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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Prionenerkrankungen

1.1.1 Entdeckung des Prion-Proteins

Bei Untersuchungen zum Erreger der Krankheit Scrapie bei Schafen und Ziegen stellte
T. Alpert im Jahr 1967 erstmals die Vermutung auf, dass es sich um eine von Nuklein-
séduren unabhdngige Vermehrung handeln misse. Gestiitzt wurde seine These durch
gescheiterte Versuche, den Scrapie-Erreger durch Bestrahlung mit ultraviolettem und
DNA-schédlichem Licht zu inaktivieren (Alpert et al. 1967).

Im gleichen Jahr zeigte J. S. Griffith erste theoretisch denkbare Modelle der DNA-
bzw. RNA-freien Replikation eines Erregers auf. Eines dieser Modelle beschreibt die
Fahigkeit von Proteinuntereinheiten, energetisch unglnstiger gefaltete Proteine in ihrer
Konformation zu verandern. Mit dieser Theorie konnte erklart werden, wie ein in eine
Zelle eingedrungenes Protein zelleigene Proteine umfaltet und somit deren Funktion
andern kann (Griffith 1967).

Die Bezeichnung ,,Prion* (proteinaceous infectious particles) erreichte letztlich eine
klare Abgrenzung zu den bisher bekannten viralen und bakteriellen Erregern. Anlass
dafiir gab die Tatsache, dass verschiedenste Wege Proteine zu inaktivieren auch die
Inaktivierung des Scrapie-Erregers zur Folge hatte. Das war der Beweis dafir, dass
dieser Erreger zumindest einen Proteinanteil besitzen musste und der Anfang vieler

Forschungen rund um dieses ratselhafte Protein (Prusiner 1982).

1.1.2 Transmissible Spongiforme Enzephalopathien (TSE)

Hans Gerhard Creutzfeldt und Alfons Jakob beschrieben 1920 erstmals die Humane
Spongiforme Enzephalopathie, bei der die graue Substanz des GrolRhirns schwammar-
tige Locher aufwies und zuvor als ,,Spastische Pseudosklerose® bezeichnet wurde (Ja-
kob 1921). Ungefahr vierzig Jahre spéter entdeckte der amerikanische Tierpathologe
William Hadlow Ahnlichkeiten zwischen der Traberkrankheit Scrapie und der Erkran-
kung Kuru, deren Infektiositat 1966 durch C. Gajdusek nachgewiesen werden konnte
(Hadlow 1959; Gajdusek et al. 1966).
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Spater stellte sich heraus, dass es sich bei den Transmissiblen Spongiformen Enzepha-
lopathien um Prionenerkrankungen handelt, die genetisch, infektits oder sporadisch
sein konnen. Beim Menschen unterscheidet man vier verschiedene Typen: Creutzfeldt-
Jakob-Erkrankung, Gerstmann-Straulsser-Scheinker-Syndrom (GSS), tédliche familia-
re Schlaflosigkeit (Fatal Familial Insomnia, FFI) und Kuru. Bei Schafen z&hlen die
Traberkrankheit (Scrapie) und beim Rind die Bovine Spongiforme Enzephalopathie
(BSE) ebenfalls zu den Prionenerkrankungen. Diese sind durch Neurodegeneration
und Proteinaggregation gekennzeichnet. Die Latenz betrégt oft mehr als 30 Jahre, was
die Durchfuhrbarkeit prospektiver Studien stark einschréankt. Der symptomatische
Krankheitsverlauf beginnt oft abrupt mit progressiver Demenz, Ataxie sowie weiteren
neuronalen Ausfallen und fiihrt, abhangig von der Unterform nach ca. 4-12 Monaten
zum Tod (Knight und Will 2004).

Wiahrend weniger als 1% der Prionenerkrankungen durch iatrogene Ubertragung ver-
ursacht werden, macht die sporadische Creutzfeldt-Jakob-Krankheit ca. 85% aller Pri-
onenerkrankungen aus und hat eine Inzidenz von ein bis zwei Féllen pro eine Million
Einwohner in Deutschland. In den 1990er Jahren wurde die neue Variante der Creutz-
feldt-Jakob-Erkrankung (vCJD) entdeckt, an der besonders jingere Menschen durch
den Verzehr von BSE-verseuchtem Rindfleisch erkrankten. Bis heute sind 213 Félle

von vCJD weltweit bekannt. Allein 172 davon wurden in GroRbritannien registriert.

1.1.3 Strukturenvergleich von PrP® und PrpP*

PrP® und das fehlgefaltete Prion-Protein PrP*™ besitzen die gleiche Primarstruktur
(Stahl et al. 1993). Die beiden Konformationsisomere unterscheiden sich allerdings in
ihrer Sekundarstruktur, was sich wiederum auf die Tertidrstruktur und somit auf die
Funktion auswirkt. Mit der Fourier-Transformation-Infrarot-Spektroskopie (FTIR)
konnte Mitte der 1990er Jahre die Sekundarstruktur der Proteine ermittelt werden. Den
Unterschied macht beim PrP* ein deutlich hoherer Anteil an B-Faltblatt-Strukturen aus
(Caughey et al. 1991; Pan et al. 1993). Daraus ergibt sich fiir PrP* eine schlechte Los-
lichkeit in nicht-ionischen Detergenzien und eine partielle Resistenz gegeniiber Pro-
tease K. PrP*® verfiigt tiber ein geringeres Molekulargewicht und kann in zwei Phéno-
typen unterteilt werden (Parchi et al. 1999). Im Gegensatz zu PrP° neigt PrP* zur

Ausbildung neurotoxischer Aggregate (Ross und Poirier 2004). Welche genauen Me-
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chanismen und Kofaktoren bei Prionenerkrankungen zur Entstehung von PrP*-
Aggregaten fuhren, wurde noch nicht eindeutig geklart.

1.1.4 Die ,,Protein-only“-Hypothese

Bereits 1967 wurde vermutet, dass PrP* in der Lage sei, physiologisches PrP® umzu-
falten und somit selbst das infektiose Agens sei (Griffith 1967). Diese Hypothese hat
nach wie vor Bestand. Eine in diesem Zusammenhang wichtige Entdeckung ist, dass
PrPc-Knockout-Méuse resistent gegentiber einer Infektion mit PrP* sind (Bleler et al.
1993).

a ‘Refolding’ model

PrPC
Conversion
I prevented
by energy
barner i . T i’_,'/'
p,- Hetercdimer Homodimer Amyloid (not essential

for replication)

b ‘Seeding’ model

& AA

o
S 0 ’\FQ

A

pPrpSc Seed Recruitment Infectious Amyloid Fragmentation
formation  of monomeric seed into several
(very slow) PrPSC (fast) infectious seeds

Abbildung 1: Umfaltungs- (a) und Keimbildungsmodell (b) (Aguzzi & Sigurdson, 2004, S. 730).
Dargestellt sind zwei Modelle, die den Umfaltungsprozess von PrP® zu PrP* auf unterschiedliche Weise

beschreiben.

Die Proteinumfaltung und die Entstehung der PrP*-Aggregate lassen sich anhand von
zwei verschiedenen Modellen erklaren. Es gibt das Umfaltungsmodell (Refolding) und

das Keimbildungsmodell (Seeding). Das Umfaltungsmodell hat eine hohe Energie-

3
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Barriere als Ausgangspunkt, die unter normalen Umsténden die Umfaltung von endo-
genem PrP® in PrP* verhindert. Erst exogen in den Organismus eingedrungenes PrP*
soll durch mehrmaliges Entfalten und wieder Auffalten von endogenem PrP° in der
Lage sein, die bendtigte Reaktionsenergie zu senken, sodass die Konformationsénde-
rung von PrP® zu PrP* resultiert (Prusiner et al. 1990). Begriinder des Keimbildungs-
modells sehen den Unterschied zwischen PrP® und PrP* in der Quartarstruktur. Wah-
rend PrP°® unter normalen Umstanden mit PrP* in einem PrP°-favorisierenden Gleich-
gewicht steht, kann die Verbindung von zwei PrP* zu dessen Stabilisierung fiihren.
Dadurch gelingt dann die PrP®-Konversion, was zu weiteren PrP**-Anlagerungen fiihrt.
Trotz der kontinuierlichen Forschung ist bis heute der genaue Mechanismus der PrP*-
Vermehrung und der Entstehung von Amyloid-Aggregaten im Gehirn nicht verstan-
den. Seit Uber 50 Jahren ist es Kritikern der nukleinsaurefreien Vermehrung jedoch

auch nicht gelungen, die ,,Protein-only* Hypothese zu widerlegen.

1.2 Das zellulare Prion-Protein (PrP°)

1.2.1 Das PrP¢-Gen

Das zellulare Prion-Protein (PrP°) ist ein ubiquitar exprimiertes Protein, das in der
Evolution hoch konserviert ist. ES wurden bereits bei Amphibien und Fischen cDNA-
Abschnitte identifiziert, die dem Prion-Protein-Gen hoher entwickelter Arten &hneln
(Strumbo et al. 2001; Oidtmann et al. 2003). Aufgrund dieser Ergebnisse ist anzuneh-
men, dass das Prion-Protein wichtige physiologische Funktionen besitzt.

Das humane Prion-Protein-Gen (PRNP) befindet sich auf dem kurzen Arm von Chro-
mosom 20. Es besteht bei Menschen und Hamstern aus zwei, bei Maus, Rind und
Schaf aus drei Exons. Dabei codiert nur ein Exon fur das Protein, sodass auch nur ein
Ort des Genablesens (open reading frame) vorhanden ist (Makrinou et al. 2002; Lee et
al. 1998; Choi et al. 2006). Die hochste PrP*-Expression findet man beim Erwachsenen
im Gehirn, wobei sich verschiedene Regionen und Zelltypen in der Rate unterschei-
den. In Organen wie z. B. Milz, Knochenmark, Leber und Herz sind dagegen nur ge-
ringe Expressionen zu finden (Fournier et al. 1998; Horiuchi et al. 1995). Interessan-
terweise wurde keine TATA-Box zur Expressionsregulation identifiziert, weshalb dis-
kutiert wird, ob PRNP zu den sogenannten housekeeping-Genen gehdort. Der fur diese
Gene typische CG-reiche Abschnitt direkt am 5’-Ende des Transkriptionsstartes wurde

4
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auch hier gefunden und stitzt die These einer unregulierten Expression. Die potentiel-
len Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren und der Einfluss von chromatinen
Strukturen sprechen jedoch fur einen Regulationsmechanismus (Puckett et al. 1999;
Cabral et al. 2002).

Betrachtet man die PRNP-Transkriptionsaktivitat eines Individuums, so ist diese schon
wahrend der embryonalen Entwicklung vorhanden und erreicht, abhéngig von der
Spezies, postnatal schnell ein adultes Expressionsniveau (McKinley et al. 1987). In
Mausegehirnen konnte eine nahezu ubiquitare Expression von PrP° wahrend der Emb-
ryogenese gemessen werden (Manson J. et al. 1992). Das PRNP-Gen scheint somit
schon in der frihen Embryogenese eine entscheidende Rolle zu spielen. Neuere Er-
gebnisse konnten zeigen, dass PrP° bei der Regulation und Differenzierung von
Stammzellen mit verschiedenen Schlusselgenen im pluripotenten Stadium interagiert
(Miranda et al. 2011).

253 Aminoséauren

Octarepeat

Signal- g1 al B2 a2 a3 GPI
sequenz 181 197 Anker
' N el
~ PR Y
N-Terminus C-Terminus

Abbildung 2: Struktur des humanen Prion-Proteins (Becker, 2005, S. 4)

1.2.2 Die Struktur von PrP¢

Die PrP°-Primarstruktur ist 253 Aminosauren lang. Wahrend der posttranslationalen
Modifikation werden die Aminosduren 1-22 als Signalpeptid abgespalten und das Pep-
tid 232-245 am C-terminalen Ende durch einen glykosyl-phospatidylinositol-Anker

5
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ersetzt, der das Protein an der Plasmamembran befestigt (Stahl et al. 1987). PrP® kann
an der Aminoséure Asparagin 180 und 196 Glykosylierungen aufweisen und in di-,
mono-, und unglykosylierter Form vorkommen. Das Molekulargewicht liegt je nach
Glykosylierungsart zwischen 27 kDa und 36 kDa.

Die Proteinstruktur von PrP® wurde unter anderem mit Hilfe von Nuklearer Magnetre-
sonanzspektroskopie (NMR) ermittelt. Dabei ist innerhalb verschiedener Spezies ein
hoher Grad an Homologie zu sehen. Als sekundare Strukturelemente besitzt PrP° an
seiner C-terminalen Doméne drei Alpha-Helices und ein zweistrangiges antiparalleles
R-Faltblatt (Abb. 3). Dabei beinhalten die Helices die Aminoséuresequenzen 144-154,
173-194 und 200-228, wobei das Cystein 179 der zweiten Helix Uber eine Disulfidbri-
cke mit dem Cystein 214 der dritten Helix verbunden ist (Zahn et al. 2000).

Das B-Faltblatt enthdlt die Aminosduresequenzen 128-131 sowie 161-164 und wird
wie der grofie und sehr flexible N-terminale Proteinanteil (AS 29-124) als wichtige
Struktur bei der Umwandlung in die infektidse Proteinform diskutiert (Glockshuber,
1996; Donne et al., 1997). Die N-terminale Domane besitzt vier Oktarepeats (Wieder-
holung der 8 Aminosauren PHGGGWGQ) und ist in der Lage, Kupfer zu binden
(Hornshaw et al. 1995). Da das infektitse PrPsc kein Kupfer binden kann, wird dieser
Eigenschaft eine neuroprotektive Wirkung und Zellschutz vor oxidativem Stress zuge-
schrieben (Shaked et al. 2001; Mitteregger et al. 2007).

Die Struktur des PrP* konnte im Gegensatz zum physiologisch vorhandenen PrP¢ bis
heute nicht ermittelt werden, was groBtenteils an der geringen Lésbarkeit dieses Pro-
teins liegt.



Einleitung

121

Abbildung 3: Dreidimensionales Modell des humanen Prion-Proteins, hPrP (23-230) (Zahn et al.
2000, S. 147). Die o-Helices sind orange, die B-Faltblatter blau, unregulére Sekundérstruktur gelb und

der flexible N-Terminuns von Aminosaure 23-121 gelb gepunktet.

1.2.3 Der Zellzyklus von PrP°

Wie bereits erwahnt, wird PrP® zu einem groRen Teil an der Zelloberflache exprimiert,
wo es durch einen Glykosylphosphatidyl-Inositol-Anker (GPI) befestigt ist. Zuvor
wurde PrP® in den verscheiden Zellkompartimenten wie zum Beispiel dem endoplas-
matischen Retikulum (ER) posttranslational modifiziert.

