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3. Polyglutaminabhangige Induktion von Hefeprionen

3.1. Ergebnisse

Prionenerkrankungen gehdren ebenso wie Chorea Huntington zur Familie der neu-
rodegenerativen Krankheiten. Sie werden durch ein einziges falsch gefaltetes Prote-
in, dem sogenannten Prion Protein (PrP), hervorgerufen. Der Mechanismus, der zur
Falschfaltung von PrP in die Prionenform fuhrt, ist bis heute noch nicht vollstandig
aufgeklart. Viele Eigenschaften von Prionen sind anhand von Untersuchungen mit
Hefeprionen entdeckt worden. Proteine, die in der Hefe Saccharomyces cerevisiae
Prionen bilden kdénnen, wie z.B. Sup35, Ure2 oder Rnq1, existieren in mindestens
zwei stabilen, ineinander Uberfihrbaren Konformationen. Entweder sind sie in ihrem
normal gefalteten Zustand und damit |6slich oder in der aggregierten Prionenform
und damit unléslich. Fir die spontane Entstehung von Hefeprionen ist die Uberex-
pression ihrer ldslichen zellularen Aquivalente und ein normale Konzentration des
Chaperons Hsp104 erforderlich (Wickner et al., 2004). Ferner konnen einige Hefepri-
onen nur dann entstehen, wenn bereits andere Prionen in der Zellen vorhanden sind.
So wird z.B. der Prionenphanotyp [PS/ *], der durch Aggregation des Proteins Sup35
entsteht, nur in Zellen induziert, die den Prionenphanotyp [PIN *], der durch aggre-
giertes Rnq1-Protein entstehen kann, aufweisen (Derkatch et al., 2001; Derkatch et
al., 1997). Bis heute ist nicht bekannt, warum manche Prionen nur in Gegenwart von
bereits existierenden Prionen de novo entstehen wahrend andere anscheinend auch
in einer Prionen-freien Umgebung spontan auftreten kénnen. Ein Grund fir dieses
Verhalten ist moglicherweise die unterschiedliche Fahigkeit der I6slichen zellularen
Prionenaquivalente, Aggregate zu bilden. In dieser Arbeit sollte der Mechanismus
der zur de novo Entstehung von Prionen fuhrt, untersucht werden. Die folgenden Er-
gebnisse zeigen, dass Prionen aufgrund der Stimulierung der Aggregation ihrer 16sli-
chen Proteinaquivalente durch Polyglutaminsequenzen unabhangig von anderen

Prionen erzeugt werden konnen.
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3.1.1. Charakterisierung der Hefestamme GT17 und OT56

In der Literatur sind verschiedene Hefestamme beschrieben, die in der Lage sind,
unterschiedlich starke [PSI *]-Phanotypen fiir Hefeprionen auszubilden (Derkatch et
al., 1997). In dieser Arbeit wurde mit Derivaten des Hefestammes 74-D694 gearbei-
tet (Chernoff et al., 1995). Diese Stamme tragen das Stopcodon UGA im ADE1-Gen
(ade1-14), wodurch ein Sup35-abhangiger Wachstumsphanotyp erzeugt wird. So
wachsen [psi]-Zellen nur auf adeninhaltigem Medium, da es zu einer korrekten
Termination am Stopcodon in ade7-14 aufgrund von l6slichem Sup35 kommt. In
[PSI ]-Zellen hingegen ist Sup35 unldslich und nicht funktionell. Infolgedessen wird
das Stopcodon in ade7-14 Uberlesen und somit Adenin synthetisiert. Entsprechend
kénnen [PSI *]-Zellen auf adeninfreiem Medium wachsen. Auch auf Vollmedium kdn-
nen [psi ]-Zellen leicht von [PSI *]-Zellen unterschieden werden, denn erstere sind
aufgrund der Anhaufung eines Intermediarproduktes des Adenin-Stoffwechsels rot
gefarbt, wahrend die Kolonien von [PS/ *]-Zellen eine weile Farbe besitzen.

In dieser Arbeit wurden hauptsachlich der [psi][pin ]-Stamm GT17 sowie der
[PSI *|[PIN *]-Stamm OT56 verwendet. Auf Selektivmedium ohne Adenin (SD-Ade)
und auf YPD zeigten beide Stamme die erwarteten Phanotypen (Abbildung 33). Mit
Filtrationsexperimenten wurden GT17- und OT56-Zellen zusatzlich darauf hin unter-
sucht, ob sie aggregiertes Sup35-Protein enthalten. Erwartungsgemal konnten da-
bei nur im [PSI*][PIN *]-Stamm SDS-stabile Sup35-Aggregate detektiert werden
(Abbildung 33).
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YPD ~ SD-Ade FT
GT17 [psi Jpin ] '

OT56 [PSI |[PIN '] .

Abbildung 33: Phanotypische Uberpriifung der Hefestamme GT17 und OT56. Vorkul-
turen von je 3 Einzelkolonien der beiden Stamme wurden auf YPD- und SD-Ade Me-
dium gestempelt und fur 3 Tage bei 30 °C inkubiert. Die YPD-Platten wurden an-
schlielend fur 4 Tage bei 4 °C aufbewahrt, um die adeninabhangige Farbung der
Kolonien zu induzieren. Zur Detektion von SDS-stabilen Sup35-Aggregaten wurden
Filtertests (FT) mit Lysaten von GT17- und OT56-Zellen durchgefuhrt. Dafur wurden
in SDS abgekochte Lysate durch eine Zellulose-Acetat Membran gesaugt und das
aggregierte Sup35 wurde mit einem anti-Sup Antikorper detektiert.

