, da die Reduzierung der LRP1
Expression die PrP° Internalisierung verringert (Morris et al., 2006; Taylor & Hooper,
2007). Sowohl der Einsatz von Antikorpern gegen LRP1 in verschiedenen Zelllinien
als auch die Transfektion von Deletionsmutanten zeigen, dass LRP1 und/ oder der
Lamininrezeptor von Bedeutung fiir den zelluldren Transportweges des PrP® ist
(Gauczynski et al., 2001; Gauczynski et al., 2006). Durch Oberflachenbiotinylierung,
Mikroskopie lebender Zellen (live cell), Versuche mit GFP-markiertem PrP und
Elektronenmikroskopie konnte abschlieRend bestatigt werden, dass CCPs und
klassische endosomale Organelle an der Prp° Endozytose beteiligt sind (Brown &
Harris, 2003; Magalhaes et al., 2002; Shyng et al., 1994; Sunyach et al., 2003; Taylor
et al., 2005). Morris und Mitarbeiter konnten zeigen, dass das PrP® in Neuronen sehr
schnell aus den Lipid Rafts Uber CCPs endozytiert wird, bevor ein Recycling zur
Zelloberflache stattfindet (Morris et al., 2006). Zusatzlich deuten siRNA-Ansatze auf
eine Rolle von Dynamin und Clathrin in der Internalisierung von PrP® in
unterschiedlichen Zelllinien hin (Taylor et al., 2005) (Abb. 22).
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Abb. 22. Zelluldrer Transport von PrP®. Die Plasmamembran ist als Lipid-Bilayer
dargestellt, wobei Lipid Rafts als grau eingefarbte, dickere Membranbereiche eingezeichnet
wurden. Die wichtigsten Vesikel und Organelle, welche in der Synthese (unten rechts), dem
endozytotischen Kreislauf von PrP® und die Freisetzung von PrP®-haltigen Exosomen (unten
links) involviert sind, sind in schwarz beschriftet. Molekiile, welche im clathrin-abhangigen
Endozytoseweg involviert sind, sind in rot beschriftet. Die Pfeile zeigen den Transport, wobei
die roten Pfeile die wahrscheinlichsten Transportwege, basierend auf aktuellen
Erkenntnissen, markieren. Clathrin ist mit dunkelblauen Punkten eingezeichnet, Caveolin ist
in lila eingefarbt. PrP° ist bereits sehr friih im sekretorischen Transportweg innerhalb der
Rafts lokalisiert. PrP® verldsst die Raft-Region um iber Clathrin internalisiert zu werden
(entnommen aus Linden et al., 2008 und bearbeitet).

Eine geringe Menge des endozytierten PrP° wird in Lysosomen degradiert, wobei der
GroRteil der Endosomen an die Zelloberflache zurtckkehrt (Vey et al., 1996). Ein Teil
des regenerierten PrP® kann in das extrazellulire Medium mittels Exosomen
sezerniert werden (Fevrier et al., 2004; Porto-Carreiro et al., 2005; Robertson et al.,
2006). Diese membrangebundenen Strukturen bilden sich aus multivesikularen
Vesikeln (MVB), welche im endosomalen System gebildet werden, und stehen in
Verbindung mit dem Transport von Molekllen zwischen z. B. Immunzellen (Porto-
Carreiro et al., 2005) (Abb. 22).
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2.5 Zielsetzung

Diese Arbeit soll zum allgemeinen Verstandnis der zellularen Endozytosewege und
Vesikeltransporte wahrend einer akuten Infektion mit Prionerregern verschiedener
Prionenstdamme beitragen. Trotz verschiedener proteinbiochemischer Charakteristika
der unterschiedlichen Prionstdmme in vitro und deren phanotypische
Unterscheidungsmerkmale in vivo, ist die Frage, wie sich die einzelnen Stamme auf
zellbiologischer Ebene etablieren, nicht hinreichend geklart. Da eine Beteiligung von
Lipid Rafts an der PrPS® Konversion wahrscheinlich ist, kann eine Extraktion von
Cholesterol an der Plasmamembran die PrP%° Bildung unterbinden. In der
vorliegenden Arbeit sollte zunachst durch die (1) Untersuchung mit cholesterol-
interagierenden Inhibitoren geklart werden, ob es prionstamm-spezifische
Unterschiede in persistent infizierten nicht-neuronalen L929 bzw. neuronalen
ScMHM2 Zellen beziiglich der PrPS¢ Akkumulierung gibt. AnschlieBend sollten (2)
diese Untersuchungen wahrend akuter Infektion der L929 und MHM2 Zellen
durchgefuhrt werden, um mogliche Unterschiede zwischen den Zelltypen und
Prionstimmen beziiglich der PrP%® Akkumulierung zu charakterisieren. Da
Rabproteine mit speziellen Vesikeln des endozytotischen Prozesses assoziiert sind,
ist es wahrscheinlich, dass Teile des intrazellularen Transports des Prionproteins von
bestimmten Rabproteinen vermittelt werden. Daher sollte (3) durch genetische
Manipulierung (siRNA) spezifischer Endozytosemolekule und Rabproteine einen
mogliche  Abhangigkeit der Prpse Akkumulierung von  entsprechenden
Transportwegen wahrend der akuten Infektion mit unterschiedlichen Prionstammen

untersucht werden.
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3 Material

3.1 Gerate

Autoklav V95

Axiovert 200M Mikroskop
COg,-Inkubator

ELISA Reader Sunrise
Epifluoreszenz-Mikroskop
FACS EPICS XL

Fuchs- Rosenthal Zahlkammer

Frigomix U-1

Gradientenzentrifuge Beckman SW50 Rotor

LSM 510 Konfokales Laserscanning
Mikroskop
Minicell® Primo EC320

Minitron-Schuttler

Perfect Blue Doppelgelsystem

pH-Meter

Pipetus

Power Supply
Thermomixer 5436

Trans-Blot SD Semi-dry Transfer Cell

TE77 ECL semi-Dry Transfer Unit
Ultrazentrifuge TL-100
Wasserbad

Zentrifuge 5415C

Zentrifuge Sigma 4K15
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Systec, Wettenberg

Carl Zeiss Jena GmbH, Gottingen
W.C. Heraeus GmbH, Hanau
Tecan Germany GmbH, Crailsheim
Carl Zeiss Jena GmbH, Géttingen
Becton Dickinson, Heidelberg

Roth GmbH & Co, Karlsruhe

B. Braun GmbH, Melsungen
Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Karl Zeiss Jena GmbH, Gaéttingen

Thermo Electron Cooperation,
Erlangen

Infors AG, Bottmingen

Peglab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

WTW, Weilheim

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
GE Healthcare, Freiburg
Eppendorf- Netheler- Hinz GmbH,
Koln

BIO-RAD Laboratories GmbH,
Muanchen

GE Healthcare, Freiburg

Beckman Coulter GmbH, Krefeld
GFL, Burgewede
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, KdIn
Sigma Laboratory centrifuges,

Osterode am Harz




3.2 Chemikalien

Ammoniumchlorid
Ammoniumperoxodisulfat
-Mercaptoethanol
Bacillol Plus

Biotin Sulfo- NHS LC
Bromphenolblau
Dextranblau
Dimethylsulfoxid
(Minimum 99,5% GC)
D-PBS

ECL plus Western blotting
Detection System
Ethanol 99,8%

Ethanol 96%

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Gelatine

Glukose

Glycin
Guanidiniumhydrochlorid
Guanidiniumthiocyanat

HCI 37% (w/w)

Hoechst 33342

Isopropanol

Kalziumchlorid

Magermilch
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

Methanol

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)

METHODEN

Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Pierce Bioscience, Rockaway NY, USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Invitrogen (Gibco), Paisley, Scotland, UK
GE Healthcare, Freiburg

Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Apotheke des Klinikum rechts der Isar,
Minchen

Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Roth GmbH & Co, Karlsruhe
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Natriumdeoxycholat (DOC)
N-Lauroyl-Sarcosin
N,N,N",N’-tetramethylenediamin
(TEMED)

Pefabloc SC

Permafluor

Phosphatidylinositol spezifische
Phospholipase C (PIPL-C)
Proteinase K

Roti®-Histofix

(4% Formaldehydlésung)
Saponin

SDS-Protogel ultra pure
Tris-Hydroxy-methyl-aminomethan
(TRIS)

Triton X-100

Trypsin-EDTA

Tween 20

X-ray Filme Kodak Biomax MS
7-Amino-Actinomycin D (7-AAD)

METHODEN

Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Roche, Mannheim
Beckman Coulter, Marseille, Frankreich
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Biozym, Hess. Oldendorf
Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Invitrogen (Gibco), Paisley, Scotland, UK
Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Becton Dickinson, Heidelberg
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3.3 Inhibitorische Substanzen und siRNAs

Substanz Stocklésungen Vertreiber
Progesteron 10ug/ml in Ethanol Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
Nystatin 25ug/ml in H,O Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
Filipin 5ug/ml in DMSO Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Tabelle 4. Chemische Inhibitoren

SiRNA gegen

Zellulare Lokalisation des Proteins

Rab4 (S102662786)

Endozytotisches Recycling

Rab7 (S102710288)

Vesikeltransport zu spaten Endosomen und der spaten
Endosomen zu Lysosomen

Rab9 (S100215229)

Transport zwischen spaten Endosomen und Trans-Golgi-
Netzwerk

Rab11 (S101394463)

Endozytotisches Recycling uber Recycling Endosomen
und Trans-Golgi-Netzwerk

Caveolin1 (S100942207)

Subkompartimente der Plasmamembran, welche mit dem
Transport und der Aufnahme unterschiedlicher Molekdle,
insbesondere Signalproteine, in Verbindung gebracht
werden.

Clathrin HC (S100953603)

Clathrin ist ein zytosolisches Hullprotein in sog. clathrin
coated pits der Plasmamembran. Die schwere Kette des
Clathrins (heavy chain: HC) ist essentiell fir die Bildung
der spezifischen Triskelion-Struktur des Proteins.

AllStars Negativkontroll-
siRNA (1027280)

Vertreiber: Quiagen, Hilden, Deutschland

Tabelle 5. siRNAs gegen spezielle mRNAs sowie zellulare Lokalisation der Proteine
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3.4 Antikorper

METHODEN

Folgende Antikorper wurden entweder fur die Detektion von Proteinen auf PVDF-

Membranen (WB), in der Durchflusszytometrie (FACS) oder in der Immunfluoreszenz

(IF) verwendet.

Primare Eigenschaften Spezifitat Vertreiber und
Antikorper Referenz
4H11 Monoklonaler Maus- | PrP unterschiedlicher Ertmer et al., 2004
Antikorper Spezies, u.a. Maus und
WB 1:1000 Hamster
FACS 1:10
IF 1:10
3F4 Monoklonaler Maus- | Epitop in syrischem Kascsak et al., 1987
Antikorper Hamster PrP und Rogers et al., 1991
WB 1:5000 humanem PrP; Mutation
FACS 1:100 109-112 (MKHM)
IF: 1:100
MAB374 Monoklonaler Maus- | GAPDH Millipore AG,
Antikorper unterschiedlicher Hampshire, UK
WB 1:10000 Spezies u.a. Maus
Rab4A Polyklonaler Rab4 verschiedener Santa Cruz
(D-20) Kaninchen- Spezies u.a. Maus Biotechnologie Inc.,
sc-312 Antikorper Californien, USA
WB 1:2500
Rab7 Polyklonaler Rab7 verschiedener Santa Cruz
(H- 50) Kaninchen- Spezies u.a. Maus Biotechnologie Inc.,
sc-10767 Antikorper Californien, USA
WB 1:2500
Rab9 Polyklonaler Rab9A und Rab9B Santa Cruz
(FL-201) sc- | Kaninchen- verschiedener Spezies |Biotechnologie Inc.,
28573 Antikorper u.a. Maus Californien, USA
WB 1:2500
Rab11 Polyklonaler Rab11A und Rab11B Santa Cruz
(H-87) Kaninchen- verschiedener Spezies | Biotechnologie Inc.,
sc-9020 Antikorper u.a. Maus Californien, USA
WB 1:2500
Caveolin1 Polyklonaler a- Caveolin1 Santa Cruz
(N-20) Kaninchen- unterschiedlicher Biotechnologie Inc.,
sc-894 Antikoérper Spezies u.a. Maus Californien, USA
WB 1:3000
Clathrin HC | Polyklonaler Schwere Kette (HC) des | Abcam, Cambrige, UK
AB21679 Kaninchen- Clathrin verschiedener
Antikérper WB Spezies u.a. Maus
1:3000
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Sekundéare |Eigenschaften Spezifitat Vertreiber und
Antikorper Referenz
HRP-konj. | Antikérper aus dem |Maus IgG GE Healthcare,
anti-lgG Schaf Freiburg

WB 1:7500
HRP-konj. | Antikérper aus dem |Kaninchen IgG GE Healthcare,
anti-IgG Affen Freiburg

WB 1:7500
Cy3-konj. Antikorper aus dem |Maus IgG Dianova, Hamburg
anti-lgG Affen

IF 1:400
Cy2-kon. Antikoérper aus dem |Maus IgG Dianova, Hamburg
anti-lgG Affen

IF 1:100

FACS 1:100
Cy3-kon. Antikérper aus dem | Kaninchen IgG Dianova, Hamburg
anti-lgG Affen

IF 1:400

Tabelle 6. Antikdrper und deren Spezifitaten

3.5 Puffer und Medien

FACS-Puffer

2,5 % (vlv) fotales Kalberserum (FKS)
0,05 % (w/v) Natriumazid

in 1x PBS

Auftragspuffer (3 x SEB)

Tris/HCI pH 6
SDS v/v

Glycerin v/v

B-Mercaptoethanol v/v

Bromphenolblau v/v

H2O0bidest

Block-Losung

8

Magermilchpulver

1x TBST

90 mM
7%

30%

20%
0,01%

ad 100 ml

5%

ad 100 ml
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Transferpuffer
Tris/HCI pH 8,5
Glycin viv

Methanol v/v
H2Opidest

Einfriermedium
FKS
DMSO

10 x Elektrophoresepuffer

Tris/HCI pH 8,2
Glycin v/v

SDS

H2Obidest

Lysepuffer
Tris/HCI pH 7,5

NaCl

EDTA

Triton X-100 v/v
DOC wl/v
H2Obidest

Quenching-L6sung

NH.CI
Glycin
in PBS

Sammelgel-L6sung pH 6.8

Tris/HCI pH 6,8
SDS wiv
H20bidest

METHODEN

25 mM
40 mM
20%
ad 11

90%
10%

25 mM
250 mM
0,1%
ad 11

10 mM
100 mM
10 mM
0,5%
0,5%

ad 100 ml

50 mM
20 mM

05M
0,4%
ad 11

59




Saponin-Puffer

Saponin
in FACS-Puffer

10 x TBST
Tris/HCI pH 8,0
NaCl

Tween 20
H2Obidest

TNE-Puffer
NaCl

Tris/HCI pH 7,5
EDTA

H2Obidest

Trenngel-Losung pH 8.8

Tris/HCI pH 8,8
SDS wl/v
H20bidest

METHODEN

0,1%

100 mM
1,5M
0,5%
ad 1l

150 mM
50 mM
5mM

ad 250 ml

1,5M
0,4%
ad 1l

3.6 Zellmedien, Zusatze und Antibiotika

FUr die Herstellung der Zellkulturmedien wurde das fotale Kalberserum vor der

Verwendung 30 min bei 56°C hitzeinaktiviert.

OptiMEM + GlutaMAX
DMEM + GlutaMAX

Invitrogen (Gibco), Paisley, Scotland, UK
Invitrogen (Gibco), Paisley, Scotland, UK

Penicillin-Streptomycin (10 mg/ml) PAA, Pasching, Osterreich

Fotales Kalberserum (FKS)

PAA, Pasching, Osterreich
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3.7 Murine Zelllinien

Murine Eigenschaften Referenz Medium

Zelllinie

N2a Neuroblastomzellen Klebe und Ruddle, | OptiMEM,

1969 + 1% PenStrep,
Butler et al., 1988 [+ 10% FKS

Hpl3F4 PrP% Zellen aus dem Kuwahara et al., |DMEM,
Hippocampus, stabile 1999 + 1% PenStrep,
Expression des 3F4-Epitops Maas et al., 2007 |+ 10% FKS

K21 PrP>°-empfanglicher N2a Klon eigene OptiMEM,

(Klon21) (Prion-infizierte SCMHM2 Zellen |Vorarbeiten + 1% PenStrep,
wurden durch Pentosanpoly- (Diplomarbeit) +10% FKS
sulfat geheilt, subkloniert und auf
PrP5¢ Empfanglichkeit getestet)

ScMHM2 Persistent infizierte Neuro- Scott et al., 1992 | OptiMEM,
blastomzellen (Maus-adaptierter | Gilch et al., 2001 |+ 1% PenStrep,
Scrapiestamm RML), stabile +10% FKS
Expression von 3F4-Epitop-
markierten Maus-PrP)

L929 Fibroblastenzellen Vorberg et al., DMEM,

2004a + 1% PenStrep,
ATCC CCL-1 + 10% FKS

L929 Zellklon der L929 Zellen (L929 Romina Bester DMEM,

/SK15.9 Zellen wurden subkloniert und (Institut far + 1% PenStrep,
auf die Empfanglichkeit der Virologie, +10% FKS
Prionstamme 22L, RML und Munchen)

ME?7 getestet)

L929-3F4 Fibroblastenzellen, die stabil Vorberg et al., DMEM,
3F4-Epitop-markiertes Maus- 2004a + 1% PenStrep,
PrP exprimieren + 10% FKS

Tabelle 7. Murine Zelllinien und deren Herkunft
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4 Methoden

4.1 Quantitative Proteinbestimmung (Bradford)

Die Konzentrationsmessung von Proteinen in Losung wurde photometrisch nach
Bradford durchgefuhrt (Bradford, 1976). Bei diesem Test bindet der Farbstoff
Coomassie Brilliant Blue G-250 die positiv geladenen Aminogruppen der zu
messenden  Proteine. Durch diese Interaktion verschiebt sich das
Absorptionsmaximum des Farbstoffes von A= 465 nm zu A= 595 nm. Diese Zunahme
der Absorption stellt ein Mal fur die Proteinkonzentration dar. Durch die Verdlinnung
einer BSA-Stammldsung in H,O (0; 50; 75; 150; 250; 500; 1000; 1500 mg/ml) wurde
eine Standartverdinnungsreihe erstellt. Die Proteinlysate wurden 1:10 in HyO
verdinnt und 5 pul der Verdunnungen und der Standarts mit 250 ul Coomassie
Brilliant Blue G-250 in einer Mikrotiterplatte photometrisch bei A= 595 nm bestimmt.
Mittels der gemessenen Extinktionen, welche in einem linearen Verhaltnis zur
Proteinkonzentration stehen, konnte nach Auswertung der Proteinstandartkurve die
Proteinkonzentration der Lysate errechnet werden. Ausgehend von der niedrigsten
Konzentration wurden die Ubrigen Lysate mit Lysepuffer verdinnt, um eine
einheitliche Proteinmenge mit Proteinase K zu behandeln (siehe 4.4.3) und mittels
SDS-PAGE (siehe 4.2) zu analysieren.

4.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wird zur
Auftrennung von Proteinen entsprechend ihrer Molekulmasse verwendet. Durch
Hitzedenaturierung bei 95°C und Denaturierung der Proteine durch Zugabe
reduzierender Substanzen wie B-Mercaptoethanol und Dithiothreitol (DTT), werden
Sekundar- und Tertiarstrukturen aufgeldost und es erfolgt eine Aufspaltung der
Schwefelbricken zwischen Cysteinen. Das anionische Detergenz
Natriumdodecylsulfat (SDS) verleiht den Proteinen eine insgesamt negative
Nettoladung, die direkt proportional zu dessen Grofle ist. Die Proteine wandern

durch die Poren der Polyacrylamidgele zur Anode, wobei die Proteine nach ihrem
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jeweiligen Molekllgewicht aufgetrennt werden. Je kleiner die Proteine sind, desto
schneller konnen sie das Gel passieren. Die zuruckgelegte Strecke steht in direkter
Verbindung mit der ProteingroRe. Die GroRe der Poren ist hierbei abhangig von der
Konzentration des Acrylamids bei der Polymerisation des Gels.

Die verwendeten diskontinuierlichen Polyacrylamidgele nach Lammli (Lammli, 1970)
bestehen aus zwei Teilen, die sich hinsichtlich der Porengrof3e und des pH-Wertes
unterscheiden. Die Proben werden in einem Sammelgel mit grolen Poren und
niedrigerem pH-Wert (pH= 6,8) zu einer scharfen Bande konzentriert, so dass alle
Proteine gleichzeitig das darunter liegende Trenngel erreichen. Diese zweite
Gelphase besitzt einen hoheren pH-Wert (pH= 8,8) und durch den hoheren Anteil an
Acrylamid kleinere Poren. Dies ermdglicht eine Auftrennung der Proteine nach ihrem
Molekulargewicht ermdglicht wird. Je nach Grolke des zu detektierenden Proteins
wurden im Acrylamid-Gehalt unterschiedlich prozentige Trenngele gegossen (fur PrP
und Rabproteine 12,5 %, fur Clathrin 7,5%).

Gele x 2 Gele x 2

12,5% Trenngel 7,5% Trenngel
H2Ogest 20,3 ml 30,7 ml
Trenngel-Losung 15,5 ml 15,5 ml
Acrylamid 30% 25,8 ml 15,5 ml
TEMED 90 ul 90 ul
APS 10% 192 pl 192 pl

5% Sammelgel
H2Ogest 9,9 ml 9,9 mi
Sammelgel-Lésung 4,2 ml 4,2 ml
Acrylamid 30% 2,8 ml 2,8 ml
TEMED 30 ul 30 pl
APS 10% 168 ul 168 pl
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4.2.1 Gelelektrophorese

Die Proben (4.4.3) wurden mit einer entsprechenden Menge an Auftragspuffer
versetzt (3x SEB) und bei 95°C fur 10 min denaturiert. Hierfur wurden die Gele in
eine Elektrophoresekammer eingespannt und die Anoden- und Kathodenkammer mit
1x Elektrophoresepuffer gefullt. Die Proben und der Langenstandard Rainbow
coloured protein molecular weight marker (Amersham Biosciences, Freiburg) wurden
aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei einem 16 x 14 cm-Gel

bei konstanten 35 mA fir etwa 3 h.

4.2.2 Western Blot

Mittels Western Blot, der auch als Immunoblot bezeichnet wird, kdnnen Proteine
nach der SDS-PAGE-Auftrennung durch Inkubation mit einem spezifischen
Antikorper identifiziert werden. Hierzu wurden die Proteine nach der SDS-
Polyacrylamid-Elektrophorese elektrophoretisch auf eine Hybond-P Polyvinylidin-
Difluorid-Membran (PVDF-Membran, Amersham, Freiburg) Ubertragen. Der Transfer
wurde in einer semi-dry Transfer Cell Fastblot-Apparatur durchgefuhrt. Sechs
Whatman-Filterpapiere und eine PVDF-Membran wurden auf die Grolke des Gels
zugeschnitten. Die Filterpapiere wurden in Blotting-Puffer, die Membran in Methanol
aquilibriert. Nacheinander wurden drei Filterpapiere, die Membran, das
Polyacrylamidgel und wiederum drei Filterpapiere Ubereinander luftblasenfrei auf die
Anode platziert. Nach dem Auflegen der Kathode erfolgte die Elektrophorese fir 30
min bei 18 V pro Gel.

4.2.3 Proteindetektion

Die PVDF-Membran wurde nach dem Proteintransfer fur mind. 30 min in einer Block-
Losung bei Raumtemperatur (RT) geschwenkt, um unspezifische Bindungsstellen
der Membran abzusattigen. Zur Detektion eines spezifischen Proteins wurde die
Membran im entsprechenden Primarantikdper in 1x TBST Uber Nacht bei 4°C unter
Schwenken inkubiert. Der Primarantikorper bindet an ein oder mehrere Epitope des

Proteins und kann durch Bindung seinerseits an einen Sekundarantikorper, der mit
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einer Peroxidase gekoppelt ist, detektiert werden. Nach 5maligem Waschen der
Membran fur je mind. 5 min in 1x TBST wurde dieser Zweitantikdrper 1:10000 in 1x
TBST verdinnt und mit der Membran fur 1 h unter Schwenken bei RT inkubiert. Die
Membran wurde 5x fur mind. 5 min bei RT in 1x TBST gewaschen, kurz in HyOgest
gelegt und getrocknet. Die ECLPlus-Lésung wurde nach Herstellerangaben
angesetzt und fur 3 min mit der Membran inkubiert. Der Protein-Antikorper-Komplex
konnte durch die Peroxidase vermittelte Umsetzung chemogener Substanzen der
ECL-Lésung durch ein chemolumineszierendes Signal auf einem Rdntgenfilm
visualisiert werden. Hierzu wurde die Membran getrocknet und in Klarsichtfolie
eingeschlagen. Der Rontgenfilm BioMax MR Film (Kodak, Cedex, Frankreich) wurde
im Regelfall 1 min, 5 min und 2 h exponiert und in einer RoOntgenfilm-

prozessormaschine entwickelt.