Als Erkennung dient ein N-terminales Signalpeptid (1-22), welches beim Erreichen
des ER abgespalten wird. Hier formieren sich die Disulfidbriicken, das C-terminale
Ende wird durch den GPI-Anker ersetzt und die moglichen Glykosylierungen an Aspa-
ragin vorgenommen (Haraguchi et al. 1989). Vom Golgi-Apparat wird PrP° iber Vesi-
kel zur Plasmamembran transportiert und ein GroRteil wird in sogenannten lipid rafts,
Sphingolipid- und Cholesterin-reiche Abschnitte der Zellmembran exprimiert, die un-
ter anderem eine relevante Rolle bei der Signalweiterleitung spielen (Taraboulos et al.
1992; Sarnataro et al. 2004).

Im weiteren Verlauf wird das membranstiandige PrP® via Endozytose wieder in die
Zelle aufgenommen. In verschiedenen Studien wurde dieser Prozess 30-60 Minuten
nach Erreichen der Zelloberflache beobachtet (Shyng et al. 1993; Harris 2003). Der
genaue Vorgang der Endozytose sowie deren Relevanz sind noch nicht vollstandig
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verstanden. Sicher scheint aber zu sein, dass hohe Konzentrationen extrazelluléren
Kupfers die Endozytose stimulieren (Brown et al. 2003). Ob das Kupfer zu einer De-
stabilisierung von PrP® und lipid raft fihrt oder eine PrP°-Bewegung in non-raft-
Regionen verursacht, um somit eine Endozytose durch Kklathrinhaltige Vesikel zu er-
maoglichen, ist nicht geklart (Taylor et al. 2005; Prado et al. 2004).

1.2.4 Physiologische Aufgaben von PrP°

1.2.4.1 Allgemeine physiologische Funktionen von PrP°

Die genauen physiologischen Aufgaben des PrP® im Organismus sind noch nicht be-
kannt. Das molekulare Klonen von Maus-cDNA und die Mdglichkeit, das Prnp-Gen in
Mausen auszuschalten, sind deshalb wichtige Voraussetzungen, um die Funktion von
PrP® in der Zelle untersuchen zu kénnen (Locht et al. 1986). Im Jahre 1992 wurde die
erste PrP°-Knockout-Maus geziichtet. Der Vergleich mit Wildtypmausen ergab keine
offensichtlichen Unterschiede beziiglich der Anatomie der Gehirne, viszeraler Organe
oder Muskeln. Auch das Lernvermdgen und das Verhalten der PrP°-Null-Mause waren
auf den ersten Blick sehr &hnlich (Bueler et al. 1992). Ein anderer PrP°-Null-
Mausestamm zeigte gleiche Resultate (Manson et al. 1994). Aufgrund dieser Tatsache
muss davon ausgegangen werden, dass PrP® entweder von geringer Bedeutung fir eine
normale Entwicklung ist oder dass das Fehlen durch ein anderes Protein kompensiert
werden kann.

PrP® ist in viele Bereiche der zellularen Homgostase wie oxidativen Stress und
Apoptose involviert (Ramljak S. et al. 2008). PrP° besitzt auch eine Reihe identifizier-
ter Interaktionspartner, was eine vielféaltige Funktionseigenschaft vermuten lasst. Bei-
spiele sind Bcl-2 (Regulation des programmierten Zelltodes), das Hitzeschock Protein
60 kD (Zellschutz) oder Laminin (wichtiger Bestandteil der Basalmembran) (Kursch-
ner und Morgan 1995; Edenhofer et al. 1996; Graner et al. 2000). Eine hohere Resis-
tenz gegentiber Apoptose konnte bei Prnp-transfizierten knockout Zellen gezeigt wer-
den, was die Zellprotektivitdt und Schutz bei Zellstress untermauert (Kuwahara et al.
1999). In einer weiteren Studie wurde eine Hochregulation von PrP¢ nach fokaler zere-
bellarer Ischamie beobachtet (Weise et al. 2004). Auch konnte Uberexprimiertes PrP°
das Infarktausmal’ bei Ratten reduzieren sowie die neuronale Signallbertragung ver-
bessern (Shyu et al. 2005).
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Auch antioxidative Enzyme scheinen einer PrP°-abhangigen Aktivierung zu unterlie-
gen. Die Menge an Ku?*/Zn** Superoxid-Dismutase und Glutathionreduktase steigt
abhéngig von der PrP-Produktion (Rachidi et al. 2003). Da PrP° in der Lage ist, Kupfer
zu binden und freies Kupfer im Korper einen Oxidanten darstellt, ist in diesem Mecha-
nismus allein eine zellprotektive Wirkung naheliegend (Brown et al. 1997). Dabei
scheint auch die Anzahl an Kupferbindungen mit der antioxidativen Aktivitat zu korre-
lieren (Brown et al. 2001). Ein weiterer Anhaltspunkt flr die zellprotektive Eigen-
schaft von PrP° ist, dass in Zellkulturen von PrP-Knockout-Mausen erniedrigte Men-
gen verschiedener antioxidativer Substanzen ermittelt werden konnten, was eine hoéhe-
re Sensitivitat gegentber Zellschéden zur Folge hatte (Brown et al. 2002).

Des Weiteren aktiviert PrP° die Fyn-Tyrosinkinase, die einen Effekt auf Neurone und
deren Wachstum hat (Mouillet-Richard et al. 2000). Auch die Aktivitidt der
cAMP/Proteinkinase A wird von PrP° getriggert, was einen Zellschutz von neuronalen
Zellen mit sich bringt (Chiarini et al. 2002). Neben den genannten Enzymen sind in
den letzten Jahren viele weitere Interaktionspartner entdeckt worden. Einzelne Reakti-
onswege Vverlaufen parallel in der Zelle, sodass regelrechte Netzwerke an Reaktions-

vorgangen entstehen (Brini et al. 2005; de Silva und Stumpf 2005).
1.2.4.2 Die Funktion von PrP® im Nervensystem

Wie bereits erwahnt, sind in der Entwicklung von PrP-Knockout-Méausen und Wild-
typ-Mausen keine Unterschiede zu erkennen. Verfolgt man das Verhalten dieser Méu-
se aber weiter, so kann im adulten Alter eine schwere Ataxie und die Degeneration von
Purkinje-Zellen bei Fehlen von PrP® beobachtet werden. Entdeckt wurde dieses neuro-
nale Defizit bei der Knockout-Linie Prnp” Nagasaki (Sakaguchi et al. 1996). Kurze
Zeit spéter konnte zusatzlich auch eine Demyelinisierung peripherer Nerven bei zwei
voneinander unabhangigen Prnp”-Mausestammen festgestellt werden (Nishida et al.
1999). Dass die neuronalen Probleme wahrscheinlich durch das fehlende PrP° entstan-
den sind, wurde insofern ermittelt, als durch das Einbringen eines Wildtyp Prion Pro-
tein-Gens in das Genom der Knockout-Mause sowohl die Demyelinisierung als auch
die Degeneration der Purkinje-Zellen gestoppt werden konnte. Weitere Untersuchun-
gen aber konnten beweisen, dass nicht das Fehlen von PrP¢, sondern hohe Mengen des
Proteins Doppel in den Knockout-Linien fur die Ataxie und den neuronalen Verlust
verantwortlich sind. Bei diesem Protein handelt es sich um ein N-glykosyliertes Pro-
tein mit GPI-Anker, welches zu 25% mit der Aminosauresequenz von PrP° iiberein-
9
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stimmt (Silvermann et al. 2000, Moore et al. 1999). Nichtsdestotrotz verbessert die
Wiedereinfiihrung des PrP-Gens die neuronale Situation, sodass die verwandten Prote-
ine Doppel und PrP° entgegengesetzte Wirkungen zu haben scheinen (Behrens et al.
2002). Ob das Protein Doppel auch bei Prionenerkrankungen eine Rolle spielt, ist un-
Klar.

Auch andere Funktionen des Nervensystems werden mit PrP° in Verbindung gebracht.
So schreiben ihm einige Studien eine wichtige Rolle im Tag/Nacht Rhythmus zu. Ein
Anhaltspunkt ist dabei die FFI, eine Prionenerkrankung mit einer Punktmutation im
Prnp-Gen an Codon 178, die zum Einbau von Asparagin an Stelle von Asparaginsaure
fuhrt (Medori et al. 1992). Ein dhnlich gestorter Tag-Nacht-Rhythmus wie bei der FFI
mit deutlich pathologischen EEG-Veranderungen im Schlaf wurde bei Patienten mit
sporadischer Creutzfeldt-Jakob Erkrankung beobachtet (Landolt et al. 2006).

Letztlich zeigten auch Prnp®®

-Méuse einen gestorten Tag-Nacht-Rhythmus, sodass
eine wichtige Funktion von PrP° in diesem Bereich zu vermuten ist (Tobler et al.

1996).

1.3 Rolle von PrP°bei der Alzheimer-Demenz (AD)

Ob PrP° einen Einfluss auf die Entstehung der AD hat, ist nicht ausreichend unter-
sucht. Es gibt eine Studie, die eine erhohte Amyloid-Plaque-Bildung bei PrP°-
Uberexpression zeigen konnte (Schwarze-Eiker et al., 2005). Im Gegensatz dazu wird
in der Publikation von Parkin et al. (2007) von einer signifikant hoheren Menge an
Amyloid B bei PrP®-Null-Mausen berichtet. Auf genetischer Ebene konnte in einer
Studie mit 482 Patienten, die an Alzheimer erkrankt waren, und zwei unabhéngigen
Kontrollgruppen ein Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus an Position 129
im Prnp-Gen und dem Einsetzen der Alzheimer-Erkrankung festgestellt werden. In
diesem Fall erhéhte ein homozygotes Methionin (MM) das Risiko, in jlingeren Jahren
an AD zu erkranken (Riemenschneider et al. 2004). Auch eine Korrelation zwischen
der Liquorkonzentration von PrP® und der AD wurde bereits beschrieben. So konnte
gezeigt werden, dass die PrP°-Konzentrationen proportional zum Schweregrad der AD
erniedrigt waren (Meyne 2008). Trotz der genannten Arbeiten ist die Rolle von PrP°

bei AD noch nicht ausreichend geklart und bedarf weiterer Untersuchungen.
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1.4 Die Rolle von PrPc beim amyloiden Spaltweg und Tau-

Metabolismus

1.4.1 Das Amyloide Vorlaufer-Protein APP und dessen Spaltwege

Das Amyloide Vorlaufer-Protein (APP) ist ein auf Chromosom 21 lokalisiertes mem-
branstéandiges Protein mit 8 Isoformen. Im zentralen Nervensystem findet man vor-
nehmlich APP mit 695 Aminosduren, wéhrend andere Formen ubiquitér exprimiert
werden (Bayer et al. 1999). Einige Studien konnten bereits positive Effekte von APP
auf das Neuronenwachstum und einen Einfluss in Bereichen des Langzeitgedachtnis-
ses und des zirkadianen Rhythmus beobachten (Ring et al. 2007; Oh et al. 2009). Bei
APP-Knockout-Mé&usen konnten zwar leichte kognitive Einschrdnkungen beobachtet
werden, generell zeigte sich aber ein kaum verénderter Phdnotyp sowie eine unveréan-
derte Fertilitat (Zheng et al. 1995; Dawson et al. 1999).

APP unterliegt einem hohen Metabolismus und wird in verschiedene Fragmente ge-
spalten, die diverse Funktionen besitzen. Der Einfluss von APP ist deshalb moglicher-
weise sehr komplex und abhé&ngig von den jeweiligen Konzentrationen der Spaltpro-
dukte.

APP

SAPPQ. SAPP

Ap

) B-Sekretase
a-Sekretase '
| — : v-Sekretase
N
Plasma- —

membran

Nicht amyloidogener W@ Gmyloidogener Weg)

Abbildung 4: Schematische Darstellung der APP-Prozessierung (eigene Abbildung nach Kellet
und Hooper, 2009). APP wird vorerst durch die a- oder B-Sekretase gespalten, sodass SAPPa bzw.
sAPPp entsteht. Durch die y-Sekretase entsteht nach Abspaltung von sAPPp das Ap.

11



Einleitung

Ein Protein der APP-Spaltung ist die B-Sektretase mit dem Synonym BACE (fur beta-
site APP-cleaving enzyme), ein 501 Aminosduren langes Enzym der Pepsin-Familie
(Hussain et al. 1999). Die Spaltung von APP durch BACE gehért zum amyloidogenen
Weg und ist der erste Schritt bei der Entstehung von AB. Dass BACE APP spaltet,
konnte in einigen Studien gezeigt werden (Vassar et al. 1999; Cai et al. 2001). In den
meisten Korperzellen ist BACE-Aktivitat vorhanden, wobei die hochste Aktivitat in
Nervengewebe und neuronalen Zelllinien gemessen wurde (Haass et al. 1992; Seubert
et al. 1993). Die Spaltprodukte von BACE sind sAPP und C99, von dem mit Hilfe der
v-Sekretase Amyloid B (AP) abgespalten wird. Die Bedeutung von BACE wird kont-
rovers diskutiert. Bei ersten Untersuchungen von BACE-Knockout-Mé&usen, mit dem
Ziel, die Entstehung von AP und somit auch von amyloiden Plaques zu verhindern,
wurden keine Verhaltensédnderungen festgestellt (Ohno et al. 2004).

Das Fehlen von BACE zeigte bei M&usen mit Morbus Alzheimer sogar eine Verbesse-
rung der Neuronenfunktion und des Geddachtnisses sowie eine deutliche Reduktion der
APB-40/-42 Level (Luo et al. 2001; Ohno et al. 2007). Auch die Reduktion der BACE-
Expression durch siRNA zeigte eine geringere Amyloid-Expression und weniger neu-
rodegenerative Defizite bei transgenen Mausen (Singer et al. 2005). All diese Ergeb-
nisse machen BACE oder Proteine, die BACE regulieren, als therapeutisches Target
bei Alzheimer interessant. Auch eine hohere Expression und Aktivitdt von BACE in
den von Alzheimer betroffenen Hirnregionen unterstitzen diesen Ansatz (Johnston et
al. 2005). Es zeigte sich jedoch in anderen Untersuchungen, dass bei BACE-Knockout-
Méausen deutliche kognitive Einschrdnkungen zu beobachten waren und eine Funktion
von BACE beim hippokampalen Lernprozess vermutet wird (Liard et al. 2005). Das
Fehlen von BACE fihrte in einer Studie sogar zum Tod einiger Méause in der ersten
Woche und deutlichen Verhaltensanderungen der tberlebenden Mause (Dominguez et
al. 2005).