Durch Zentrifugation kénnen l6sliche und unldsliche Proteine effektiv voneinander
getrennt werden. Nach Zentrifugation von GT17- und OT56-Zelllysaten wurden die
Pellet- und Uberstandsfraktionen mittels SDS-PAGE und Westernblotting analysiert
(Abbildung 34). Wie erwartet wurden sowohl Sup35 also auch Rnqg1 in der |6slichen
Uberstandsfraktion von GT17-Zellen detektiert, wahrend sich bei OT56 beide Protei-
ne in der Pelletfraktion ansammelten. Diese Vorversuche bestatigen den vorausge-

sagten Phanotyp der verwendeten Stamme.
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Abbildung 34: Bestimmung der Loslichkeit von Sup35 und Rng1 in GT17- oder
OT56-Zellen. Lysate von GT17- und OT56-Zellen wurden bei 50 000 g zentrifugiert
und die Fraktionen von Pellet (P) und Uberstand (U) mittels SDS-PAGE aufgetrennt.
Nach dem Transfer auf eine Nitrozellulosemembran wurde Sup35 mit dem anti-Sup
und Rng1 mit dem anti-Rnq Antikdrper immunmarkiert. In Ubereinstimmung mit den
in der Literatur angegebenen Molekularmassen wurden Sup35 bei ca. 75 kDa und

Rnq1 bei ca. 45 kDa detektiert.
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3.1.2. Induktion von [PSI *] durch Sup-Htt Fusionsproteine

Um Einblicke in den Mechanismus der Entstehung von [PS/*] zu erhalten, wurde
zunachst untersucht, ob [PS/ *] auch unabhangig von [PIN *] induziert werden kann.
Da das Prion [PS/ '] auf Unléslichkeit von Sup35 zuriickzufiihren ist, sollte die Ag-
gregation des Proteins in [psi ][pin ]-Zellen gezielt stimuliert werden. Es wurde ge-
zeigt, dass in Hefezellen Huntingtin (Htt)-Exon1 Fragmente mit 47 Glutaminen teil-
weise und solche mit 72 Glutaminen vollstandig aggregieren (Krobitsch and Lind-
quist, 2000). Um die Aggregationsfahigkeit von Sup35 zu erhdéhen, wurde es deshalb
mit Htt-Exon1 Fragmenten mit unterschiedlich langen Polyglutaminketten fusioniert.
Aufgrund der Polyglutaminanhange sollten die Sup-Htt Fusionsproteine somit in der
Lage sein, von sich aus zu aggregieren. Da in [psi ‘][pin "]-Zellen I6sliches endogenes
Sup35 vorhanden ist, mussen die Sup-Htt Aggregate letztlich auch dessen Aggrega-
tion initiieren, um den [PSI *]-Phanotyp zu induzieren. Im Einzelnen wurden Hit-
Exon1 Fragmente mit 19, 54 und 92 Glutaminen mit dem C-Terminus von Sup35 fu-
sioniert. Als Kontrollen dienten die Proteine Sup35 und Htt-Exon1 mit 52 oder 83
Glutaminen (Tabelle 7). Alle Proteine wurden unter der Kontrolle eines mit Kupfer
induzierbaren Promoters im Hefevektor pYex2T exprimiert. pYex2T ist ein ,Multico-

py“-Plasmid (2u) mit URAS3 als selektierbarem Marker.

Tabelle 7: Struktur der Sup-Htt Proteine

Plasmid Protein Schematische Darstellung
pYex2T

pYex2T-SUP35 Sup35 PD M |
pYex2T-SUP-CAG19 Sup-Q19 &
pYex2T-SUP-CAG54 Sup-Q54 PrD_M § |
pYex2T-SUP-CAG92 Sup-Q92 |
pYex2T-CAG52 Q52 |
pYex2T-CAG83 Q83 N

PrD: Prion Domane von Sup35 (As 1-123); M: Mittlere Domane von Sup35(As 124-253);
C: C-terminale Doméne von Sup35 (As 254-685); Rotes Segment: Htt Exon1-Fragment
(As 1-44) mit 19 (1), 52 (ll) oder 83 Glutaminen (I11).
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Nach Transformation der GT17-Zellen ([psi ][pin 7]) mit den in Tabelle 7 aufgelisteten
Plasmiden wurden die entsprechenden Klone in flissigem Medium angezogen. Um
die Suppression des Stopcodons in ade7-14 zu uUberprufen, wurden die Kulturen in
verschiedenen Verdinnungen auf SD+Ade, SD-Ade und YPD-Medium gestempelt.
Nach 9-tagiger Inkubation bei 30 °C wuchsen Zellen, die Sup-Q54 oder Sup-Q92
exprimierten, auf SD-Ade Medium und bildeten weil3 gefarbte Kolonien auf YPD-
Platten. Im Gegensatz dazu zeigten Zellen, die Sup35, Sup-Q19 oder die Htt-Exon1
Fragmente Q52 und Q89 exprimierten, keinerlei Wachstum auf SD-Ade Medium und
bildeten rote Kolonien auf YPD-Platten (Abbildung 35). Um zu prifen, ob die Indukti-
on des [PSI *]-Phanotyps mit der Bildung von Sup-Htt Aggregaten einhergeht, wur-
den die Zelllysate mittels Filtertest analysiert. Dabei wurden in Zellen mit Sup-Q54
oder Sup-Q92 SDS-stabile Sup-Htt Aggregate detektiert (Abbildung 35). In Zellen,
die Q52 exprimierten, traten keine SDS-stabilen Aggregate auf, wahrend in Q83
exprimierenden Zellen Htt-Aggregate, nicht aber Sup35-Aggregate, nachweisbar wa-
ren. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Bildung von Sup-Htt Aggregaten
entscheidend firr die spontane Entstehung von [PS/ '] in [psi ][pin ]-Zellen ist. Die
Sup-Htt Aggregate induzieren vermutlich die Umlagerung von endogenem Sup35
vom normalerweise loslichen in den unldslichen Zustand und damit die Entstehung
von [PSI*]. Um die spontane Entstehung von [PSI*] zu quantifizieren, wurde eine
definierte Anzahl von Zellen auf SD-Ade Medium plattiert und nach Inkubation wur-
den die Anzahl von Ade*-Kolonien gezahlt. Um echte Konvertanten von Ade” Rever-
tanten zu unterscheiden, wurde zunachst die Rate ermittelt, mit der GT17-Zellen, die
den leeren Vektor pYex2T enthielten, Ade*-Kolonien bildeten. Nur eine von 100 000
plattierten Zellen wuchs auf SD-Ade Medium, was einer Reversionsrate von 1 x 10
entspricht. GT17-Zellen, die Sup-Q54 oder Sup-Q92 exprimierten, bildeten 160 bzw.
590 mal mehr Kolonien auf SD-Ade Medium als GT17-Zellen mit pYex2T, also kon-
vertierten insgesamt 160 bzw. 590 von 100 000 plattierten Zellen zu [PS/ *] (Abbil-
dung 35).
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- FT Konversions- Relative

Ade +Ade YPD S H rate Zunahme*
Vektor D 1.0 X 10° 1
Sup35 $ 3.0 X 10° 3
Sup-Q19 o = 3.0 X 10° 3
Sup-Q54 L BEZ e ® 1.6 X 10° 160
Sup-Q92 [ K M7 . ee 5.9 X 10° 590
Q52 ' NS 2 1.0 X 10° 1
Q83 SRS | @  10x10f :