4.3 Dot Blot

Die DotBlot Technik ist eine Vereinfachung des Immunoblot. Bei dieser Methode
werden die Protein- Proben nicht Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt, sondern direkt
tropfenweise auf eine Membran aufgetragen. Daher kdnnen keine Aussagen uber
Molekulgroéfien gemacht werden. Der Dotblot dient ausschlief3lich zum Nachweis
eines Proteins in einer Probe. So kann beispielsweise ein bestimmtes Protein in
unterschiedlichen Fraktionen eines Gradienten nachgewiesen werden.

Eine PVDF-Membran (0,45 nm, Millipore) wurde 30 s in Methanol aquilibriert und 2x
mit PBS 5 min gewaschen. Die Membran wurde luftblasenfrei unter leichtem Vakuum
auf der Apparatur platziert. Jede Aussparung wurde nochmals mit 200 pyl PBS
gewaschen, bevor die Proteinlysate (4.4.3), welche nicht mit Auftragspuffer versehen
waren, aufgetragen wurden. Unbeladene Aussparungen der Apparatur wurden mit
PBS aufgeflllt. Nach dem Vakuumtransfer der Proteine auf die Membran erfolgten
zwei weitere Waschschritte mit PBS bevor der Deckel der Apparatur unter Vakuum
geoffnet wurde. Die Membran wurde 10 min in 3 M Guanidiniumthiocyanat
geschwenkt und anschlielend 2x 5 min in PBS gewaschen. Um unspezifische
Bindungsstellen abzusattigen wurde die Membran 30 min 5% Magermilch inkubiert.
Die weitere Proteindetektion erfolgte wie in der SDS-PAGE Methode beschrieben
(siehe 4.2.3).
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4.4 Zellbiologische Methoden

Alle Arbeiten mit Zellen wurden unter sterilen Bedingungen an einer Sterilwerkbank
und unter Berucksichtigung der Arbeitsanweisungen des Labors der Sicherheitsstufe
2 durchgefuhrt.

4.4.1 Kultivieren und Passagieren von Zellen

Alle verwendeten adharenten Zelllinien bendtigten fir ihr Wachstum einen
regelmafligen Austausch des Mediums. Die verschiedenen Medien wurden mit 1%
Penicillin-Streptomycin (PS) und 10% fotales Kalberserum (FKS) versetzt, welches
zuvor 30 min bei 56°C inaktiviert worden war. Die Zeitintervalle des Mediumwechsels
oder der Subkultivierung betrugen abhangig von Wachstumsgeschwindigkeit und
Metabolismus der jeweiligen Zelllinie 4 bis 5 Tage. Bei Erreichen der 100%igen
Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde das Medium abgesaugt und die
Zellen mit einer magnesium- und kalziumfreien phosphatgepufferten Salzlésung (D-
PBS) gewaschen. Um die Zellen ablésen zu kdnnen, wurden sie mit 500 ul Trypsin-
EDTA etwa 4 min inkubiert. Die noch lose anhaftenden Zellen konnten mit
entsprechendem Medium abgelost und in der passenden Verdinnung homogen in
die neuen Kulturschalen (Becton Dickinson (Falkon), Franklin Lakes, NJ USA)
ausgesat werden. Die Zellen wurden bei 37°C, 5% CO; und in einer mit Wasser

gesattigten Atmosphare im Inkubator (siehe 3.1) kultiviert.

4.4.2 Kryokonservation und Auftauen von Zellen

Fur eine langere Lagerung wurden die konfluent gewachsenen Zellen nach der
Trypsinisierung 10 min bei 1000 rpm (Sigma centrifuge 4K15) bei RT schonend
pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 4 ml vorgekihltem
Einfriermedium resuspendiert. Je 1 ml wurde in vorgekuhlte Kryoréhrchen (Corning
Incorporated, NY, USA) uberfuhrt und sofort bei -80°C eingefroren. Am folgenden
Tag konnten diese in flussigen Stickstoff (-196°C) zur langeren Aufbewahrung

uberfuhrt werden. Um in Flussigstickstoff gelagerte Zellen wieder zu kultivieren,
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wurden diese in einem 37°C-Wasserbad zugig aufgetaut und in das entsprechende
Medium gegeben. Durch eine Zentrifugation von 10 min. bei 1000 rpm (Sigma
centrifuge 4K15) bei RT wurden die Reste des Einfriermediums entfernt und die

Zellen in frischem Medium resuspendiert und kultiviert.

4.4.3 Zelllyse und Proteinase K-Behandlung

Zur Praparation postnuklearer Lysate wurden adharente Zellen mit PBS gewaschen
und mit 1 ml Lysepuffer fur 10 min bei RT lysiert. Die Zellmembran wurde hierbei
zerstort und die intrazellularen Proteine freigesetzt. Das Zelllysat wurde in 1,5 ml
ReaktionsgefaRe Uberfihrt und zur Abtrennung von Zellrickstdnden 1 min bei
14.000 rpm (Centrifuge 5415C) zentrifugiert. Der geklarte Uberstand wurde zur
weiteren Verarbeitung in neue 1,5 ml Reaktionsgefalle Ubertragen. Einem Aliquot
des Lysats wurde 20 ug/ml Proteinase K (PK) zugegeben und 30 min bei 37°C
inkubiert (+ PK-Ansatz). Hierdurch wurden alle Proteinase K-sensitiven Proteine
proteolytisch abgebaut, wu.a. das =zellulare Prionprotein PrP°.  Weitere
Proteinaseaktivitaten wurden durch Zugabe von 2 mM Pefabloc, ein spezifischer
Serinproteasen Inhibitor, gestoppt. Der Ansatz wurde mit der 5fachen Menge
Methanol versetzt und die Proteine Uber Nacht bei -20°C gefallt. Das restliche Lysat
wurden ohne Proteinase K-Behandlung mit Methanol geféllt und dient als - PK-
Ansatz. Die Prazipitate wurden bei 4°C, 3500 rpm (Sigma Zentrifuge 4K15) 25 min
sedimentiert. Nach Verwerfen des methanolhaltigen Uberstands wurde das Pellet 10
min bei RT getrocknet und in 40-100 ul TNE-Puffer resuspendiert. Nach einer
Proteinkonzentrationsbestimmung wurden die Proben mit 3x SEB versetzt und die
Proteine 10 min bei 95°C denaturiert. Die Lysate wurden bis zur SDS-Analyse bei -
20°C aufbewahrt.

4.4.4 Ultrazentrifugation
Postnukleare Lysate (4.4.3) wurden mit Proteinase K behandelt und mit 50 ul 10% N-

Lauroyl-Sarcosin versehen. Nach der Ultrazentrifugation fir 1 h bei 4°C und 40.000

rom (Ultrazentrifuge TL-100) wurden die Proteine der solublen Fraktion umgehend
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abgenommen und mittels Methanol gefallt (4.4.3). Die unl6sliche Fraktion (Pellets)
wurde in 15 ul 1x SEB aufgenommen (Verdinnung des 3x SEB mit TNE-Puffer).
Nach der Ublichen Denaturierung (siehe 4.2.1) wurden die Proteine bis zur PAGE-
Analyse bei -20°C aufbewahrt.

4.4.5 Transiente Transfektion von siRNA in Sdugerzellen

Die transiente Transfektion von Saugerzellen mittels siRNA (small interfering RNA)
ist eine effektive Mdglichkeit Proteine und deren zellulare Funktionen zu blockieren.
SiRNAs sind kurze, doppelstrangige RNA-Molekile, die Uber einen zellularen
Prozess, der RNA Interferenz (RNAi), zur Degradierung von mMRNA mit
komplementarer Sequenz fuhren (Elbashir et al., 2001a). Durch die transiente
Transfektion von synthetischer siRNA kann fur 6-10 Tage eine Erniedrigung
zellularer Proteine erreicht werden (Byrom et al. 2002). Die transiente Transfektion
mittels Lipofektion ermdglicht die Einschleusung der siRNAs Uber Bildung von
Liposomen. Diese fusionieren mit der Zellmembran und kdnnen so den jeweiligen
Inhalt in die Zelle abgeben.

Die Fibroblastenzellen L929 wurden mit Lipofektamin 2000 (Invitrogen, Karlsruhe)
nach Herstellerangaben unter RNAse freien Bedingungen mit den jeweiligen siRNAs
(Tabelle 5) und einer Kontroll-siRNA fur 24 h transient transfiziert. L929 Zellen
wurden in einer Verdiinnung von 1x 10° Zellen (DMEM +FKS, -PS) in 24-Lochplatten
ausgesat. Im Ansatz A wurden 50 ul DMEM- Medium, ohne Mediumzusatze, und 1 pl
Lipofektamin gemischt und flr 5 min bei RT inkubiert. Dem Ansatz B wurde 50 pul
DMEM-Medium (-FKS, -PS) und 20 nmol der zu transfizierenden siRNA zugegeben.
Beide Ansatze wurden gemischt und 30 min bei RT inkubiert. Frisches Medium ohne
Zusatze wurde vorgelegt und die Zellen mit dem gesamten Ansatz inkubiert. Nach 24
h wurde das Transfektionsmedium durch Kultivierungsmedium (+FKS, +PS) ersetzt
und die Zellen bis zur Infektion bei 37°C im Brutschrank inkubiert oder direkt lysiert.
Die transiente Erniedrigung von zellularen Proteinen in persistent infizierten L929
Zellen (22L, RML, ME7) erfolgte nach dem oben genannten Protokoll mit geringen
Abweichungen. Die infizierten Zellen wurden in einer 6-Lochplatte 1:20 am Vortag
ausgesat. Der gesamte Transfektionsansatz wurde nach Herstellerangaben

(Lipofectamine 2000, Invitrogen) auf den Zellen verteilt und 24 h inkubiert bevor ein
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Mediumwechsel durchgefihrt wurde. Die Zellen wurden nach weiteren zwei Tagen
lysiert und fur die SDS-PAGE Analyse vorbereitet.

4.4.6 Indirekte Immunfluoreszenz

Durch die Immunfluoreszenz kénnen spezifische Proteine in Zellen lokalisiert und
dokumentiert werden, indem fixierte Zellen mit einem speziellen Primarantikérper und
einem entsprechenden Sekundarantikérper, der mit einem Fluoreszenzfarbstoff
konjugiert ist, markiert werden. Die Anregung des Konjugates erfolgt durch ein
kofokales Laserscanning-Mikroskop. Hierzu sollten die Zellen von einer konfluent
bewachsenen 10 cm-Schale in einer Verdinnung von 1:25 auf Poly-L-Lysin
beschichteten Deckglaschen ausplattiert werden, um ein Uberwachsen der Zellen zu
verhindern. Nach siRNA Transfektion und/oder Infektion wurden die Zellen vier Tage
nach dem Aussden, nach einmaligem Waschen mit PBS im Falle einer
Oberflachenfarbung, vor der Fixierung mit dem jeweiligen Erstantikorper in einer
feuchten Kammer 1 h bei RT inkubiert. Die Zellen wurden mit Roti-Histofix fir 30 min
bei RT fixiert. Die Fixierlosung wurde entfernt, die Zellen 3x mit PBS gewaschen und
mit dem Zweitantikdrper 20 min bei RT inkubiert. Nach 3x Waschen mit PBS wurden
die Zellen 15 min bei RT in der feuchten Kammer mit dem Hoechst DNA Farbstoff
(2ug/ml in PBS) behandelt, um die Zellkerne gegenzufarben. Nach drei weiteren
Waschschritten mit PBS wurden die Zellen auf den Deckglaschen in Permafluor
(Beckman Coulter, Marseilles, France) eingedeckt und nach dem Trocknen bei -20°C
gelagert.

Im Unterschied zu einer Oberflachenfarbung werden Zellen fur eine intrazellulare
Farbung direkt wie zuvor beschrieben fixiert. Des Weiteren wurden die Zellen fur die
intrazellulare Farbung durch Zugabe einer Losung von 50 mM NH4Cl und 20 mM
Glycin 10 min bei RT gequencht. Dies flhrt zur Absattigung der Aldehydgruppen des
Roti-Histofix, um eine unspezifische Bindung der Primarantikdrper zu unterbinden.
Nach weiteren Waschschritten (3x PBS) wurden die Zellen mit 0,1% Triton X- 100/
PBS fiir 10 min bei RT permeabilisiert. Im Falle einer PrP® Detektion (siehe 5.2.4)
folgt ein Denaturierungsschritt mit 6 M GndCl fir 10 min bei RT. Die Zellen wurden
3x mit PBS gewaschen und mit 0,2% Gelatine 10 min bei RT inkubiert, um

unspezifische Bindungsstellen abzusattigen. Die Zellen wurden mit dem
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Primarantikérper (in Gelatine verdinnt) 30 min bei RT in einer feuchten Kammer
inkubiert. Es erfolgten drei Waschschritte in PBS und die Inkubation mit dem Cy2-
oder Cy3-konjugiertem Sekundarantikdrper (in Gelatine verdinnt) 20 min bei RT in
der feuchten Kammer im Dunkeln. Nach weiteren Waschschritten (3x PBS) erfolgte,
wie bei der Oberflachenfarbung, die Farbung der Zellkerne mittels Hoechst DNA
Farbstoff 15 min im Dunkeln bei RT in der feuchten Kammer. Nach dem letzen
Waschschritt wurden die Zellen auf den Deckglaschen in Permafluor (Beckman
Coulter, Marseilles, France) auf Objekttragern eingedeckt und nach dem Trocknen
bei —20°C gelagert. Die konfokale Laserscanning Mikroskopie wurde an einem LSM
510 Laserscanning Mikroskop (Zeiss, Gottingen, Germany) mit der Software LSM

510 Zeiss Mikroskop System Version 3.0 durchgefthrt.

4.4.7 FACS Analyse

Im Gegensatz zur Immunfluoreszenz kdénnen mittels Durchflusszytometrie auch
quantitative Aussagen durch Analyse von Zellen in Suspension gemacht werden. Je
nach Form, Struktur und Fluoreszenz der Zellen werden unterschiedliche
Darstellungen erzeugt. Daraus konnten die Eigenschaften der Zellen abgeleitet
werden. Da die Zellen bei der Oberflachenfarbung weder fixiert noch permeabilisiert
werden, konnen tote Zellen durch Anfarbung der DNA detektiert und von der
Quantifizierung ausgeschlossen werden. Die Oberflaichenexpression von PrP® nach
Behandlung der Zellen mit unterschiedlichen siRNAs wurde unter anderem mittels
Durchflusszytometrie untersucht. L929 SK15.9 Zellen wurden 1:20 in 6-Lochplatten
ausgesat und mit siRNA transfiziert (4.4.5). Um die Oberflichenexpression von PrP®
zu analysieren, wurden die Zellen 48 h nach Transfektion in FACS-Puffer (2,5% FCS
und 0,05% Na-Azid in PBS) aufgenommen und 5 min auf Eis inkubiert. Zur Farbung
wurde der Primarantikérper zugegeben und die Zellen fur 30 min auf Eis gelagert.
Nach dreimaligem Waschen in FACS-Puffer, wurde der Sekundarantikérper zu den
Zellen gegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Nach drei Waschschritten wurden die
Zellen mit 7-Amino-actino-mycin D (BD Pharmingen, Heidelberg, Germany) (in
FACS-Puffer verdinnt) gefarbt, um tote Zellen ausschlieRen zu kénnen. So konnten
7-AAD negative Zellen als zu analysierende Zellpopulation abgegrenzt werden. Um

das Gesamt-PrP® nachzuweisen, muss eine intrazelluldre FACS-Farbung
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durchgefiuihrt werden. Hierzu wurden die Zellen bei 1200 rpm, 4°C fir 5 min
sedimentiert und 10 min bei RT in Roti-Histofix fixiert. Nach dreimaligem Waschen in
FACS-Puffer und wiederholten Zentrifugationsschritten wurden die Zellen 10 min bei
RT in einer Quenching-Lésung (50 mM NH4Cl und 20 mM Glycin) zur Reduzierung
der Autofluoreszenz inkubiert. Die Zellmembranen wurden durch die Zugabe von
Saponin-Puffer (10 min, RT) permeabilisiet und anschlieBend mit dem
Primarantikdrper (verdunnt in Saponin- Puffer) 30 min auf Eis inkubiert. Nach 3
Waschschritten in Saponin-Puffer wurde das PrPC mittels Sekundarantikorper fiir 30
min im Dunkeln auf Eis fluoreszenz-markiert. Nach den darauffolgenden
Waschschritten in Saponin-Puffer wurden die Zellen in 500 pyl FACS-Puffer
aufgenommen und bis zur Analyse im Dunkeln auf Eis gehalten. Die FACS-Analyse
wurde mit Hilfe eines Coulter Epics XL MCL Apparates (Beckman Coulter, Krefeld,
Germany) durchgefuhrt.

4.4.8 Phosphoinositolphospholipase C (PIPL-C)-Verdau

Um die Oberflachenexpression von PrP° zu untersuchen, wurden die Zellen mit dem
bakteriellen Enzym PIPL-C (Phosphatidylinositol spezifische Phospholipase C)
behandelt. Das Enzym spaltet spezifisch GPl-verankerte Proteine von der
Zelloberflache ab. Diese Proteine befinden sich daraufhin im Uberstand und lassen
sich nach einer Proteinfallung des Mediums mit Western Blot nachweisen. Da
Kulturmedium mit 10 % fotalem Kalberserum fur die folgende Proteinfallung zu
proteinhaltig ist, werden die Zellen wahrend des Verdaus mit PIPL-C in Medium ohne
Kalberserum Kultiviert.

Sobald L929 Zellen zu 80% konfluent gewachsen sind, wurden diese zweimal mit
PBS gewaschen und mit Medium ohne FKS unter Zugabe von 200 mU PIPL-C
(Roche, Mannheim, Germany) fur 8 h bei 37°C inkubiert. Das Medium wurde
gesammelt und der Uberstand zweimal 5 min bei 1000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mit 10 pl Pefablock versetzt und die darin enthaltenen Proteine in 3
ml MetOH Uber Nacht bei -20°C gefallt.

Die Zellen selbst wurden mit PBS gewaschen und nach der Sedimentation lysiert
(Lysepuffer siehe 3.5). Nach der Zentrifugation des Lysats (1 min bei 14.000 rpm)
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wurde dem Uberstand mit 10 pl Pefabloc und 3 ml MetOH zugeflgt. Das Zellpellet

sowie die Mediumfraktion wurden in einem Immunoblotverfahren analysiert.

4.4.9 Gradientenzentrifugation

Die Gradientenzentrifugation ermdglicht es, durch ein Medium mit stufenweiser oder
kontinuierlich zunehmender Dichte, unter einem Schwerefeld, das durch eine
Ultrazentrifuge erzeugt wird, in unterschiedlichen Membranfraktionen Vesikel oder
Rafts der zu untersuchenden Zellen aufzutrennen und zu analysieren. Hierzu wurden
3 x 107 Zellen in 400 pl Lysepuffer (150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton-X 100, 25
mM Tris/HCI pH 7.5) aufgenommen und 30 min auf Eis in einem Kihlraum inkubiert.
Bei 4°C wurden die Ansatze mit 70% Nycodenz (150 mM NaCl, 25 mM Tris/HCI pH
7.5, 5 mM EDTA) versetzt und in einer Endkonzentration von 35% Nycodenz in ein
Ultrazentrifugenrohrchen  Uberflihrt.  Diese  Fraktion ~wurde mit einem
diskontinuierlichen Nycodenzgradienten Uberschichtet, indem 200 ul Nycodenz
Fraktionen mit variierenden Konzentrationen (25, 22.5, 20, 18, 15, 12 und 8%)
nacheinander bei 4°C aufeinander pipettiert wurden. Die Ansatze wurden mit
200.000 g bei 4°C fur 4 h in einem Beckman SW50 Rotor ultrazentrifugiert. Die 200
Ml Fraktionen wurden bei 4°C vom oberen Rand des Ultrazentrifugenréhrchens nach
unten abgenommen und die Proteine mit 5 Volumen Methanol gefallt. Nach der
Zentrifugation bei 2600 g fur 25 min (Beckman SW50 Rotor, Beckman Coulter
Zentrifuge) wurden die Pellets in TNE und Auftragspuffer (3x SEB) aufgenommen

und im Immunoblot analysiert.

4.4.10 Behandlung von Zellen mit chemischen Inhibitoren

Mit 22L, RML, ME7 persistent infizierte L929 Zellen bzw. 22L- und RML-infizierte
ScMHM2 Zellen wurden in 6-Lochplatten ausgesat und mit unterschiedlichen
Inhibitoren in den angegebenen Konzentrationen (Tabelle 4) behandelt. In dieser Zeit
wurde weder ein Mediumwechsel durchgefuhrt noch der Inhibitor erneut zugegeben.
Nach einen Zeitraum von 4 Tagen wurden die Zellen lysiert und auf eine mogliche
Anderung des PrP°° Gehalts iiber SDS-PAGE analysiert. Fir die Wirkung der
verschiedenen Inhibitoren wahrend einer akuten Infektion wurden Zellen des L929
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Klon SK 15.9 bzw. des MHM2 Klons K21 in einer Konzentration von 1 x 10° in einer
24-Lochplatte ausgesat. Am folgenden Tag wurden die Zellen fur 3 h mit den
Inhibitoren vorinkubiert. Die Infektion mit Hirnhomogenat (siehe 4.4.12) fand
ebenfalls in inhibitorhaltigem Medium ohne FCS statt. Funf Stunden spater wurden
nach dreimaligem Waschen mit PBS die Zellen in Vollimedium aufgenommen und bis

zur Analyse kultiviert.

4.4.11 Infektion von Saugerzellen mit verschiedenen Maus-

adaptierten Prionenstdmmen

Die Maus-adaptierten Prionstamme 22L, RML und ME7 wurden von Prof. Dr. M.
Groschup (Friedrich-Loeffler Institut, Insel Riems, Deutschland) und Suzette Priola
(National Institue of Allergy and Infectious Diseases, Hamilton, MT) bezogen. Die
Gehirne wurden mit PBS in einem Glashomogenisator unter erhdhten
Sicherheitsbedingungen homogenisiert und in Aliquots bei -80°C gelagert. Der
MHM2 Klon K21 wurde in einer Konzentration von 5 x 10* Zellen/24-well in OptiMEM
(+ 10% FKS, + PenStrep) ausgesat. Die Zellen wurden mit 200 pul 1% Hirnhomogenat
inkubiert (Verdinnung in OptiMEM +PS, -FKS). Nach 4 h wurde den Zellen 400 pl
Medium (+PS, +FKS) zugegeben. Weitere 24 h spater wurde das Hirnhomogenat
verworfen und die Zellen mit PBS gewaschen. Nach 96 h wurden die Zellen
expandiert oder aber fiir den Nachweis von PrPs° lysiert. Die Proben wurden bis zur
Auftrennung mittels der SDS-PAGE bei -20°C gelagert. Als Negativ-Kontrolle wurden

Zellen mit einem nicht infektiosen Hirnhomogenat (CD-1 Mause) inkubiert.

L929 Zellen (Klon SK 15.9), die 24 h vor der Infektion in einer 24-Lochplatte mittels
siRNA transfiziert wurden (4.4.5), wurden ebenfalls mit 200pl 1% Hirnhomogenat
(22L, RML, ME7) inkubiert. Nach finf Stunden wurde das Hirnhomogenat verworfen
und die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden in DMEM Medium
(+FKS, +PS) aufgenommen und bis zur Konfluenz kultiviert. Die infizierten Zellen
wurden auf 6-Lochplatten (Passage 1) und 10cm-Schalen (Passage 2) expandiert
und auf ihren PrP®¢ Gehalt hin untersucht. Um die Effizienz der Blockierung durch die
siRNA zum Zeitpunkt der Infektion zu ermitteln, wurde eine zusatzliche 24-Lochplatte
mit siRNA transfiziert (siehe 4.4.5) und nach 30 h, etwa zum Zeitpunkt der Infektion
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des parallelen Ansatzes, lysiert. Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE analysiert.