Bei sAPPa handelt es sich um ein Fragment von APP, das durch die a-Sekretase abge-
spalten wird und somit zum nicht amyloidogenen Spaltweg gehért. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass sAPPa eine wichtige Rolle bei neuronalen Funktionen und der
frihen ZNS-Entwicklung besitzt (Furukawa et al. 1996; Ohsawa et al. 1999). Die Spal-
tung von APP durch die a-Sekretase verhindert die Entstehung von AP. In diesem Zu-

sammenhang konnten deutlich erniedrigte Level an sAPPa bei Alzheimerpatienten
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detektiert und ein pathologischer Metabolismus von APP bei Morbus Alzheimer ge-
zeigt werden (Colciaghi et al. 2002).

Inwieweit PrP° einen Einfluss auf die APP Spaltung hat, ist noch nicht ausreichend
verstanden. In einem Modell mit Alzheimer-M&usen konnte bereits eine Abnahme von
AP durch PrP° beobachtet werden (Parkin et al. 2007). Auch die Rolle des Methionin-
/Valin (M/V)- Polymorphismus an Codon 129 des PrP°-Gens bei der Entstehung von
Morbus Alzheimer wurde bereits untersucht. Hier konnte gezeigt werden, dass Patien-
ten unter 70 Jahren mit homozygotem Methionin (MM) ein signifikant héheres Risiko
haben, an Morbus Alzheimer zu erkranken (Riemschneider et al. 2004). In einer weite-
ren Arbeit wird eine Bindungsmdglichkeit fiir amyloide Oligomere an einer zentralen
Stelle von PrP® bei Aminosaure 95-110 beschrieben (Laurén et al. 2009). PrP° agiert
somit womoglich als Rezeptor fiir AB. Es konnte auch ein Einfluss von Ap-
Oligomeren auf die Expression von PrP® an der Zelloberflache gezeigt werden, was die
Hypothese einer Interaktion von AP und PrP° stiitzt (Caetano et al. 2011). Insgesamt
deuten die Ergebnisse auf einen Einfluss von PrP° bei der Entstehung von Morbus
Alzheimer hin. Ob dieser Einfluss einen krankheitsférdernden oder protektiven Cha-

rakter hat ist noch umstritten.

1.4.2 Das Tau-Protein bei der AD

Das Tau-Protein ist ein Mikrotubulus-assoziiertes Protein (MAP), welches als hitze-
stabiler Protein-Faktor die Polymerisation von a- und B-Tubuli zu Mirkrotubuli fordert
(Weingarten et al. 1975). Es wird vornehmlich in Nervenzellen exprimiert und ist
uberwiegend im Axon lokalisiert (Binder et al. 1985). Die Funktion von Tau wird
durch posttranslationale Modifikation gesteuert und besteht in der Stabilisation der
Zellform und dem zielgerichteten axonalen Transport verschiedener Molekiile. Dabei
spielt die posttranslationale Phosphorylierung der Tau Proteine bei Morbus Alzheimer
eine besondere Rolle, die in Alzheimer-Gehirnen besonders stark ausgepragt ist und
als Folge die Bildung neurofibrillarer Tangels hat, die das mikrotubulére Bindungs-
vermaogen herabsetzen (Gustke et al. 1992).

Die Rolle von PrP® im Tau-Metabolismus wird noch nicht ausreichend verstanden.
Erste Studien deuten jedoch auf eine Interaktion der beiden Proteine hin (Wang et al.
2010; Canu et al. 2011).
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Die physiologische Funktion von PrP® ist noch nicht ausreichend geklart. Die bisheri-
gen Erkenntnisse lassen einen Einfluss auf zellmetabolische Ablaufe vermuten, die bei
der Alzheimer Demenz (AD) eine Rolle spielen. In den meisten Studien wurde dabei
bisher mit genetisch veranderten Alzheimer-Mausen gearbeitet. Im Gegensatz dazu
beschéftigt sich die vorliegende Arbeit mit der Funktion von PrP® unter physiologi-
schen Bedingungen.

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von PrP® auf die Expression der fir die AD-
Pathogenese relevanten Proteine und deren Metabolismus unter physiologischen Be-
dingungen zu untersuchen. Im Vordergrund standen dabei speziell das Amyloide Per-
cusor-Protein (APP), SAPP, das Enzym BACE, die Spaltprodukte AB-40, AB-42, SAP-
PP und sAPPa.

Dabei sollten mogliche Interaktionen von PrP® und Auswirkungen auf die Konzentrati-
onen der Spaltprodukte untersucht werden. Zusatzlich sollte der Einfuss von PrP® auf
Tau Uberpruft werden. Fur diese Untersuchungen dienten neben Tau die phosphory-
lierten Tau-Formen S 396, Thr 181, Ser 199 und Thr 231.

Um eine moglichst hohe Aussagekraft der Ergebnisse zu erlangen, wurden die Unter-

suchungen sowohl an einem Zell- als auch an einem Mausmodell durchgefuhrt.
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2. Material und Methoden

Die Untersuchungen dieser Arbeit wurden mit den folgendenen Materialen und Me-

thoden durchgefihrt und jeweils mindestens drei Mal wiederholt.

2.1 Chemikalien

BSA (bovine serum albumine)
Dublecco’s modified Eagle’s
medium

Fetales Bovines Serum
Glycerol

L-Glutamin

Lipofectamin

Luminol

Milchpulver

OptiMEM

p-Coumarsaure

PBS Dulbecco
Penicillin/Streptomycin
Roti®Load

SDS

TEMED

Tris/HCI

Trypsin/EDTA Solution
Tween-20

Mowiol 4-88

2.1.1 Kits

Kits fur die Plasmidpréparation

High Pure Plasmid isolation Kit

Roth (Karlsruhe)
Applichem (Darmstadt)

PAA (Pasching)
Sigma-Aldrich (Munchen)
Biochrom (Berlin)

Invitrogen (Groningen, Niederlande)
Sigma-Aldrich (Miunchen)
Roth (Karlsruhe)
Gibco/lInvitrogen (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Munchen)
Biochrom (Berlin)

PAA (Pasching)

Roth (Karlsruhe)

BioRad (Munchen)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Biochrom (Berlin)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Roche Diagnostics (Mannheim)
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QIAGEN Plasmid Kit (Midi)

Deglykosylierungskit

Elisa-Kits
SAPPB-Kit
AP 1-40-Kit
AP 1-42-Kit
SAPPa-Kit

ECLIA-Kit
Tau- und p-Tau-Kit

2.1.2 Antikorper

Qiagen (Hilden)

Calbiochem, Merck (Darmstadt)

IBL No. 27732 (Hamburg)

IBL No. 27714 (Hamburg)

IBL No. 27712 (Hamburg)
IBL No. 27734 (Hamburg)

Meso Scale DiscoveryTM

Die folgenden Antikdrper wurden fur Western-Blots und immunhistochemische Far-

bung verwendet.

2.1.2.1 Priméare Antikorper

Name Spezifitat Verdinnung Anbieter

PrP-Antikorper

12F10 Maus, Monoklonal | 1:1000 SPI-Bio, Montigny
Le Bretonneux,
Paris (Frankreich)

SAF32 Maus, Monoklonal | 1:500 SPI-Bio

APP-Antikorper

22C11 Maus, Monoklonal | 1:1000 Millipore, Schwal-
bach

BACE-

Antikorper Kaninchen, polykl. | 1:1000 Acris, Herford

Anti-Tau Kaninchen, polykl. | 1:1000 Abcam, Cambridge
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Anti-p-Tau
Anti-p-Tau 181
Anti-p-Tau 199

Anti-p-Tau S396
B-Aktin

Kaninchen, polykl. | 1:1000 Abcam, Cambridge

Kaninchen, polykl. | 1:1000 Roboscreen, Leip-
zig

Kaninchen, polykl. | 1:1000 Acris, Herford

Maus, monoklonal | 1:5000 Abcam

Tabelle 1: Priméare Antikorper

2.1.2.2 Sekundéare Antikorper

Name

Anti-Maus-1gG

Anti-Rabbit-1gG

Spezifitat Verdinnung | Anbieter
Maus 1:10000 Jackson ImmunoResearch,
Suffolk, UK

No. 115 035-062

Kaninchen 1:7500 Jackson ImmunoResearch,
Suffolk, UK

No. 111 035-144

Tabelle 2: Sekundare Antikdrper

2.1.3 Zellen

HEK (Human Embryonal Kidney) 293-Zellen ~ Stratagene, La Jolla, USA

SH-SY5Y-Zellen

Subklon einer Neuroblastoma-

Zelllinie

2.1.4 Plasmidvermehrung

Plasmid
Bakterienstamm
LB — Medium

Ampicillin

pCMS-EGFP (BD Biosiences, Palo Alto, USA)
5DHa E. coli

Applichem (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (Miinchen)
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2.1.5 Mause

Wildtyp- und Prnp®°-Mézuse (Nachkommen der Ziirich I-Mauslinie):
PD Dr. Walter Schultz-Schaffer (UMG)

Tg-35-Méuse (Transgene Mauslinie 35 mit Prnp-enthaltender Cosmid-DNA, welche in
0/0

Prnp™"-Mdause durch Kerninjektion eingebracht wurde, sodass eine 8-10fach erhdhte

PrP°-Expression erreicht wird):
PD Dr. Walter Schultz-Schaffer (UMG)

2.1.6 Verwendete Puffer und Lésungen

Blocklésung fur WB: 5% Milchpulver in PBS-T

Entwicklungslésung:

ECL-1: 2,5 mM Luminol, 0,4 mM p-Coumarséure, 0,1 M Tris-HCI pH 8,5

ECL-2: 18% H,0,, 0,1 M Tris-HCI pH 8,5

Elektrophorese Puffer (running buffer): 1L = 100 ml Stocklésung (144 g Glycin, 10
g SDS, 30 g Tris) + 900 ml dH,0O

Transferpuffer: 1L = 100 ml Stocklésung (29,3 g Glycin, 58,2 g Tris, 0,375 g SDS) +
200 ml Methanol + 700 ml dH,O

PBS: 9,55 g PBS-Pulver / Liter dH,0

PBS-T: 1% Tween-20 in PBS

2.1.7 Proteinstandard-Marker
Precision Protein Plus Standard Bio-Rad (Miinchen)

Biorad Protein Assay (Farbstoff-Konzentrat) Bio-Rad (Miinchen)

2.1.8 Instrumente

Instrument Model Hersteller
Zentrifugen 5810R Eppendorf (Hamburg)
Kihl- und Gefrierschranke | 4°C Liebherr
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Kuhl- und Gefrierschranke

Woasserbad

Ultraschallbad

Heater

Gelelektrophorese

Semi-Dry Transferzelle

Blot-Maschine

Entwicklungsgerét

Schiittler

Mikroskop

Waage

Rihrer

Hybridizationoven/shaker

ELISA-Platten Lesegerét

Vortexer

-20°C
-80°C

310/H Transsonic

Thermomixer comfort

Power Pac 3000

Trans-Blot SD

Power Pac 200

SAX 101A

HS 501 digital

Olympus BX51

CP 3202P

IKAMAG RCT

1420 Victor

Vortex mixer SA8

Liebherr Economy

Sanyo Biomedical (Bad

Nenndorf)

Kottermann

Elma (Pforzheim)

Eppendorf

Bio-Rad (Minchen)

Bio-Rad (Munchen)

Bio-Rad (Munchen)

Kunika (International)

Schitt Labortechnik (Got-

tingen)

Olympus (Hamburg)

Satorius (Gottingen)

IKA Laborechnik (Stau-

fen)

Life Science (Amersham,

England)

Wallac (Turku, Finnland)

Stuard (England)
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Scanner CanoScan 8400F Canon (International)
Microwelle Powerwave Brother
Pipettierhilfe Pipetus Hirschmann (Eberstadt)
Tabelle 3: Instrumente
2.1.9 Verbrauchsmaterialien
Produkt Hersteller
Pipetten (25, 10, 5 ml) Sarstedt (Numbrecht)

Pipettenspitzen (10, 100, 1000 pl)
Zellkulturflaschen

6-Well Platten

24-Well Platten

Skalpell

Eppendorf Cups

Rettberg (Gottingen)
Eppendorf (Hamburg)

Nitrozellulosemembran  Chemilumine-

scense Entwicklungsfilm

GE Healthcare (International)

Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Transformation der elektrokompetenten E. coli-Stamme mit der Plasmid-

DNA

Verwendete Ldsungen
LB-Medium:
2,5 g LB-Medium / 100 ml ddH20
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LB-Agar-Platten mit Ampicillin (100ug/ml):

Es wurden 6g LB-Agar in 150 ml dd H,0O bei 100 °C geldst und 30 Minuten bei 65-

80 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die bis 50°C abgekuhlte Lésung mit Ampicillin
(100 pg/ml) versetzt.

Der bei Raumtemperatur polymerisierte Agar konnte nun fir max. 2 Wochen bei 4 °C

gelagert werden.

2.2.1.1 Plasmide

Das in dieser Arbeit transfizierte Plasmid beinhaltet einen pCMS-EGFP-Vektor, in den
das PRNP Gen eingebaut wurde. Durch die Transfektion der HEK-293- und SH-
SY5Y- Zellen mit diesem Vektor war eine transiente kurzzeitige Uberexpression von

PrP® in der Zelle zu erreichen.

Ame' PCMIS-EGFP sy |
55

i1
SV40 ori Ori

Abbildung 5: Schematische Darstellung des pMCS-EGFP-Vektors (Ramljak, 2008 S. 34).

2.2.1.2 Transformation

Das Verfahren hat seinen Ursprung in der Beobachtung, dass Calciumchlorid die Auf-
nahme von A-DNA von Bakterien fordert (Mandel und Higa 1970). Die Transformati-
on von kompetenten Bakterien mit Plasmid-DNA gelang Cohen das erste Mal 1972
(Cohen et al. 1972).
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2.2.1.3 Transformation der kompetenten E. coli

Vorerst wurden 0,5 pg Vektor-DNA zu 50 ul DH10B-kompetenten Zellen gegeben
und in gekihlte (5 Minuten in Eis) Elektrokiivetten transferiert. Nach zweiminitiger
Eis-Inkubation wurde nun mit Hilfe eines Elektroimpulses die Plasmid-DNA in die
Bakterien transformiert.

Anschlielend wurde zu den Bakterien 1 ml vorgewdrmtes LB-Medium hinzugeftigt
und bei 37 °C fur 45 Minuten im Wasserbad leicht geschittelt.