Tage 9 3 3 3

Abbildung 35: Induktion von [PSI *] in [psi ][pin ] GT17-Zellen durch Expression von
Sup-Htt Fusionsproteinen. Zellen, die die aufgelisteten Proteine exprimierten, wurden
in Verdunnungsreihen auf SD-Ade, SD+Ade und YPD-Platten gestempelt und fir die
angegebene Zeit bei 30° C inkubiert. Fur den Filtertest (FT) wurden die Zellen fur 3
Tage in flissigem SD+Ade Medium angezogen. Nach der Filtration wurden Sup35
mit dem anti-Sup (S) und Htt mit dem anti-Htt (H) Antikorper detektiert. Die Raten, mit
denen sich Kolonien auf SD-Ade Medium bildeten, wurden wie auf Seite 158 be-
schrieben in 5 unabhangigen Experimenten ermittelt. Die Reversionsrate fur GT17-
Zellen mit dem leeren Vektor pYex2T lag bei 1 x 10”°. *Relative Zunahme der gebil-
deten Ade*-Kolonien bezogen auf GT17-Zellen mit dem Kontrollvektor pYex2T.

3.1.3. Induktion von [PSI/ *] durch PrD-Htt Fusionsproteine

Fir die Entstehung von [PS/ '] ist die N-terminale Doméane von Sup35, die soge-
nannte Prionendomane (PrD), erforderlich. Um zu untersuchen, ob Fusionsproteine
bestehend aus der PrD und Htt-Exon1 Fragmenten mit aggregationsfahigen Polyglu-
taminsequenzen ebenso wie die Sup-Htt Fusionsproteine den Prionenphanotyp

[PSI *] induzieren kénnen, wurden die in Tabelle 8 aufgefihrten Plasmide hergestellt.
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Tabelle 8: Struktur der PrD-Htt Proteine

Plasmid Protein Schematische Darstellung
pYex2T-PrD PrD
pYex2T-PrD-CAG19 PrD-Q19
pYex2T-PrD-CAG54 PrD-Q54
pYex2T-PrD-CAG92 PrD-Q92 PrD

PrD: Prion Doméane von Sup35 (As 1-123); Rotes Segment: Htt-Exon1 Fragment
(As 1-44) mit 19 (1), 54 (I1) und 92 (Ill) Glutaminen.

Nach Transformation der Expressionsplasmide in GT17-Zellen wurden die resultie-
renden Klone in flissigem Medium angezogen und die Kulturen in Verdlinnungsrei-
hen auf SD-Ade, SD+Ade und YPD-Platten gestempelt. Zellen, die nur die PrD
exprimierten, wuchsen nicht auf SD-Ade Medium und bildeten rote Kolonien auf
YPD-Medium, wohingegen Zellen, die PrD-Q54 oder PrD-Q92 synthetisierten, auf
SD-Ade Platten wuchsen und auf YPD-Platten eine weilde Koloniefarbe zeigten. Be-
reits nach 5-tagiger Inkubation wurden Ade*-Kolonien von Zellen mit PrD-Q54 oder
PrD-Q92 gebildet. Somit wurde der [PSI *]-Phanotyp deutlich friiher in Zellen mit
PrD-Htt Fusionsproteinen als in Zellen mit Sup-Htt Fusionsproteinen hervorgerufen
(Abbildung 35 und 36). Mit dem Filtertest wurden nach 2-tagigem Wachstum SDS-
stabile Aggregate in den Lysaten von Zellen mit PrD-Q54 oder PrD-Q92 detektiert,
wahrend diese in entsprechenden Sup-Q54 oder Sup-Q92 produzierenden Zellen
erst nach 3 Tagen nachgewiesen werden konnten. Die friihere Bildung von [PSI *]-
Kolonien korreliert also mit der schnelleren Aggregation der PrD-Htt Fusionsproteine.
Die Konversionsrate fur die PrD-Htt Fusionsproteine mit 54 oder 92 Glutaminen ist
deutlich héher als die flr die vergleichbaren Sup-Htt Fusionsproteine. Zellen mit PrD-
Q54 oder PrD-Q92 bildeten 3 000 bzw. 5 300 mal mehr Ade*-Kolonien als Zellen mit
dem pYex2T Vektor. Offensichtlich wird die Aggregation von endogenem Sup35 effi-
zienter von aggregierenden PrD-Htt als von Sup-Htt Fusionsproteinen initiiert. Im
Gegensatz zu GT17-Zellen mit Sup-Q19 bildeten Zellen mit PrD-Q19 auch einige
Ade’-Kolonien und wiesen eine deutlich héhere Konversionsrate als die Kontrollzel-
len mit pYex2T auf. Mit dem Filtertest konnten in Lysaten von Zellen mit PrD-Q19
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keine SDS-stabilen Sup35-Aggregate nachgewiesen werden. Daraufhin wurden die
Zellen mit PrD-Q19 auf weniger stabile Aggregate untersucht. Die Zellen wurden oh-
ne SDS und Hitzedenaturierung aufgeschlossen und die Lysate mit dem Filtertest
analysiert. Dabei zeigte sich, dass Aggregate in Zellen mit PrD-Q19 gebildet werden
(Daten nicht gezeigt). Es ist somit anzunehmen, dass der [PS/ *]-Phanotyp auch
durch weniger stabile Aggregate induziert werden kann. Jedoch konvertierten Zellen
mit PrD-Q54 oder PrD-Q92, die SDS-stabile Aggregate enthalten, mit einer tber 30-
fach hdheren Frequenz zu [PS/ '] als Zellen mit PrD-Q19.

] O - FT Konversions- Relative
-Ade +Ade YPD S H rate Zunahme*
PrD y 6.9 x 10° 7
PrD-Q19 1.0 x 10° 100
PrP-Q54 LN 3.0x10? 3000
PrD-Q92 LN 5:3x10° 5300
Tage 5 2 2

Abbildung 36: Induktion von [PSI *] in [psi ][pin ] GT17-Zellen durch Expression von
PrD-Htt Fusionsproteinen. GT17-Zellen, die die aufgelisteten Proteine exprimierten,
wurden in Verdinnungsreihen auf SD-Ade, SD+Ade und YPD-Platten gestempelt
und fur die angegebene Zeit bei 30° C inkubiert. Fir den Filtertest (FT) wurden die
jeweiligen Zellen fir 2 Tage in flissigem Medium angezogen. Nach der Filtration
wurde Sup35 mit anti-Sup (S) und anti-Htt (H) Antikbrpern detektiert. Die Konversi-
onsraten wurden wie auf Seite 158 beschrieben in 5 unabhangigen Experimenten
ermittelt. *Relative Zunahme der gebildeten Ade’-Kolonien bezogen auf GT17-Zellen
mit dem Kontrollvektor pYex2T.