Die Infektionen wurden in funf unabhangigen Experimenten durchgefuhrt.

4.5 Photodensitometrische Analyse und Statistik

Die photodensitometrische Analyse der Western Blot Signale wurde mit Hilfe der
Imaged Software (Broken Symmetry Software) durchgefuhrt. Die Bandenintensitat
wurden mit der GraphPad Prism Software (GraphPad Software, San Diego, CA)
statistisch ausgewertet. Zur Ermittlung statistischer Signifikanzen wurde der paired
two-tailed t test verwendet, wobei die Kontrollwerte auf 100% festgesetzt wurden. p-
Werte niedriger als 0,05 wurden als signifikant bewertet. Quantitative Auswertungen
wurden als Mittelwerte der verwendeten Daten mit Standardabweichungen

dargestellt.

4.6 Biologische Sicherheit

Gentechnische Arbeiten erfolgten in einem Labor Sicherheitsstufe 2 gemaly den
Richtlinien des deutschen Gentechnikgesetzes vom 01.01.2004. Biologisch
kontaminierte Materialien und Lésungen wurden getrennt gesammelt und nach den
bestehenden Bestimmungen inaktiviert und entsorgt. Prionenhaltigen Ldsungen
wurden fir 24 h mit 1 M NaOH versetzt und sowohl flissiger Mull als auch Feststoffe,
die mit Prionen in Kontakt gekommen sein konnten, wurden vorschriftsmallig fur 60
min bei 134°C und 3 bar autoklaviert.
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5 Ergebnisse

5.1 Identifizierung Zelltyp- und Prionstamm-spezifischer
Charakteristika wahrend der akuten und persistenten

Prioninfektionen von Saugerzellen

Zahlreiche Studien konnten Prionstdmme bereits nach ihren unterschiedlichen
biochemischen und phanotypischen Merkmalen unterteilen (2.6.2). Prionstamme
unterscheiden sich in vivo in Merkmalen wie die Inkubationszeit nach der Inokulation,
dem Lésionsprofil im Gehirn und der Lokalisierung von PrP%¢ in speziellen
Gehirnbereichen (Bessen & Marsh 1992; Bruce 1993; Peretz et al., 2002; Safar et
al.,, 1998). In vitro stellt u.a. die Proteaseresistenz, die Resistenz gegenuber
Denaturierung durch chaotropische Reagenzien und die Bindungsaffinitat zu Kupfer
biochemische Indikatoren zur Differenzierung der Prionstamme dar (Morales et al,.
2007). Daher stellt sich die Frage, wie sich die einzelnen Stamme auf zellbiologischer
Ebene etablieren kénnen und ob sich hierbei ebenfalls Unterschiede erkennen
lassen. Zur Untersuchung dieser Fragestellung kann nur eine Zelllinie genutzt
werden, die fur mehrere Prionstamme nachweisbar empfanglich ist. In einer
vorangegangenen Diplomarbeit wurde die neuronale, RML-infizierte Neuroblastom
Zelllinie ScMHMZ2 subkloniert und schlieldlich durch die Behandlung mit
Pentosanpolysulfat (PPS) von der Prioninfektion geheilt. So konnte der Subklon K21
generiert werden, der fur 22L- und RML-Infektionen hochempfanglich ist. Diese
neuronale Zelllinie ist eines der gangigsten Untersuchungsmodelle und sollte zudem
als Vergleichszelllinie dienen. Ebenso wurde die nicht-neuronale Zelllinie L929 in
dieser Arbeit verwendet, die nach einer Subklonierung fur die drei Maus-adaptierten
Prionstimme 22L, RML und ME7 empfanglich ist. Uber die Endozytose von PrP®
und die méglichen Internalisierungswege von PrP*° einzelner Stamme in persistent
infizierten neuronalen Zellen ist bereits einiges bekannt (2.4; 2.5.2). Fur L929 Zellen
liegen jedoch wenige Daten diesbezuglich vor. Im Folgenden sollte untersucht
werden, welche Rolle Cholesterol fiir die PrP®® Akkumulierung wéhrend einer akuten
sowie persistenten Infektion mit Prionerregern verschiedener Prionenstamme in

unterschiedlichen Zelllinien spielt. Hierfur wurden Substanzen verwendet, die
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persistente Infektionen durch die Veranderungen der Raft-Strukturen beeinflussen
konnen (Taraboulos et al., 1995; Bate et al., 2004; Gilch et al., 2005; Gilch et al.,
2009).

5.1.1 Charakterisierung der murinen Zelllinie L929

Murine L929 Fibroblasten dienen als nicht-neuronale Zellkulturmodelle in der
Prionforschung (Vorberg et al., 2004a). Durch die Subklonierung von L929 Zellen ist
es gelungen, den hochempfanglichen L929 Klon 15.9 zu generieren (Romina Bester,
Institut fur Virologie, Minchen). Dies erdffnet neue Erforschungsmaoglichkeiten flr die
Prionbiologie, da nur wenige nicht-neuronale Zelllinien mit drei unterschiedlichen
Prionstammen infizierbar sind (Nuvolone et al., 2009). Zum einen kann der Einfluss
unterschiedlicher chemischer Inhibitoren auf die Zellbiologie verschiedener
Prionstdamme untersucht werden. Desweiteren ist es mdglich Unterschiede der
Prionstamme bezlglich der Infektionskinetik, des zellularen Aufnahmemechanismus
und des Konversionsortes von PrP® zu PrP°® naher zu beleuchten. Durch die
Verwendung solcher neuer Zellkultursysteme sollte es moglich sein, die Vorgange
wahrend der Infektion mit Prionen genauer zu charakterisieren.

Der L929 Klon 15.9 wurde nach der Infektion acht Passagen kultiviert, um eine
stabile Infektion in den Zellen sicherzustellen. Die Expression von PrPS® wurde nach
einem PK-Verdau mittels Immunoblot analysiert (Abb.23). Die deutlich héchste PrP°
Akkumulierung zeigt sich nach der Infektion mit dem Prionstamm 22L (Spuren 1-4).
Die Infektion mit dem ME7-Stamm (Spuren 9-12) weist nach einer Infektion mit dem
RML-Stamm (Spuren 5-8) die niedrigste PrP5® Menge in dem verwendeten Klon 15.9
auf (Abb. 23).
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L929 Klon 15.9
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Abb. 23: L929 Klon 15.9 ist mit den 3 unterschiedlichen Prionstammen 22L, RML und
ME?7 infizierbar. L929-15.9 Zellen wurden 24 h mit 1%igem Hirnhomogenat von prion-
infizierten Mausen der Stdmme 22L (Spur 1-4), RML (Spur 5-8) und ME7 (Spur 9-12)
inkubiert. Es ist der PrP®¢ Gehalt der 8. Passage nach PK-Verdau im Immunoblot gezeigt.
Die di-, mono- und unglykosylierten Formen von PrP*¢ zeigen Signale bei 27-30, 24 und 19
kDa. Es wurde der PrP-4H11 AK verwendet.

Da es nur wenige Angaben in der Literatur Giber die PrP® Verteilung in L929 Zellen
gibt, wurde in diesem Teil der Arbeit ein Vergleich mit nicht-infizierten MHM2 Zellen
(Klon 21) bezuglich der Oberflachenlokalisierung und der Verteilung in Lipid Rafts
durchgefiihrt (Abb. 24). Das GPl-verankerte Protein PrP° ist in Lipid Rafts lokalisiert
und sollte daher durch eine Gradientenzentrifugation isolierbar sein (Abb. 24 A, B).
Die jeweilige Zellprobe wurde mit unterschiedlich prozentigen Sucroseldsungen
uberschichtet, welche nach der Zentrifugation (siehe 4.4.9) in umgekehrter
Reihenfolge von oben nach unten wieder abgenommen wurden. Diese Fraktionen
wurden im Immunoblot analysiert. Bei den L929 Zellen diente der Lipid Raft Marker,
Caveolin, als Kontrolle. Bei den Versuchen mit MHM2 Zellen wurde GM1 als Lipid
Raft Kontrollmarker verwendet, weil diese Zellen kein Caveolin exprimieren. Da GM1
ein sehr kleines Protein ist, wurde das Dot Blot Verfahren zur Detektion von GM1
verwendet. Sowohl in L929 als auch in MHM2 Zellen zeigt sich das PrP® Signal
hauptsachlich in den Fraktionen 4-6. Dies korreliert sowohl mit Caveolin als Marker,
als auch mit GM1.
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Abb. 24: PrP€ ist in L929 Zellen und neuronalen Zellen gleich verteilt. Aus L929 Zellen-
15.9 (A, unten) und MHM2-K21 Zellen (B, unten) wurden Lipid Rafts mittels
Gradientenzentrifugation isoliert. Die einzelnen Fraktionen wurden von oben bis zum Boden
des Reaktionsgefalles abgenommen und im Immunoblot mit anti-PrP AK 4H11 analysiert.
Die Expression des Lipid Raft Markers in L929-15.9 Zellen wurde mit anti-Caveolin AK
nachgewiesen (A, oben). In MHM2-K21 Zellen wurde GM1 als Lipid Raft Marker verwendet
und im Dot Blot Verfahren und mittels HRP-gebundenem Choleratoxin Untereinheit B (CtxB)
analysiert (B, oben). C) und D) Um PrP® mittels PIP-LC Verdau von der Membran zu l6sen,
wurden die Zellen 4 h mit und ohne dem Enzym PIP-LC inkubiert. Daraufhin wurde die
Mediumfraktion gesammelt, die Zellen lysiert und mit anti-PrP AK 4H11 im WB entwickelt.
Positionen 1 und 2 in Abb. 24 C und D zeigen das PrP® Signal der Zellen vor und nach PIP-
LC Behandlung. Positionen 3 und 4 (Abb. 24 C, D) stellen die Mediumiiberstande ohne und
mit PIP-LC Verdau dar.
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Die Oberflaichen- und subzelluldre Lokalisierung von PrP® wurde mittels PIP-LC
Verdau untersucht, durch welchen GPI-verankerte Proteine von der Zelloberflache
abgelost werden. Es wurde in mehreren unabhangigen Versuchen nachgewiesen,
dass nach der PIP-LC Behandlung in den Zelllysaten der L929 Zellen weniger PrP°
nachweisbar ist als vor der Behandlung (Abb. 24 C). Diese Reduktion des PrP°
Signals ist jedoch in MHM2 Zellen wesentlich hoher, so dass nach dem PIP-LC
Verdau so gut wie kein PrP® nachweisbar war (Abb. 24D, Spur 2). Aufgrund der
vermehrten Ablésung des PrP® durch den PIP-LC Verdau an der Zelloberflache fand
sich in der Mediumfraktion der MHM2 Zellen vermehrt PrP® (Abb. 24D, Spur 4) im
Gegensatz zur Mediumfraktion ohne PIP-LC Behandlung (Abb. 24D, Spur 3). Im
unbehandelten Medium der L929 Zellen kann mehr PrPC als im Medium der MHM2
Zellen (Abb. 24C/24D, Spur 3) nachgewiesen werden, was moglicherweise auf
vermehrte Sekretion hinweisen kdnnte. Diese Hypothese kann bislang jedoch nicht
mit veroffentlichten Ergebnissen bestatigt werden. Eigene vorlaufige Daten zeigen
vermehrt Exosomen in L929 Zellen im Vergleich zu MHM2 Zellen. Dies konnte
vielleicht ein Hinweis auf vermehrte PrP® Sekretion darstellen. Da sie
Exosomenisolierung jedoch nur einmalig durchgeflhrt wurde, werden diese Daten
nicht explizit gezeigt. Nach dem PIP-LC Verdau ist die Menge an PrP® im Medium
der L929 Zellen wie erwartet erhoht (Abb. 24C, Spur 4), jedoch nicht so stark wie in
MHM2 Zellen. In den Zelllysaten der L929 Zellen zeigt sich eine geringe
Verminderung des PrP® Signals nach PIP-LC Zugabe (Abb. 24C, Spuren 1 und 2),
was sich mit den Ergebnissen in der Mediumfraktion entspricht. Dies weist darauf
hin, dass die PrP® Verteilung an der Plasmamembran in den L929 Zellen der der
MHM2 Zellen dhnelt (Abb. 24C/D). Das membrangebundene PrP® der L929 Zellen
scheint jedoch nicht vollstandig von dem Enzym PIP-LC abgeldst werden zu kénnen
(Abb. 24C/D, Spur 2). Da das Enzym PIP-LC groRe Mengen an PrP® in MHM2 Zellen
ablésen kann, miisste das PrP® hauptsachlich an der Zelloberflaiche der MHM2
Zellen lokalisiert sein. Dagegen sezernieren L929 Zellen wohl mehr PrP® ins Medium
als MHM2 Zellen. Der Phosphoinositolphospholipase C gelingt es nur geringe
Mengen das PrP® von den Zelloberflichen abzuspalten, weshalb die Mdglichkeit
besteht, dass das zelluldre PrP® vorwiegend innerhalb der L929 Zellen lokalisiert ist.

Zusammenfassend kann man sagen, dass das PrP¢ der L929 und MHM2 Zellen in
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Lipid Rafts lokalisiert. Jedoch scheint die Verteilung des PrP° innerhalb der Zellen

unterschiedlich zu sein.

5.1.2 Veranderungen des Cholesterolmetabolismus beeinflussen

die akute Infektion von verwendeten Saugerzellen

Versuche, in welchen Cholesterol aus Membranen extrahiert wurden, fuhrten zu
einem Herauslésen von Proteinen aus den Raft-Regionen (Cerneus et al., 1993;
Ledesma et al., 1998; Scheiffele et al., 1997). Es gibt Veroffentlichungen die zeigen,
dass PrP® und PrPS° mit DRMs assoziiert sind und vermutlich sowohl in der Funktion
des PrP® eine Rolle spielen als auch in der Konversion zu PrP%° (Mouiillet-Richard et
al., 2000; Naslavsky et al., 1999; Naslavsky et al., 1997; Taraboulos et al., 1995).
Zahlreiche  Studien weisen darauf hin, dass die PrP-Konversion in
Zellkulturexperimenten eine Beteiligung der Rafts bendtigt (Kaneko et al., 1997; Vey
et al., 1996), was eine Erklarung daflr ware, dass eine Extraktion von Cholesterol die
PrPS¢ Akkumulierung in persistent infizierten Zellen unterbindet (Taraboulos et al.,
1995). Daher sollte in diesem Teil der Arbeit die Abhangigkeit der Prioninfektion von
Cholesterol in neuronalen und nicht-neuronalen Zellen getestet werden. Durch die
Verwendung verschiedener Inhibitoren, die den zellularen Cholesterolgehalt
verandern, sollten zudem mogliche Unterschiede zwischen akuter und persistenter

Infektion unterschiedlicher Prionstamme untersucht werden.

Da die meisten veroéffentlichten Inhibitorstudien in persistent infizierten N2a Zellen
durchgefuhrt wurden, wurde in dieser Arbeit der MHM2 Klon K21 als Kontrollzelllinie
verwendet. Diese neuronale Zelllinie ist jedoch nur mit 22L und RML infizierbar. Als
Beispiel fur eine nicht-neuronale Zelllinie diente der Subklon 15.9 der Fibroblasten
L929. Diese Zellen sind mit den Prionstammen 22L, RML und ME7 infizierbar. In
Abbildung 25 wird der experimentelle Ablauf der akuten Infektion mit gleichzeitigem
Einsatz der erwahnten Substanzen gezeigt. MHM2 Zellen (K21) wurden in einer
Konzentration von 5x10* Zellen, L929 Zellen (K15.9) in einer Konzentration von
1x10° ausgesat. Um eine Wirkung der verschiedenen Inhibitoren wahrend einer
akuten Infektion zu gewahrleisten, wurden die Zellen nach 24 h fur 3 h mit den

Inhibitoren vorinkubiert. Die Infektion mit Hirnhomogenat (4.4.11) fand ebenfalls in
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inhibitorhaltigem Medium statt. Nach 4 h wurde das Hirnhomogenat mit den

Inhibitoren entfernt und die Zellen in Vollmedium weiter kultiviert (Abb. 25).

Zellen aussaen

Nach 24 h: 3 h
Inhibitorenzugabe

4 h Inhibitoren +
Hirnhomogenat

Waschen der Zellen
Passagieren
WB-Analysen

Abb. 25: Schematische Darstellung der Verwendung von chemischen Inhibitoren in
Verbindung mit einer akuten Prioninfektion. Zellen werden 3 h mit Inhibitoren
vorbehandelt. Nach einem Mediumwechsel werden die verwendeten Inhibitoren mit den
jeweiligen Prionstammen fur 4 h inkubiert. Danach kénnen die Zellen weiter passagiert und
unterschiedliche Analysemethoden zur Kontrolle einer Neuinfektion durchgefuhrt werden.

Die Inkubationszeit des Hirnhomogenates konnte genauer eingegrenzt werden, da in
einer vorausgegangenen Infektionskinetik in 3F3 transduzierten Hippocampus Zellen
(HpI3F4) mit 22L-Prionen bereits nach 3-5 h eine effiziente Infektion detektierbar war
(Abb. 26). Die verwendeten Hpl3F4 Zellen wurden zuvor subkloniert und der
hochempfangliche Klon11 generiert. Trotz Subklonierung blieben die Hpl3F4 Zellen
nur fur den Prionstamm 22L infizierbar und wurden daher in den weiteren Studien
dieser Arbeit nicht verwendet. Da sich diese kurze Inkubationszeit des
Hirnhomogenats jedoch auch in L929 und MHM2 Zellen als dulerst effektiv fur eine
akute sowie persistente Infektion herausgestellt hat, wurde ein Zeitfenster von 4 h

fur die folgenden Versuche beibehalten. Trotz der kurzen Inokulationszeit des
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Hirnhomogenats konnte zudem eine persistente Infektion in diesen Zellen aufgezeigt

werden.

kDa Hpl3F4 Klon11
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Abb. 26: Infektionskinetik des 22L-Prionstammes in 3F4 transduzierten Hpl Zellen
(Klon11). Der Subklon K11 wurde in einer Zeitkinetik von 30 min bis 96 h mit 1%igem
Hirnhomogenat von prion-infizierten Mausen des 22L Stammes inkubiert. Es ist der PrPs°
Gehalt der ersten Passage nach Inkubation des Hirnhomogenates (2. Passage) nach PK-
Verdau gezeigt. Die di-, mono- und unglykosylierten Formen von PrPS® zeigen Signale bei
27-30, 24 und 19 kDa. Es wurde der PrP-3F4 AK verwendet.

Die Unterscheidung von neu synthetisiertem PrP%¢ und PrPS® Inokulum erfolgte in
dieser Arbeit indirekt Uber die Passagendauer. Zudem konnte in eigenen
Vorversuchen mit der Zelllinie L929 gezeigt werden (Daten werden nicht gezeigt),
dass der Nachweis von de novo PrP%¢ erst nach 24 h méglich ist (Vorberg et al.,
2004b). Der Nachweis von neu gebildetem PrP5¢ wurde in der ersten Passage nach

der Neuinfektion gezeigt. Durch die vorangegangene Infektionskinetik mit neuronalen
Hpl3F4 Zellen (Abb. 26), konnte nachgewiesen werden, dass bereits nach einer 3-4
stindigen Inokulation mit Hirnhomogenat, in der ersten Passage nach Neuinfektion

(8 Tage, Passage 2) neu synthetisiertes PrP%¢ in den Zellen detektierbar war.

Die verwendeten Inhibitoren beeinflussen in unterschiedlicher Weise den
Cholesterolgehalt der Zellmembran. Progesteron ist bekannt dafir, dass es u.a. die
Cholesterolveresterung im rauhen ER unterbindet, und es so zu einer Veranderung
der Lipidviskositat und der Protein-Lipid Interaktion kommt (Lange et al., 1994, Bate
et al., 2008). Progesteron blockiert den intrazellularen Transport von Cholesterol,
insbesondere den Transport vom endoplasmatischen Retikulum zu den Caveolae an
der Plasmamembran (Sviridov et al., 2001; Smart et al., 1996). Filipin hat eine hohe

Affinitat zu Cholesterol und zerstort so die Struktur der Caveolae, wobei eine

82



ERGEBNISSE

Ansammlung von GPI-verankerten Proteinen verhindert wird (McGookey et al., 1983;
Bolard J., 1986; Rothberg et al., 1992). Nystatin ist ein Antimykotikum, das in die
Permeabilitat der Lipidmembranen eingreift, indem es wie Filipin an Cholesterol
bindet und so die Funktion der Caveolae inhibiert (Rothberg et al., 1992; Marella et
al., 2002; Hac-Wydro et al., 2007).

In den Experimenten dieser Arbeit fihrt Nystatin in L929 Zellen wahrend der akuten
Infektion zu einer Reduktion der Prioninfektion, wobei der starkste Effekt bei
Prionstamm ME7 zu erkennen ist. Bei Betrachtung der PrP® Expression in akuter
22L-Infektion mit Nystatin weisen die L929 Zellen insgesamt mehr totales PrP auf.
Dagegen hat Progesteron in L929 Zellen die gegenteilige Wirkung. Progesteron flhrt
zu einer héheren PrP%° Akkumulierung wahrend der akuten Infektion mit allen drei
Stammen ME7, 22L und RML. Filipin hat keinen signifikanten Einfluss auf die akute
Infektion aller drei Prionstamme in L929 Zellen (Abb. 27). Die Ergebnisse der akuten
Infektionen in L929 Zellen zeigen, dass die Wirkungsweisen der Inhibitoren auf eine

Prionstammspezifitat hindeuten.
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Abb. 27: PrP*® Gehalt in akut infizierten L929 Zellen (Klon 15.9). Zellen wurden mit
Nystatin (25 pg/ml), Progesteron (10 pg/ml) und Filipin (5 pug/ml) fir 3 h vorbehandelt und
wahrend der Infektionszeit von 4 h mit inkubiert (Abb. 25). Unbehandeltes Hirnhomogenat
dient als Positivkontrolle und bezeichnet Zellen, die mit dem jeweiligen prion-infizierten
Gehirn inkubiert wurden ohne Zugabe von Inhibitoren. Die Proteine wurden mit dem PrP-
4H11 AK in der ersten Passage nach der Infektion (2. Passage) im Immunoblot detektiert.
Neben PrP*¢ ist ebenfalls PrP® abgebildet und als Ladungskontrolle diente die Detektion von
Aktin. PrP%¢ Signal in L929 Zellen mit Inhibitorenzugabe und akuter Infektion mit ME7 (A),
22L (B) und RML (C). D) Die PrP*® Signale, der mit Inhibitoren behandelten L929 Zellen
(Nystatin, Progesteron, Filipin), werden als PrPS® Gehalt in % dargestellt und reprasentieren
den Mittelwert von zwei unabhangigen Experimenten (n=2, Doppelansatz). Die statistische
Auswertung erfolgte mittels ,paired t-test, wobei die Menge an gemessenen PrP*¢ in
Relation zur Kontrolle (unbehandelt) gestellt wurde, die immer auf 100% gesetzt wurde (p-
Werte: * = p<0.05, ** = p<0.01, ns = nicht signifikant).
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Wahrend der akuten 22L-Infektion der MHM2 Zellen weist Nystatin keine Wirkung
auf. Im Gegensatz dazu fuhrt die Gabe des Antimykotikums zu einer vdlligen
Blockierung der RML-Infektion. Daher scheint Nystatin auch bei der akuten Infektion
der MHM2 Zellen eine stammspezifische Wirkung aufzuzeigen. Nystatin wirkt daher
sowohl in L929 als auch in MHM2 Zellen inhibierend auf die PrPS° Bildung. Jedoch
zeigt sich die Blockierung der PrP®® Akkumulierung in L929 Zellen nur im Falle der
ME7 Infektion und in MHMZ2 Zellen nur wahrend der akuten RML Infektion.
Progesteron inhibiert die PrpSe Bildung wahrend der akuten 22L-Infektion, jedoch ist
diese Wirkung wahrend der RML-Infektion der MHM2 Zellen nicht signifikant.
Interessanterweise akkumuliert PrPS® in L929 Zellen bei der Zugabe von
Progesteron, wahrend in MHM2 Zellen die Bildung von PrPS° sehr stark abnimmt
(Abb. 27C, 28C). Diese Zellspezifitat zeigt sich bei der Betrachtung der Ergebnisse
nur nach Behandlung mit Progesteron in der Phase der akuten Infektion. Insgesamt
betrachtet zeigt Filipin keine grélReren Effekte bezlglich der PrpSe Akkumulierung
wahrend akuter Infektionen (Abb. 28).
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Abb. 28: PrP* Gehalt in akut infizierten MHM2-K21 Zellen. Zellen wurden mit Nystatin (25
pug/ml), Progesteron (10 pg/ml) und Filipin (5 pg/ml) fur 3 h vorbehandelt und weiterhin
zusammen mit dem Hirnhomogenat wahrend der Infektionszeit von 4 h inkubiert (Abb. 25).
Die unbehandelte Probe bezeichnet mit dem jeweiligen Prionstamm akut infizierte Zellen
ohne Zugabe von Inhibitoren, welche als Positivkontrolle dienen. Die Proteine wurden mit
dem PrP-4H11 AK in Immunoblot detektiert. Neben PrP®° ist ebenfalls PrP¢ abgebildet und
als Ladungskontrolle diente die Detektion von Aktin. PrP%¢ Signal in MHM2 Zellen mit
Inhibitorenzugabe und akuter Infektion mit 22L (A) und RML (B). C) Die PrP*® Signale, der
mit Inhibitoren behandelten MHM2 Zellen (Nystatin, Progesteron, Filipin), werden als PrP%°
Gehalt in % dargestellt und reprasentieren den Mittelwert von zwei unabhangigen
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Experimenten (n=2, Doppelansatz). Die statistische Auswertung erfolgte mittels ,paired t-
test’, wobei die Menge an gemessenen PrPS® in Relation zur Kontrolle (unbehandelt) gestellt
wurde, die immer auf 100% gesetzt wurde (p-Werte: *** = p<0.001, ns = nicht signifikant).