Nach dem Verdinnen von 10 pl dieser Kultur in 1 ml LB-Medium wurden schlieBlich
50 pl der entstandenen Bakterienldésung auf die LB/Ampicillin-Agar Platten pipettiert
und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Die iber Nacht gewachsenen transformierten E. coli-Kolonien wurden jeweils in 100
ml LB Medium gel6st. Nach ca. 16 Stunden schitteln bei 37 °C folgte die Plasmidiso-

lation.
2.2.1.4 Vermehren und Aufbewahren der E. coli-Stamme

Zur Vermehrung von E. coli wurden diese uber Nacht in LB-Medium bei 37° C in ei-
nem Schittler geschwenkt, um ein optimales Wachstum zu erreichen. Das LB-Medium
wurde vorher mit Ampicillin (100 pg/ml) versetzt um Bakterien, die eine Ampicillin-
resistenz besitzen zu selektieren.

AnschlieRend wurde die optische Dichte bei einer Wellenldnge von 600 nm mit Hilfe
eines Spektometers gemessen, wobei das LB-Medium als Referenz diente.

Zur Aufbewahrung der E. coli-Stdmme wurden 900 ul E. coli mit 100 ul Glycerol bei

-80 °C eingefroren.

2.2.2 Gewinnung der Plasmid-DNA
2.2.2.1 Mini-Plasmidpréparation

Ziel dieser Methode ist es die Plasmid-DNA fir die Transfektion aus den transformier-
ten E. coli-Bakterien zu isolieren.

Um dies zu erreichen, wurden die tiber Nacht bei 37°C im Schdittler gewachsenen E.
coli-Bakterien nach Erreichen einer optischen Dichte von 1,5-5,0 pro ml bei 600 nm
zentrifugiert (5 Minuten bei 6000 x g) und das Bakteriensediment mit 250 pul RNAse-
haltigem Puffer (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA) versetzt.
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Nach Zugabe von 250 pl eines zweiten Puffers (0,2 M NaOH, 1% SDS) wurde die
Lysereaktion nach 5 Minuten durch 350 pl eiskalten Binding Buffer neutralisiert.

Der Uberstand wurde nach vorangegangener Zentrifugation (10 Minuten 13 000 X g)
in eine Filtersaule Uberfuhrt und eine Minute in die Zentrifuge (13 000 x g) gegeben.
Dann wurde vor einer weiteren Minute in der Zentrifuge mit 700 pl Waschpuffer die
DNA gesédubert. Um Reste des Waschpuffers zu vermeiden, wurde ein weiteres Mal
eine Minute zentrifugiert.

Letztlich sammelte sich die Plasmid DNA mit Hilfe von 100 pl Auswaschpuffer (10
mM Tris-HCI, pH 8,5) wahrend einer Minute Zentrifugation in einem Eppendorf-

Gefal und konnte bei -20 ° C eingefroren werden.
2.2.2.2 Midi-Plasmidpréaparation

Bei der Gewinnung grolRerer Plasmidmengen wurden 25 ml der Gber Nacht in LB-
Medium gewachsenen E. coli Bakterien mit der optischen Dichte von 1,5-5,0 bei 6000
X g und 4 °C fir 15 Minuten zentrifugiert. Das entstandene Bakterienpellet wurde an-
schlielend in 4 ml Resuspensionspuffer (50 mM Tris-Cl, pH 8,0; 10 mM EDTA; 100
pg/ml RNase A) geldst. Nach Zugabe von 4 ml Lysepuffer (200 mM NaOH, 1% SDS)
wurde die Lysereaktion nach 5 Minuten durch den Neutralisationspuffer (3,0 M Kalzi-
umacetat) gestoppt und 15 Minuten auf Eis gelagert.

Im ndchsten Schritt wurde das Lysat fiir 30 Minuten bei 20 000 x g und 4 °C zentrifu-
giert und anschlieRend der plasmidreiche Uberstand abgenommen. Dieser wurde er-
neut 15 Minuten bei 20 000 x g und 4 °C zentrifugiert, um letzte Zellpartikel vom
Uberstand zu entfernen. Danach wurde der DNA-Filter mit 4 ml Aquilibrierungspuffer
(750 mM NaCl; 50 mM MOPS, pH 7,0; 15 % Isopropanol; 0,15% Triton® X-100)
vorbereitet und anschlieRend der Uberstand filtriert. Der DNA enthaltende Filter wur-
de noch zweimal mit 10 ml Waschpuffer (1,0 M NaCl; 50 mM MOPS, pH 7,0; 15 %
Isopropanol) gewaschen, bevor im ndchsten Schritt durch den Auswaschpuffer (1,25
M NaCl; 50 mM Tris-Cl, pH 8,5; 15 % Isopropanol) die DNA aus dem Filter isoliert
wurde. Die DNA wurde nun mit Isopropanol prezipitiert und bei 15 000 x g und 4 °C
far 30 Minuten zentrifugiert.

Das hierbei entstandene Pellet wurde vom Uberstand entfernt und mit 2 ml Ethanol
gewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren bei 15 000 x g fur 10 Minuten wurde vor-

sichtig der Uberstand verworfen und das Pellet fir ca. 10 Minuten luftgetrocknet. Im
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letzten Schritt wurde dann das Pellet in ca. 300 pl Puffer (Tris.Cl, pH 8,5) geltst und
bei -20 °C gelagert.

2.2.3 Transfektion der Zelllinien

Verwendete Ldsungen

Transfektionsmedium:
98 % OptiMEM

2 % fetales bovines Serum

Zur Transfektion der Zellen wurden diese beim Splitten in 6-Well-Platten ausgesat.
Bei einer Zelldichte von ca. einer Million/Well wurde das Medium (2 ml/Well) ent-
fernt und nach einmaligem Waschen mit PBS durch vorgewdarmtes Transfektionsme-
dium ersetzt. Dann wurden jeweils 250 pl vorgewarmtes OptiMEM mit 8 pl Plasmid-
DNA und 5 pl Lipofectamin versetzt und nach finf Minuten vermengt. Diese 500 pl
wurden dann nach 20 Minuten Inkubation auf das Well gegeben. Nach ca. 7 Stunden
im Brutschrank -oder tber Nacht- wurde das Transfektionsmedium wieder durch nor-
males Medium ersetzt und die transfizierten Zellen bis zum Zeitpunkt der Weiterver-

arbeitung im Brutschrank kultiviert.

2.3 Zellbiologische Methoden

Alle im folgenden Text beschriebenen Vorgehensweisen wurden stets unter sterilen
Bedingungen und mit den Zellpassagen 5-25 durchgefihrt.

Die verwendeten Zelllinien wuchsen einschichtig in 175 cm? Zellkulturflaschen mit 13
mL des jeweiligen Mediums und wurden in H20-gesattigter Umgebung bei 5% CO?,
98 % Luftfeuchtigkeit und 37 °C im Brutschrank inkubiert.

Das Wachstumsverhalten der Zellen wurde téglich mikroskopisch kontrolliert, wobei
auf die Morphologie der Zelle, mégliche Kontaminationen, sowie auf die Gesamtkon-
fluenz geachtet wurde. Alle 2 Tage wurde das Nahrmedium gewechselt und bei einer
Zelldichte von 70 % wurden die Zellen im Verhéltnis 1/5 gesplittet.
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2.3.1 HEK 293-Zellen

Die HEK (human embryonal kidney) 293-Zellen sind das Transformationsprodukt von
humanen embryonalen Nierenzellen und Teilen der DNA des Adenovirus 5.

HEK 293-Zellen sind gut fur die Plasmidtransfektion geeignet und vergleichsweise

einfach in der Handhabung.
2.3.1.1 Kultivierung von HEK 293-Zellen

Verwendete Losung

Medium
Dublecco’s modified Eagle medium
10 % Fetales bovines Serum

2 % Penicillin/Streptomycin

Die HEK 293-Zellen wurden nach dem Auftauen zentrifugiert (5 Minuten, 600 X )
und der Uberstand durch frisches Medium (DMEM + 10 % FBS u. 2 % PS) ersetzt.
Die Zellen wurden anschlieRend zusammen mit 20 ml Medium in eine Kulturflasche

(175 cm?) tiberfiihrt und im Brutschrank kultiviert.
2.3.1.2 Splitten von HEK 293-Zellen

Alle 3-5 Tage wurden die Zellen nach Entfernung des alten Mediums mit 5 ml PBS
gewaschen und anschlieBend mit 3 ml Trypsinlosung (0,05 % Trypsin, 0,02 % EDTA)
versehen. Nach zweimin(tiger Inkubation mit Trypsinlésung im Brutschrank wurden
die abgeldsten Zellen zusammen mit 7 ml vorgewarmten Medium in die Zentrifuge (5
Minuten, 600 x g) gegeben.

AnschlieBend wurde der Uberstand durch 5 ml Medium ersetzt, wovon 1 ml in eine
neue Zellkulturflasche (+ 20 ml Medium) tberfuhrt wurde.

Bei der Verwendung von 6-Well-Flaschen wurden jeweils 1 Million Zellen pro Well

ausplattiert.
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2.3.2 SH-SY5Y-Zellen
2.3.2.1 Kultivierung von SH-SY5Y-Zellen

Verwendete LOsung:

Medium

Dublecco’s modified Eagle medium
10 % Fetales bovines Serum

1 % Penicillin/Streptomycin

1 % L-Glutamin

Die Kultivierung und das Passagieren der SH-SY5Y-Zellen erfolgte auf gleiche Weise
wie bei den HEK 293-Zellen. Den einzigen Unterschied machte die Zusammensetzung
des Zellmediums aus, welches bei den SH-SY5Y-Zellen zusatzlich 1 % L-Glutamin
und nur 1 % Penicillin/Streptomycin enthielt, um die vergleichsweise empfindlicheren

Zellen geringerem Stress auszusetzen.

2.3.3 Kryokonservierung

Zur Konservierung der Zellen wurden 800 ul zellreiches Medium mit 100 pl FBS und
100 pl DMSO vermengt und zur Schockfrostung in Trockeneis geben. Die anschlie-

Rende Lagerung erfolgte bei -80 °C.

2.4 Zellbiochemische Methoden

2.4.1 Herstellung der Zelllysate

Um die Proteine aus den Zellen freizusetzen, wurde 10%iges SDS (Sodium Dodecyl
Sulfate) in Kombination mit einem zweiminitigen Ultraschallbad verwendet und auf
die mit PBS gewaschenen Zellen gegeben. Das Lysat wurde anschlieRend unter steri-

len Bedingungen in Eppendorf-Cups tberfihrt und transportféhig gemacht.

2.4.2 Herstellung der Hirnhomogenate

Zur Herstellung der Hirnhomogenate wurden Mé&usegehirne mannlicher Prion-Protein

0/0

Knockout-Mause (Prnp~™) und ménnlicher Wildtyp-Maduse im Alter von 3 und 15 Mo-
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naten verwendet. Fir jedes Experiment wurden wenigstens 5 verschiedene Mause
verwendet. Das Hirnmaterial wurde uns im Zuge einer Zusammenarbeit an der Univer-
sitatsmedizin Gottingen von Herrn Dr. Walter Schultz-Schaffer zur Verfiigung gestellt.

Die Prnp®®

-Méuse waren Nachkommen der Zlrich I-Mauslinie. Die Wildtyp-Mause
waren eine Kreuzung der F;-Nachkommen von gepaarten Madausen der Stdmme
C57BL/6J x 129/Sv(ev).

Die Tg-35-Méuse waren transgene Méuse, die ein Cosmid mit einem Maus PrPc b-
Allel besitzen, wodurch eine 8-10 mal h6here PrPc-Expression erreicht wird.

Das Hirnmaterial wurde auf Eis mit einer Rasierklinge zerkleinert und mit Extrakti-
onspuffer aus 50 mM Tris HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1 % Triton X-
100 und Proteaseinhibitoren gemischt und homogenisiert. Diese Suspension wurde im
Ultraschallbad sonifziert, anschliefend fir 15 Minuten im Rotator inkubiert und ab-
schlieRend fiir 10 Minuten bei 4° C zentrifugiert (13000 x g). Die im Uberstand ange-

reicherten Proteine wurden in Eppendorf-Cups uberfuhrt und bei -80 °C gelagert.

2.4.3 Proteinmessung nach Bradford

Der Proteingehalt der Zellproben wurde mit Hilfe des Bestimmungsverfahrens nach
Bradford ermittelt (Bradford 1976). Bei dieser photometrischen Messmethode befindet
sich die Absorption des Ausgangsreagenz Coomassie-Brillant-Blau G-250 (CBBG) bei
465 nm. Kommt es zu einer Komplexbildung dieses Farbstoffes mit Proteinen, ver-
schiebt sich das Absorptionsmaximum auf 595 nm, sodass die Absorption mit dem
MaR an Komplexbildung und somit mit dem Proteingehalt der Probe korreliert.

Fur die Messung wurde das Bradford-Konzentrat im Verhéltnis 1:5 mit destilliertem
Wasser gemischt und anschlieRend mit Filterpapier filtriert.

Als Standard wurde BSA-Protein mit destilliertem Wasser verdiinnt. Dabei wurden
sechs verschiedene Verdunnungen im Bereich von 0,1-1,4 mg/ml angefertigt. Die Pro-
ben fur die Proteinmessung wurden im Verhéltnis 1:10 verdunnt, 20 pul Probe mit 980
pl Bradford-Losung gemischt und fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Absorption der Proben wurde bei einer Wellenldange von 595 gemessen. Fur die Um-
rechnung der Absorption auf den Proteingehalt der Probe wurde die Software Micro-

soft Office 2003 Exel zur Hilfe genommen.
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2.4.4 Deglykosylierung von Prp°

Die Deglykosylierung von PrP® wurde mit Hilfe des Enzyms N-Glykosidase F durch-
gefiihrt. Dabei werden die N-glykosidisch gebundenen Zuckerketten an Position 180
und 191 von der Aminosdure Asparagin abgespalten, wodurch Asparaginsdure ent-
steht.

Diese Methode wurde mit dem Deglykosylierungs Kit der Firma Calbiochem (Merck)
durchgefiihrt.

Vorerst wurde das Zellpellet mit 30ul ddH,0 versetzt. AnschlieBend wurden 10 pl 5X
Reaktionspuffer und 2,5 ul Denaturierungslosung hinzugefigt.

Nach dem Erhitzen der Probe fur 5 Minuten bei 100 °C wurden 2,5 pl Triton X-100
Detergenz in die Probe pipettiert. Zuletzt wurde dann noch 1 pl des Enzym N-
Glykosidase F zugesetzt. Nach einer Inkubationszeit von 3 Stunden bei 37 °C war PrP°

vollstandig deglykosyliert.