3.1.4. Untersuchung der Aggregation von Sup-Htt und PrD-Htt Fusionsprotei-

nen mittels Immunfluoreszenzmikroskopie

Die Ergebnisse der Filtertests demonstrierten, dass Sup- oder PrD-Htt Fusionsprote-
ine SDS-stabile Aggregate bilden. Dies wurde auch mit Hilfe der Immunfluoreszenz-
mikroskopie untersucht. Daflir wurden von Zellen, die Sup-Q19, Sup-Q54, Sup-Q92,
PrD-Q19, PrD-Q54 oder PrD-Q92 synthetisieren, Praparate hergestellt, bei denen
die Fusionsproteine rot und die Zellkerne blau markiert wurden. Die Analyse dieser

Praparate zeigte, dass Sup-Q19 diffus in der Zelle verteilt vorliegt, wahrend in
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Gegenwart von Sup-Q54 oder Sup-Q92 klar abgegrenzte 0,5-1 ym grofRe cytoplas-
matische Einschlusskorper gebildet werden (Abbildung 37). Ahnliche Ergebnisse
wurden mit den PrD-Htt Fusionsproteinen erzielt. Neben einer diffusen cytoplasmati-
schen Verteilung trat eine leichte Fokussierung von PrD-Q19 auf. Die Expression von
PrD-Q54 oder PrD-Q92 fuhrte zur Bildung von mehreren cytoplasmatischen Ein-
schlusskorpern. Die Immunfluoreszenz-Untersuchungen bestatigen die Ergebnisse
des Filtertests und zeigen, dass Sup-Htt bzw. PrD-Htt Proteine mit langen Polyglu-

taminsequenzen in GT17-Zellen aggregieren.

Anti-Htt/ Anti-Htt/

Hoechst Anti-Htt Hoechst Hoechst Anti-Htt Hoechst
Sup-Q13 . PrD-Q19 .
Sup-Q54 . PrD-Q54 .
AUp-Q02 - PrD-Q92 .

Abbildung 37: Untersuchung der Aggregation von Sup-Htt und PrD-Htt Fusionsprote-
inen mit Hilfe von Immunfluoreszenzmikroskopie. Die angegebenen Proteine wurden
in GT17-Zellen exprimiert. Zellen der mittleren Wachstumsphase wurden permeabili-
siert und mit Paraformaldehyd fixiert. Die Fusionsproteine wurden mit dem Htt-
Antikérper CAG53b immunmarkiert, der mit einem sekundaren Cy3-konjugierten An-
tikorper (rot) detektiert wurde. Die Zellkerne wurden mit Hoechst (blau) angefarbt.
Balken: 1 uym.

3.1.5. Elektronenmikroskopische Untersuchung von Sup-Q54 Aggregaten

Die Einschlusskoérper, die bei Expression von Sup-Q54 in GT17-Zellen entstehen,
wurden anhand von elektronenmikroskopischen Untersuchungen naher charakteri-
siert. Das Fusionsprotein wurde mit dem Antikorper CAG53b, der mit 10 nm grof3en
Goldpartikeln markiert wurde, detektiert. Der von Sup-Q54 gebildete Einschlusskor-
per erscheint im Elektronenmikroskop als nicht klar abgegrenzte amorphe Aggregate
(Abbildung 38). Die Goldpartikel ordnen sich wie auf einer Perlenschnur aufgereiht

an. Diese deutet auf eine fibrillare Struktur des aggregierten Proteins hin.

81



Polyglutaminabhéngige Induktion von Hefeprionen

L

. : i T 3 . .
LR Y e . geilil t .

Ay g o
or . '.
TR ; i
- o - ] -
. " F ’.‘
. * Res 87 "y ..'.
. % :
A A - ¥ ® &
- pe i 2 . 3 o ..0 '
# <02 ym e

Abbildung 38: Untersuchung von Sup-Q54 Aggregaten mittels Elektronenmikrosko-
pie. GT17-Zellen, die Sup-Q54 exprimierten, wurden bis zu einer optischen Dichte
(ODg0o) von 0,5 angezogen und dann geerntet. Die Zellen wurden mit einer Mischung
aus Glutaraldehyd und Formaldehyd fixiert und dann in LR White eingebettet. Sup-
Q54 wurde mit dem Htt-Antikérper CAG53b immunmarkiert, der von einem mit 10 nm
grolien Goldpartikeln konjugierten sekundaren Antikérper detektiert wurde. Das linke
Bild gibt eine Ubersicht tber die Lage des Einschlusskérpers in der Zelle und das
mittlere zeigt eine vergroRerte Aufnahme der Aggregate in dieser Struktur. Die rechts
angeordneten Bilder sind Vergrofierungen von Aufnahmen verschiedener Sup-Q54
Aggregate aus mehreren GT17-Zellen. In diesen Bildern liegen die Goldpartikel per-
lenschnurartig aneinandergereiht vor, was auf eine fibrillare Struktur der Sup-Q54
Aggregate hinweist.

3.1.6. Loslichkeit von endogenem Sup35 in Gegenwart von aggregiertem Sup-
Q54

Der [PSI *]-Phanotyp entsteht, wenn kein oder nur sehr wenig I6sliches Sup35 in der
Zelle vorhanden ist. Demnach muss das endogene Sup35-Protein in Ade*-Zellen, die
durch Expression von aggregationsfahigen Sup-Htt Fusionsproteinen aus GT17-
Zellen hervorgehen, vom l6slichen in den unldslichen Zustand uberfuhrt worden sein.
Um dies zu kontrollieren, wurde die Loslichkeit von endogenem Sup35 durch Zentri-
fugationsexperimente bestimmt. Zu diesem Zweck wurden Lysate von konvertierten
GT17-Zellen mit Sup-Q54 verwendet. Nach Auftrennung in die |6sliche und unldsli-
che Fraktion durch Zentrifugation wurden die Proteine des Pellets und Uberstands
mittels SDS-PAGE und Westernblotting analysiert. Sowohl Sup-Q54 als auch endo-
genes Sup35-Protein wurden in der Pellet-Fraktion als 95 bzw. 75 kDa Bande detek-