Es ist bekannt, dass Filipin in N2a Zellen die PrP°-Endozytose hemmt und es zu
einer Sekretion von PrP® filhrt (Marella et al., 2002). Um diesen Effekt in L929 Zellen
zu untersuchen, wurde in einer Immunfluoreszenz PrP in L929-3F4 Zellen angefarbt
und mdgliche Veranderungen an der Oberflache bzw. intrazellular nach der Zugabe
der verwendeten Substanzen beobachtet (Abb. 29). Um eine Oberflachenfarbung
darstellen zu konnen, mussten die Zellen bereits vor der Fixierung mit einem Anti-
PrP Antikorper angefarbt werden. Im Gegensatz zur intrazellularen Farbung, bei
welcher die Zellen direkt fixiert werden und anschlieRend mit einem Anti-PrP
Antikérper inkubiert werden. Aus diesem Grund wurden zwei Farbungen
durchgefilhrt. Da L929 Zellen nur eine sehr geringe Menge an PrP® exprimieren,
wurden die L929 Zellen zuvor mit dem 3F4-Epitop transduziert, um in der
Immunfluoreszenz eine deutliche PrP€ Farbung der Zellen erreichen zu kénnen. Da
es sich hierbei um ein semiquantitatives Verfahren handelt, kann lediglich eine
Aussage Uber die Oberflaichen- sowie intrazelluldren Verteilung des PrP® der L929-
3F4 Zellen nach Zugabe der Inhibitoren gemacht werden. Die Kernfarbung dient in
diesem Fall der deutlicheren Darstellung der einzelnen Zellen. Die Oberflachen- und
intrazellulare Expression von 3F4-PrP ist in L929-3F4 Zellen zeigt nach der
Inkubation mit den Inhibitoren Nystation, Progesteron und Fllipin keine

Veranderungen.
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L929-3F4 + Nystatin

L929-3F4 + Progesteron

L929-3F4 + Filipin

Abb. 29: Die Oberflachenexpression von 3F4-PrP ist in L929-3F4 Zellen durch die
Inkubation mit den verwendeten Inhibitoren nicht verandert. L929 Zellen, die zuvor mit
dem 3F4-Epitop transduziert wurden, wurden fixiert und mit dem PrP-3F4 Antikorper
angefarbt (grin). Zellkerne wurden mit Hoechst gefarbt (blau). Es wurde eine
Immunfluoreszenz durchgefiihrt und die Proben mittels konfokaler Mikroskopie analysiert.
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5.1.3 Einfluss von Inhibitoren auf die persistente Infektion

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung cholesterol-interagierender
Inhibitoren auf PrP¢ in persistent infizierten L929 und ScMHM2 Zellen. Hierbei sollte
insbesondere auf Veranderungen der PrpSe Menge der verschiedenen Prionstamme
geachtet werden, da die Verwendung der Inhibitoren in persistent infizierten Zellen
die Bildung von PrPS® unterbinden kann (Marella et al., 2002). In Abbildung 29 ist der
experimentelle Ablauf der Inhibitorbehandlung persistent infizierter Zellen bildlich
dargestellt. Mit den Prionstammen 22L, RML, ME7 persistent infizierte L929 Zellen
und 22L und RML persistent infizierte SCMHM2 Zellen wurden vor dem Aussaen auf
die PrPS¢ Akkumulierung im WB getestet. Daraufhin wurden die Zellen mit Nystatin,
Filipin und Progesteron Uber einen Zeitraum von vier Tagen behandelt (siehe 3.3).
Nach diesem Zeitraum wurden die Zellen lysiert und auf eine mdgliche Anderung des
PrPS° Gehalts hin analysiert.

Zellen
aussaen

Nach 24 h Inhibitorzugabe

Nach 4 Tage
Inhibitorinkubation: Lyse der
Zellen und Analyse

Waschen der Zellen
WB-Analysen

Abb. 30: Schematische Darstellung der Verwendung von chemischen Inhibitoren in
Verbindung mit einer persistenten Prioninfektion. Zellen werden ausgesat und nach 24 h
mit Inhibitoren vier Tage behandelt. Danach werden die Zellen beziiglich des PrP%° Gehalts
analysiert.
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Wahrend die RML-PrPS° Akkumulierung durch die Inkubation von Nystatin in L929
Zellen noch verstarkt wird, wird in 22L-infizierten L929 Zellen kaum eine Wirkung
beziiglich der PrP%® Anreicherung erreicht (Abb. 31 C, B) Dagegen wird die PrP%°
Akkumulierung in der ME7-Infektion fast vollig unterbunden (Abb. 31 A). Filipin hat
eine inhibierende Wirkung auf PrP5¢ Anhaufung von 22L-Prionen, jedoch kaum einen
Effekt auf die Akkumulierung von ME7-PrP%¢ (Abb. 31 B, A). RML-infizierte L929
Zellen weisen im Gegensatz dazu eine enorm erhdhte PrPS¢ Akkumulierung bei einer
Inkubation mit Filipin auf (Abb. 31 C). Progesteron zeigt keine inhibierende Wirkung

auf die PrP%° Anreicherung der drei Prionstamme in L929 Zellen.

Nystatin hat keine effiziente Wirkung auf 22L-infizierte SCMHM2 Zellen, flhrt jedoch
zu einer hoheren PrPs° Menge in RML-infizierten ScMHM2 Zellen. Filipin dagegen
unterbindet die PrPS® Akkumulierung in RML-infizierten ScMHM2 Zellen sehr
deutlich, wobei kein Effekt in 22L-infizierten Zellen zu erkennen ist (Abb. 32).
Progesteron inhibiert sowohl in 22L- als auch in RML-infizierten SCMHM2 Zellen die
PrPS¢ Akkumulierung duferst effektiv. Insgesamt scheint allgemein die 22L-Infektion
weniger sensitiv auf die Veranderung des Cholesterols durch die verwendeten
Substanzen zu reagieren. Die Daten der persistenten Infektionen weisen darauf hin,
dass die inhibitorischen Effekte prionstamm-spezifisch sein kénnen. Insbesondere
wird die prionstamm-spezifische Wirkung nach der Zugabe von Nystatin in persistent
infizierten L929 Zellen deutlich. Durch Inkubation mit Progesteron kann keine
Abnahme des PrP*¢ Signals in L929 Zellen beobachtet werden. Jedoch unterbindet
Progesteron in infizierten ScMHMZ2 Zellen eine Prpse Akkumulierung nahezu
vollstandig (Abb. 31, 32). Diese Experimente gaben Hinweise darauf, dass die
Inhibitoren ebenfalls zelltypabhangige Wirkungen haben konnen. Die neuronale
Zelllinie scheint hierbei generell anfalliger fur Veranderungen des Cholesterols zu

sein.

90



ERGEBNISSE

b c = c =
[ [ o [ o [}
5 2 5 2 s 2
[0) c ..q_-,’ c [ -
c - = ® = 7] ©
£ 5 © = @ © ) c <
w o c e © ] c < ®© c S
= = 0] = D a Q ® 2 (=% e
7] = Q o @\ le) = o = o =
> = = c > T iT = z a i 5
p [ S P o L B r— 1 11 1
kDa | ||—n'—|- [ | kDa T 10 10 1T 1 kDa
30 . e W e — v 30 _— —
PK+
20.1 -- 20.1 -- D
- 30 --L
30 30 --
20.1 -- 20.1 --
20.1 -- b -
CEIRS N —— IGAPDH
Passage 6 Passage 6
JUU JUU JUU *
2cn | 2cn | 20 T
L 0 L B0 L B0 i ok
S oz S 2001 ns L ;i B H
© ns ns © %) = NS —
o £n - o £n T (D £n | T ——}§
50 7 T 58 i ns * 504 = i i
B ann = = B oann | == T & e | = =
o it *x — — — o iuU — T i — o fitit) — — — —
- —— | ——} [ L} —— |} |} L} ——— | |}
A rnl o B = = 0o ., = = = = O | = = = =
it — — — — it — — — — it — — — —
Nl I B N Nl I B Nl I B
& & £ ba\'- & & £ ba\'- & & £ ba\'-
& &e‘ S\Q S & <& Q\(\Q S 4 &e‘ ‘\(‘\Q s
& ) o K ) & K ) &
K e K3 £ K e
o & oV & oV &

Abb. 31: PrP®® Gehalt in persistent infizierten L929 Zellen (Klon 15.9). Zellen wurden mit
Nystatin (25 pg/ml), Progesteron (10 pg/ml) und Filipin (5 pug/ml) fir einen Zeitraum von 4
Tagen behandelt. ,Unbehandelt” bezeichnet mit dem jeweiligen Prionstamm infizierte Zellen
ohne Zugabe von Inhibitoren, welche als Positivkontrolle dienen. Die Proteine wurden mit
dem PrP-4H11 AK in der 6. und 8. Passage nach der Infektion im Immunoblot detektiert. Als
Ladungskontrolle diente die Detektion von GAPDH. PrP® und PrP® Signal in L929 Zellen
nach Inhibitorenzugabe und Infektion mit ME7 (A), 22L (B) und RML (C). D) Die PrP%¢
Signale, der mit Inhibitoren behandelten L929 Zellen (Nystatin, Progesteron, Filipin), werden
als PrP% Gehalt in % dargestellt und représentieren den Mittelwert von zwei unabhangigen
Experimenten (n=2, Doppelansatz). Die statistische Auswertung erfolgte mittels ,paired t-
test, wobei die Menge an gemessenen PrP%° in Relation zur Kontrolle (unbehandelt) gestellt
wurde, die immer auf 100% gesetzt wurde (p-Werte: * = p<0.05, ** = p<0.01, ns = nicht
signifikant).

91



ERGEBNISSE

=
= c s ©
© S & 2
c c i) £ - ®
3 = @ ® 3 c 5
S S [0} c gL > = ©
3 > & ? 3 8 2
= pd o [ —z—] ,—Q-—| ‘—“-—|
kDa I 11 1T 11 | kDa | M
30 -- —
— PK+
- ——
20.1 -- >
30 --
30 --
20.1 --
201 - Lo
IGAPDH s [IGAPDH
Passage 4 Passage 4
200 200
= 1480 ns = 150 *
I 1 2 I
[} [——1| [} —
O 480 0 — — O ian — I
g ] ] ok ¢ | S [ |
o &
S B o M W - B
R . . N
[ | ] [ | [ | [ | [ | [ | [ |
[ | ] [ | [ | [ | [ | [ | [ |
0 ==m  wmm _— 0 —Eemm seee 0 s —
Y - -~ -~ -~ ~ -~ Y
2 o o & o™ o o W2
o P g & & & & s
¢ & 4 d < 27 N 27
0 N 02 N o7 X
> ol <<t >

Abb. 32: PrP®® Gehalt in persistent infizierten SCMHM2 Zellen (K21). Zellen wurden mit
Nystatin (25 pg/ml), Progesteron (10 ug/ml) und Filipin (5 ug/ml) 4 Tage behandelt. Mock
bezeichnet mit dem jeweiligen Prionstamm infizierte Zellen ohne Zugabe von Inhibitoren,
welche als Positivkontrolle dienen. Die Proteine wurden mit dem PrP-4H11 AK in der 4.
Passage im Immunoblot detektiert. Als Ladungskontrolle diente die Detektion von GAPDH.
PrP5¢ und PrP° Signal in SCMHM2 Zellen nach Inhibitorenzugabe und persistenter Infektion
mit 22L (A) und RML (B). C) Die PrP®° Signale, der mit Inhibitoren behandelten ScMHM2
Zellen (Nystatin, Progesteron, Filipin), werden als PrP%® Gehalt in % dargestellt und
reprasentieren den  Mittelwert von zwei unabhangigen Experimenten (n=2,
Doppelansatz).Die statistische Auswertung erfolgte mittels ,paired t-test, wobei die Menge
an gemessenen PrP%° in Relation zur Kontrolle (unbehandelt) gestellt wurde, die immer auf
100% gesetzt wurde (p-Werte: * = p<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001, ns = nicht signifikant).
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Vergleicht man nun die persistente mit der akuten Infektion, kann folgendes
festgestellt werden. In L929 Zellen scheint eine persistente oder akute 22L-Infektion
nicht besonders anfallig auf Veranderungen von Cholesterol zu sein (Tabelle 8).
Auffallig ist, dass die Wirkung von Progesteron in L929 Zellen bezlglich akuter und
persistenter RML-Infektion immer gegenteilig zu sein scheint. Das heil3t, dass
Progesteron beispielsweise eine PrPS® Akkumulierung wahrend einer akuten RML-
Infektion begulnstigt, jedoch keine signifikanten Effekte auf persistent RML-infizierte
L929 Zellen hat (Abb. 27 C, 31 C). Dieser Effekt zeigt sich ebenso in 22L- und ME7-
Infektionen der L929 Zellen (Abb. 27 A, B; 31 A, B). ME7-Infektionen, akut und
persistent, werden mittels Nystatin inhibiert. Dagegen fuhrt Progesteron zu einer
vermehrten PrP®® Akkumulierung in der akuten ME7-Infektion, wobei persistent kaum
eine Wirkung vorhanden ist (Abb. 27 C, 31 C). Wie schon erwahnt, reagieren die
verwendeten neuronalen Zellen sensitiver auf die jeweilige Veranderung des
Cholesterols. Die verwendeten Substanzen haben sowohl in persistent 22L-
infizierten ScMHM2 Zellen als auch in akut 22L-infizierten MHM2 Zellen eine
vergleichbare Wirkung. Interessanterweise zeigen jedoch auch die MHM2 Zellen, wie
die L929 Zellen, bei der RML-Infektion gegenteilige Effekte, je nach Art der Infektion.
Nystatin inhibiert beispielsweise die akute RML-Infektion in MHM2 Zellen so gut wie
vollstandig, unterstiitzt dagegen die PrP®® Akkumulierung in der persistenten RML-
Infektion in SCMHM2 Zellen (Abb. 28 C, 32 C; Tabelle 8).

Durch diese Versuche kdnnen verschiedene Aussagen Uber persistente und akute
Infektionen sowie Uber stammspezifische und zellartspezifische Phanomene
gemacht werden. Mit Hilfe der verwendeten cholesterol-reduzierenden Substanzen,
die die Lipid Raft Strukturen innerhalb der Plasamembran auf unterschiedliche Arten
manipulieren, kdnnte man vermuten, dass verschiedene Endozytosewege wichtig fur
die Etablierung einer persistenten Infektion sein kdnnen. Diese Erkenntnisse zeigen
nicht nur die Relevanz solcher Inhibitorentests auf, sondern machen zudem deutlich,
dass die Erforschung der Zellbiologie der Prioninfektion essentiell fur das
Verstandnis des Zusammenspiels zwischen Zellen und verschiedenen

Prionstammen ist.

93



ERGEBNISSE

akut | pers |akut |pers |akut |pers |akut pers akut | pers
Nystatin = = - + - - = = = +
Progesteron |- - = - + = + = + =
Filipin = = = - = = = - = +

Tabelle 8: Zusammenfassende Tabelle der inhibitorischen Effekte der in Abb. 26, 27,
30 und 31 gezeigten PrP*° Levels. Vergleich des PrP%® Gehalts der MHM2 und L929 Zellen
wahrend akuter und persistenter Infektion bei Verwendung unterschiedlicher Inhibitoren. +
(mehr PrP%° als Kontrollzellen) und — (weniger PrP* als Kontrollzellen) zeigen die PrP%°
Menge im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle an, wobei = in etwa den PrPS® Gehalt der
Kontrollzellen (unbehandelt) entspricht.
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5.2 Charakterisierung Endozytoseprotein-defizienter und
Rabprotein-defizienter L929 Zellen wahrend der akuten

Infektion mit verschiedenen Maus-adaptierten Prionstammen

5.2.1 Wichtige Proteine der Internalisierungsprozesse und

intrazellularen Transportwege

Da aufgrund vorangegangener Ergebnisse (5.1.2, 5.1.3), verschiedene
Endozytosewege zur Etablierung einer Prioninfektion essentiell zu sein scheinen,
wurden in einem weiteren Teil dieser Arbeit die Auswirkungen auf die PrP%® Menge in
den nicht-neuronalen L929 Zellen durch die Manipulation des Rab-abhangigen
Vesikeltransports untersucht. Da einzelne pharmakologische Substanzen ein relativ
grolRes Wirkungsspektrum besitzen kdnnen und teilweise unspezifische Reaktionen
hervorrufen kénnen, wurde zudem durch transiente siRNA-Transfektion die
Expression bestimmter Rabproteine in L929 Zellen erniedrigt. Da Rabproteine mit
speziellen Vesikeln des endozytotischen Prozesses assoziiert sind (2.3), ist es
wahrscheinlich, dass sie ebenfalls am intrazellularen PrP-Transport beteiligt sind.
Aus diesem Grund koénnten durch eine funktionelle Inhibierung mittels siRNA
zellbiologisch bestimmende Faktoren definiert werden. Diese sind mdglicherweise
Zelltyp- und/oder Prionstamm-spezifisch bei der Etablierung einer Prioninfektion

beteiligt.

Da Lipid Rafts bei der Endozytose des PrP mdglicherweise eine Rolle spielen, wurde
deshalb auch die Funktion der Endozytoseproteine Clathrin und Caveolin, welche
direkt an der Zellmembran bei der Internalisierung von Substanzen wirken, mittels
siRNA-Transfektion in dieser Arbeit naher untersucht. Der weitere Transport
zwischen bestimmten Zellorganellen und Vesikeln ist streng durch Rab-GTPasen
reguliert (2.3.1; Abb. 33). Diese tber Rabproteine regulierten Bereiche des zellularen
Transports sollten in dieser Arbeit bezlglich akuter Infektionen mit unterschiedlichen
Prionstammen untersucht und mdgliche Unterschiede definiert werden. Es wurden
bereits Studien in persistent infizierten Zellen und bei der akuten Aufnahme von

PrpSe durchgeflihrt, in denen die Expression von diversen Rabproteinen manipuliert
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wurden (Béranger et al., 2002; Magalhaes et al., 2005; Zafar et al., 2011; Gilch et al.,
2009). In diesen Versuchen wurden unterschiedliche Zelllinien verwendet und
verschiedene Rabproteine (wie Rab4, 7 und 9) betrachtet. Die Experimente fuhrten
zu Veranderungen in der PrP® Aufnahme und Akkumulierung (6.6). Des Weiteren
konnte eine direkte Interaktion von Rab7 und Rab11 mit PrP® nachgewiesen werden
(Massignan et al., 2010; Zafar et al., 2011).

Rab11,. %
Golgl : |
e X we, Hab9

Rab7 J

Rab:z(% ogam LE
o

Lysosome
ER

Abb. 33: Intrazellularer Vesikeltransport ausgewdahlter Rab-GTPasen vom
endoplasmatischen Retikulum (ER) Uber den Golgi-Apparat an die Zelloberflache.
Molekile kénnen zum einen in konstitutive, sekretorische Vesikel (constitutive secretory
vesicles, CV), zum anderen in regulatorische, sekretorische Vesikel (regulated secretory
vesicles, RV) transportiert werden. Extrazellulare Partikel werden in frlhen Endosomen
(early endosomes, EE) aufgenommen und kénnen entweder direkt zurlick zur Zelloberflache
transportiert werden oder Uber Recycling Endosomen (RE) zurlck zur Zelloberflache
gelangen. Die endozytierten Partikel kdbnnen zu spaten Endosomen (late endosomes, LE)
und Lysosomen weitertransportiert werden. Die Lokalisierung ausgewahlter Rabproteine ist
in den jeweils spezifischen Membrankompartimenten dargestellt (entnommen aus Stenmark
& Olkkonen, 2001 und modifiziert).
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5.2.2 Transiente Transfektion von L929 Zellen mittels siRNA gegen

diverse Endozytoseprotein- und Rabprotein-Gene

Zur Feststellung einer moglichen Ko-Lokalisierung von PrP® mit unterschiedlichen
Rabproteinen, wurde in dem folgenden Immunofluoreszenzversuch PrP® zusammen
mit den frihen und spaten Endosomen sowie dem Recyclingsystem untersucht. Die
verwendeten L929 Zellen wurden mit dem 3F4-Epitop transduziert, um die
urspriangliche geringe PrP® Expression der L929 Zellen besser nachweisen zu
konnen. L929-3F4 Zellen wurden mit GFP-Vektoren, die fir ein Rab4-, Rab9- und
Rab11-GFP Fusionsprotein kodieren, transfiziert und nach 24 h fixiert. PrP® wurde
mit dem 3F4-PrP Antikorper und einem sekundaren Cy3-Antikorper (Abb. 34)
angefarbt. Die Immunofluoreszenzdaten zeigen, dass das PrP® sowohl randstindig
an der Zellmembran als auch intrazellular stark exprimiert wird (zweite Spalte, rot).
Die jeweiligen GFP-Fusionsproteine der verschiedenen Rabproteine sind innerhalb
des Zytoplasmas lokalisiert (erste Spalte, grin). Eine gelbe Farbung bestimmter
Regionen in der Zelle spricht fiir eine Uberlappung von PrP°® und den GFP-
markierten Rabproteinen und indiziert eine mogliche Ko-Lokalisierung in diesen
Bereichen (dritte Spalte). Hier konnte eine Ko-Lokalisierung von zellularem PrP mit
frGhen, Rab4-positiven Endosomen (Reihe 1), spaten, Rab9-positiven Endosomen
(Reihe 2) und Rab11-positiven Recycling Endosomen (Reihe 3), in L929 Zellen

dargestellt werden.
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Abb. 34: Ko-Lokalisierung von PrP° und diversen Rabproteinen in L929-3F4 Zellen. Die
Zellen wurden mit Plasmiden, die fir Rab4-GFP (obere Reihe, griin), Rab9-GFP (mittlere
Reihe, grun) und Rab11-GFP (untere Reihe, grin) kodieren, transfiziert und nach 24 h fixiert.
Das PrP der uninfizierten L929-3F4 Zellen wurden mit dem 3F4-PrP primar AK und einem
sekundaren Cy3-AK angefarbt (mittlere Spalte, rot). Die rechte Spalte zeigt die Uberlappung
des jeweiligen Rabproteines mit PrP¢ (Uberlappung, gelb). Die Auswertung der
Immunofluorenszenzaufnahmen wurde mit einem konfokalen Laserscanning-Mikroskop
durchgefihrt.