2.4.5 SDS-Page

Gelzusammensetzung

Trenngel (2x) Sammelgel (2x)
Tris/SDS-Puffer 3,7 ml (pH 6,8) 1,05 ml (pH 8,8)
40 %iges Acrylamid 4,4 ml 0,84 ml
destilliertes Wasser 6,8 mi 2,6 ml

APS 10% 150 pl 45 pl

TEMED 6 pl 5l

Die SDS-Page (sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis) dient zur
GrolRenauftrennung von Proteinen. Dabei wandern die negativ geladenen Proteine auf
Grund der angelegten elektrischen Spannung durch das Gel. Da Proteine mit einem
geringen molekularen Gewicht schneller durch das Gel migrieren als grof3e, findet eine
Proteinauftrennung nach Groélze im Gel statt.

Das vewendete Gel bestand aus zwei Phasen, die sich aus dem Sammelgel mit den
Geltaschen (Acrylamidgehalt 5%) und dem Trenngel (Acrylamidgehalt 12%) zusam-
mensetzten. Zuerst wurde das angefertigte flissige Trenngel in die Gelkammern ge-

gossen und zur Beschwerung mit Wasser tberschichtet, bis es nach 30 Minuten auspo-
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lymerisiert war. Nach Beseitigung des Wassers wurde das Sammelgel Uber das Trenn-
gel in die Gelkammern gegossen und 30 Minuten auspolymerisiert. Durch den einge-
fihrten Gel-Kamm entstanden Geltaschen, die zur Probenauftragung dienten.

Zur Beladung der Geltaschen sind die aus den Zellen gewonnenen Proteine mit Auf-
tragspuffer (Roti-Load, Roth, Karlsruhe) vermischt und fiir 2 Minuten bei 95 °C erhitzt
worden. Die proteinbeladenen und in Elektrophoresepuffer eingelegten Gele wurden
anschlieBend an eine konstante 100 V Spannung angeschlossen. Die durch
Bromphenol Blau geféarbte Lauffront im Gel zeigte dabei an, wie weit die Proteine im
Gel schon gewandert waren. Als Standard diente hier der Precision Plus Protein Stan-

dard (dual color) von Bio-Rad.

2.4.6 Western-Blot

Um die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine detektieren zu kénnen, wurden sie
mit Hilfe der Western-Blot-Methode vom Gel auf eine Nitrozellulosemembran transfe-
riert. Dabei binden die Proteine Uber hydrophobe Aminosdurereste an die Membran
(Towbin et al., 1979).

Bei der hier verwendeten Blot-Technik handelt es sich um die Semi-dry-Methode, bei
der Gel und Membran von zwei mit Transferpuffer getrankten Filterpapieren umgeben
sind (s. Abb. 6). Die Proteine wurden bei konstanten 12V fir 70 Minuten auf die vor-

bereitete Membran geblottet (je eine Minute in Methanol, ddH20 u. Transferpuffer).

/ Kathode
| | _,_.-—-—-""'""" Filterpapier

/ Gel

Membran

] I = Filterpapier

1
—————
Anode

Abbildung 6: Materialanordnung in der Blotting-Maschine nach der Semi-dry-Methode (eigene
Abbildung).

29



Material und Methoden

2.4.7 Antikorperinkubation

Bevor die proteinhaltige Membran mit Antikorper beladen wurde, war die Absattigung
der freien Proteinbindungsstellen mit milchpulverhaltiger Blockierungslésung fur eine
Stunde bei Raumtemperatur notig.

Nachdem der erste Antikorper Uber Nacht bei +4 °C an die Membran gebunden hatte,
wurde die Membran mehrfach mit PBS-T gewaschen, bevor der zweite Antikorper fur
eine Stunde auf die Membran gebracht wurde. Verdunnt wurden die Antikorper je-

weils mit Blocklésung.

2.4.8 Membranentwicklung

Um die Membran zu entwickeln, wurde der 2. Antikdrper vorerst grindlich mit PBS-T
und OKANO gewaschen. Dann wurde die Membran fur exakt eine Minute in eine vor-
her angefertigte Entwicklungsldsung (ECL 1+2) gelegt, vorsichtig mit Frischhaltefolie
ummantelt und bei Dunkelheit mit Réntgenpapier in einer geeigneten Box fest ver-
schlossen. Das Entwicklungspapier wurde dann in eine Entwicklungsmaschine der
Rontgenabteilung gegeben, die nach kurzer Zeit das fertige Bandenmuster hervor-
brachte. Die Dauer der Entwicklungszeit in der Box war hierbei von Antikérper und

Probe abhéngig.

2.4.9 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Die in dieser Arbeit verwendeten ELISA-Kits fiir die Detektion von sAPPa, sAPPp,
AB-40 und AB-42 wurden alle von der Firma IBL hergestellt und sind aus diesem
Grund nahezu identisch in der Durchfiihrung.

Anfangs wurde eine Verdunnungsreihe mit in destilliertem Wasser geléstem Standard
hergestellt. Um den Standard in der Messung doppelt bestimmen zu kénnen, wurden
230 pl Standardlésung mit 230ul E1A-Puffer (1% BSA, 0,05% Tween 20 in PBS) ge-
mischt und dann noch sechs Mal verdiinnt. Im achten Well befand sich die Leerprobe
mit EIA-Puffer.

Um verschiedene Proben miteinander vergleichen zu kénnen, wurden die zuvor ermit-
telten Proteinwerte der Zellproben mit Hilfe des EIA-Puffers angeglichen. Anschlie-
Rend wurden 100 ul von jeder Probe in die mit dem ersten Antikérper beschichteten

ELISA-Wells pipettiert und die abgedeckte Well-Platte tiber Nacht bei 4°C inkubiert.
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Am néchsten Tag folgte nach siebenmaligem Waschen die Inkubation mit 100 pl des
zweiten Antikorpers, die je nach Kit 30 Minuten bis eine Stunde dauerte. AnschlieRend
wurde die Platte neun Mal gewaschen und fir 30 Minuten mit 100 pul Chromogen
(TMB L06sung) versetzt. Eine Stop-Ldsung beendete letztlich die Reaktion und ermdg-

lichte fr 30 Minuten die stabile Messung der Proben bei 450 nm im Plattenlesegerét.

2.4.10 Analyse der Tau- und p-Tau-Konzentration mittels ECLIA (Elektrochemi-

lumineszenz-lmmunoassay)

Die ECLIA ist eine Vereinigung der Elektrochemie mit der Spektrometrie. Zur Analy-
se der Tau- und p-Tau-Konzentration wurde die Tau und p-Tau 231 ECLIA von Meso
Scale TM (MSD) nach den entsprechenden Anweisungen des Herstellers benutzt. Flr
jede Analyse wurden 40 pug Hirnhomogenat verwendet. Flr die MSD ECL-Plattform
wurden spezielle Platten mit eingebetteten Elektroden benutzt. Das Prinzip der Elek-
trochemilumineszenz fulRt dabei auf elektrochemische Stimulation eines SULFO-TAG
[Ruthenium(Il) tris-bipyridine-(4-methylsulfonate) NHS-Ester]-konjugierten Antikor-
pers. Die Chemilumineszenz konnte dann mit Hilfe einer CCD (Charge-coupled De-
vice) -Kamera bei 620 nm gemessen werden und war der Konzentration des Tau in der

Probe direkt proportional.

2.4.11 Immunzytochemie

Um die Konzentration bestimmter Zellproteine sichtbar zu machen, wurden die Zellen
immunzytochemisch geféarbt.

Die anzufarbenden Zellen wurden auf runden Deckplattchen kultiviert und bei ausrei-
chender Dichte in 24-Well-Platten einmal fir 5 Minuten mit 500ul PBS gewaschen.
Zur Fixierung der Zellen folgte eine 20mindtige Inkubation in 4% Paraformaldehyd.
Nach dreimaligem Waschen mit PBS fir jeweils 5 Minuten wurden die Zellkerne mit
PBS + 0,2 ug/ml DAPI fir 10 Minuten angeféarbt. Danach wurden die fixierten Zellen
wieder dreimal gewaschen und anschlieBend die Zellmembran mit Hilfe einer zehn-
minutigen Inkubation mit PBS+ 0,2 % Triton permeabel gemacht. Wieder folgte die
gleiche Waschung. Vor der Antikorperinkubation wurde eine Blocklésung (PBS + 2%
BSA + 10% FBS) fur eine Stunde auf die Zellen gegeben. Der erste Antikorper inku-
bierte Gber Nacht bei 4° C in spezifischer Verdinnung mit PBS + 2% BSA auf den
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Zellen. Nach mehrmaliger Waschung mit PBS erfolgte am néchsten Tag die Inkubati-
on mit dem zweiten Antikorper fiir zwei Stunden. Zur Uberpriifung der Spezifitat des
ersten Antikorpers wurde zusétzlich eine Negativkontrolle durchgefuhrt. Dabei wurde
anstelle des ersten Antikorpers PBS und anschlieend der Sekundarantikorper aufge-
tragen. Durch die Verwendung des polymerisierenden Eindeckmediums Moviol wurde
die Austrocknung und ein Verrutschen des Deckglaschens verhindert. Uber Nacht
wurden schlieflich die Objekttrdger im Kihlschrank ausgehartet. Anschlielend wur-
den die Zellen unter dem Mikroskop angesehen und Bilder mit Hilfe der cell-F Soft-

ware von Olympus gemacht.

2.4.12 Immunprazipitation

Fur die Immunprézipitation wurde Dynabeads Protein G (Invitrogen) verwendet. Vor-
erst wurden 4 pl Antikdrper und 315 pl Zelllysat bei standiger Rotation fir eine Stun-
de bei 4°C inkubiert. Danach wurden 50 pl 50% Dynabeads jeder Probe hinzugeflgt
und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nachfolgend wurden die Proben dreimal gewaschen
und anschlielend das Zielantigen extrahiert. Die immunprazipitierten Proteine
(2x10%/Protein) wurden anschlieBend im Western-Blot untersucht.

2.5 Statistische Analyse

Die Quantifizierung der Bandenintensitét aller Western-Blot-Banden wurde mit Hilfe
von Scion Image gemacht. Alle Daten wurden mit der Statistik-Software GraphPad
Prism 4 ausgewertet. Dabei wurden die Werte bei normaler Verteilung mit dem ,,stu-
dent t-test” berechnet. Bei einer unnormalen Verteilung wurde die Analyse mit Hilfe
des Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (Mann-Whitney-U-Test) gemacht. Die Stan-
dardabweichung wurde in den Diagrammen mit einem Fehlerbalken dargestellt. Alle

Werte mit p < 0,05 wurden als Signifikant eingestuft.

32



Ergebnisse

3. Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob PrP® einen Einfluss auf die Expression Alzhei-
mer-relevanter Proteine hat. Insbesondere das membranstandige Amyloide Percusor-
Protein (APP) mit seinen Spaltprodukten Ap-40, APPa und APPp, die B-Sekretase
BACE sowie Tau und das neurotoxische 3PO-Tau bilden in diesem Zusammenhang
den Schwerpunkt der vorgestellten Ergebnisse.

Fur die Untersuchungen wurden die Zellen zweier Zelllinien mit einem pCMS-EGFP-
Vektor transfiziert, der das PrP°-Gen (Prnp) enthélt. Verglichen wurden PrP°-
tberexprimierende Zellen mit Kontrollzellen, die eine deutlich geringere PrP°-
Expression zeigten. Die im Zellmodell erlangten Daten wurden zusétzlich im Maus-
modell untersucht. Dabei wurden Hirnhomogenate von transgenen PrP°-Knockout-

0/0

Mausen (Prnp~™) mit denen von Wildtyp-Mausen (WT) verglichen, die eine physiolo-

gische PrP°-Expression besitzen.

3.1 Immunzytochemische Detektion von PrP°

Durch eine immunzytochemische Farbung von transfizierten HEK-293- und SH-
SY5Y-Zellen wurde PrPc markiert und durch den rot fluoreszierenden zweiten Anti-
korper Alexa 546 detektiert. Bei den HEK-293-Zellen wurde zur Detektion der mono-
klonale PrPc-Antikorper SAF32 und bei den SH-SY5Y-Zellen der monoklonale PrP®-
Antikorper 12F10 verwendet. Die immunzytochemische Anfarbung von PrP° zeigte
bei beiden Zelllinien eine ubiquitare Lokalisation von PrP°,

Fur die Darstellung der Zellkerne wurden die Zellen mit DAPI geféarbt. Die Zellkerne
beider Zelllinien zeigten eine vorhandene Vitalitat der Zellen an. Die Transfektionsrate
der Zellen wurde durch die im Vektor enthaltene griine Floureszenz GFP (Green Flou-
rescent Protein) mit UV-Licht sichtbar gemacht. Die Auszéhlung der fluoreszierenden
Zellen ergab eine geschatzte Transfektionsrate von 70-80 %. Durch die ubiquitére Rot-
farbung der Zellen ist eine Lokalisation von PrP° sowohl in der Zelle als auch an der

Zellmembran zu vermuten.
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a. HEK-293 b. SH-SYSY

DAPI
Farbung

pCMS-
EGFP
Vektor

Prec

Abbildung 7: Immunzytochemische Detektion von PrP®in HEK-293 (@) - und SH-SY5Y (b)

-Zellen. Darstellung der Zellkerne mittels DAPI-Féarbung. Die PrPC-Expression wurde mit den mono-

klonalen Primérantikdrpern 3F4 sowie 12F10 und dem rot floureszierenden Sekundérantikdrper Alexa
Fluor 546 dargestellt. VergroRerung: 10fach und 40fach.

3.2 Quantifizierung der PrP®-Expression in transfizierten Zellen

Die Uberexpression von PrP°wurde durch die Transfektion der Zellen mit einem
pCMS-EGFP-PRNP-Vektor (PRNP+) erreicht, der humanes PRNP exprimiert. Ein
leerer pCMS-EGFP-Vektor diente als Kontrolle (Ramljak et al., 2008). Die Effizienz
der Transfektion und die Hochregulation von PrP® wurde mittels Western-Blot unter
Verwendung des monoklonalen PrP°-Antikorpers SAF32 analysiert. Dabei zeigte sich
unglykosyliertes PrP® mit einem Molekulargewicht von 27 kDa sowie mono- und di-
glykosyliertes PrP° mit 33 kDa und 35 kDa. Da es sich bei der Transfektionsmethode
um eine transiente Transfektion handelt, musste ein geeigneter Zeitpunkt mit ausrei-
chender Uberexpression von PrP° gefunden werden. Aus diesem Grund wurde die

PrPc-Expression nach 24 und 48 Stunden bestimmt.