tiert (Abbildung 39). Zusatzlich wurden auch SDS-resistente, hochmolekulare
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Aggregate, die nicht ins Trenngel einliefen, mit dem anti-Htt und dem anti-Sup Anti-
kérper nachgewiesen. Endogenes Sup35 wird also bei Uberexpression von Sup-Q54
in GT17-Zellen vom lI6slichen in den unléslichen Zustand Uberfuhrt, womit diese Zel-
len zu [PSI ] konvertieren. Um zu prifen, ob auch der [PIN *]-Phénotyp in diesen
Zellen induziert wird, wurde die Loslichkeit von Rng1 bestimmt. Dabei wurde Rnqg1
ausschlielich in der I6slichen Fraktion von Sup-Q54 exprimierenden GT17-Zellen
detektiert (Abbildung 39). Somit wird nur endogenes Sup35, nicht aber endogenes
Rng1 bei Uberexpression von Sup-Htt Fusionsproteinen konvertiert. Der Phanotyp

dieser Konvertanten ist demnach [PS/ *][pin 7.

kDa anti-Sup ‘a_rlti-Htt J

bt
kDa anti-Rng
11 Sup-Q54 50 < Rnq1
_l I‘ " _ pm— n
80 . > ' 4% Sup35 37 & a
P U P U P U

Abbildung 39: Bestimmung der Loslichkeit von endogenem Sup35 und Rnqg1 in
GT17-Zellen, die durch Expression von Sup-Q54 zu [PSI *] konvertiert wurden. Nach
Zentrifugation der Zelllysate bei 50 000 g flr 30 min, wurden je 25 ug Gesamtprotein

vom Pellet (P) und vom Uberstand (U) mittels SDS-PAGE getrennt und auf Nitrozel-
lulosemembranen transferiert. Endogenes Sup35 und Sup-Q54 wurden mit anti-Sup
Antikorper, Sup-Q54 mit dem Htt-Antikorper CAG53b und Rng1 mit anti-Rnq Antikor-
per detektiert. *Hochmolekulare Aggregate

3.1.7. Interaktion von Sup-Q54 mit endogenem Sup35

Bei Uberexpression von Sup-Q54 in GT17-Zellen wird endogenes Sup35 mdglicher-
weise aufgrund einer direkten Interaktion mit aggregierendem Sup-Q54 in den unlos-
lichen Zustand Uberfuhrt. Diese Hypothese wurde mit Hilfe von Immunprazipitation-
sexperimenten Uberprift. Dazu wurde zunachst der [psi ][pin ] Stamm GT17-SM, in
dem chromosomales SUP35 C-terminal mit einem Myc-Epitop fusioniert ist, herge-
stellt, um eindeutig zwischen endogenem Sup35 und Sup-Q54 unterscheiden zu
konnen. Der GT17-SM Stamm wurde dann mit pYex2T-SUP-CAG54 und als Kontrol-
le mit pYex2T transformiert. Die Transformanten, die Sup-Q54 exprimieren, wurden

dann auf SD-Ade Medium kultiviert, um [PS/ *] Zellen zu selektieren. Lysate von nicht
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konvertierten Kontrollzellen und konvertierten Zellen mit Sup-Q54 wurden anschlie-
Rend mit Hilfe von Filtertests analysiert. In den Kontrollzellen wurden keine Aggrega-
te nachgewiesen, wahrend in GT17-SM Zellen mit Sup-Q54 sowohl mit dem anti-Myc
als auch mit dem anti-Htt-Antikérper Aggregate detektiert wurden (Abbildung 40 A).
Dies deutet darauf hin, dass in diesen konvertierten Zellen sowohl endogenes
Sup35-Myc als auch Sup-Q54 SDS-stabile Aggregate bildet. Die Fusionsproteine
Sup35-Myc und Sup-Q54 von konvertierten GT17-SM Zellen konnten auch mittels
Zentrifugation in der Pellet-Fraktion nachgewiesen werden, was die Ergebnisse der
Filtertests unterstitzt (Abbildung 40 B).

A B
w\\‘\o RN anti-Sup anti-Myc anti-Htt
S & kba p U P U P U
111 <« Sup35-Myc
GT17-SM/Sup-Q54 @ @ o -y - P <+ Sup-Qs4
111 & = & == swem < Sup35-Myc

GT17-SM/Vektor 80

Abbildung 40: Charakterisierung des Hefestammes GT17-SM. Lysate von GT17-SM
Zellen mit pYex2T (Vektor) und von konvertierten GT17-SM Zellen mit Sup-Q54 wur-
den mit dem Filtertest auf SDS-stabile Aggregate (A) und durch Zentrifugation auf die
Ldslichkeit der Fusionsproteine (B) untersucht. SDS-resistente Aggregate wurden mit
dem anti-Myc oder dem anti-Htt Antikorper detektiert. Mit den Zentrifugationsexperi-
menten wurden nicht konvertierte GT17-SM Zellen (Vektor) und konvertierte GT17-
SM Zellen mit Sup-Q54 untersucht. Die Proteine Sup35-Myc und Sup-Q54 wurden
mit den angegebenen Antikdrpern detektiert.

Fur die Immunprazipitation wurden GT17-SM Zellen mit Vektor und konvertierte
GT17-SM Zellen mit Sup-Q54 bis zu einer mittleren Wachstumsphase angezogen,
geerntet und lysiert. Beide Zellextrakte wurden mit anti-Myc Antikorper versetzt und
inkubiert. Als Kontrolle wurde auch Zelllysat mit Sup-Q54 ohne Zugabe eines Anti-
korpers mitgefuhrt. Die Proteinkomplexe wurden Uber den anti-Myc Antikérper, der
an magnetische Beads uber einen sekundaren Antikorper gebunden wurde, prazipi-
tiert. Nach mehreren Waschzyklen wurden die Prazipitate bei 95 °C von den Beads
eluiert und anschlieBend durch SDS-PAGE und Westernblotting analysiert. Mit dem
anti-Sup Antikérper wurde in den beiden mit anti-Myc Antikérper behandelten