Da die Immunofluoreszenz auf eine mogliche Verbindung von PrP und Rabproteinen
hindeutet, wurde im folgenden Teil dieser Arbeit untersucht, ob eine Verminderung
gewisser Rabprotein-vermittelter Transportwege einen Einfluss auf die PrP*°
Akkumulierung hat. Aufgrund dessen wurden transiente Transfektionen von siRNA
gegen Caveolin, die schwere Kette von Clathrin (CHC) und diversen Rabproteinen in
nicht-neuronalen L929 Zellen durchgefihrt. Im folgenden Experiment sollte die
funktionelle Inhibierung spezieller Endozytose-revlevanter Proteine in Form einer

transienten Blockierung mittels siRNA in L929 Zellen erreicht werden (Abb. 35).
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Hierzu wurden L929 Zellen 24 h nach Aussaat mit 20 nmol der jeweiligen siRNA Uber
Lipofektion transient transfiziert. Um die Effizienz der Genausschaltung zum
Zeitpunkt einer spateren Infektion zu ermitteln, wurden die Zellen nach 35 h lysiert
und die Expression des jeweiligen Proteins im Western Blot im Vergleich zu GAPDH
als Ladungskontrolle untersucht. Als Kontrolle wurde eine unspezifisch bindende
siRNA (nonsilencing, NS), parallel zu den zu untersuchenden siRNAs, mitgefuhrt und

in der Statistik als Vergleichskontrolle mit 100% angegeben.
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Abb. 35: Effekte der transienten siRNA Transfektionen. L929 Zellen wurden 24 h nach
dem Aussahen mit der jeweiligen siRNA (20 nmol) mittels Lipofektion in einem 5fach Ansatz
transfiziert und nach 35 h lysiert. Als Kontrolle dienten L929 Zellen, welche mit NS-siRNA
transfiziert wurden. Diese Kontrollen werden in den Auswertungen immer als 100%
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angegeben. Die statistische Signifikanz der Werte wurde mit Hilfe des ,paired t test® ermittelt
(p-Werte: * = p<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001). Zusatzlich zur statistischen Auswertung
sind Western Blots mit Antikdrpern, welche gegen die Proteine, die durch die siRNA des
jeweiligen Versuches gerichtet sind, und GAPDH als Ladungskontrolle abgebildet. A)
Effizienz der Genausschaltung in L929 Zellen, Detektion im Immunoblot mit dem jeweiligen
gegen das auszuschaltende Gen gerichteten AK (A) Caveolin, (B) CHC, (C) Rab4, (D) Rab?7,
(E) Rab9 und (F) Rab11.

Die Effizienz der Genausschaltung der unterschiedlichen Proteine in Abbildung 35
wurde im Vergleich zur Ladungskontrolle GAPDH mittels photodensitometrischer
Analyse der Western Blots (ImageQuant TL Software) statistisch ausgewertet (Abb.
35). Da die Effizienz der siRNA Transfektion zwischen 59% und 90% betragt, konnen

somit die folgenden Versuche durchgeflhrt werden.

Um eine eventuelle Wirkung der transfizierten siRNAs auf die PrP® Verteilung in
L929 Zellen zu untersuchen, wurden FACS Analysen durchgefihrt. L929 Zellen
wurden mit siRNA gegen diverse Rabprotein- und Endozytoseprotein-Gene
transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert, um intrazellulares
PrP® mittels FACS Analyse nachzuweisen. Durch Farbung von totalem PrP® zeigt
sich eine leichte Erhdhung der gemessenen PrP¢ Molekiile durch die Transfektion
mit siRNA der Proteine Rab4, Rab7, Rab9, Rab11 und Caveolin. Nach der
Transfektion mit der CHC-siRNA kann man dagegen eine geringfugige Erniedrigung

des totalen PrP® im Vergleich zur NS-Kontrolle erkennen (Abb. 36).
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Abb. 36: Expression von totalem PrP® nach siRNA-Transfektion. L929 Zellen wurden mit
den oben genannten siRNAs transfiziert und 48 h spater wurde das zellulare PrP mit PrP-
4H11 Antikérper angefarbt. Als sekundarer Antikérper wurde ein Cy2-konjugierter anti-IgG
verwendet (siehe 3.4). Als Bezugskontrolle dienen L929 Zellen, welche nur mit NS-siRNA
transfiziert wurden (linke Spalte, obere Reihe). Die Expression von intrazelluldrem PrP°

wurde mittels FACS Analyse untersucht.

Im folgenden Versuch wurden die L929 Zellen wiederum mit den zuvor verwendeten
siRNAs transfiziet. Um nun das PrP® zu messen, das an der Zelloberflache
lokalisiert ist, wurde nach 48 h das membranstandige PrP® an der Zelloberflache
direkt ohne Fixierung angefarbt, um eine Zerstorung der Oberflachenstrukturen zu
verhindern. Da durch die Zugabe von Trypsin Oberflachenproteine degradiert

Trypsin als Negativkontrolle fur die FACS Analyse der
obere Reihe). Die

werden, dient
Oberflachenexpression von PrP® (Mittlere  Spalte,
Oberflachenexpression der PrP® Molekiile nach der Transfektion mit Rab9, Rab11,

Caveolin und Clathrin siRNA bleibt unverandert. Nach der Rab4-siRNA Transfektion
verringert sich die PrP® Oberflachenexpression geringfiigig, dagegen zeigt sich nach
der Behandlung mit Rab7-siRNA eine leichte Erhdhung der Menge an PrP®
Molekulen durch eine leichte Rechtsverschiebung der Messspitze der FACS-

Messung (Abb. 37).
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Abb. 37: Oberflachenfarbung von PrP® nach siRNA-Transfektion. L929 Zellen wurden
mit den oben genannten siRNAs transfiziet und 48 h spater wurde das PrP® in
unpermeabilisierten Zellen mit PrP-4H11 Antikorper angefarbt. Der Cy2-konjugierte anti-IgG
Antikorper diente als sekundarer Antikorper. Als Bezugskontrolle wurden L929 Zellen

verwendet, welche nur mit NS siRNA transfiziert wurden (linke Spalte, obere Reihe).

Insgesamt  kann

jedoch  weder
Oberflachenexpression groke Veranderungen in der PrP® Verteilung nach der siRNA

bei der

intrazellularen

noch

Transfektion der jeweiligen Proteine in L929 Zellen festgestellt werden.
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5.2.3 Akute Infektion der Endozytoseprotein- und Rabprotein-
defizienten L929 Zellen mit drei verschiedenen

mausadaptierten Prionstdmmen

Die Clathrin- oder Caveolin-abhangige Endozytose und die Ablaufe des
intrazellularen Transports werden von Rabproteinen reguliert. Diese sollten nun nach
dem transienten Ausschalten, wahrend der akuten Infektionen mit unterschiedlichen
Prionstammen, untersucht und mogliche Unterschiede aufgezeigt werden. Durch die
Transfektion mit siRNA konnte eine deutliche Abnahme in der Expression der
einzelnen Rabproteine erreicht werden (5.2.2). Diese Methode ist somit geeignet, die
Abhangigkeit der Prionkonversion von Rabproteinen wahrend der akuten Infektion zu
untersuchen. Dazu wurde in folgenden Experimenten der effizient infizierbare L929
Klon 15.9 mit siRNAs gegen diverse Rabproteine transient transfiziert. Nach 24h
wurden die Zellen mit unterschiedlichen Prionstdmmen infiziert (Abb. 38). Die
Inkubationszeit des Hirnhomogenats betragt, wie in den vorangegangenen
Inhibitorenversuchen (5.1.2), lediglich 4 h. Die Kontrolle der Infektion erfolgte in der
ersten Passage nach der Neuinfektion (2.Passage) nach PK-Verdau mittels

Immunoblot.
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Abb. 38: Schematische Darstellung der transienten Transfektion in Verbindung mit
der akuten Prioninfektion. Zellen wurden 24 h nach Aussaat mit der jeweiligen siRNA
transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen mit 1%igem Hirnhomogenat fur 4 h infiziert und
nach einem Mediumwechsel flir weitere 48 h kultiviert. Bereits zu diesem Zeitpunkt konnten
die Zellen auf eine akute Prioninfektion mittels WB getestet werden. Danach konnten die
Zellen weiter passagiert und unterschiedliche Analysemethoden zur Kontrolle einer
Neuinfektion durchgefuhrt werden.

Fir die PrP%® Konversion wahrend einer Prioninfektion miissen gewisse
Vorrausetzungen herrschen. PrP® muss vorhanden (Buehler et al., 1993), korrekt
gefaltet (Nunziante et al., 2005) und in den Lipid Rafts an der Zelloberflache
lokalisieren (Taraboulos et al., 1992; Vey et al., 1996). Die Extraktion von Cholesterol
u.a. aus diesen Membranregionen kann die PrP°® Akkumulierung unterbinden
(Taraboulos et al., 1995). Unterschiedliche Effekte hinsichtlich der PrP°
Akkumulierung  verschiedener Prionstamme konnten  mittels cholesterol-
metabolismus-verandernder Substanzen in dieser Arbeit bereits nachgewiesen
werden (5.1.2 und 5.1.3). Daher liegt die Vermutung nahe, dass verschiedene
Internalisierungswege zur Etablierung einer Prioninfektion essentiell sein konnten.

Die Endozytoseproteine Caveolin und Clathrin wirken direkt an der Zellmembran und
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konnten somit die Etablierung einer Infektion verhindern. Diese sind an den ersten
Internalisierungsschritten von extrazellularen Liganden beteiligt. Aus diesem Grund
wurden L929 Zellen, nach einer Blockierung der Expression der beiden genannten
Proteine, mit unterschiedlichen Prionstammen akut infiziert. So kann eine maogliche
Infektion Uber die PrPS° Akkumulierung im Immunoblotverfahren genauer untersucht
und verglichen werden.

ME7- und 22L-Infektionen zeigen eine signifikante Reduktion der PrPS® Menge bei
Ausschaltung des Gens fur Clathrin-HC. Dagegen fuhrt der Clathrin-Knockdown bei
der RML-Infektion zu einer verstarkten PrPS® Akkumulierung (Abb. 39). In Abbildung
40 kann man erkennen, dass eine RML-Infektion mit einem Caveolin-KO fast nicht
moglich ist. Die Caveolae-vermittelte Endozytose scheint daher essentiell fur eine
akute RML-Infektion zu sein. Das Fehlen von Caveolin wahrend der 22L- und ME7-
Infektion fiihrt zu einer erhdhten PrPS® Akkumulierung (Abb. 41). Jedoch kénnen
clathrin coated pits nur Partikel einer bestimmten Grof3e internalisieren. Da nicht
bekannt ist, wie groR die infektiosen Aggregate des hergestellten
Prionhirnhomogenats sind, kann hierzu keine endgultige Aussage getroffen werden.
Jedoch zeigen Studien von Magalhaes et al., dass groRe Aggregate von PrP%°, die
an die Zellmembran binden, ,aufgebrochen werden und in kleine Vesikel internalisiert
werden* (Magalhaes et al., 2005) kénnen. Vermutlich besteht die Méglichkeit, PrP
Molekule auch aus groReren infektiosen Aggregaten Uber eine Clathrin- oder
Caveolin-abhangige Endozytose aufzunehmen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Clathrin-abhangige Endozytose ein
wichtiger Weg fiir die Neubildung von PrP*¢ des 22L- und ME7-Prionstammes zu
sein scheint. Die Caveolae-vermittelte Endozytose ist eine wichtige Komponente der
RML-PrPS¢ Akkumulierung.
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Abb. 39: PrP* Gehalt in akut infizierten L929 Zellen nach CHC-KO. Die Zellen wurden 24
h nach dem Aussaen im 5fachen Ansatz mit CHC-siRNA (20 nmol) transfiziert. Als Kontrolle
dienen L929 Zellen, welche mit einer NS-siRNA behandelt wurden. Der PrPS® Gehalt dieser
Kontrollen wird in den Auswertungen immer als 100% angegeben. 24 h nach der
Transfektion werden die Zellen mit 1% Hirnhomogenat der jeweiligen Prionstdmme 4 h
inkubiert und weiterkultiviert. In den Western Blots wird die Menge an PrPS® mittels anti-PrP
AK 4H11 in der 2. Passage nach Neuinfektion gezeigt. Zusatzlich ist GAPDH als
Ladungskontrolle abgebildet, welche in der photodensitometrischen Analyse neben dem WB
(+PK) zum Abgleich in die Statistik mit einbezogen wurde. Auf der rechten Seite erfolgte die
statistische Auswertung mittels ,paired t-test‘, wobei die Menge an gemessenen PrP*¢ in
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Relation zur Kontrolle gestellt wurde, die immer auf 100% gesetzt wurde (p-Werte:
p<0.05, *** = p<0.001). A) PrP®¢ akut ME7-infizierter L929 Zellen nach CHC- KO. B) PrP%°
akut 22L-infizierter L929 Zellen nach CHC-KO. C) PrP% akut RML-infizierter L929 Zellen
nach CHC-KO.
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Abb. 40: PrP®® Gehalt in akut infizierten L929 Zellen nach Caveolin-KO. Die Zellen
wurden 24 h nach dem Aussden im 5fachen Ansatz mit Caveolin-siRNA (20 nmol)
transfiziert. Als Kontrolle dienen L929 Zellen, welche mit einer NS-siRNA behandelt wurden.
Der PrP®¢ Gehalt dieser Kontrollen wird in den Auswertungen immer als 100% angegeben.
24 h nach der Transfektion werden die Zellen mit 1% Hirnhomogenat der jeweiligen
Prionstamme 4 h inkubiert und weiterkultiviert. In den Western Blots wird die Menge an PrP*°
mittels anti-PrP AK 4H11 in der 2. Passage nach Neuinfektion gezeigt. Zusatzlich ist GAPDH
als Ladungskontrolle abgebildet, welche in der photodensitometrischen Analyse neben dem
WB (+PK) zum Abgleich in die Statistik mit einbezogen wurde. Auf der rechten Seite erfolgte
die statistische Auswertung mittels ,paired t-test, wobei die Menge an gemessenen PrP*¢ in
Relation zur Kontrolle gestellt wurde, die immer auf 100% gesetzt wurde (p-Werte: * =
p<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001). A) PrP%° akut ME7-infizierter L929 Zellen nach CHC-
KO. A) PrP®® akut ME7- nfizierter L929 Zellen nach Caveolin-KO. B) PrP®® akut 22L-
infizierter L929 Zellen nach Caveolin-KO. C) PrP%¢ akut RML-infizierter L929 Zellen nach
Caveolin-KO.

Da Teile des intrazellularen Vesikeltransport von Rab-GTPasen reguliert werden und
PrP in endozytotischen Vesikeln vorliegt, konnte eine funktionelle Inhibierung
spezieller Rabproteine dazu beitragen, den Einfluss von Vesikeln auf die akute
Infektion und PrP%® Akkumulation unterschiedlicher Prionstdamme genauer zu
bestimmen. Rab4 reguliert im endosomalen System das frGhe und schnelle
Recycling, ausgehend von den EE zum RC oder direkt zur Plasmamembran (van der
Sluijs et al., 1991). Dieses soll durch die Blockierung mittels siRNA unterbrochen
werden. Desweitern ist das Rab4-Protein im Plasmamembran-Recycling des PrP®
beteiligt (Béranger et al., 2002). Die Versuche in Abbildung 41 zeigen einen
unterschiedlichen Einfluss des Rab4-Proteins auf die akute Infektion. Wahrend der
Infektion mit ME7 scheint Rab4 eine wichtige Rolle zu spielen, da sich der Prpse
Gehalt durch die Verringerung der Rab4 Expression deutlich verringert (Abb. 41A).
Im Gegensatz hierzu fuhrt die Blockierung von Rab4 wahrend der 22L-Infektion zu
einer signifikanten Erhdhung der PrP®® Akkumulierung (Abb. 41B). Die RML-Infektion
wird durch die Rab4-siRNA nicht beeintrachtigt (Abb. 41C). Das Fehlen von Rab4

weist daher eine prionstammspezifische Wirkung auf.
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Abb. 41: PrP%® Gehalt in akut infizierten L929 Zellen nach Rab4-KO. Die Zellen wurden
24 h nach dem Aussaden im 5fachen Ansatz mit Rab4-siRNA (20 nmol) transfiziert. Als
Kontrolle dienen L929 Zellen, welche mit einer NS-siRNA behandelt wurden. Diese
Kontrollen werden in den Auswertungen immer als 100% angegeben. 24 h nach der
Transfektion werden die Zellen mit 1% Hirnhomogenat der jeweiligen Prionstdmme 4 h
inkubiert und weiterkultiviert. In den Western Blots wird die Menge an PrPS® mittels anti-PrP
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AK 4H11 in der zweiten Passage nach Neuinfektion gezeigt. Zusatzlich ist GAPDH als
Ladungskontrolle abgebildet, welche in der photodensitometrischen Analyse neben dem WB
(+PK) zum Abgleich in die Statistik mit einbezogen wurde. Auf der rechten Seite erfolgte die
statistische Auswertung mittels ,paired t-test*, wobei die Menge an gemessenen PrP*¢ in
Relation zur Kontrolle gestellt wurde, die immer auf 100% gesetzt wurde (p-Werte: *** =
p<0.001, ns = nicht signifikant). A) PrP®¢ akut ME7-infizierter L929-Zellen nach Rab4-KO. B)
PrPS° akut 22L-infizierter L929 Zellen nach Rab4- KO. C) PrP®® akut RML-infizierter L929
Zellen nach Rab4-KO.

An das frihe endosomale System schlief3t das spate endosomale System an,
welches von Rab7 und Rab9 vermittelt wird. Da bereits gezeigt wurde, dass
exogenes PrP%¢ internalisiert und in spate Endosomen und/oder Lysosomen
transportiert wird (Magalhaes et al., 2005), sollte das Ausschalten der Rab7
Expression den Transport von EEs zu Lysosomen unterbinden. So sind maégliche
Unterschiede in der PrP° Akkumulierung wahrend der akuten Infektion mit
verschiedenen Prionstdmmen zu analysieren. Abbildung 41 zeigt, dass Rab7-positive
Transportvesikel flir 22L- und RML-Infektionen essentiell sind. Durch die
Reduzierung der Rab7 Expression und der daraus folgenden Blockierung des
Transports der Prionproteine in LEs wird die Akkumulierung von PrP%¢ in der 22L-
und RML-Infektion inhibiert. Wahrend akuter ME7-Infektion zeigt sich durch das
Ausschalten von Rab7 nur eine geringe, nicht signifikante, Reduzierung des PrpSe
Gehalts (Abb. 41).

Mittels Uberexpression des Rab9-Proteins konnten Gilch et al. u.a. zeigen, dass der
PrPS° Gehalt der neuronalen 22L-infizierten Zellen verringert wird (Gilch et al., 2009).
Durch eine Blockierung der Expression des Rab9-Proteins sollte der Weg zwischen
LE und TGN ausgeschaltet werden. So konnte der Effekt auf die PrPs°
Akkumulierung nach der akuten Infektion ohne die Moglichkeit eines Transports der
Prionproteine in das Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) untersucht werden. Nach dem
Blockieren der Rab9 Expression, konnte wahrend der ME7- und 22L-Infektion eine
deutlich vermehrte PrPS° Akkumulierung in L929 Zellen nachgewiesen werden (Abb.
43 A, B). Bei der RML-Infektion ist dies nicht der Fall. Trotz Blockierung der Rab9
Expression kommt es hier zu einer mit der Kontrolle vergleichbaren PrPs°

Akkumulierung (Abb. 43 C).
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Abb. 42: PrP%® Gehalt in akut infizierten L929 Zellen nach Rab7-KO. Die Zellen wurden
24 h nach dem Aussaden im 5fachen Ansatz mit Rab7-siRNA (20 nmol) transfiziert. Als
Kontrolle dienen L929 Zellen, welche mit einer NS-siRNA behandelt wurden. Diese
Kontrollen werden in den Auswertungen immer als 100% angegeben. 24 h nach der
Transfektion werden die Zellen mit 1% Hirnhomogenat der jeweiligen Prionstdmme 4 h
inkubiert und weiterkultiviert. In den Western Blots wird die Menge an PrPS¢ mittels anti-PrP
AK 4H11 in der zweiten Passage nach Neuinfektion gezeigt. Zusatzlich ist GAPDH als
Ladungskontrolle abgebildet, welche in der photodensitometrischen Analyse neben dem WB
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(+PK) zum Abgleich in die Statistik mit einbezogen wurde. Auf der rechten Seite erfolgte die
statistische Auswertung mittels ,paired t-test*, wobei die Menge an gemessenen PrP*¢ in
Relation zur Kontrolle gestellt wurde, die immer auf 100% gesetzt wurde (p-Werte: ** =
p<0.01, *** = p<0.001, ns = nicht signifikant). A) PrP®® akut ME7-infizierter L929 Zellen nach
Rab7-KO. B) PrP*¢ akut 22L-infizierter L929 Zellen nach Rab7-KO. C) PrP*° akut RML-
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Abb. 43: PrP%® Gehalt in akut infizierten L929 Zellen nach Rab9-KO. Die Zellen wurden
24 h nach dem Aussaen im 5fachen Ansatz mit Rab9-siRNA (20 nmol) transfiziert. Als
Kontrolle dienen L929 Zellen, welche mit einer NS-siRNA behandelt wurden. Diese
Kontrollen werden in den Auswertungen immer als 100% angegeben. 24 h nach der
Transfektion werden die Zellen mit 1% Hirnhomogenat der jeweiligen Prionstdmme 4 h
inkubiert und weiterkultiviert. In den Western Blots wird die Menge an PrP*¢ mittels anti-PrP
AK 4H11 in der ersten Passage nach Neuinfektion gezeigt. Zusatzlich ist GAPDH als
Ladungskontrolle abgebildet, welche in der photodensitometrischen Analyse neben dem WB
(+PK) zum Abgleich in die Statistik mit einbezogen wurde. Auf der rechten Seite erfolgte die
statistische Auswertung mittels ,paired t-test‘, wobei die Menge an gemessenen PrP* in
Relation zur Kontrolle gestellt wurde, die immer auf 100% gesetzt wurde (p-Werte: *** =
p<0.001; ns = nicht signifikant). A) PrP®¢ akut ME7-infizierter L929 Zellen nach Rab9-KO. B)
PrPS° akut 22L-infizierter L929 Zellen nach Rab9-KO. C) PrP®® akut RML-infizierter L929
Zellen nach Rab9-KO.

Endozytotische Recycling an die Zelloberflache und Transport von fruhen
Endosomen zum Trans-Golgi Netzwerk ist Rab11 abhangig. Das frihe und schnelle
Recycling, ausgehend von den EE zum RC, oder direkt zur Plasmamembran, wird
von dem Rab4-Protein reguliert. Dagegen ist das Rab11-abhangige Recycling uber
Recycling Endosomen die langsamere Form des Transports. Durch die Inhibierung
dieser Transportform mittels Rab11-siRNA sollen die Prionproteine keinen direkten
Zugang von den EEs zum TGN haben. Die Moglichkeit, langere Zeit in den Recycling
Endosomen zu bleiben, um danach wieder an die Zelloberflache zu gelangen, soll
unterbunden werden. Diese Form des Recyclings scheint nur wahrend der ME7-
Infektion von Bedeutung zu sein. Das Ausschalten der Rab11 Expression in
Abbildung 44 zeigt, dass sich nur der PrP%¢ Gehalt nach Infektion mit dem ME7-
Prionstamm erhoht. Die 22L- und RML-Infektion zeigen durch den Einsatz der

Rab11-siRNA keine signifikanten Veranderungen in der PrPS® Akkumulierung.
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Abb. 44: PrP%° Gehalt in akut infizierten L929 Zellen nach Rab11-KO. Die Zellen wurden
24 h nach dem Aussden im 5fachen Ansatz mit Rab11-siRNA (20 nmol) transfiziert. Als
Kontrolle dienen L929 Zellen, welche mit einer NS-siRNA behandelt wurden. Diese
Kontrollen werden in den Auswertungen immer als 100% angegeben. 24 h nach der
Transfektion werden die Zellen mit 1% Hirnhomogenat der jeweiligen Prionstdamme 4 h
inkubiert und weiterkultiviert. In den Western Blots wird die Menge an PrPS¢ mittels anti-PrP
AK 4H11 in der ersten Passage nach Neuinfektion gezeigt. Zusatzlich ist GAPDH als

e
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Ladungskontrolle abgebildet, welche in der photodensitometrischen Analyse neben dem WB
(+PK) zum Abgleich in die Statistik mit einbezogen wurde. Auf der rechten Seite erfolgte die
statistische Auswertung mittels ,paired t-test, wobei die Menge an gemessenen PrP* in
Relation zur Kontrolle gestellt wurde, die immer auf 100% gesetzt wurde (p-Werte: *** =
p<0.001, ns = nicht signifikant). A) PrPS® akut ME7-infizierter L929-Zellen nach Rab11-KO.
B) PrPS¢ akut 22L- infizierter L929 Zellen nach Rab11-KO. C) PrP%® akut RML-infizierter L929
Zellen nach Rab11-KO.