34



Ergebnisse

Im Gegensatz zu den HEK-293 Zellen war bei den SH-SY5Y Zellen eine sehr geringe
endogene Expression von PrP® zu sehen. Nach der Transfektion ergab die Western-
Blot-Analyse nach 24 Stunden eine durchschnittliche Expressionserhdhung um den
Faktor 2. Nach 48 Stunden zeigte sich eine bis zu 3,5 fach erhéhte Expression von

PrP. Fir alle weiteren Versuche wurden demzufolge Zelllysate nach 48 Stunden
Transfektion verwendet.

b.
a Kk
400+
(m T
, _ e 2 e
o 201
24 Stunden 48 Stunden -
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Abbildung 8: Expression von PrP® in HEK-293- und SH-SY5Y-Zellen nach 24 und 48 Stunden
Transfektion (a) mit Quantifizierung der HEK-293-Zellen in Prozent (b). Das Gel wurde jeweils
mit 20 pg Protein beladen. Als positiv-Kontrolle dienten 4ng rekombinantes humanes Prion-Protein
(rPrP). Die Hochregulation von PrP® in den mit pCMS-EGFP-PRNP-Vektor transfizierten Zellen ist

sowohl nach 24 Stunden als auch nach 48 Stunden im Vergleich zu den mit Leer-Vektor (p)CMS-EGFP)
transfizierten Zellen signifikant (***).
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3.3 Deglykosylierung von PrP°¢

Um die Spezifitat der PrP°-Antikorper zu untersuchen, wurde PrP° glykosyliert und
deglykosyliert detektiert. Hierbei wurde ein Deglykosylierungskit der Firma Calbio-
chem verwendet. Nach Inkubation mit dem Enzym N-Glykosidase F nahmen die Men-
gen an unglykosyliertem PrP® (27 kDa) deutlich zu, bei gleichzeitiger Abnahme der
glykosylierten Isoform. Damit konnte eine spezifische Detektion von PrP® durch die

verwendeten PrP®-Antikorper gezeigt werden.

HEK-293 SH-SY5Y MW
(kDa)
— 36
E r o
- + - + N-Glykosidase F

Abbildung 9: Deglykosylierung von PrP°. Hek-293- und SH-SY5Y-Lysate wurden mit N-Glykosidase
F behandelt. Danach konnte durch die PrPC-Antikbrper SAF32 und 12F10 eine deutliche Zunahme von

unglykosylierten PrP® beobachtet werden, was die Spezifitat der PrPC-Antik('jrper anzeigte.

3.4 Einfluss von PrP°¢ auf die APP- und BACE-Expression

In dieser Arbeit wurde das Amyloide Percusor-Protein (APP) und BACE untersucht,
weil diese Schlusselstellen in der Entstehung von Amyloid-Plaques im Gehirn darstel-
len. Um den Einfluss von PrP° auf die Expression dieser Proteine zu untersuchen, wur-
den sie im Western-Blot dargestellt und mittels Scinlmage quantifiziert. Eine B-Actin
Kontrolle zeigte gleiche Gesamtproteinmengen in den Proben. Im Western-Blot war

eine unverinderte Expression von APP und BACE nach Uberexpression von PrP¢ zu
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sehen. Demzufolge hatte die Hochregulation von PrP° keine Auswirkung auf die Ex-
pression von APP und BACE in der Zelle.

d. b . 125-
HEK-293 SH-SY5Y

“ APP -
== -
_— BACE |
1254
- -

- emme R-Actin H

+ - PRNP + -

APP-Expression In %

BACE-Expression In %

Abbildung 10: Expression von APP und BACE in HEK-293- und SH-SY5Y-Zellen mit und ohne
PrPc-Uberexpression. Es wurden PrPC—Uberexprimierende Zellen (Prnp +) und Kontrollzellen (Prnp -)

verglichen. Die Detektion von APP erfolgte mit Hilfe des Primérantikérpers 22C11. Die Quantifizierung
der Proteinexpression erfolgte in % der Kontrolle. Dazu wurde die Expression der mit Leervektor trans-
fizierten Zellen als 100 % gesetzt. In beiden Zelllinien sind keine signifikanten Unterschiede in der

APP-Expression festzustellen. Die Darstellung von BACE erfolgte durch den polyklonalen Priméaranti-
korper Anti-BACE. Auch hier zeigten sich keine signifikanten Expressionsunterschiede. Zur Prp°-
Detektion diente der Antikorper 12F10. Mit Hilfe von B-Aktin konnte gezeigt werden, dass alle Proben

gleiche Proteinmengen besafen.

3.5 Interaktion von PrP¢ mit AD-relevanten Proteinen

AnschlieRend wurden mogliche Interaktionen von PrP¢ mit APP, BACE, p-Tau und
Tau untersucht. Dabei diente PrP® als Zielantigen der Immunprezipitation. Anschlie-
Rend konnte im Western-Blot durch die spezifischen Antikérper APP, BACEL Tau, p-
Tau 181 und p-Tau S396 eine Proteinbande des jeweiligen Proteins dargestellt werden.
Das Ergebnis zeigt somit bei allen untersuchten Proteinen eine Interaktion mit PrP°,
Die Detektion von APP erfolgte mit dem monoklonalen Antikérper 22C11, der sowohl

APP in voller Lange (130 kDa) als auch die Isoform sAPP mit einem Molekularge-
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wicht von 100 kDa detektiert (Hilbich et al. 1993). Bei der Interaktion mit PrP® zeigte
sich hier nur eine schwache Proteinbande bei 130 kDa und eine deutlich intensivere
Proteinbande bei 100 kDa. Die Interaktionsanalyse zeigt somit, dass PrP° eine héhere
Affinitat zu sAPP als zum full length-APP hat.
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Abbildung 11: Interaktion von PrP° mit APP, BACE, p-Tau und Tau. Die Interaktionen sind mittels
Immunprezipitation im Western-Blot dargestellt. Es zeigen sich im Immunprezipitat (IP) von PrP® Inter-

aktionen mit APP, BACE, Tau, p-Tau (S 396) und p-Tau (Thr 181). Als Input sind die jeweiligen Prote-
ine im Zelllysat als Positivkontrolle dargestellt.

Im Immunprezipitat von APP, BACE, pTau S 396 und p-Tau Thr 181 waren die je-
weiligen Proteine das Zielantigen und konnten im Western-Blot mit Hilfe des PrP°-
Antikorpers SAF32 ebenfalls als Interaktionspartner detektiert werden. Dieses Ergeb-

nis bestatigt die zuvor gezeigten Interaktionen der einzelnen Proteine mit PrP°.
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Abbildung 12: Interaktion von APP, BACE, Tau und p-Tau mit PrP°. Die Proteine APP, SAPP,
BACE, Tau, p-Tau (S 396) und p-Tau (Thr 181) zeigen im Immunprezipitat (IP) alle Interaktionen mit

PrPC. Als Input ist PrP® im Zelllysat als Positivkontrolle dargestellt.

3.6 Einfluss von PrP°¢ auf die APP-Spaltung

Um einen mdglichen Zusammenhang zwischen der Expression von PrP° und der Spal-

tung von APP durch BACE zu untersuchen, wurden die APP-Spaltprodukte AB-40,
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AB-42, APPB und APPa mit Hilfe von ELISA ermittelt. Durch diese Untersuchung
konnte nicht nur der direkte Einfluss von PrP° auf die Spaltprodukte, sondern auch
indirekt der Einfluss auf BACE ermittelt werden. Dabei wurden Prp-
uberexprimierende Zellen (PRNP+) mit den Kontrollzellen verglichen. Die Konzentra-
tionen der APP-Spaltprodukte wurden intrazelluldr im Pellet und extrazellular im Zell-
uberstand bestimmt. Zur Vergleichbarkeit der untersuchten Proben wurden die Pro-
teinmengen zuvor angeglichen. Die Kontrollzellen mit endogener PrP°-Expression

bilden jeweils mit 100 % den Ausgangswert.

3.6.1 Regulation von AB-40 durch PrpP°

Um einen Einfluss von PrP® auf die Expression von AB-40 zu untersuchen, wurde die
APB-40-Expression in und aul3erhalb der Zelle (intra- und extrazelluldr) in PRNP- und
PRNP+-Zellen mittels IBL-ELISA gemessen und miteinander verglichen. Bei den un-
tersuchten Zelllinien handelt es sich um HEK-293 und SH-SY5Y-Zellen. Intrazellular
war bei den PrP“Uberexprimierenden Zellen eine signifikante Reduktion von AB-40
von mehr als 20 % zu messen. Die Untersuchung des Uberstandes zeigte eine signifi-
kante Verringerung (p < 0,01) von AB-40 bei PRNP+ um ca. 30 %.
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Abbildung 13: Abnahme von AB-40 in PrPC-Uberexprimierenden Zellen intra- und extrazellular.
Dargestellt ist die AB-40-Expression von HEK-293- und SH-SY5Y-Zellen intrazellular und im Zell-
Uberstand. Beide Zelllinien zeigten intrazellulér eine signifikante (*) und extrazellulér eine hoch signifi-
kante (**) Verringerung des AB-40-Levels bei PRNP+-Zellen.
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3.6.2 Regulation von Ap-42 durch Prp°

Da in dieser Studie kein Alzheimer-Zellmodell verwendet wurde, konnte AB-42 auf
Grund seiner geringen Konzentration lediglich im Zelliberstand gemessen werden.
Zwischen PrP°-iiberexprimierenden Zellen und Kontrollzellen konnte dabei kein signi-

fikanter Unterschied gemessen werden.
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Abbildung 14: Einfluss von PrP® auf die Expression von AB-42. AB-42-Expression von HEK-293-
und SH-SY5Y-Zellen im Zelliberstand mittels IBL-ELISA gemessen. Beim Vergleich von Prp°-

Uberexprimierenden und Kontrollzellen konnte kein signifikanter Unterschied im Zelluberstand gemes-

sen werden.

3.6.3 Regulation von APPB durch PrpP°

Ein weiteres Spaltprodukt des amyloidogenen Spaltungsweges von APP ist SAPPp.
Um einen moglichen Einfluss von PrP® auf SAPPB zu untersuchen, wurde mittels IBL-
ELISA die Konzentration von SAPP intrazellular und im Zelliiberstand bestimmt.

Bei den Messungen zeigte sich sowohl intra- als auch extrazelluldr eine signifikant
geringere Expression von sAPP in den PrP°-liberexprimierenden Zellen im Vergleich
zu den Kontrollzellen. Die intrazelluldre sAPPB-Expression war bei den PRNP+-
Zellen um ca. 20 % reduziert. Exrazelluldar konnte bei den HEK-293-Zellen eine hoch

signifikante Abnahme an SAPPp von iiber 30 % gemessen werden.
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Abbildung 15: Einfluss von PrP° auf die Entstehung von sAPPB. Es wurde die SAPPB-Expression
von PrPC-Uberexprimierenden und Kontrollzellen der Zelllinien HEK-293 und SH-SY5Y verglichen. In

beiden Zelllinien ist bei den PrPC—Uberexprimierenden Zellen intrazelluldr eine signifikante und im Zell-

Uberstand von HEK-293 eine hoch signifikante Abnahme an SAPPf zu messen.

3.6.4 Einfluss von PrP°® auf die nicht-amyloide Spaltung von APP

Neben dem amyloiden B-Sekretase-Spaltungsweg sollte nun der Einfluss von PrP°® auf
die alternative nicht-amyloide Spaltung von APP durch die a-Sekretase untersucht
werden. Ein durch die a-Sekretase entstehendes Spaltprodukt ist SAPPa. Dieses wurde
bei HEK-293- und SH-SY5Y-Zellen intrazelluldar und im Uberstand mittels IBL-
ELISA gemessen. Die Auswertung ergab eine signifikant geringere intrazellulare Ex-
pression von SAPPa in PRNP+-Zellen um 20 % im Vergleich mit den Kontrollzellen.
Extrazellular konnte bei den PrP°-iberexprimierenden Zellen ebenfalls eine signifikan-

te Reduktion von sAPPa um 25 % beobachtet werden.
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Abbildung 16: Einfluss von PrP°® auf die SAPPa-Expression. Verglichen wurde die SAPPa Expressi-

on von PrPC—Uberexprimierenden und Kontrollzellen der Zelllinien HEK-293 und SH-SY5Y. Im Zell-

Uberstand sowie innerhalb der Zellen ist eine signifikante Verringerung von sAPPa bei PRNP+ Zellen
Zu messen.

3.7 Mausmodell

Als nachstes sollte der in vitro detektierte Einfluss von PrP® auf die Expression Alz-
heimer-relevanter Proteine in vivo mit Hilfe eines Mausmodells untersucht werden.
In den folgenden Experimenten wurden Mausegehirne von PrP°-Knockout-Mausen

0/0

(Prnp™) mit Wildtyp-Mausen (WT) verglichen. Bei den transgenen Mdusen handelt es

sich um Nachkommen der Ziirich I-Mauslinie im Alter von 3 und 15 Monaten.

3.7.1 APP- und BACE-Expression in Mausen

Die Expression von APP und BACE in den Hirnhomogenaten der M&ause wurde mit-
tels Western-Blot detektiert. Die PrP®-Expression der WT-Maéuse, die mit Hilfe des
Antikorpers 12F10 dargestellt wurde, diente dabei als Kontrolle und zeigte im Ver-

gleich zu den Prnp®®

-Méausen eine fehlende PrP-Expression. Bei der Expression von
APP und BACE konnten keine Unterschiede zwischen Prnp®°- und WT-Mausen fest-
gestellt werden. Es zeigten sich auch keine altersabhdngigen Expressionsunterschiede
und somit keine altersbedingte Regulation. Durch die Detektion von B-Actin lieRen

sich die gleiche Proteinwerte der Proben darstellen.
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Abbildung 17: Detektion (a) und Quantifizierung (b) der Proteine APP und BACE in Gehirnho-
mogenaten von PrnpO/O- und WT-Mé&usen im Alter von 3 und 15 Monaten. Die Quantifizierung der

Bandenintensitat im Western blot ergab keine signifikanten Unterschiede in der Expression von APP

und BACE. Die B-Actin Banden zeigen gleiche Proteinmengen in den untersuchten Proben.