Extrakten die 90 kDa grof3e Sup-Myc Bande nachgewiesen. Aus dem Zelllysat von

84



Polyglutaminabhéngige Induktion von Hefeprionen

konvertierten GT17-SM Zellen wurde zudem Sup-Q54 mit dem anti-Myc Antikérper
immunprazipitiert (Abbildung 41). Dieses Ergebnis zeigt, dass in Hefezellen Sup-Q54

und endogenes Sup35-Myc miteinander interagieren.
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Abbildung 41: Immunprazipitation von Sup-Q54 Uber endogenes Sup35-Myc. GT17-
SM Zellen mit pYex2T (Vektor) und konvertierte GT17-SM Zellen mit Sup-Q54 wur-
den bis zu einer optischen Dichte (ODsgo) von 0,5 angezogen, geerntet und lysiert.
Beide Zelllysate wurden dann mit dem anti-Myc Antikorper versetzt und fur 2 h bei
4 °C inkubiert. Als Kontrolle diente Lysat mit Sup-Q54 ohne Antikdrperzugabe. An-
schlieBend wurden magnetische Beads, die mit einem sekundaren Antikorper konju-
giert waren, zu den Ansatzen gegeben. Nach intensivem Waschen wurden die
Beads in SDS-Ladepuffer aufgenommen und fir 5 min bei 95 °C inkubiert. Die durch
Abkochen eluierten Proteine wurden im SDS-Gel aufgetrennt und mittels
Westernblotting mit anti-Sup bzw. anti-Htt Antikorpern detektiert.

3.1.8. In vitro Aggregation von PrD-Htt Fusionsproteinen und Sup35

Die bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Fahigkeit von Sup35 zu ag-
gregieren durch die Fusion mit den Htt-Exon1 Fragmenten erhdht wird und dadurch
auch die Aggregation von endogenem Sup35 stimuliert wird. Um diese Ergebnisse
zu bestatigen und den molekularen Mechanismus fir die polyglutaminabhangige In-
duktion von Hefeprionen aufzuklaren, wurde ein in vitro System fur die Aggregation
von Sup-Htt Fusionsproteinen etabliert. Da PrD effizienter als Sup35 aggregiert, wur-
den PrD-Htt Fusionsproteine flr diese Versuche eingesetzt. Um diese Proteine in
|6slicher Form zu exprimieren und ihre vorzeitige Aggregation zu verhindern, wurden
sie an das Maltose-bindende Protein (MBP) fusioniert. Des Weiteren wurden mit ei-
nem N-terminalen His-Tag versehenes Sup35 und C-terminales Sup35-Protein
(SupC) mit MBP fusioniert. Die verschiedenen Fusionsproteine sind in Tabelle 9 dar-

gestellt.
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Tabelle 9: Struktur der MBP-PrD-Htt und MBP-Sup Proteine

Plasmid Protein* Schematische Darstellung
PMAL-c2X-PrD M-PrD “visP AR PO
PMAL-c2X-PrD-CAG19 M-PrD-Q19 “wiEP BfPD
pMAL-c2X-PrD-CAG55 M-PrD-Q55 [ vBP M PD
pMAL-c2X-PrD-CAG89 M-PrD-Q89 [ mBP RPD |
pMAL-c2X-HIS-Sup35 M-HIS-Sup35 wEP BfH.PD M |
PMAL-c2X-HIS-SupC M-HIS-SupC [ B RAIH.

MBP: Maltose-bindendes Protein; PrD: Prion Doméane von Sup35 (As 1-123); M: Mittlere
Domane von Sup35 (As 124-253); C: C-terminale Domane von Sup35 (As 254-685); Rotes
Segment: Hit-Exon1 Fragment (As 1-44) mit 19 (1), 55 (II) und 89 (lIl) Glutaminen; ¥ Faktor Xa
Erkennungssequenz; H,: HIS-Tag. *Im Text nach Abspaltung von MBP ohne “M-"bezeichnet.

Die in Tabelle 9 aufgelisteten Proteine wurden in E. coli exprimiert und unter nativen
Bedingungen mittels Affinitatschromatographie Uber Maltose-gekoppelte Agarose-
Beads aufgereinigt. Die gereinigten Proteine wurden zur Kontrolle ihrer Qualitat mit
SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie-Blau angefarbt. Alle Proteine zeigten die
erwartete Grole im SDS-Gel und konnten auch mit entsprechenden Antikorpern de-

tektiert werden (Daten nicht gezeigt).

Um das Aggregationsverhalten von PrD, PrD-Q19, PrD-Q55 und PrD-Q89 in vitro zu
untersuchen, wurden die MBP-Fusionsproteine mit Faktor Xa verdaut. Durch die pro-
teolytische Abspaltung des N-terminalen MBP-Anteils wurde die Aggregation der
PrD-Htt Proteine initiiert. Fur jedes Protein wurden mehrere identische Ansatze pipet-
tiert, bei denen die Aggregationsreaktion zu unterschiedlichen Zeitpunkten durch
Schockfrosten gestoppt wurde. Mit dem Filtertest wurden die Proben auf Aggregate
untersucht. Die Kinetik der polyglutaminabhangigen Aggregation der PrD-Htt Fusi-
onsproteine ist in Abbildung 42 A dargestellt. Innerhalb von 30 h konnten nur fir PrD-
Q55 und fur PrD-Q89 SDS-stabile Aggregate nachgewiesen werden, nicht aber fur
PrD oder PrD-Q19. PrD-Q89 bildete bereits nach 2 h, PrD-Q55 dagegen erst nach 6

h Aggregate. Dieser Versuch wurde zusammen mit 2 Wiederholungsexperimenten
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quantitativ ausgewertet (Abbildung 42 B). Dabei zeigte sich, dass der Aggregati-
onsprozess bei PrD-Q89 nach 8 h und bei PrD-Q55 nach 20 h abgeschlossen ist.
Diese Ergebnisse spiegeln das Aggregationsverhalten von PrD-Q54 und PrD-Q92 in
GT17-Zellen wieder und sind auch im Einklang mit den entsprechenden Konversi-
onsraten. Je schneller ein PrD-Htt Fusionsprotein aggregiert, desto mehr GT17-

Zellen werden zu [PS/ '] konvertiert und desto eher tritt die Konversion auf.
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Abbildung 42: In vitro Aggregation von PrD und PrD-Htt Fusionsproteinen. (A) 200 ng
I6sliches rekombinantes Protein wurden mit 0,1 U Faktor Xa bei 37 °C ohne Schut-
teln verdaut. Dadurch wurde der MBP-Anteil abgespalten und die Aggregation des
PrD-Htt Fusionsproteins initiiert. Fur jedes Protein wurden 7 parallele Proben ange-
setzt und deren Aggregation zu den angegebenen Zeitpunkten durch Schockfrosten
mit flussigem Stickstoff abgestoppt. Die Proben wurden dann im Filtertest analysiert,
wobei die Aggregate mit dem anti-Sup Antikdrper detektiert wurden. (B) Filtertests
von insgesamt 3 unabhangigen Experimenten wurden quantitativ mit der AIDA Soft-
ware ausgewertet. Dabei wurde das starkste Signal gleich 100 % Aggregation ge-
setzt.