Zusammenfassend kann man sagen, dass zum einen Effekte auf die PrpSe
Akkumulierung, durch das Ausschalten diverser Rabproteine, wahrend akuter
Infektion durchgehend vorhanden sind. Diese Ergebnisse zeigen zum anderen, dass

die Veranderungen im PrPS° Gehalt stammspezifisch sind (Tabelle 9).

PrP*>° Gehalt
SiRNA ME7 22L RML
CHC - - +
caveolin + + -
Rab4 - + =
Rab7 = - -
Rab9 + + =
Rab11l + = =

Tabelle 9: Zusammenfassende Tabelle der Effekte der verwendeten siRNAs auf die
PrPs¢ Akkumulierung unterschiedlicher Prionstamme. Vergleich des PrP%® Gehalts der
L929 Zellen wahrend akuter Infektion bei Blockierung diverser Rabproteine (Abb. 40-44). +
(mehr PrP%® als Kontrollzellen) und — (weniger PrP>° als Kontrollzellen) zeigen die PrPS°
Menge im Vergleich zu den Zellen an, die mit Kontroll-siRNA (NS) behandelt wurden, wobei
= in etwa den PrP° Gehalt der Kontrollzellen (NS) entspricht.
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5.2.4 Indirekte Immunfluoreszenz von PrP>¢ unterschiedlicher

Prionstamme wahrend der akuten Infektion

Lipid Rafts sind fiir viele zelluldre Prozesse essentiell. Da PrP® und PrP%® in Raft-
Regionen lokalisieren, stellen sie einen potentiellen Ort der Konversion dar (Mouillet-
Richard et al., 2000; Naslavsky et al., 1999; Taraboulos et al., 1995). Da Cholesterol
bei der Akkumulierung des PrP°¢ eine Rolle spielt, deutet daraufhin, dass die
Konversion eine Beteiligung der Lipid Rafts bendtigt (Taraboulos et al., 1995; Kaneko
et al., 1997; Vey et al., 1996). Clathrin und Caveolin sind direkt an der Zellmembran
lokalisiert und dort an den ersten Schritten der Internalisierung beteiligt. In den
folgenden Versuchen wird besonders auf diese beiden Proteine der frihen
Endozytose eingegangen. Durch die Reduzierung der Proteinexpression mit siRNA,
mit anschlieBender akuter Infektion unterschiedlicher Prionstamme (5.2.3), konnte
gezeigt werden, dass die PrP®¢ Akkumulierung der Prionstimme ME7 und 22L von
einer Prasenz der Clathrin-HC profitieren, da sich die PrPS® Menge durch das Fehlen
des Clathrins reduziert. Interessanterweise konnte der RML-Stamm durch das
Ausschalten von Clathrin-HC vermehrt PrP®¢ akkumulieren. Derartige Unterschiede
zeigten sich ebenfalls bezlglich der Reduzierung der Caveolin Expression. Hier kam
es jedoch zu einer vermehrten PrpSe Akkumulierung bei einer akuten 22L- und ME7-
Infektion. Dagegen verringert sich die PrPS® Menge signifikant wahrend akuter RML-
Infektion. Diese beiden zellularen Aufnahmemechanismen scheinen daher
prionstamm-spezifisch zu fungieren. Deshalb wurde in folgenden Versuchen die
Aufnahme von PrP%¢ aus Hirnhomogenat, infiziert mit unterschiedlichen
Prionstdmmen, nach einer Inkubationszeit von 4 h betrachtet. Die PrP® Aufnahme
der unterschiedlichen Prionstamme wahrend akuter Infektion bei gleichzeitiger
Inhibierung der Clathrin- und Caveolin-abhangigen Endozytose wurde mittels
Immunfluoreszenzexperimenten analysiert.

Da kein PrPS°-spezifischer Antikdrper existiert, wurden die L929 Zellen in der
Immunfluoreszenzanalyse zusatzlich mit Guanidinium behandelt. Die Denaturierung
durch das choatropische Salz Guanidiniumhydrochlorid (GndHCI) ist eine etablierte
Methode um PrP¢ zu detektieren (Taraboulos et al., 1990b). Durch die Zugabe von 6
M GndHCI kommt es zu einer Konformationsdnderung in PrP°, so dass die

117



ERGEBNISSE

relevanten Epitope gegen PrP-spezifische Antikorper zuganglich gemacht werden
(Taraboulos et al., 1990; Monera et al., 1994; Veith et al., 2009). Zur Kontrolle einer
funktionellen Guanidiniumbehandlung, durch welche nur akut zugegebenes,
exogenes PrP%¢ oder neugebildetes PrPS¢ sichtbar ist, wurden L929 Zellen mit
uninfiziertem Gehirn inkubiert. Kontrollansatze wurden mit Kontroll-siRNA (NS)
transfiziert, um sicher zu stellen, dass der Transfektionsvorgang selbst keinen
Einfluss auf die Expression von CHC und Caveolin hat (Abb. 45). Diese Kontrollen
zeigen, dass die Transfektion mit Kontroll-siRNA und anschlieRender Infektion mit
uninfiziertem Hirnhomogenat keinen Effekt auf die Expression von Clathrin-HC (Abb
45, Reihe 1 und 2) und Caveolin haben (Abb 45, Reihe 3 und 4).
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Anti-PrP 4H11 Anti-CHC Uberlappung (+Héchst)

+ unifiziertes Gehirn

+ unifiziertes Gehirn

Anti-caveolin

+ unifiziertes Gehirn

+ unifiziertes Gehirn

Abb. 45: Transfektion mit NS-siRNA und Infektion mit uninfiziertem Mockhirn haben
keinen Effekt auf die Expression von Clathrin und Caveolin. L929 Zellen wurden 4 h mit
uninfiziertem Hirnhomogenat inkubiert. Als Kontrolle dienen L929 Zellen, welche zuvor mit
einer NS-siRNA transfiziert wurden, um einen unspezifischen Effekt der Transfektion auf die
Clathrin/Caveolin-Verteilung auszuschlieen. L929 Zellen wurden fixiert, permeabilisiert und
nach der Guanidiniumbehandlung (6 M GndHCI) mit dem anti-4H11 PrP-Antikdrper inkubiert
(linke Spalte, rot). Zellkerne wurden mit Hoechst gefarbt (3. Spalte, blau). Zusatzlich wurden
Caveolin und Clathrin mit anti-CHC und anti-Caveolin Antikérpern zur Expressionskontrolle
gefarbt (2. Spalte, grin).
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In Abbildung 46 zeigt sich, dass nach Transfektion der NS-siRNA PrP®¢ nach 4 h
Inkubation mit RML infiziertem Hirnhomogenat in den L929 Zellen zu detektieren ist
(Abb.46 A, B; Reihe 2). Die Aufnahme von PrP%¢ in die Zelle ist in Caveolin-siRNA
behandelten Zellen (Abb. 46 A, Reihe 1) schwach und nur vereinzelt zu erkennen. In
CHC-siRNA behandelten Zellen (Abb. 46 B, Reihe 1) kann kein Riickgang der PrPS°
Molekule nach RML-Infektion nachgewiesen werden. Jedoch fiel die RML-Infektion
insgesamt eher schwach aus (Abb. 46, Spalte 1). Da das Expressionssignal von
Caveolin und Clathrin-HC im Vergleich zu den NS-transfizierten Kontrollzellen
deutlich schwacher ausfallt, scheint das Ausschalten der beiden Proteine funktioniert
zu haben (Abb. 46 A, 46 B; Spalte 2).
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A Anti-PrP 4H11 Anti-Caveolin Uberlappung (+Hdchst)

RML
sicaveolin

RML

B Anti-PrP 4H11 Anti-CHC Uberlappung (+Héchst)

RML
siCHC

RML
NS

Abb. 46: Transfektion mit Caveolin siRNA vor der akuten RML-Infektion fuhrt zu einer
geringeren PrP%® Aufnahme in L929 Zellen. L929 Zellen wurden mit Caveolin- (Abb.46 A)
oder CHC-siRNA (Abb.46 B) transfiziert. Als Kontrolle dienen L929 Zellen, welche mit einer
NS-siRNA behandelt wurden. Nach 48 h wurden die L929 Zellen fir 4 h mit RML-
Hirnhomogenat inkubiert und im Anschluss fixiert, permeabilisiert und nach der
Guanidiniumbehandlung (6 M GndHCI) mit anti-4H11 PrP-Antikérper inkubiert (linke Spalte,
rot). Zellkerne wurden mit Hoechst gefarbt (3. Spalte, blau). Um den KO der verwendeten
siRNAs nachzuweisen, wurden die Zellen mit anti-Caveolin und anti-CHC inkubiert (2.
Spalte, grin).
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Im Vergleich zu den verwendeten NS-Kontrollen haben auch hier die Caveolin- (Abb.
47 A) und CHC-Defizienz (Abb. 47 B) zu einer Verringerung der Caveolin- bzw.
Clathrin-Proteine gefuhrt. Somit kann eine Reduzierung der Expressionen der beiden
Proteine bestatigt werden (Abb 47 A, B; Spalte 2). Wie in den NS-siRNA
transfizierten L929 Zellen (Abb. 47 A, B; Reihe 2) zu erkennen ist, konnte die PrpSe
Aufnahme nach der 22L-Infektion durch die Denaturierung mittels 6 M GndHCI
nachgewiesen werden (Abb. 47 A, B; Spalte 1). Die PrP%¢ Aufnahme in mit Caveolin-
siRNA behandelten Zellen, ist mit der von Kontrollzellen, bei Betrachtung der
Uberlappungen (Abb. 47, Spalten 3 und 4) vergleichbar (Abb. 47 A; Reihe 1 und 2).
In L929 Zellen, die mit CHC-siRNA behandelt wurden, zeigt sich dagegen eine
reduzierte Aufnahme von PrP° des 22L-Prionstammes im Vergleich zur NS-siRNA
Kontrolle (Abb. 47 B, Spalte 2 und 4). In den Kontrollzellen kann eine deutliche PrP°
Aufnahme in vielen Zellen detektiert werden (Abb. 47 B; Reihe 2, Spalte 4).
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Anti-PrP 4H11 Anti-Caveolin Uberlappung (+Héchst)

221
sicaveolin
. .+ 22L

Anti-PrP 4H11 Anti-CHC Uberlappung (+Héchst)

221
SICHC

221
N

Abb. 47: Transfektion mit CHC-siRNA der akuten 22L-Infektion fihrt zu einer
geringeren PrP%® Aufnahme in L929 Zellen. L929 Zellen wurden mit Caveolin- (Abb.47 A)
oder CHC-siRNA (Abb.47 B) transfiziert. Als Kontrolle dienen L929 Zellen, welche mit einer
NS-siRNA behandelt wurden. Nach 48 h wurden die L929 Zellen fir 4 h mit RML-
Hirnhomogenat inkubiert und im Anschluss fixiert, permeabilisiert und nach der
Guanidiniumbehandlung (6 M GndHCI) mit dem anti-4H11 PrP inkubiert (linke Spalte, rot).
Zellkerne wurden mit Hoechst gefarbt (3. Spalte, blau). Um den Knockdown der verwendeten
siRNAs nachzuweisen, wurden die Zellen mit anti-Caveolin und anti-CHC inkubiert (2.
Spalte, grin).
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In Abbildung 48 ist eine reduzierte Caveolin (Abb. 48 A, Spalte 2) und CHC (Abb. 48
B, Spalte 2) Expression nach der Behandlung mit siRNA im Vergleich zu den
verwendeten NS-Kontrollen erkennbar. Die PrP%° Aufnahme nach einer ME7-
Infektion war sowohl in Caveolin-siRNA behandelten Zellen (Abb. 46 A, Spalte 1) als
auch in CHC-siRNA behandelten Zellen (Abb. 48 B, Spalte 1) sichtbar. In beiden
Fallen lassen sich im Vergleich zu den Kontrollzellen keine groRen Unterschiede
bezuglich der PrPS¢ Aufnahme der ME7 Prionen erkennen. Sowohl in Caveolin- als
auch in CHC-defizienten L929 Zellen, kann eine PrP°° Aufnahme, die mit der
Aufnahme in NS-siRNA transfizierten Zellen vergleichbar ist, detektiert werden.
Zusammenfassend kann man sagen, dass eigentlich immer eine PrPS¢ Aufnahme,
unabhangig von Prionstammen, nachweisbar ist. Trotz Blockierung der
Proteinexpressionen von Calthrin-HC und Caveolin kann eine PrP®® Aufnahme in den
meisten Fallen gezeigt werden. Nur im Fall der akuten RML-Infektion in CHC-
defizienten L929 Zellen kann kein PrP°° detektiert werden. Als weiter
Kontrollversuche sollten zudem Versuche mit CTX und Transferrin durchgefuhrt
werden, um die Blockierung der Aufnahmewege durch CHC- und Caveolin-siRNA

auch funktionell zu bestatigen.
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A Anti-PrP 4H11 Anti-Caveolin Uberlappung (+Héchst)

ME7

sicaveolin

+ ME7

B Anti-PrP 4H11 Anti-CHC

Abb. 48: Transfektion mit CHC- und Caveolin-siRNA vor akuter ME7-Infektion fihrt zu
einer geringeren PrP*¢ Aufnahme in L929 Zellen. L929 Zellen wurden mit Caveolin-
(Abb.48 A) oder Clathrin-siRNA (Abb.48 B) transfiziert. Als Kontrolle dienen L929 Zellen,
welche mit einer NS-siRNA behandelt wurden. Nach 48 h wurden die L929 Zellen fur 4 h mit
RML-Hirnhomogenat inkubiert und im Anschluss fixiert, permeabilisiert und nach der
Guanidiniumbehandlung (6 M GndHCI) mit anti-4H11 PrP inkubiert (linke Spalte, rot).
Zellkerne wurden mit Hoechst gefarbt (3. Spalte, blau). Um den KO der verwendeten siRNAs
nachzuweisen, wurden die Zellen mit anti-Caveolin und anti-CHC inkubiert (2. Spalte, grun).

Uberlappung (+Hdchst)

+ ME7

+ ME7
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6 Diskussion

6.1 Cholesterol und PrP-Metabolismus

Die Konversion von PrP® zu PrP* findet vermutlich an der Zelloberflaiche oder
entlang des endozytotischen Transportweges statt. Interessanterweise sind diese
Kompartimente auch Teil des Cholesteroltransports der Zelle (Caughey & Baron
2006). Tatsachlich ist Cholesterol fiir eine normale PrP® Expression an der
Zelloberflache in neuronalen Zellen notwendig. Durch die Inhibierung der
Cholesterolsynthese mit Hilfe von Mevinolin, einem HMGCoA-Reduktase Blocker (3-
Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A), konnte der Transport von PrP® an die
Zelloberflache und eine Raft-Lokalisierung blockiert werden (Gilch et al., 2005). Der
Mangel an Cholesterol filhrt zu einer PrP®-Ansammlung im sekretorischen
Transportweg. Das betreffende intrazellulare Kompartiment konnte mittels
Immunfluoreszenzstudien durch einen Rab6-Antikdrper als trans-Golgi-Apparat
identifiziert werden (Gilch et al., 2005). In mehreren Studien wurde durch den Einsatz
pharmakologischer Substanzen, welche auf die Synthese oder Homoostase des
Cholesterols einwirken, eine Verringerung des Cholesterollevels und damit
einhergehend, eine PrPS¢-Reduktion in persistent infizierten Zellen gezeigt
(Taraboulos et al., 1995; Bate et al., 2004). Der Einsatz solcher Inhibitoren und die
Untersuchung deren Wirkung in persistent infizierten Zellen sowie wahrend einer
akuten Prioninfektion, war Aufgabe dieser Arbeit. In einer Studie von Bach et al.
wurden auch Unterschiede in der Cholesterolhoméostase zwischen uninfizierten und
22l -infizierten neuronalen Zellen nachgewiesen (Bach et al., 2009).
Interessanterweise scheint dies ein zelltypspezifisches Phanomen zu sein. Denn
22L- und RML-infizierte L929 Zellen zeigen keinerlei PrPS¢-Reduktion nach einer
transienten Blockade der Expression eines regulatorischen Transkriptionsfaktor der
Cholesterolsynthese, Srebp2, im Gegensatz zu den erwahnten 22L-infizierten N2a
Zellen (Bach et al., 2009). In allen erwahnten Studien spielt bei der PrP®°-Bildung
eine  Veranderung des Cholesterolstoffwechsels oder der Lipid Raft-
Zusammensetzung eine Rolle. Eine Anfalligkeit der Prionsynthese auf
Veranderungen des Cholesterolgehalts, zumindest in neuronalen Zellen, wird

vermutet. Deshalb wurde in dieser Arbeit besonders auf Unterschiede zwischen
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neuronalen und nicht-neuronalen Zellen bei Behandlung mit
Cholesterolmetabolismus-verandernden Substanzen wahrend der persistenten sowie

akuten Infektion geachtet.

6.2 Akute Infektion unterschiedlicher Zelllinien

In der Prionforschung konnten durch Zellkulturmodelle molekulare und zellulare
Voraussetzungen geschaffen werden, um Prioninfektionen zu analysieren. Es
existieren neuronale und nicht-neuronale Zelllinien bzw. primare Zellen, die mit
Prionen infiziert wurden. Diese Zellkulturmodelle unterscheiden sich in der
Empfanglichkeit gegenuber der Infektion mit verschiedenen Prionstammen und der
Eigenschaft, stabil oder nur voribergehend (transient) mit Prionen infiziert werden zu
konnen. Eine Prioninfektion lasst sich in drei Phasen einteilen: (1) Die direkte
Aufnahme von PrPS® nach Prionkontakt, (2) eine akute Infektion mit Neubildung von
PrPS® und (3) die Etablierung einer persistenten Infektion. Die direkte (1) PrPS°
Aufnahme scheint zelltyp- und prionstammunabhéngig zu sein, wobei eine PrP®
Expression nicht notwendig ist (Greil et al., 2008). Die Unabhangigkeit gegenlber
Prionstimmen wahrend der akuten Aufnahme von PrPS® zeigt sich auch in der
vorliegenden Arbeit. Die Immunfluoreszenzanalysen der direkten Aufnahme
infizierten Hirnhomogenats machen deutlich, dass alle drei verwendeten
Prionstamme (22L, RML und ME?7) in L929 Zellen aufgenommen werden konnen.
Jedoch filhrte die PrPS® Aufnahme nicht zwingend zu einer Etablierung der
Prioninfektion (5.2.4, Abb. 46, 47, 48).

Die Internalisierungsgeschwindigkeit scheint von der jeweiligen Aggregatgrof3e des
PrP¢ abzuhingen. Diese variieren durch unterschiedliche methodische
Behandlungen. Die Aufnahme (1) von PrP%¢ aus grob verarbeitetem Hirnhomogenat
startet nach Minuten und lauft innerhalb weniger Stunden nach dem Prionkontakt ab
(Vorberg et al., 2004b; Goold et al., 2011). Mit einer Infektionskinetik in HpI3F4 Zellen
konnte diese Tatsache in dieser Arbeit bestatigt werden. Eine Inkubationszeit des
Hirnhomogenats von 3-4 h fuhrte hier bereits zu einer detektierbaren 22L-Infektion in
der 2. Passage (5.1.2, Abb. 26). Zudem konnte trotz der kurzen Inkubationzeit eine
stabile Infektion in diesen Zellen mit dem 22L-Prionstamm in der 8. Passage
nachgewiesen werden (Daten werden nicht gezeigt). Interessanterweise kann nur

eine Subpopulation der zu infizierenden Zellen PrPS® aufnehmen und sich vermehren
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(Greil et al., 2008). Dies spricht fur die erfolgreiche Infektion der L929 und MHM2
Zellen nach einer vorangegangenen Zellklonierung in dieser Arbeit (5.1.2, 5.1.3). Die
meisten Zelllinien, die PrP exprimieren, kénnen nicht persistent mit Prionen infiziert
werden. Zudem ist die PrPC-Menge nicht ausschlaggebend, um empfangliche
Zelllinien zu generieren. Interessanterweise ist die Infektion mit humanen
Prionstammen effizienter, sobald die Prionen im Mausmodell adaptiert wurden (Vella
et al., 2007). Die Neuroblastomlinie N2a stellt eine der ersten Scrapie-empfanglichen
Zelllinien dar, durch welche die zellbiologischen Eigenschaften des Prionproteins
naher betrachtet werden konnten (Butler et al., 1988; Race et al., 1987; Borchelt et
al.,, 1992; Taraboulos et al., 1994; Vey et al.,, 1996). Die Untersuchungen der
molekularen Grundlagen einer Prioninfektion wurden zudem fast ausnahmslos in
bereits persistent infizierten Zellen durchgefuhrt. Jedoch kénnen auch stabil infizierte
Zellen ihre Infektiositat Uber mehrere Zellpassagen verlieren. Beispielsweise durch
geanderte in vitro Bedingungen der Zellkultur oder genetische Heterogenitat der
Zellen (Kocisko & Caughey, 2006; Klohn et al., 2003). Prioninfektionen von
Zellkulturen sind aufgrund der niedrigen Konversionsrate von PrP® zu PrP¢, die in
etwa 5% betragt, nicht sehr effektiv (Borchelt et al., 1992). Aus diesem Grund wurden
Zellen vor der Infektion subkloniert, um hochempfangliche Klone fir die
Prioninfektion zu generieren (Bosque & Prusiner, 2000; Kiohn et al., 2003). Eine
weitere Problematik stellt die Unterscheidung von neu synthetisietem PrP° und
wirtskodierten PrP° Inokulum dar. Durch die stabile Expression des 3F4-Epitop-
markierten Maus-PrP in den zu analysierenden Zellen, ist eine Unterscheidung
jedoch moglich. Mit Hilfe des Antikdrperepitop-markierten PrP° in Zellkultur ist es
gelungen, neu gebildetes PrP®¢ bereits 24h nach der Infektion nachzuweisen
(Vorberg et al., 2004b). Daher kann die Differenzierung von neu gebildetem PrP°
der Zellen ebenso, wie in dieser Arbeit, indirekt durch die Passagendauer erfolgen.
Des Weiteren konnte 3F4-markiertes PrPS° transgener, prioninfizierter Mause fur
Studien der zellularen Aufnahme von Prionen erfolgreich verwendet werden (Greil et
al., 2008). Eine weitere Moglichkeit besteht darin, sich die biochemischen
Eigenschaften des PrP®¢ zu Nutze zu machen und durch denaturiende Substanzen,
wie Guanidiniumhydrochlorid, PrP5¢ beispielsweise in der Immunofluoreszenz (Abb.
45-48) zu detektieren (Taraboulos et al., 1990b). Um neben der Aufnahme auch den

Transport innerhalb der Zelle untersuchen zu kénnen, haben Magalhaes und
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Mitarbeiter aufgereinigte Prionen-Fibrillen fluoreszenzmarkiert. Interessanterweise
zeigen diese markierten Prionen Unterschiede in der zellularen Aufnahme gegenuber
unmarkiertem PrP%° aus Hirnhomogenat (Magalhaes et al., 2005). Diskrepanzen, wie
sie durch Fluorezenzmarkierung aufgetreten sind, sind bisher mit 3F4-markierten
PrP® oder PrP°° nicht bekannt, kénnen jedoch nicht génzlich ausgeschlossen
werden. Diese potentielle Problematik besteht bei der indirekten Differenzierung tber
die Passagendauer nicht. Jedoch kann mit dieser Methode die erste Phase der
Prion-Aufnahme nicht dokumentiert werden, da das PrP*® aus dem Inokulum nicht
signifikant differenziert werden kann.