3.7.2 Detektion von AB-40 in Prnp®- , WT-und PrP‘iiberexprimierenden (Tg-
35) Mausen

Die Konzentrationen von AB-40 wurden vorerst in den Hirnhomogenaten von WT und

Prnp®°

-Mdausen mittels IBL-ELISA analysiert. Um den mdglichen Einfluss des Alters
der M&use zu berticksichtigen, wurden Mause im Alter von 3 und 15 Monaten ge-
wahlt. Im Ergebnis zeigte sich bei beiden Altersstufen eine signifikante Erhohung des
AB-40 Level bei den Prnp®°-Mausen. Im Alter von 3 Monaten konnte im Vergleich zu
den WT-Méusen eine Erhéhung der AB-40-Expression von Uber 30 % detektiert wer-
den. Mit 15 Monaten zeigte sich eine um fast 50 % gestiegene Expression von A[3-40.
Auf Grund dieser Ergebnisse, die einen Zusammenhang der PrP°-Expression mit der
ApB-40-Konzentration nahelegten, wurden anschlieBend noch Untersuchungen mit
PrP°-iberexprimierenden Tg-35-Mausen durchgefiinrt. Auch hier konnte eine Korrela-
tion von PrP°-Expression und AB-40-Konzentration gezeigt werden. Im Vergleich zu

0/0

den Prnp~"-Mé&usen konnte sogar eine um ca. 75 % geringere AB-40-Konzentration

gemessen werden.
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Abbildung 18: AB-40-Konzentrationen in M&usegehirnhomogenaten. a. Bestimmung der AB-40-
Konzentration in den Gehirnhomogenaten von WT- und PrnpO/O—Mausen im Alter von 3 und 15 Mona-

ten. Mittels ELISA wurden die Mengen an AB-40 in Mdusegehirnhomogenaten (40pg Protein) gemes-

sen. Im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen ist die Expression von AB-40 bei den Prnp®°-Méusen mit 3

und 15 Monaten um ca. 50 % erhoht. b. AB-Konzentrationen der Gehirnhomogenate von WT, PrnpO/0

und PrP°-uiberexprimierenden Tg-35-Mausen im Vergleich. Hier zeigt sich bei den Tg-35-Méausen eine

um ca. 25 % geringere Menge an AB-40 im Vergleich zu den WT-Mausen.

3.7.3 Detektion der Tau- und p-Tau-Expression in Prnp®°- und WT-Mausen

Die Expression von Tau und drei verschiedenen phosphorylierten p-Tau Isoformen
(S396, 181 und 199) im Gehirn von WT- und Prnp®®-Mausen wurden mittels Western-
Blot untersucht. Dabei konnte in den untersuchten Altersgruppen (3 und 15 Monate)
kein Einfluss von PrP®auf die Expression von Tau und p-Tau festgestellt werden (Abb.
19 a).

Um einen moglichen Einfluss der Gehirnregion ausschlieBen zu kdnnen, wurden im
Anschluss drei verschiedene Hirnregionen (Kortex, Zerebellum und Hippokampus)

mittels Western-Blot analysiert. Beim Vergleich von WT- und Prnp®®

-Mausen erga-
ben sich ebenfalls keine signifikanten Expressionsunterschiede beztiglich der Tau- und

p-Tau-Expression (Abb. 19 b).

44



Ergebnisse

Eine genauere Bestimmung der Tau- und p-Tau 231-Konzentration erfolgte mittels
Meso-Scale-ELISA, einem multiparametrischen, electrochemilumineszenz basierten
Assay (Abb. 19 c). Wéhrend die Tau-Konzentration in 40 pg Gehirnhomogenat durch-
schnittlich bei 35000-40000 pg/ml lag, betrug die p-Tau 231-Menge ca. 5-6 pg/ml. Der
Vergleich von Prnp”®- und WT-Mausen ergab unabhéngig vom Alter der Mause er-
neut keine signifikanten Unterschiede und entsprach somit den Western-Blot-

Ergebnissen.
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Abbildung 19: Detektion von Tau, p-Tau in M&usegehirnhomogenaten. a. Expression verschiedener
Tau- und p-Tau-Isoformen in WT- und PrnpO/o- Mausen im Alter von 3 und 15 Monaten im Western-

Blot. Beim Vergleich von Prnp®°- und WT-Gehirnproben lieRen sich keine signifikanten Expressionsun-

terschiede beobachten. b. Expression von Tau in drei verschiedenen Gehirnregionen (Kortex, Zerebel-
lum und Hippokampus) von 15 Monate alten WT- und PrnpO/o-Méiusen. Auch hier konnten keine signi-
fikanten Expressionsunterschiede detektiert werden. ¢. Tau- und p-Tau 231-Level in WT- und PrnpOI0 -

Mausen. Die mittels ECLIA gemessenen Werte zeigten keine signifikanten Unterschiede.
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4. Diskussion

Studien haben gezeigt, dass die pathologischen Mechanismen beim Entstehen der AD
einige Parallelen zu Prionen-Erkrankungen aufweisen. In beiden Féllen sind Pro-
teinaggregationen im Gehirn zu beobachten, die zu einem Absterben von Nervenzellen
fihren. Auch eine Koexistenz beider Erkrankungen in einem Individuum wurde be-
schrieben (Leuba et al. 2000; Tsuchiya et al. 2004; Yoshida et al. 2010).

Des Weiteren konnten Arbeiten mit genetisch veranderten Alzheimer-Mausen einen
Einfluss von PrP¢ auf die Entstehung von Amyloid feststellen (Parkin et al. 2007;
Gimbel et al. 2010). Auch konnte bereits gezeigt werden, dass die PrP-
Konzentrationen in Gehirnen von AD-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen
erniedrigt waren und invers mit dem Stadium der Erkrankung korrelierten (Whitehouse
etal. 2013).

Ziel dieser Arbeit war es, die physiologische Rolle von PrP® genauer zu untersuchen.
Insbesondere mogliche Interaktionen von PrP® mit AD-relevanten Proteinen wie APP,
BACE und AP sowie deren Regulation standen dabei im Fokus der Arbeit.

4.1 PrP° interagiert mit APP, sAPP und BACE

Proteininteraktionen sind wichtige Elemente im Zellmetabolismus und haben eine
Schlisselrolle bei allen biologischen Prozessen mit Proteinbeteiligung. Besonders bei
Signaltransduktionen sind Protein/Protein-Wechselwirkungen von zentraler Bedeu-
tung. Dass PrP° ein wichtiger Interaktionspartner im Bereich der neuronalen Signal-
transduktion ist und viele Interaktionen mit unterschiedlichen Proteinen in diesem Be-
reich eingeht, konnte bereits gezeigt werden (Spielhaupter und Schétzl 2001; Lopes et
al. 2005). In der folgenden Tabelle sind die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Inter-

aktionen sowie einige wichtige bekannte Interaktionspartner von PrP¢ aufgefiihrt:

46



Diskussion

Interaktionspartner

Methodik der Untersu-

chung

Verwendete Zellen /

Mause

In dieser Arbeit gezeigte
Ineraktionen von PrP°:
APP

SAPP

BACE

p-Tau S396

p-Tau S181

Bereits bekannte Inter-
aktionspartner:
AD-relevante Proteine:

Aplpl (amyloid precur-
sor-like protein 1)
(Yehiely et al. 1997)
BACE-Vorstufe (Griffiths
etal. 2011)

Tau (Han et al. 2006)

Interaktionen im neurona-

len Signalweg:
-Neuronales phosphopro-

tein synapsis 1b
-Adapterprotein Grb2
-Pintl (Prion interaktor 1)
(Spielhaupter und Schatzl
2001)

STI1 (stress-inducible
protein 1) (Lopes et al.
2005)

Immunoprezipitation

Screening der lambdagt11-
Mausegehirn-cDNA-
Bibliothek mittels PrP°-AP

Immunoprezipitation

Immunoprezipitation

Immunoprezipitation

Immunofluoreszenz

HEK-293-Zellen

Mausegehirnzellen

humane hippokampale
Neurone und 129/Ola-
Wildtyp-Méuse

Mit Tau und PrP° transfi-
zierte CHO-Zellen

mit murinem PrP¢ transif-
zierte BHK-Zellen

Méusegehirnzellen (17.

Embryonaltag)
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Tyrosin Kinase Fyn
(Moulliet-Richard et al.
2000)

Bcl-2 (Kurschner et al.
1995)

Andere:
Hitzeschockprotein 60
(Edenhofer et al. 1996)
37kD-Laminin (Rieger et

Immunoprezipitation

Hefe-Zwei-Hybrid-System

Hefe-Zwei-Hybrid-System

Hefe-Zwei-Hybrid-System

hippokampale Neuronen
der Maus

1C11-Zellen

Hefezellen (Saccharomy-

ces cerevisiae)

Hefezellen

Hefezellen

al, 1997)

Tabelle 5: Interaktionspartner von PrpP°

Die hier untersuchten Interaktionen von PrP® mit APP und BACE sind von hohem In-
teresse und bedeutsam, um die Rolle von PrP® im Zellmetabolismus sowie die mogli-
che Beteiligung beim Entstehen der AD besser zu verstehen. Durch eine Immunopre-
zipitationsanalyse war es in dieser Arbeit erstmals maglich, nachzuweisen, dass PrP°
sowohl an BACE als auch an APP bindet und somit als Interaktionspartner agieren
kann. Die Interaktion mit SAPP, einer prozessierten Form von APP, war dabei deutlich
ausgepragter als die Interaktion mit dem full-length-APP selbst. Der Grund hierfur ist
maglicherweise eine Konformationsanderung von sAPP, die die Bindung von PrP°
erleichtert.

In vorangegangenen Arbeiten konnten bereits Interaktionen mit APP-ahnlichen Protei-
nen gefunden werden. So konnte eine Interaktion von PrP® mit dem APP-dhnlichen
Protein Aplp 1 gezeigt werden (Yehiely et al. 1997). Auch eine Interaktion von PrP°
mit AB, dem Spaltprodukt von APP, sowie PrP® als Rezeptor fiir AB-42 im Hippokam-
pus wurde beschrieben und ein moglicher Einfluss auf das Langzeitgedéchtnis vermu-
tet (Laurén et al. 2009). Die in der vorliegenden Arbeit gezeigte Interaktion von PrPc
und BACE steht in Einklang mit der Arbeit von Whitehouse et al., in der eine inverse
Korrelation von PrPc-Konzentration und BACE-AKktivitat gezeigt werden konnte, und
eine Interaktion der beiden Proteine vermuten l&sst (Whitehouse et al. 2013). In diesem

Zusammenhang konnte in einer friheren Arbeit bereits eine Interaktion von PrP° mit
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einer Vorstufe des Enzyms BACE detektiert werden. Diese Vorstufe scheint durch die
Interaktion mit PrP° im Golgi-Apparat zu verharren, sodass die Expression von BACE
letztlich inhibiert wird (Hooper und Turner 2008; Griffiths et al. 2011).

Eine andere Arbeit in diesem Bereich beschaftigte sich mit dem Zusammenhang zwi-
schen PrP® und Presenilin, der katalytischen Untereinheit des y-Sekretase-Komplexes,
die Teil der amyloiden Spaltung von APP ist. Hier konnte nachgewiesen werden, dass
sich der Einfluss von Presenilin auf die Transkription von PrP® auswirkt (Vincent et al.
2009). Dabei zeigte sich bei einem Anstieg der amyloiden intrazellularen Domaéne
(AICD), die durch die APP-Spaltung der y-Sekretasen entsteht, eine Hochregulation
der PrP*-mRNA, was wiederum den amyloiden Spaltweg inhibiert, sodass sich eine
Balance einstellt. Durch erhéhte AB-Konzentrationen bei AD und die Interaktion von
AB-Oligomeren mit PrP® kann diese Balance gestort werden, was eine unkontrollierte
Produktion von AP zur Folge hat (Kellett und Hooper 2009).

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen somit alle einen Einfluss von PrP® auf die amyloi-
de Spaltung und gehen diesbeziiglich konform mit den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit. Die hier gezeigten Interaktionen von PrP° mit BACE und APP deuten auf einen

Einfluss von PrP® auf den amyloiden Spaltweg hin.

4.2 PrP° hat keinen Einfluss auf die APP- und BACE-Expression

Um die Auswirkung der Interaktion von PrP® mit APP und BACE genauer zu verste-
hen, wurde in dieser Arbeit ein direkter Einfluss der Interaktionen auf die Expression
der beiden Proteine untersucht. Dies wurde sowohl im Zellmodell mit transienter
Transfektion mit PRNP als auch im Mausmodell in Abhéangigkeit von der PrP®-
Expression verglichen. Ein Einfluss von PrP® auf die Expression der beiden Proteine
konnte dabei weder im Zell- noch im Mausmodell gefunden werden. In einer vorange-
gangenen Arbeit mit transgenen Alzheimer-Mausen bewirkte das Fehlen von PrP°
ebenfalls keine Veranderung der APP-Expression (Gimbel et al. 2010), was im Ein-

klang mit unseren Ergebnissen steht.

4.3 PrP° beeinflusst die Bildung der APP-Spaltprodukte

Die Proteolyse von APP erfolgt durch verschiedene Enzyme und bringt unterschiedli-

che Spaltprodukte hervor. Entscheidend bei der Entstehung von Morbus Alzheimer ist
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dabei die Anreicherung von AB-Oligomeren, die toxisch wirken (Hardy et al. 1991). In
der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob PrP°® einen Einfluss auf die Konzentrati-
on der APP-Spaltprodukte hat. Der Vorteil dieser Studie liegt im Gegensatz zu anderen
Publikationen darin, dass hier die Rolle von PrP® unter physiologischen Bedingungen
und nicht anhand eines Alzheimer-Modells untersucht wurde. Dabei konnte im Zell-
modell intra- und extrazellular ein signifikanter Einfluss von PrP® auf die AB-40- Kon-
zentrationen detektiert werden, die sich nach transienter Transfektion mit PRNP im
Schnitt um 25-30 % reduzierten. Zusétzlich wurden die Konzentrationen von sAPPf
bei PrP®-tiberexprimierenden Zellen und Kontrollzellen verglichen. Hier konnten eben-
falls signifikante Verringerungen von sAPPB bei PrP°-Uberexpression detektiert wer-
den. Dieses Ergebnis zeigt zum einen, dass PrP° auch unter physiologischen Bedin-
gungen die amyloide APP-Spaltung inhibiert und zum anderen, dass diese Hemmung
nicht nur spezifisch bei AP, sondern auch bei anderen APP-Fragmenten stattfindet.
Leider konnte in unseren Experimenten kein Einfluss auf Ap-42 demonstriert werden,
da die Konzentrationen im Zellmedium zu gering ausfielen um aussagekraftige Ergeb-
nisse zu erhalten.

In der Arbeit von Parkin et al. konnte das AB-40-Level im Zellmedium von relativ
artifiziellen ~ APP-Uberexprimierenden SH-SY5Y  Zellen durch eine PrP-
Uberexpression um 90 % gesenkt werden (Parkin et al. 2007). Die Ergebnisse der vor-
liegenden Arbeit gehen zwar in eine dhnliche Richtung, zeigen im Vergleich dazu je-
doch eine deutlich geringere Reduktion der AB-40-Konzentrationen. Das liegt daran,
dass es in dieser Arbeit darum ging, PrP° unter physiologischen Bedingungen zu unter-
suchen. Demzufolge ist ein Grund fir die differenten Ergebnisse zum einen, dass bei
den hier verwendeten Zellen keine APP-Uberexpression induziert wurde und zum an-

deren, dass die Zellen bereits eine physiologische PrP°-Expression zeigten.