Um die Ultrastruktur der in vitro gebildeten Aggregate von PrD-Htt Fusionsproteinen
zu untersuchen, wurden M-PrD, M-PrD-Q19, M-PrD-Q55 und M-PrD-Q89 mit Faktor
Xa fur 24 h bei 37 °C verdaut. AnschlieRend wurden die Proben mit 1 % Uranylacetat
angefarbt und mit dem Elektronenmikroskop untersucht (Abbildung 43). PrD-Q55
sowie PrD-Q89 bildeten amyloidahnliche Fibrillen, die einen Durchmesser von etwa
10 nm und eine Lange von 200 nm bis zu mehreren Mikrometern aufwiesen. Ver-

gleichbare Strukturen wurden nicht bei Ansatzen mit PrD oder PrD-Q19 beobachtet.
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Abbildung 43: Elektronenmikroskopische Untersuchung der Aggregation von PrD-Htt
Proteinen. Von jedem Protein wurden ca. 200 ng fur den Verdau mit 0,1 U Faktor Xa
eingesetzt. Nach 24 h Inkubation ohne Schitteln bei 37 °C wurden die Proben mit
1% Uranlyacetat negativ gefarbt.

Als nachstes wurde untersucht, ob Sup35 in Gegenwart von PrD-Htt Aggregaten in
vitro in den unléslichen Zustand uberfluhrt werden kann. Daflr wurden aufgereinigtes
M-PrD, M-PrD-Q19, M-PrD-Q55 und M-PrD-Q89 jeweils mit His-Sup35 oder His-
SupC versetzt. Der Aggregationsprozess wurde durch Zugabe von Faktor Xa initiiert.
Die Ansatze mit His-SupC dienten dabei als Kontrolle, da dieses Protein aufgrund
der fehlenden PrD-Domane nicht aggregieren kann. Jede Proteinkombination wurde
dreifach angesetzt, wobei jeweils eine Probe nach 0, 24 und 48 h Inkubation bei
37 °C mit dem Filtertest analysiert wurde. Bei den Ansatzen mit PrD oder PrD-Q19
konnten keine SDS-stabilen Aggregate detektiert werden. Wie erwartet bildeten je-
doch die Proteine PrD-Q55 und PrD-Q89 innerhalb von 48 h SDS-stabile Aggregate,
die auch mit dem anti-Sup Antikérper nachgewiesen werden konnten. In diesen Pro-
ben wurden auch SDS-stabile His-Sup35 Aggregate mit dem anti-His Antikorper de-
tektiert (Abbildung 44). Bei den Ansatzen mit PrD-Q55/His-Sup35 und PrD-Q89/His-
Sup35 konnten His-Sup35 Aggregate innerhalb von 48 h nachgewiesen werden,
wahrend in den Kontrollansatzen mit His-SupC in demselben Zeitraum keine Aggre-
gate detektiert wurden. In Gegenwart von PrD-Q55 oder PrD-Q89 Aggregaten wird
also His-Sup35 vom lI6slichen in den unl6slichen Zustand uberfuhrt. Dieses Ergebnis
lasst darauf schlielen, dass PrD-Q55 bzw. PrD-Q89 Aggregate als Aggregati-
onskeime die Konformationsanderung und die Aggregation von His-Sup35 hervorge-
rufen. Aullerdem werden durch eine schnellere und im Ausmalf effizientere Aggrega-

tion, wie sie bei PrD-Q89 im Vergleich zu PrD-Q55 auftritt, friher unlosliche
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His-Sup35 Aggregate gebildet. Die Konversion von His-Sup35 korreliert also mit der
Aggregationseffizienz der Proteine PrD-Q55 und PrD-Q89.

PrD PrD-Q19 PrD-Q55 PrD-Q89

_ o0 ® & anti-Sup
His-Sup35 p< 4 @ anti-His
R e

0 2448 0 2448 0 2448 0 24 48 [h]

Abbildung 44: His-Sup35 Aggregation in vitro in Gegenwart von PrD-Htt Fusionspro-
teinen. 200 ng von M-PrD und M-PrD-Htt Fusionsproteinen wurden mit jeweils
100 ng His-Sup35 oder His-SupC gemischt. Jede Proteinkombination wurde dreimal
angesetzt, so dass nach Zugabe von 0,1 U Faktor Xa nach 0, 24 und 48 h Inkubation
bei 37 °C jeweils eine Probe flr den Filtertest zur Verfugung stand. SDS-stabile Ag-
gregate wurden mit dem anti-Sup oder anti-His Antikdrper detektiert.

3.1.9. Induktion von [PSI *] durch Coexpression von Sup35 und Htt-Exon1

Fragmenten

Vor kurzem wurde von Derkatch et al. gezeigt, dass die Coexpression von PrD und
Htt-Exon1 Fragmenten mit mehr als 72 Glutaminen in [psi ][pin ]-Zellen die de novo
Entstehung von [PS/ "] hervorruft (Derkatch et al., 2004). Um diese Daten mit den
Ergebnissen der Sup-Htt Fusionsproteine dieser Arbeit (Abbildung 35) vergleichen zu
konnen, wurden Sup35 oder PrD mit Htt-Exon1 Fragmenten in GT17-Zellen
coexprimiert. Dabei wurden die Kombinationen Sup35/Sup35, Sup35/Q52,
Sup35/Q90, PrD/Sup35, PrD/Q52 und PrD/Q90 uberpruft. Um die Entstehung des
[PSI *]-Phanotyps zu kontrollieren, wurden die Zellen, die diese Proteinparchen
exprimierten, auf SD-Ade und SD+Ade Medium gestempelt. Ferner wurden die Lysa-
te dieser Zellen mit dem Filtertest auf Aggregate untersucht (Abbildung 45). Nach 14-
tagiger Inkubation wuchsen die Zellen, die Sup35/Q90 oder PrD/Q90 coexprimierten,
auf SD-Ade Medium. In Lysaten dieser Zellen wurden sowohl Sup35 als auch Htt-
Aggregate detektiert. Die Zellen mit den Proteinparchen Sup35/Sup35, Sup35/Q52,
PrD/Sup35 und PrD/Q52 bildeten weder Kolonien auf SD-Ade Medium noch SDS-