Neben Zelllinien wurden ebenso primare Granularisneuronen aus dem Zerebellum
(cerebellar granular cells, CGN) verwendet, welche fur verschiedene Prionstamme
von drei Spezies empfanglich sind (Cronier et al., 2004; 2007). Zudem existieren
Zelllinien, welche nicht detektierbare Mengen an PrP° aufweisen, wie beispielsweise
Epithelzellen aus dem Kaninchen (RK13). Vilette et al. konnten 2001 zum ersten Mal
zeigen, dass die nicht-neuronale Zelllinie RK13, die mit Schaf-PrP® stabil transfiziert
wurde, mit Schaf-scrapie infiziert werden konnte (Vilette et al., 2001). Um eine
100%ige Deletion des Prionproteins zu gewahrleisten, wurde eine Hpl3-4 Zelllinie
aus dem Hippocampus einer Prnp-KO-Maus generiert. Hpl3-4 Zellen wurden
retroviral mit Maus-PrP transduziert und konnten mit 22L Prionen infiziert werden
(Maas et al., 2007). Die in dieser Arbeit durchgeflhrte Infektionskinetik in 3F4-
transduzierten Hpl Zellen konnte die Infizierbarkeit dieser Zellen mit 22L-Prionen
bestatigen. Hpl3F4 Zellen konnten sich bislang nicht mit unterschiedlichen
Prionstammen infizieren lassen und wurden daher in dieser Arbeit nicht als
neuronale Vergleichszelllinie verwendet. Murine L929 Fibroblasten (Vorberg et al.,
2004a) und Pheochromocytom Zellen aus der Ratte PC12 (Rubenstein et al., 1984)
sind weitere Beispiele fur nicht-neuronale Zellkulturmodelle in der Prionforschung.
Diese Vorkenntnisse im Bereich der Zellklonierung machten es moglich in dieser
Arbeit die Fibroblastenzelllinie L929 mit den Prionstammen 22L, RML und ME7 akut
und persistent zu infizieren (Abb. 26, 31). Der 3F3-Epitop exprimierende MHM2-Klon
K21, der in eigenen Vorarbeiten subkloniert wurde, konnte zudem mit den zwei
Prionstammen 22L und RML effizient infiziert werden. Die Ergebnisse einer
vorangegangenen Diplomarbeit zeigten, dass de novo produziertes PrPS® im MHM2-

Klon K21 bereits nach 96 h nachzuweisen war. Im Unterschied zu Studien von
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Vorberg et al. war die Infektion zudem persistent in den Zellen etabliert (Vorberg et
al., 2004b). Die Frage bezuglich der Empfanglichkeit spezieller Zelllinien fur
bestimmte Prionstdmme ist bislang nicht hinreichend geklart. Jedoch konnten
Unterschiede in der Zellbiologie wahrend der Replikation der Prionstamme
auschlaggebend fir dieses Phanomen sein. Ziel dieser Arbeit war durch die
Verwendung solcher neuer Zellkultursysteme die Vorgange wahrend der akuten
Infektion insbesondere mit unterschiedlichen Prionstammen genauer zu
charakterisieren (Abb. 27, 28).

6.3 Die Wirkung von Nystatin zeigt eine ausgepragte

Prionstammspezifitat

Viele der bereits in Zellkulturversuchen verwendeten Inhibitoren beeinflussen auf
unterschiedliche Weise die Prion-Akkumulierung. Unter anderem wurden bereits
Substanzen untersucht, die die Cholesterolsynthese beeinflussen. Beispielsweise
Lovastatin, das in ScN2a Zellen, die persistent mit RML-Prionen infiziert sind, die
PrPS° Bildung verhindern konnte (Taraboulus et al., 1995). Da sowohl PrP° als auch
PrP%¢ in N2a Zellen in cholesterolhaltigen Lipid Rafts lokalisieren, sind Inhibitoren,
welche auf jegliche Art auf den Cholesterolstoffwechsel einwirken, interessant fur die
Erforschung eines moglichen Konversionsortes. Nystatin, ein Antimykotikum, entfernt
das Cholesterin aus der Membran, komplexiert es und zerstort so zudem Caveolae
(Shyng et al., 1994). Dies fuhrt primar zu einer Erhdhung der Membranpermeabilitat
(Gross & Gross, 1972). Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass es bei
Behandlung mit Nystatin zur Ansammlung von glykolipidverankerten Rezeptoren an
der Oberflache von Epithelzellen kommt (Rothberg et al., 1990). Diese Blockierung
der Caveolae resultiert ebenso in einer verminderten Aufnahme von PrP° in
neuronalen Zellen (Kang et al., 2009). Pelkmans et al. konnten mittels Nystatin in
Kombination mit Progesteron die Infektionsrate des Simian Virus 40 (SV40) bis zu
95% minimieren (Pelkmans et al., 2002).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Nystatin bei der Behandlung von
persistent RML-infizierten ScMHM2 Zellen eine PrPS® Akkumulierung bewirkt, jedoch
keine Effekte auf persistent 22L-infizierte ScMHM2 Zellen hat (5.1.3, Abb. 31).

Deutlicher wird diese Prionstammspezifitat, wenn man die Wirkung von Nystatin in
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L929 Zellen betrachtet. Wird in den neuronalen MHM2 Zellen die RML-PrP®°
Akkumulierung noch verstarkt, weisen 22L-infizierte L929 Zellen kaum eine Reaktion
auf. Dagegen wird die PrPS® Akkumulierung in der ME7-Infektion fast véllig
unterbunden (5.1.3, Abb. 30). Auch wahrend der akuten Infektion scheint Nystatin
eine Prionstammspezifitat zu zeigen. In L929 Zellen kommt es durch Nystatin
wahrend der akuten Infektion zur Reduktion der PrP%° Akkumulierung, wobei der
deutlichste Effekt beim Prionstamm ME7 zu erkennen ist (5.1.2, Abb. 26). Die RML-
PrpSe Akkumulierung wird in MHM2 Zellen vermindert, dagegen wird die akute 22L-
Infektion nicht beeintrachtigt (5.1.2, Abb. 27). Aufgrund dieser Daten kann vermutet
werden, dass Nystatin nicht zelltypspezifisch agiert, jedoch sowohl wahrend akuter
als auch persistenter PrPS°® Akkumulierung eine Wirkung erzielen kann. Im Vergleich
zu den anderen verwendeten Inhibitoren, stellt es die einzige pharmakologische
Substanz dar, welche neben der akuten RML-Infektion in MHM2 Zellen, akute und
persistente ME7-Infektionen in L929 Zellen hemmen kann (Abb. 27 B, 26 A und 30
A). Des Weiteren fallen die entgegengesetzten Effekte von Nystatin bezuglich akuter
und persistenter RML-Infektion auf. Im Gegensatz hierzu ist die Wirkungsweise auf
den PrP®® Gehalt in der 22L-Infektion im akuten oder persistenten Fall immer die
gleiche (Tabelle 8).

Aus vorangegangenen Ergebnissen ergibt sich daher die folgende Hypothese. Eine
akute RML-Infektion kann innerhalb der Zelle nur entstehen, wenn die Endozytose
Uber intakte und funktionsfahige Rafts moglich ist. Sobald sich eine persistente RML-
Infektion in der Zelle etablieren konnte, scheint das Entfernen des Cholesterins aus
der Membran fur eine Endozytose nicht mehr von entscheidender Bedeutung zu
sein, da es zu einer PrP5¢ Akkumulierung durch den Einsatz von Nystatin in dieser
Phase der Infektion kommt. Dagegen scheinen fur die 22L-Infektion funktionsfahige,
cholesterolreiche Lipid Rafts, welche durch den Einsatz von Nystatin zerstort wurden,
fur die Endozytose nicht essentiell zu sein. ME7 scheint sehr stark abhangig von
intakten Lipid Rafts zu sein, da durch die Zugabe von Nystatin die effektivste

Inhibierung der PrpSe Akkumulierung des ME7-Prionstammes erkennbar ist.
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6.4 Progesteron wirkt in Abhangigkeit von Zelltypen sowie von

akuter und persistenter Infektion in L929 Zellen

Progesteron inhibiert die Cholesterolsynthese, indem es die Cholesterolveresterung
im rauhen ER Dblockiert und zudem den Cholesteroltransport zwischen
Plasmamembran und internen Membranen wie Lysosomen und dem ER erschwert
(Lange, 1994; Smart et al., 1996; Sviridov et al., 2001). Durch den Einsatz von
Progesteron 16st sich Caveolin-1 aus der Membran und akkumuliert in der Zelle,
wobei auch das mit Caveolae-assoziierte Cholesterin reduziert wird (Thomas &
Smart, 2008). Daher verringert sich die Menge an Caveolae und Rafts. Neu
synthetisiertes Cholesterin kann durch die Blockierung des Cholesteroltransports
nicht in den Caveolae eingebaut werden, was zu einem Rickgang des Cholesterins
in den Caveolae, jedoch nicht in der restlichen Plasmamembran, fihrt (Thomas &
Smart, 2008). Fu et al. zeigten, dass durch die Uberexpression von Caveolin-1 in
Hepatozyten der Cholesterolefflux durch den erhdhten Transfer des Cholesterols zu
cholesterolreichen Domanen in der Plasmamembran stimuliert wird. Progesteron
unterbindet diesen Cholesterolefflux (Fu et al., 2004). Klingenstein et al. konnten
zudem Anti-Prion Effekte des Progesterons dokumentieren (Klingenstein et al.,
2006). Sie zeigen, dass Progesteron zum einen zu einer Cholesterolanhaufung im
endosomalen/lysosomalen System in RML-infizierten ScN2a Zellen fuhrt. Zum
anderen kann Progesteron in diesen Zellen eine Reduktion des PrP5¢-Gehalts
bewirken (Klingenstein et al., 2006). Des Weiteren inhibiert Progesteron in RML-
infizierten ScN2a Zellen die PrPS° Akkumulierung in vergleichbaren Konzentrationen,
die pharmakologisch zur Induzierung von einer zellularen lipid storage disease”
fuhren (Butler et al., 1992).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Progesteron weder in persistent
infizierten 22L- noch in persistent infizieten RML-ScMHM2 Zellen eine PrPs°
Akkumulierung zulasst (5.1.3, Abb. 31), was die Ergebnisse von Klingenstein et al.
bestatigt. Auch wahrend der akuten Infektion mit 22L in MHM2 Zellen kann eine
inhibitorische Wirkung von Progesteron nachgewiesen werden (5.1.2, Abb. 27).
Interessanterweise konnte in L929 Zellen wahrend der akuten Infektion mit den
Prionstammen 22L, RML und ME7 eine erhohte PrPs° Akkumulierung nach

Progesteronzugabe nachgewiesen werden (5.1.2, Abb. 26). In Anbetracht dieser
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Daten, scheint Progesteron keine Prionstammspezifitat zu besitzen. Jedoch weisen
die Unterschiede in der PrP%® Akkumulierung wéhrend der Inkubation mit
Progesteron auf einen zelltypabhangigen Einfluss hin. Des Weiteren scheint
Progesteron nur in akut infizierten L929 Zellen zu wirken, nicht in persistent
infizierten L929 Zellen.

MHM2 Zellen scheinen sehr sensitiv auf die Cholesterolumverteilung in der Zelle und
auf die Blockade des Cholesteroltransports vom ER und den Lysosomen zur
Zellmembran zu reagieren. Denn die PrPSC-AkkumuIierung in den MHM2 Zellen, bis
auf eine Ausnahme der akuten RML-Infektion, wird durch die Inkubation von
Progesteron verringert. Im Gegensatz dazu weisen L929 Zellen durch die
Neuverteilung des Cholesterols eine stark erhéhte PrPS¢ Akkumulierung wahrend der
akuten Infektion aller drei Stdmme auf. Es liegt die Vermutung nahe, dass nach der
Etablierung einer persistenten Infektion in L929 Zellen, der Einfluss der
intrazellularen Cholesterolmenge auf die PrPS°-Konversion geringer wird. Denn die
persistente Infektion in L929 Zellen wird nicht von Progesteron beeintrachtigt.
Insbesondere ware die Zugabe von Progesteron wahrend einer akuten ME7-
Infektion, welche erfahrungsgemald in vitro sehr schwierig durchzufihren ist, eine
Moglichkeit, eine persistente ME7-Infektion zu erreichen. Da sich der
Progesteroneffekt bezuglich des Cholesterols nach dem Entfernen der Substanz
normalisieren musste, ware dies ein hilfreiches Mittel fir akute und persistente

Infektionen in vitro und sollte weiter untersucht werden.

6.5 Filipin inhibiert die PrP%® Akkumulierung nur in persistent

infizierten Zellen

Eine weitere Substanz, die bekannt dafur ist, die Aufnahme Uber Caveolae zu
inhibieren (Rejman et al., 2005), ist das Polyenantibiotikum Filipin. Filipin bildet
Komplexe mit Cholesterin, wobei das Cholesterol aus der Zellmembran herausgelost
wird. Hierdurch wird eine Endozytose Uber Rafts in diesen Bereichen unterbunden.
Experimente von Peters et al. wiesen darauf hin, dass die PrPC-Assoziation mit
Caveolae cholesterolabhangig ist, da Filipin die PrP-Immunoreaktivitat in Caveolae
erniedrigen kann (Peters et al., 2003). Bei der Zugabe von Filipin konnten Marella et

al. in N2a und humanen Mikrogliazellen einen erhdhten Efflux von PrP® von der
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Plasmamembran in das Zellkulturmedium nachweisen (Marella et al., 2002). Des
Weiteren erbrachten sie einen Beweis fur die Effektivitat des Filipins als Prpse
Inhibitor in persistent RML-infizierten N2a Zellen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Filipin die PrPSC-AkkumuIierung in
persistent RML-infizierten SCMHM2 Zellen effektiv unterbindet. Dagegen sind keine
Effekte in 22L-infizierten ScMHMZ2 Zellen oder wahrend akuter Infektion der
neuronalen Zellen erkennbar (Abb. 28, 32). Die Wirkung des Filipins auf persistent
RML-infizierte SCMHM2 Zellen bestatigt die Ergebnisse von Marella et al. (Marella et
al., 2002). Diese Prionstammspezifitdt zeigt sich jedoch nicht in L929 Zellen. Der
PrPS° Gehalt in persistent RML-infizierten L929 Zellen wird durch die Zugabe von
Filipin, im Gegensatz zu den MHM2 Zellen, erhoht (5.1.3, Abb. 31 C, 32 B). Diese
vermehrte PrPSC-AkkumuIierungen zeigt sich ebenso bei akuter Infektion von 22L-
und ME7-Prionen in L929 Zellen (5.1.2, Abb. 27 A, B). Fur die persistente RML- und
221 -Infektion scheint die Filipinbehandlung in L929 Zellen sogar von Vorteil fur die
Konversion zu sein (5.1.3, Abb. 31 B, C). Interessanterweise zeigt sich wahrend der
Komplexbildung mit Cholesterol durch Filipin nur in persisitent infizierten SCMHM2
(RML) und L929 Zellen (22L) eine inhibierende Wirkung auf die PrPS®-Anhaufung
(5.1.3, Abb. 31 B, 32 B). Filipin hat daher mdglicherweise nicht nur einen
prionstammspezifischen Effekt, sondern auch eine zelltypabhangige Wirkung. Wie
bereits erwahnt, reagieren die verwendeten neuronalen Zellen sensitiver auf den
jeweiligen Verlust des Cholesterols (Tabelle 8).

Zusammenfassend konnten verschiedene Aussagen Uber persistente und akute
Infektionen, Uber stammspezifische und zellartspezifische Phanomene gemacht
werden. Mit Hilfe der verwendeten cholesterolreduzierenden Substanzen, die die
Endozytose auf unterschiedliche Arten manipulieren, konnte folgende Hypothese
aufgestellt werden. Verschiedene Endozytosewege scheinen wichtig fur die
Etablierung einer persistenten Infektion zu sein. Diese Vermutung wird durch die
Beobachtung bekréftigt, dass die PrPS¢-Aufnahme unabhangig von verschiedenen
Prionstammen auch in Zellen zu detektieren war, in denen keine persistente Infektion
etabliert werden konnte. Eine transiente, akute Infektion fiuhrt in vitro nicht
automatisch zu persistent infizierten Zellen (Vorberg et al., 2004b). Diese
Erkenntnisse zeigen nicht nur die Relevanz solcher Inhibitorentests auf, sondern

machen sehr deutlich, dass die Erforschung der Zellbiologie der Prioninfektion
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essentiell fir das Verstandnis des Zusammenspiels zwischen Zellen und

verschiedenen Prionenstammen ist.

6.6 Die Rolle der Rab-GTPasen in Bezug auf die PrP°

Akkumulierung

Um moglicherweise unbekannte Wirkungsweisen der chemischen Substanzen zu
umgehen und klare Aussagen uber die Internalisierung und den Transportweg von
PrP5¢ unterschiedlicher Prionstamme wéhrend akuter und persistenter Infektionen
treffen zu konnen, wurde in dieser Arbeit ein weiterer groler Fokus auf die
Madglichkeit einer transienten Blockierung diverser Rabproteine gelegt.

Massignan et al. zeigten in den letzten Jahren einen Zusammenhang zwischen der
PrP-Mutation D178N/M129 - eine Mutation der FFI - und einem Rabprotein
(Massignan et al., 2009). Das mutierte PrP sammelte sich im Golgi-Apparat und dem
ER in uninfizierten N2a Zellen an, was zu einer Verringerung der Rab11-Funktion,
dem Vesikeltransport an der Grenze zwischen TGN und RE und dem endosomalen
Recycling, fuhrte. Experimente von Béranger et al. gaben bereits Hinweise auf die
Beteiligung der Endozytose bzw. des intrazellularen Transports an der Konversion
von PrP%¢ in persistent infizierten Zellen (Béranger et al., 2002). In diesen Studien
wurden dominant-positive und dominant-negative Mutanten von Rabproteinen,
welche in spezifischen subzellularen Kompartimenten lokalisiert sind, exprimiert.
Deren Effekte auf PrP®¢ der N2a Zellen und mogliche Konversionsorte von PrP° zu
PrP%¢ zu definieren, war ein Ziel deren Arbeit. Sie konnten zeigen, dass durch die
Expression einer dominant-negativen Rab4-Mutante oder einer konstitutiv aktivierten
Rab6-Mutante eine Erhdhung des PrPS¢ Gehalts in 22L und RML infizierten ScN2a
Zellen zu detektieren war. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass der retrograde
Transport von PrP® durch das ER zu einer PrP®° Akkumulierung fahrt und daher
vermutlich eine wichtige Rolle in der PrPS® Bildung einnimmt (Béranger et al., 2002).
Durch Verwendung solcher Rab-Mutanten oder einer transienten siRNA-Transfektion
diverser Rabproteine lassen sich bestimmte Transportwege inhibieren und deren

Rolle fur die Konversion naher betrachten.
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Um zu untersuchen, auf welche Vesikeltransportwege der Erreger wahrend einer
akuten Infektion der Zelle angewiesen ist, sollte die Rolle der Endozytose und des
zellularen Vesikeltransports genauer betrachtet werden. In den Abbildungen 48, 49,
50 ist der zellulare Vesikeltransport und die Lokalisation verschiedener Rabproteine
dargestellt, welche in dieser Arbeit durch die Blockierung mittels siRNA untersucht
wurden. Durch die Etablierung der Methode, ein transientes Ausschalten
ausgesuchter Rabproteine mittels siRNA mit einer akuten Infektion drei
verschiedener Prionstdmme in L929 Zellen zu kombinieren, war es mdglich, neue
Einblicke in die frihen Phasen einer Prioninfektion zu bekommen. Zudem konnte der
Vesikeltransport der unterschiedlichen Prionstamme 22L, RML und ME7 bezuglich
der PrP®¢ Akkumulierung genauer betrachtet werden.

Die akute ME7-Infektion unterscheidet sich von den anderen Prionstdmmen 22L und
RML bezlglich der frihen Phase der Endozytose. Denn der direkte Rulcktransport
von den EEs Uber Rab4 scheint einen essentiellen Schritt in der ME7-Infektion
darzustellen. Durch die Blockierung der Expression von CHC konnte gezeigt werden,
dass der Clathrin-vermittelte Endozytoseweg fur eine ME7-Infektion relevant ist (Abb.
40 A). Der Transportweg in LEs ist fir ME7-Prionen nicht von grof3er Bedeutung, da
die Inhibierung des Rab7-Transportwegs zu keiner signifikanten Reduzierung der
PrPS® Akkumulierung fiihrt. ME7-Prionen scheinen zudem die Wege ins TGN und
den REs fir PrP% Ansammlung nicht zu benétigen, da die akute PrP%°
Akkumulierung nach dem KO der GTPasen Rab9 und Rab11 interessanterweise im
Vergleich zur Kontrollreaktion erhoht ist (Abb. 44 A, 45 A). In Versuchen von Gilch et
al., konnte durch eine Uberexpression des Rab9-Proteins zum einen der PrP%°
Gehalt neuronaler Zellen verringert werden. Zum anderen konnte die verminderte
PrpSe Anreicherung, die durch eine Cholesterolakkumulierung im spaten
endozytotischen Systems durch die Inkubation von U18666A induziert wurde, durch
Rab9 Uberexpression vermindert werden (Gilch et al., 2009). Diese Experimente
kdnnten Hinweise auf die PrPS® Akkumulierung von ME7 und 22L wahrend des

Ausschaltens der Rab9 Expression in dieser Arbeit sein.

Zusammenfassend kann man sagen, dass ME7 als einziger getesteter Prionstamm
besonders auf den Rab4-vermittelten Transport angewiesen ist. Ob ME7-Prionen
auch in den verschiedensten Zellorganellen, insbesondere in EEs und LEs,

replizieren, bleibt unklar. In einem ersten Schritt konnten in Ko-Lokalisierungsstudien
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mit speziellen Vesikelmarkerproteinen durchgefuhrt werden, dass PrP®¢ direkt in den
Organellen enthalten ist. Im Falle von ME7 konnte man beispielsweise GFP-
markierte Rab4-Konstrukte transfizieren oder spezielle Marker fur frihe Endosomen,
wie den EEA1-Antikorper, einsetzen, um die betreffenden Organelle nach der akuten

ME7-Infektion zu markieren.

Abb. 48: Akute ME7-Infektion von L929 Zellen. +, — und = zeigen die PrP*® Akkumulierung
wahrend des KOs des jeweiligen Rab- oder Endozytose-Proteins. Durchgestrichene Wege
stehen fiir eine PrP° Akkumulierung trotz Inhibierung der speziellen Proteine. Daher
scheinen diese Transportwege fiir die PrP®® Akkumulierung nach einer ME7-Infektion nicht
essentiell zu sein. frihe Endosomen (EE), spate Endosomen (LE), Recycling Endosomen
(RE), Trans-Golgi Netzwerk(TGN), endoplasmatisches Retikulum (ER)

Im Vergleich hierzu scheint eine akute RML-PrPS® Ansammlung in L929 Zellen durch
eine Endozytose von Caveolae abzuhangen (Abb. 41 C, 49). Interessanterweise
bewirkt eine Reduzierung der CHC Expression sogar eine Zunahme der RML-PrpSe
Menge. Zudem ist der Transport in LEs mittels Rab7 essentiell fiir die PrPSc-
Akkumulierung (Abb. 43 C). Der Recyclingprozess, ob Uber Rab4 oder Rab11,
scheint keinerlei Einfluss auf die Anhaufung von PrPS® wahrend der RML-Infektion in
L929 Zellen zu haben. Dies wiurde im Widerspruch zu den von Béranger publizierten

Daten stehen, die eine verstirkte PrPS° Akkumulierung wahrend Expression einer
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dominant-negativen Rab4-Mutante beschreiben (Béranger et al., 2002). Da diese
Versuche jedoch in neuronalen Zellen durchgefuhrt wurden, konnte dies der Grund
fur die unterschiedlichen Ergebnisse sein. Die Verwendung von neuronalen Zellen
konnte auch bei Marijanovic et al. die Erklarung flr die abweichenden Daten
bezliglich des ERC Kompartiments sein. Deren Studien zeigten in drei Zelllinien
unterschiedlichen neuronalen Ursprungs, dass der Rab22-abhangige Transport von
den EEs zum ERC wichtig fiir die PrP5¢-Produktion ist. Die héchste PrPS°-Menge
wurde in allen drei neuronalen Zelllinien, die jeweils mit einem anderen Prionstamm
stabil infiziert waren, im ERC detektiert. Daher weist die Lokalisierung des PrP¢ in
der persitenten Prioninfektion auf einen zelltyp-unabhangigen Konversionsort
bezlglich neuronaler Zellen unterschiedlichen Ursprungs hin (Marijanovic et al.,
2009). Rab11-siRNA Versuche zeigten in den Experimenten dieser Arbeit keine
Reduzierung in der PrPSC-AkkumuIierung. Da Rab11 jedoch auch Transportwege in
das endosomale Recycling Kompartiment vermittelt, hatte man eine Reduzierung im
PrPS°-Gehalt erwarten koénnen. Ein Grund kdonnte, wie bereits erwahnt, die
Verwendung neuronaler Zelllinien sein. Da in dieser Arbeit fur die
Rabproteinanalysen nicht-neuronale L929 Zellen verwendet worden sind, kdnnen
diese Daten nur schwer verglichen werden. Des Weiteren konnte der Rab22-
vermittelte Transportweg zum ERC unabhangig von Rab11 reguliert werden. Zudem
haben Marijanovic et al. zwar unterschiedliche Prionstdamme verwendet, jedoch
waren die neuronalen Zellen mit diesen bereits persistent infiziert. Dies stellt einen
grolen Unterschied zur vorliegenden Arbeit dar, in welcher die Studien wahrend
akuter Infektionen vorgenommen wurden. Dass deutliche Unterschiede in persistent
infizierten Zellen im Vergleich zur akuten Infektion existieren, wurde durch die
Inhibitorentests dieser Arbeit verdeutlicht. Der Transportweg zum TGN scheint nicht
wichtig fiir die PrP°-Akkumulierung der RML-Prionen zu sein, da eine Blockierung
von Rab9 keinen Effekt auf die PrP° Menge hat (Abb. 44 C). Da bei einer akuten
RML-Infektion in L929 Zellen besonders das spate endosomale System essentiell zu
sein scheint, kdnnte in einem weiteren Ko-Lokalisierungsversuch, eine RML-Prpse
Akkumulierung in LEs und Lysosomen nachgewiesen werden. Eine Ko-Farbung mit
Antikorpern gegen den Mannose-6-Phosphat Rezeptor (MRP), einem Marker des
spaten endosomalen Systems, oder LAMP-1, ein Protein, das zudem in Lysosmen

exprimiert wird, konnten zu einem direkten Nachweis herangezogen werden.
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Magalhaes et al. konnten bereits in SN56 Zellen durch den Einsatz von konstitutiv
aktiviertem Rab7 nachweisen, dass exogenes PrP%¢ in LE und/oder Lysosomen
transportiert wird. Dieses Ergebnis konnte fur die Prionstamme RML und 22L gezeigt
werden (Magalhaes et al., 2005). Die Rab7-KO Versuche bei akuter RML- und 22L-
Infektion in dieser Arbeit bestatigen diese Ergebnisse.