Zur Uberprifung unserer in vitro-Ergebnisse diente ein Mausmodell. Diese in vivo-
Untersuchungen ermdglichten eine Aussage bei komplettem Fehlen von PrP°, die auf
Grund der physiologischen Expression von PrP® im Zellmodell in vitro nicht moglich

0 _Mause

war. Die verwendeten Mé&use im Alter von 3 und 15 Monaten waren Prnp
der Ziirich I-Mauslinie (Bueler et al. 1992). Auch hier konnte ein Einfluss von PrP° auf
den amyloiden Spaltweg nachgewiesen werden. Es zeigten sich unabhangig vom Alter

signifikant geringere AB-40-Konzentrationen bei den Wildtyp-Mdusen im Vergleich
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zu den Prnp®°

-Mdusen. Um diese Ergebnisse noch weiter zu untermauern, entschlos-
sen wir uns, Messungen im Gehirngewebe von PrP°-liberexprimierenden Tg-35-
Mausen durchzufiihren. Dabei fanden wir bei den Uberexprimierenden Mé&usen im
Vergleich mit den Wildtyp-Mausen noch geringere Konzentrationen an AB-40. Dieser
Einfluss wurde zuvor auch in einem weiteren Mausmodell (Edinburgh I-Mauslinie)
gezeigt, sodass dieser Effekt unabhdngig von der Mauslinie zu sein scheint (Parkin et
al. 2007).

Auch Untersuchungen mit Proben von AD-Gehirnen konnten zeigen, dass die gemes-
senen PrP°-Konzentrationen invers mit den AB-Konzentrationen korrelieren (Whi-
tehouse et al. 2013), was mit den in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen in Ein-
klang steht.

Um zu klaren, ob PrP® moglicherweise eine Art Weichensteller der APP-Spaltung dar-
stellt und eine Inhibition des amyloiden Spaltweges die Induktion des nicht amyloiden
Spaltweges bedeutet, wurde in dieser Arbeit zusatzlich der Einfluss von PrP° auf sAP-
Pa untersucht.

Dafiir wurden die sAPPa Konzentrationen in PrP®-Uiberexprimierenden Zellen und
Kontrollzellen untersucht. Auch hier konnten geringere sAPPa-Konzentrationen in
PrP°-tiberexprimierenden Zellen gemessen werden. Diese Ergebnisse konnten auf eine
unspezifische Inhibition der APP-Spaltung durch PrP hindeuten.

Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse zum Einfluss von PrP® auf die Konzentratio-
nen der APP-Spaltprodukte sind in Abbildung 20 im Modell dargestellt. Es existieren
insgesamt 4 potentielle Bindungsstellen tiber die PrP® Einfluss auf die APP-Spaltung
nehmen kann: PrP® bindet an APP, BACE1, die Amyloid-Domane sowie das APP-
Spaltprodukt SAPP (Abb. 20). Beim amyloiden Spaltungsweg kénnen insbesondere die
ersten drei Interaktionsstellen Einfluss auf die Prozessierung von APP haben und die

Generierung von A inhibieren.
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d. APP Ap-Oligomere

SAPPB
I I Ap .
BACE y-Sekretase . . .

b. APP
4»9913
ﬂw T-Sekretase . . .
—

Abbildung 20: Einfluss von PrP°® auf die APP-Spaltung im Modell (eigene Abbildung). a.: Ohne
den regulierenden Einfluss von PrP° werden durch BACE und die y-Sekretase vermehrt APP-
Spaltprodukte wie APPB und AP produziert. b.: Gezeigt sind die 4 moglichen Bindungsstellen von PrP®,
Durch die Interaktion mit BACE (2) und die schwache Interaktion mit APP (1) werden der amyloide
Spaltweg und moglicherweise die y-Sekretase-Spaltung (3) gehemmt, was verringerte Konzentrationen
von sAPP und AP zur Folge hat.

Die hier vorgestellten Ergenisse konnten PrP® nicht als Weichensteller der APP-
Spaltung detektieren. Dennoch ist eine protektive Funktion von PrP° bei der Amyloid-
Entstehung durch die unspezifische Inhibition und die daraus resultierenden verringer-
ten AB-40-Konzentrationen zu vermuten. Ein moglicher Grund fur die Reduktion aller
hier gemessenen APP-Spaltprodukte durch eine PrP°-Uberexpression kénnte darin
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liegen, dass auch PrP® physiologisches Substrat der a-Sekretase ist (Cissé et al. 2005)
und somit moglicherweise eine kompetetive Hemmung der APP-Spaltung resultiert.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine Reihe von Experimenten und Daten
fur eine Rolle von PrP° bei der Bildung der APP-Spaltprodukte sprechen. Welche Kon-
sequenzen dieser Einfluss bei der Entstehung amyloider Plaques bei AD aber hat, wird
in der Literatur immer noch kontrovers diskutiert.

Eine Kolokalisation von PrP® und Ap kommt in nahezu allen amyloiden Plaques vor.
So wurde demnach ein méglicher Zusammenhang zwischen PrP® und der Entstehung
von Morbus Alzheimer vermutet (Schwarze-Eicker et al. 2005). Laurén et al. konnten
im Jahr 2009 PrP® als B-Oligomer-Rezeptor identifizieren. Die Interaktion von PrP°
und AP bewirkte einen Verlust der synaptischen Plastizitdt und somit eine deutliche
Verschlechterung des Langzeitgedachtnisses (Laurén et al. 2009). Diese Aussage wur-
de 2010 von Balducci et al. teilweise widerlegt. Sie zeigten ebenfalls, dass PrP° mit
AB-Oligomeren interagiert, diese Interaktion jedoch keine Auswirkung auf die kogni-
tive Leistung von PrP°-Knockout-Méausen und PrP°-exprimierenden Méausen im Ver-
gleich hat. Allein die AB-Oligomere waren in dieser Studie, unabhangig von PrP¢, ver-
antwortlich fir die Verschlechterung der kognitiven Funktionen der Mduse (Balducci
et al. 2010).

Auf Grund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und der genannten Studien ist von
einer funktionellen Verbindung von PrP° und AB auszugehen. Wie genau die Interakti-
on von PrPc mit AB-Oligomeren aussieht und inwieweit PrP® bei der Entstehung der
AD eine Rolle spielt, ist durch die hohe Komplexitat des APP-Metabolismus und die
Vielzahl der diskutierten Funktionen der Spaltprodukte immer noch nicht ausreichend

geklért.

4.4 PrP® interagiert mit Tau und p-Tau

Hyperphosphoryliertes Tau Protein (p-Tau) kommt in neurofibrillen Blindeln vor, die
neben AB-Plagues ein weiteres Charakteristikum der AD bilden. Immunzytochemische
Analysen konnten bereits eine Kolokalisation von p-Tau und PrP® bei Patienten mit
GSS zeigen (Ishizawa et al. 2002). Eine Interaktion von PrP® mit Tau konnte bei trans-

fizierten CHO-Zellen ebenfalls mittels Immunzytochemie gezeigt werden (Han et al.
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2006). Ob und inwieweit PrP® in die Regulation des Tau- und p-Tau-Metabolismus
involviert ist, ist aber nicht geklart.

In dieser Arbeit konnte mittels Immunpréazipitation eine Interaktion zwischen PrP® und
Tau bzw. PrP® und p-Tau (Thr181 und S396) gezeigt werden. Eine Interaktion von
PrP® und Tau war bereits bekannt (Han et al. 2006), wogegen die Interaktionen von
PrP° und den phosphorylierten Formen durch uns erstmals gezeigt werden konnten.
Um diesem Phdnomen genauer nachzugehen, wurde in der vorliegenden Arbeit die
Expression von Tau und drei phosphorylierten Formen (S396, Thrl81, S199) bei

o0_Mausen im Alter von 3 und 15 Monaten untersucht. Dabei konnte im Western

Prnp
blot keine veranderte Expression von Tau und phosphoryliertem Tau (p-Tau) detektiert
werden. Ein direkter Einfluss von PrP® auf die Tau-Expression scheint somit nicht zu
bestehen. Es zeigte sich auch bei der Untersuchung der einzelnen Hirnregionen (Kor-
tex, Hippokampus und Zerebellum) sowohl bei den WT- als auch bei den Prnp®°-
Méausen unter physiologischen Bedingungen kein Unterschied.

Die folgende Tabelle fasst die neuen Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit zu Tau und

den verschiedenen p-Tau-Formen noch einmal zusammen:

Tau-Form Untersuchtes Gewebe Ergebnis

Tau - HEK-293-Zellen - Es zeigte sich eine
Interaktion mit PrP°

- Gehirnhomogenate von - Es zeigten sich unab-

Wildtyp- und Prnp®®

-Mausen | hangig von Alter und
im Alter von 3 und 15 Mona- | Gewebe im Western-
ten in Kortex, Hippokampus Blot keine Expres-
und Zerebellum sionsunterschiede

- Gehirnhomogenate von
%_Mausen | - Im MSD-

im Alter von 3 und 15 Mona- | elektrochemilumines-

Wildtyp- und Prnp

ten zenz-basierten Assay
zeigten sich keine sig-
nifikanten Unterschiede

in der Expression
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p-Tau Thr181 (Phophor-
ylierung an  Threonin

181)

- HEK-293-Zellen

- Gehirnhomogenate von
Wildtyp- und Prnp®°-Mausen
im Alter von 3 und 15 Mona-

ten

- Es zeigte sich eine
Interaktion mit PrP°

- Es zeigten sich unab-
hangig vom Alter im
Western-Blot keine
Expressionsunterschie-
de

p-Tau S396 (Phsophory-
lierung an Serin 396)

-HEK-293-Zellen

- Gehirnhomogenate von
Wildtyp- und Prnp®°-Méusen
im Alter von 3 und 15 Mona-

ten

-Es zeigte sich eine
Interaktion mit PrP°
-Es zeigten sich unab-
hangig vom Alter im
Western-Blot keine
Expressionsunterschie-
de

p-Tau S199 (Phosphory-
lierung an Serin 199)

Gehirnhomogenate von Wild-

°_Mausen im

typ- und Prnp
Alter von 3 und 15 Monaten
in Kortex, Hippokampus und

Zerebellum

Es zeigten sich unab-
hangig von Alter und
Gewebe im Western-
Blot keine Expres-

sionsuntersschiede

p-Tau Thr231 (Phophor-
ylierung an
231)

Threonin

Gehirnhomogenate von Wild-

0/0

typ- und Prnp~"-Mausen im

Alter von 3 und 15 Monaten

Im MSD-
elektrochemilumines-
zenz basierten Assay
zeigten sich keine sig-
nifikanten Unterschiede

in der Expression

Tabelle 6: Untersuchungsergebnisse der Tau-Formen

Anders konnte es unter pathologischen Bedingungen sein: ein moglicher Zusammen-

hang zwischen Prionenerkrankungen, PrP® und Tau wurde in der Literatur bereits ver-

mutet. So konnte in einer vorangegangenen Arbeit bereits gezeigt werden, dass sich

die Tau-Konzentrationen bei Scrapie-infizierten Hamstern signifikant erhéhten und das
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phosphorylierte Tau wahrend des Scrapie-Krankheitsverlaufes verandert ist (Wang et
al. 2010). Auch konnte akkumuliertes p-Tau in von vCJK betroffenen Gehirnen gefun-
den werden (Giaccone et al., 2008). In einer weiteren Studie wurde bei Tau-
Uberexprimierenden Zellen eine verringerte Expression von PrP¢ an der Zelloberflache
gezeigt (Canu et al., 2011). Der Einfluss von Tau bewirkte dabei eine Aggregation und
Akkumulation von PrP® im Zellkérper. Die Proteinstruktur und die Glykosylierung von
PrP° zeigten sich jedoch unverandert.

Die beschriebenen Studien und die in dieser Arbeit gezeigte Interaktion von phospho-
ryliertem Tau und PrP° lassen, inshesondere unter pathologischen Bedingungen, einen
maoglichen Einfluss von PrP° auf den Tau-Metabolismus vermuten und bedtirfen weite-

rer Untersuchungen in diesem Bereich.
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5. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mogliche Interaktionen von PrP° mit Proteinen,
die wesentlich an der Pathogenese der AD beteiligt sind, ndher zu untersuchen. Da in
vorangegangenen Studien bisher vorwiegend die Rolle des PrP® an einem genverander-
ten Alzheimer-Mausmodell beschrieben wurde, sollte in dieser Studie der Einfluss von
PrP® unter physiologischen Bedingungen analysiert werden. Dabei standen die Interak-
tionen von PrP® mit BACE, APP und dessen Spaltprodukte sowie Tau und p-Tau im
Fokus. Eine Interaktionsstudie mittels Immunprézipitation belegte eine Interaktion von
PrP® mit APP, SAPP, BACE1, Tau und verschiedenen p-Tau-Isoformen.

Durch kurzzeitige Transfektion mit PRNP wurde nach 48 Stunden die PrP®-Expression
in den Zelllinien HEK-293 und SH-SY5Y um das 2-3fache hochreguliert. Dieses Mo-
dell diente dazu, den maoglichen Einfluss der PrP®-Expression auf die Expression der
AD-relevanten Proteine zu analysieren. Bei der Untersuchung der APP-Spaltprodukte
konnten im ELISA nach PrP°-Uberexpression signifikant verringerte Konzentrationen
von AB-40, sAPPB und sAPPa detektiert und so eine mdgliche Inhibition der APP-
Spaltung durch PrP® vermutet werden. Ein direkter Einfluss von PrP® auf die Expres-
sion von APP und BACE konnte jedoch nicht gezeigt werden. Um die im Zellmodell
erlangten Erkenntnisse weiterfilhrend zu untersuchen, wurden Gehirnhomogenate aus

0/0

Prnp~"-Mausen mit Wildtyp-Méausen unterschiedlichen Alters miteinander beziiglich

ihrer Proteinexpression verglichen. Auch hier konnte kein Unterschied in der Expres-

00_MAusen

sion von APP und BACE detektiert werden. Es zeigten sich aber bei Prnp
signifikant hohere AB-40-Konzentrationen, die unabhéngig vom Alter der Mduse wa-
ren und den inhibierenden Einfluss von PrP° auf die APP-Spaltung nahelegen.

Insgesamt wurden in dieser Arbeit neue Erkenntnisse tiber den Einfluss von PrP® auf
den Metabolismus AD-relevanter Proteine unter physiologischen Bedingungen ge-
wonnen. Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden im Journal of Alzheimer‘s Disease ver-

Offentlicht (Schmitz M. et al. 2014).
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