Jathvin

Abb. 49: Akute RML-Infektion von L929 Zellen. +, — und = zeigen die PrP%°® Akkumulierung
wahrend des KOs des jeweiligen Rab- oder Endozytose-Proteins. Durchgestrichene Wege
stehen fiir eine PrP%® Akkumulierung trotz Inhibierung der speziellen Proteine. Daher
scheinen diese Transportwege fiir die PrP® Akkumulierung nach einer RML-Infektion nicht
essentiell zu sein. frihe Endosomen (EE), spate Endosomen (LE), Recycling Endosomen
(RE), Trans-Golgi Netzwerk(TGN), endoplasmatisches Retikulum (ER)

Durch das transiente Ausschalten der schweren Kette des Clathrins zeigte sich eine
signifikante Verringerung der PrP°-Menge wahrend der 22L-Infektion (Abb. 40 B,
50). Caveolin dagegen scheint keine Wirkung auf die PrPS¢ Akkumulierung zu haben.
Daher konnte man vermuten, dass die akute Infektion mit 22L-Prionen zu einem
grolen Teil von clathrin-coated pits abhangt. Durch das Unterbinden der Rab4-
Expression wird der Weg zuruck zur Zelloberflache blockiert, indem die Regulation

des Recycling ausgehend von den EEs zum RC oder direkt zur Plasmamembran
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blockiert wird. So ware es mdglich, dass endozytierte 22L-Prionen langer in den EEs
verbleiben, was zu einer erhdhten PrPS°-Akkumulierung filhren wiirde (Abb. 42 B).
Diese Daten bestitigen die Experimente von Béranger et al. beziiglich der PrP°
Akkumulierung bei der Verwendung von dominant-negativen Rab4-Mutanten. Des
Weiteren scheint der Weg Uber Rab7 zu den LE und den Lysosomen die PrpSe
Ansammlung zu begunstigen, da eine Blockierung der Rab7 Expression zu einer
erheblichen Verminderung des infektiosen Agens der 22L-Infektion fuhrt (Abb. 43 B).
Da das Unterbinden des Transport von den LEs hin zum TGN durch Rab9 zu einer
Erhohung der PrPS°-Menge fiihrt (Abb. 44 B), liegt die Vermutung nahe, dass es
durch einen langeren Aufenthalt der 22L-Prionen im endosomalen Kompartiment der
EEs und LEs zu einer erhdhten Akkumulierung von PrP®¢ kommen konnte. Eine
direkte Interaktion von Rab7 und PrP® konnte bereits in neuronalen HpL3-4 Zellen
mittels Massenspektrometrie nachgewiesen werden. Hierbei konnte durch das
Ausschalten der Rab7 Expression ebenso eine erhdhte PrP¢-Akkumulierung in
Rab9-positiven Vesikeln gezeigt werden (Zafar et al., 2011.) Dies konnte den
vermehrten PrP®¢ Gehalt nach der Rab9 Blockierung in dieser Arbeit erklaren. Das
endosomale Recycling durch Rab11 hat keinen Einfluss auf eine akute 22L-Infektion
(Abb. 45 B). Um die 22L-PrPS°-Akkumulierung direkt im spaten endosomalen System
zu lokalisieren, ware eine Ko-Farbung mit Antikorpern wie MPR oder LAMP-1, ein

Protein das neben spaten Endosomen auch in Lysosomen zu finden ist, moglich.
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Abb. 50: Akute 22L-Infektion von L929 Zellen. +, — und = zeigen die PrP® Akkumulierung
wahrend des KOs des jeweiligen Rab- oder Endozytose-Proteins. Durchgestrichene Wege
stehen fiir eine PrP® Akkumulierung trotz Inhibierung der speziellen Proteine. Daher
scheinen diese Transportwege fiir die PrP® Akkumulierung nach einer 22L-Infektion nicht
essentiell zu sein. frithe Endosomen (EE), spate Endosomen (LE), Recycling Endosomen
(RE), Trans- Golgi Netzwerk(TGN), endoplasmatisches Retikulum (ER)

Wenn man diese Ergebnisse zusammenfassend betrachtet, scheint die 22L-
Infektion in L929 Zellen, ebenso wie der Prionstamme RML, insbesondere das Rab7-
vermittelte, spate endosomale System zu nutzen. Der Prionstamm ME7 scheint den
Recyclingprozess, der (iber Rab4 reguliert wird, ausgehend von den EEs zur PrP%°
Akkumulierung zu bendtigen. 22L- und ME7-Prionen scheinen eher den Calthrin-
vermittelten Weg zu bevorzugen. Dagegen ist die RML-Infektion eher von Caveolin
abhangig. Es konnte somit gezeigt werden, dass die Inhibierung der Transportwege
durch das Ausschalten der Expression der Rabproteine, Einfluss auf die PrPSc-
Akkumulierung nach der Infektion in L929 Zellen hat. Es besteht jedoch auch die
Madglichkeit, dass die Blockierung der Rabproteine zusatzlich einen Einfluss auf PrP¢,

den Transport unterschiedlichster Kofaktoren oder auch der Cholesterolverteilung
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innerhalb der Zellen hat. Ebenso konnten diese Faktoren auch zusammen mit den
Rab- und Endozytoseproteinen Einluss auf die PrPS¢-Akkumulierung haben. Diese

Punkte werden im folgenden Kapitel naher betrachtet.

6.7 Fuhren unterschiedliche Transportwege zu einer stabilen

Infektion verschiedener Prionstamme?

Zahlreiche Studien konnten zeigen, dass PrP° auch von Zellen aufgenommen
werden kdnnen, die nachweislich keine stabile Prioninfektion etablieren (Horonchik et
al., 2005; Gauczynski et al., 2006). Dies fuhrt zu der Annahme, dass notwendige
Aufnahmemechanismen und potentielle Rezeptoren auch in nicht infizierbaren Zellen
vorhanden sind. Zudem konnte gezeigt werden, dass die PrP*® Aufnahme von grob
verarbeitetem Hirnhomogenat effizienter zu sein scheint, als die Aufnahme von
aufgereinigtem PrP*¢ (Greil et al., 2009). Dies lasst vermuten, dass auch das
Mikromilieu die Prioninfektion zu beinflussen scheint. Die Effekte, die durch das
Ausschalten der Expression diverser Rabproteine auf die PrPS°-Akkumulierung
hervorgerufen wurden, kénnten teilweise aus einer Verdnderung des PrP°
Transports resultieren. Hinweise hierfUr zeigten sich beispielsweise bei der
intrazellularen PrP® Farbung, dass das zellulare PrP® durch die Blockierung der CHC
Expression leicht erniedrigt war. Hingegen kommt es bei der Ausschaltung der Rab4,
7,9, 11 und Caveolin Expression zu einer leichten Erhdhung der totalen PrPC-Menge
(Abb. 36, 37). Ein Einfluss auf weitere Kofaktoren, die an der PrP5¢-Konversion oder
Akkumulierung beteiligt sind, kdnnen ebenfalls nicht von der Hand gewiesen werden.
So kénnen z.B. Bestandteile der Lipid Rafts, in welchen PrP® und PrP®¢ lokalisieren
(Critchley et al., 2004), wie Cholesterol und Sphingolipide durch den Knockdown in
irgendeiner Art und Weise manipuliert worden sein. Auch Glykosaminglykane (GAG),
wie Heparansulfat oder Glypican-1, die ebenfalls an der Zelloberflache lokalisiert sind
und nachweislich an der PrPS¢-Konversion beteiligt sind (Caughey B & Baron GS,
2002), konnen von der Blockierung der CHC- und Caveolin-Expression beeinflusst
worden sein (Hooper M., 2011). PrP® kénnte zudem als Rezeptor bei der PrPs°
Aufnahme dienen. Desweiteren koénnte der LRP1 Rezeptor die Bindung und
Aufnahme von PrP%¢ beeinflussen. Denn Studien in PrP%°-Neuronen im Vergleich zu

WT-Neuronen konnten mit Hilfe von siRNA und inhibitorischen Substanzen gegen
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den LRP1 Rezeptor eine verminderte Internalisierung von PrP®¢ zeigen (Jen et al.,
2010). Des Weiteren sind Proteine wie Tubulin, Aktin, GAPDH und HSP90 bekannte
PrPSC-Interaktionspartner, die praktisch ubiquitar vorhanden sind (Niezananski et al.,
2005; Ramljak et al., 2008; Malaga-Trillo et al., 2009; Giorgi et al., 2009). Diese
Proteine regeln den Transport durch die Zelle (Zytoskelett), den Zellmetabolismus
und die Proteinfaltung (Zafar et al., 2011). Auch diese Interaktionspartner kdonnten
zum einen durch die Blockierung diverser Transport- oder Endozytoseproteine
beeintrachtigt worden sein. All diese Faktoren kdnnten jedoch auch zusammen mit
Caveolin, Clathrin und diversen Rabproteinen eine gemeinsame Wirkung auf die
PrPS° Akkumulierung haben. Da eine PrP%¢ Aufnahme in den verschiedensten Zellen
eigentlich immer mdoglich ist, stellt sich die Frage, ob durch die Nutzung
unterschiedlicher Transportwege die Moglichkeit gegeben ist, mit verschiedenen
Kofaktoren und Rezeptoren zu interagieren, um eine persistente Infektion diverser

Prionstamme zu etablieren.

Ein deutlicher Unterschied zwischen dem Prionstamm ME7 und 22L bzw. RML ist die
Nutzung des Recyclingsystems Uber Rab4 zur Zelloberflache. Dieses Recycling
zuriick zur Plasmamembran scheint einen positiven Einfluss auf die ME7-PrP%¢
Akkumulierung zu haben. Dies kénnte auch fir eine Interaktion mit speziellen
Oberflachenproteinen, Rezeptoren oder Raft-Regionen sprechen, die die Bildung von
PrP%¢ beeinflussen kénnen. Auch eine Konversion direkt an der Zellmembran ware
méglich, da das endogene PrP® dort als GPI-verankertes Protein vorliegt. Jedoch ist
diese auch in allen anderen sekretorischen Kompartimenten der Fall. In dieser Arbeit
scheinen RML-Prionen zum GrofRdteil von Caveolae abzuhangen, 22L- und ME7-
Prionen bevorzugen dagegen in diesem Fall die Clathrin-abhangige Endozytose. Die
Prionstamme 22L und RML scheinen den Rab7-kontrollierten spaten, endosomalen
Transportweg zu nutzen. Jedoch sollte eine pH-Wert Veranderung durch Proteasen
in LEs/Lysosomen auch eine mdgliche KO-unabhangige Degradierung von PrpSe
nicht aufer Acht gelassen werden, welche so zu einer Veranderung der PrPs°
Akkumulierung fuhren konnte (Critchley et al., 2004). Die Verwendung verschiedener
Endozytosewege wurde in mehreren Studien bereits vermutet (2.4). Auch der
Einfluss von diversen wirtseigenen, zellularen Faktoren wurde im Zusammenhang
mit dem Infektionsprozess diskutiert (Taylor & Hooper, 2006; Greil et al., 2008; Abid
et al., 2010). Es bleibt jedoch unklar, ob sich die Endozytose- und Transportwege
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durch die Zelle bei der Etablierung von der transienten zur stabilen Infektion andern

oder prionstamm-abhangig genutzt werden.

Betrachtet man die Daten der Inhibitoren zusammen mit den siRNA-Ergebnissen,
kann amn folgende Aussagen machen. Nystatin hat wahrend der akuten RML-
Infektion die gleiche Wirkung auf PrPS® hat wie die Caveolin-siRNA (Abb. 26, 41).
Interessanterweise kommt es in persistent infizierten Zellen zu einem Anstieg der
RML-PrP%¢ Menge durch den Einsatz von Nystatin. Dies konnte auf zelluldre
Veranderungen bei der Etablierung einer stabilen RML-Infektion hinweisen. Nystatin
zeigt wahrend der akuten Infektion auf den Prionstamm ME7 dieselbe Wirkung wie
auf RML. Die Blockierung mittels Caveolin-siRNA hat jedoch keinen Effekt auf die
akute ME7-Infektion. Die Reduzierung der PrpSe Menge ist im Falle von ME7 auch in
persistent infizierten L929 Zellen zu detektieren. Da Progesteron und Filipin keine
Wirkung auf die PrP%¢ Bildung von ME7-Prionen haben, scheint die ME7-PrP
Akkumulierung (6.6; Abb. 48) auf eine spezifischen Funktion des Nystatins zu
reagieren. Die 22L-Infektion scheint sich im Endozytoseprozess auf die clathrin-
coated Endozytose zu konzentrieren. Dies wiirde nicht im Widerspruch zur PrPS°-
Akkumulierung durch Filipin wahrend der akuten 22L-Infektion stehen. In persistent
infizierten L929 Zellen fiihrt Filipin dagegen zu einer Abnahme der PrPS°-Menge
(5.1.3, Tabelle 8). Dieses Ergebnis wirde die Hypothese, dass es bei einer stabil
etablierten Infektion moglicherweise zu Veranderungen innerhalb der Zelle kommt,
bekraftigen. Zusammenfassend kann man somit sagen, dass deutliche Unterschiede
zwischen diversen Prionstdmmen in derselben Zelllinie existieren, wenn man den
Cholesterolmetabolismus, die Endozytose- oder sekretorischen Transportwege
genauer betrachtet.

Eine weitere Mdglichkeit, die nicht auRer Acht gelassen werden sollte, ist, dass PrPS°
die Wege zur Internalisierung hin zu einer nicht-clathrin, nicht-caveolin Endozytose
andern koénnte (Rejman et al., 2005; Nichols, 2003). Conner & Schmid konnten
zeigen, dass es neben den bereits genannten Endozytosewegen u.a. auch eine
Clathrin- und Caveolae-unabhangige Endozytose existiert (Conner & Schmid, 2003).
Es steht jedoch fest, dass Cholesterol eine wichtige Rolle sowohl in der Aufnahme
als auch im Vesikeltransport durch die Zelle spielt. Einen potentiellen
Zusammenhang zwischen der Aktivitat und der Verteilung von Rabproteinen und

zellularem Cholesterol zeigen Choudhury et al. Durch die Uberexpression von Rab7
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und Rab9 konnte die Cholesterol-Akkumulierung in NP-C (Niemann-Pick type C)
Fibroblasten, Zellen einer ,Lipid storage disease” reduziert werden (Choudhury et al.,
2002). Zudem scheint Cholesterol und/oder das Vesikelrecycling zum TGN wichtig
fiir die PrP%¢-Bildung in RML infizierten N2a Zellen zu sein (Gilch et al., 2009).
Gleichzeitig stort ein beeintrachtigter Cholesteroltransport den Vesikeltransport
bedingt durch eine Blockierung von Rabproteinen (Ganley & Pfeffer, 2006;
Choudhury et al., 2004). Interessanterweise konnte die Substanz U18666A, welche
zu einer Cholesterolansammlung in den Zellen flhrt, eine akute Infektion von 22L
und RML in N2a Zellen nicht inhibieren, die Etablierung einer persisitenten Infektion
dagegen schon (Gilch et al, 2009). Diese Eigenschaften von
cholesterolmetabolismus-verandernden Substanzen finden sich auch bei der
Betrachtung der Ergebnisse von Progesteron und Filipin in dieser Arbeit. Beide
Inhibitoren zeigen nur eine Wirkung in persistent infizierten Zellen.

Durch Behandlung mit siRNAs ist es moglich, in einem gewissen Zeitrahmen die
akute Infektion unter Manipulation diverser Transportschritte zu beobachten. Hierbei
zeigen sich weniger unspezifische, zellulare Reaktionen, die durch inhibitorische
Substanzen hervorgerufen werden konnten. Da ein nahezu 100%iges Ausschalten
der Proteinexpression technisch in diesem System nicht mdglich ist, kann fast immer
eine Restinfektion detektiert werden. Jedoch sind auch KO-Effizienzen von 70% oft
sehr aussagekriftig. Beispielsweise konnten Zafar et al. eine deutliche PrP®
Akkumulierung nach einem Rab7-KO (70-75% Effizienz) in HpL3-4 und SH-SY5Y
Zellen feststellen (Zafar et al.,, 2011). Um die KO-Effizienz weiter zu erhdhen,
konnten mehrere siRNAs gegen dasselbe Protein gleichzeitig transfiziert oder ein
stabiler KO Uber lentivirale oder retrovirale Transfektion etabliert werden. Diese
viralen Transfektionen konnten jedoch den Nachteil haben, unspezifische, zellulare
Reaktionen hervorzurufen. Um eine noch eindeutigere Aussage uber die
unterschiedlichen Transportwege verschiedener Prionstamme und deren PrpSe.
Akkumulierung von einer akuten Infektion hin zu einer persistent infizierten Zelle zu
erhalten, konnten Ko-Lokalisierungstudien mit spezifischen Markerproteinen der

jeweiligen Organelle bzw. Vesikel weiterhelfen.
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8 Anhang

Abklrzungsverzeichnis

2D zweidimensional

a anti

A Ampere

Abb. Abbildung

ACAT Acyl-CoA: Cholesterol Acyltransferase
AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionic acid
AP1 Aktivierendes Protein 1

AP2 Adaptorprotein 2

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosaure

ATCC American Type Culture Collection
ATP Adenosintriphosphat

Bcl-2 B-cell lymphoma 2

BHK baby hamster kidney

BSA Rinderserumalbumin

BSE bovine spongiforme encephalopathy
bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

c cellular

CaCly Calciumchlorid

CCL certified cell line

CCP Clathrin-coated pits

CD circular dichroism

CGN cerebellar granular cells

CHO Chinese ovary cells

CJD Creutzfeldt-Jakob disease

CLD Caveloae-like domains

cm Zentimeter

CME Clathrin-vermittelte Endozytose
CO2 Kohlendioxid

CTxB Choleratoxin

cu®* Kupfer

CWD cronic wasting disease

Da Dalton

DAPI 4’ ,6-Diamidino-2-phenylindol
dest. destilliert

d.h. das heildt

DMEM Dulbecco’s modified Eagle medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DOC Desoxycholsaure

Dpl Doppel

dsDNA doppelstrangige DNA
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DY
DTT
EDTA
EE
EEA1
EEG
ELISA
Engl.
EPR
ER

Et al.
EU
EUE
ERC
EtOH
fCJD
FACS
FKS
FFI
FITC
FSE
FTIR

g

GAG
GAP
GAPDH
GC

GDiI
GDP
GEF
GFP
GndHCI
GPI-Anker
Grb2
GSS
GT-1
GTP

h

HC
H2Opidest
HMGCoA
HPLC
Hu/Mo
HRP
HSP
HTB
HY
iCJD

IF

g
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drowsy

Dithiothreitol
Ethylendiaminotetraessigsaure

early endosomes

early endosomal antigen 1
Elektroenzephalographisch

enzyme linked immuno sorbant assay
Englisch

electron paramagnetic resonance
Endoplasmatisches Retikulum

und andere

europaische Union

exotic ungulate encephalopathy
Endocytisches Recycling Kompartiment
Ethanol

Familliare CJD

Fluorescence activated cell sorting
Fotales Kalberserum

fatale familidre Insomnie
Fluoresceinisothiocyanat

feline spongiform encephalopathy
transform infrared spectroscopy
Gramm

Glukosaminoglykane

GTPase aktivierende Proteine
glyceraldehyd-3-phosphat dehydrogenase
Guanosin Cytosin
G-Nukleotid-Dissoziationsinhibitoren
Guanidindiphosphat
G-Nukleotid-Austauschfaktoren

green fluorescent protein
Guanidiniumhydrochlorid
Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol-Anker
glycine rich RNA binding protein 2
Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom
hypothalamic cell line
Guanosintriphosphat

Stunde

heavy chain

destiliertes, entionisiertes Wasser
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A
high performance liquid chromatography
human/mouse

Meerrettichperoxidase

heat shock protein

human tumor cell bank

hyper

latrogene CJD

Immunfluoreszenz

Immunglobulin
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kb Kilobasen

kDa Kilodalton

KIF16B kinesin superfamily 16B

kon;. konjugiert

I Liter

LAMP Lysosomen-assoziierte Membranproteine
LDL Low-Density-Lipoproteine

LE late endosomes

LR Lamininrezeptor

LRP Lamininrezeptor precursor

LRP1 Lipoprotein receptor-related Protein 1
Lsg. Losung

M Molar

mA Milliampere

MHM2 neuronale chimare Maus-Hamster Zellen
mM Millimolar

max. maximal

MDCK Madin-Darby Canine-Kidney

MEM minimal essential medium

MetOH Methanol

MgCl, Magnesiumchlorid

MgSO,4 Magnesiumsulfat

min Minute

mind. Mindestens

mi Milliliter

MPRs Mannose6-Phosphat-Rezeptoren

MVB Multi-vesicular-bodies

mMRNA Messenger RNA

MTF-1 metal transcription factor

N2a Neuroblastomzellen

NaCl Natriumchlorid

NaOH Natronlauge

NCAM neural cell-adhesion molecule

nm Nanometer

NMDA N-methyl-D-Aspartat

NMR nuclear mass resonance

OR Octarepeats

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS Phosphate buffered Saline

PCMA protein misfolding cyclic amplification reaction
pH pondus Hydrogenii

PIP-LC Phosphatidylinositol spezifische Phospholipase C
PS Penicillin-Streptomycin

PK Proteinase K

PPS Pentosepolyphosphate

PRND Gen kodiert fur Protein Doppel

PRNP Prionprotein-Gen

PrP Prionprotein

Prnp®° PrP Knockout

PrP° zellulares Prionprotein (nicht pathogen)
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mutiertes Prionprotein (pathogen)
Polyvinylidin-Difluorid-Membran
Ras-related in brain
Recycling-Kompartiment
Recycling-Endosomen

Rab escort protein

rounds per minute
Ribonukleinsaure
Raumtemperatur

Sekunden

scrapie-associated fibrils

Scrapie

Sporadische CJD
Standardabweichung
Sodiumdodecylsulfat
side-directed spin labeling
Shadoo

neuronale septum cell line
Superoxid-Dismutase

Sogenannt

specificity protein 1

Gen kodiert fur das Protein Shadoo
einzelstrangige DNA
stress-inducible protein 1

Tabelle

Tris- buffered saline Tween
N,N,N",N"-Tetramethylendiamin
Endozytosemarkers Transferrin
transgen

Trans-Golgi Netzwerk
transmissible mink encephalopathy
Tris-(hydroxymethyl-) amino-methan
Transmissible spongiforme Enzephalopathie
Unit

unter anderem

Mikrogramm

Mikroliter

Mikromolar

ultraviolett

Volt

neue Variante von CJD

Volumen pro Volumen

vergleiche

Volumen

Western Blot

Wildtyp

Gewicht pro Volumen

zum Beispiel

Zentrale Nervensystem

zum Teil
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