stabile Aggregate. Demnach ist fiir die spontane Entstehung von [PS/ *] sowohl die
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Uberproduktion von Sup35 als auch die Bildung SDS-stabiler Htt-Aggregate erforder-
lich. Die Konversionsraten der Zellen, die Sup35/Q90 oder PrD/Q90 synthetisieren,
waren aber deutlich geringer als die der Zellen, die Sup-Htt Fusionsproteine expri-
mierten. So bildeten GT17-Zellen bei Expression von Sup-Q92 35 mal mehr Ade’-
Kolonien als bei Coexpression von Sup35/Q90 (Abbildung 35 und 45). Im Falle der
Expression von PrD-Q92 wurde sogar eine 150-fach hohere Anzahl an Ade’-
Kolonien detektiert als bei der Coexpression der Proteine PrD/Q90 (Abbildung 36
und 45). Anscheinend wird die Aggregation von endogenem Sup35 effizienter bei
Expression der Sup-Htt oder PrD-Htt Fusionsproteine stimuliert als bei Coexpression

von Sup35 oder PrD mit Htt-Exon1 Fragmenten.

_ ) : . FT Konversions- Relative
_Ade +Ade S H rate Zunahme*
Sup35/Sup35 1.4 X 10° 1
Sup35/Q52 . H 1.2 X 10° 1
SUD351"’Q90 e 1.7 X 10 17
PrD/Sup35 - 26 % 10°
PrD/Q52 . ! - 27 % 10°
PrD/Q90 P 35 % 10° 35
Tage 14 3 33

Abbildung 45: Induktion von [PSI ] in [psi ][pin ] GT17-Zellen durch Coexpression
von Sup35 oder PrD mit Htt-Exon1 Fragmenten. Zellen, die die angegebenen Protei-
ne exprimierten, wurden in Verdlinnungsreihen auf SD-Ade und SD+Ade Platten ge-
stempelt und fur die angegebene Zeit bei 30 °C inkubiert. Fur den Filtertest (FT) wur-
den die Zellen fir 3 Tage in flussigem Medium angezogen. Aggregate wurden nach
der Filtration mit anti-Sup (S) und anti-Htt (H) Antikorpern detektiert. Die Konversi-
onsraten wurden wie auf Seite 158 beschrieben in 3 unabhangigen Experimenten
ermittelt. *Relative Zunahme der gebildeten Ade’-Kolonien bezogen auf GT17-Zellen
mit den Kontrollvektoren pYex2T und pGADYex. Die Reversionsrate fur Zellen mit
den Kontrollplasmiden lag bei 1 x 107

90



Polyglutaminabhéngige Induktion von Hefeprionen

3.1.10. Einfluss des Expressionsniveaus der Sup-Htt Fusionsproteine auf die
Induktion von [PSI ']

Die Induktion von [PSI"] ist entscheidend von der intrazellularen Sup35-
Konzentration abhangig (Chernoff et al., 1995). Alle in Tabelle 7 und 8 aufgelisteten
Proteine werden in grolRen Mengen produziert, da sie von einem 2u Multicopy-
Plasmid kodiert und unter der Kontrolle eines mit Kupfer induzierbaren Promoters
exprimiert werden. Um die Induktion von [PS/ ] bei niedrigeren intrazellularen Kon-
zentrationen von Sup-Htt oder PrD-Htt Fusionsproteinen zu untersuchen, wurden die
Proteine Sup35, Sup-Q54, Sup-Q92, PrD, PrD-Q54 und PrD-Q92 mit dem sehr
schwachen Sup35-Promoter von einem Expressionsplasmid mit centromerem Repli-
kationsursprung in GT17-Zellen exprimiert. Die Zellen wurden in Verdunnungsreihen
auf SD-Ade und SD+Ade Platten gestempelt und flr 18 Tagen inkubiert. Nur Zellen
mit den Proteinen PrD-Q54 oder PrD-Q92 bildeten Ade’-Kolonien. Nach einer
6-tagigen Wachstumsphase konnten in diesen Zellen auch SDS-resistente Sup35
und Htt-Aggregate detektiert werden. Im Gegensatz dazu bildeten GT17-Zellen, die
Sup-Q54 oder Sup-Q92 exprimieren, weder Ade’-Kolonien noch SDS-stabile Aggre-
gate (Abbildung 46). Die Konversionsraten der Zellen mit den Proteinen PrD-Q54
oder PrD-Q92 waren 10-50fach héher als die der Kontrollzellen. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass Sup-Htt Fusionsproteine nur bei hohen Konzentrationen
[PSI ] induzieren kdnnen, wahrend PrD-Htt Fusionsproteine auch bei geringeren
Expressionsraten den [PS/ *]-Phanotyp hervorrufen und SDS-stabile Aggregate bil-
den kénnen. Vermutlich aggregieren PrD-Htt Fusionsproteine effizienter als die ent-
sprechenden Sup-Htt Fusionsproteine und kdonnen daher auch bei niedrigem Ex-

pressionsniveau [PS/ '] induzieren.
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_ ~ FT  Konversions- Relative
+Ade S H rate Zunahme*
Sup35 1.0 x 10° 1
Sup-Q54 1.3 x10° 1
Sup-Q92 2.1x10° 2
PrD 1.3 x10° 1
PrD-Q54 2.7 x10* 27
PrD-Q92 5.3 x 10" 53
Tage 18

Abbildung 46: Induktion von [PSI *] in [psi 1[pin ] GT17-Zellen nach Expression von
Sup-Htt oder PrD-Htt Fusionsproteinen mit Centromerplasmiden. Nach der Trans-
formation der Centromerplasmide wurden die GT17-Zellen in Verdinnungsreihen auf
SD-Ade und SD+Ade Platten gestempelt und fir die angegebene Zeit inkubiert. Fur
den Filtertest (FT) wurden die Zellen fur 6 Tage in flissigem Medium angezogen.
Nach der Filtration wurden die Aggregate mit anti-Sup (S) und anti-Htt (H) Antikor-
pern detektiert. Die Konversionsraten wurden wie auf Seite 158 beschrieben in 3 un-
abhangigen Experimenten ermittelt. *Relative Zunahme der gebildeten Ade’-
Kolonien bezogen auf GT17-Zellen mit dem Centromerplasmid pRS316sp. Die Re-
versionsrate fiir Zellen mit pPRS316sp lag bei 1 x 107,

3.1.11. Induktion von [PSI*] durch Expression von Sup-Htt Fusionsproteinen
in Abhangigkeit von Hsp104 und nach GdnHCI-Behandlung

In Hefezellen fiihrt sowohl Uberexpression als auch die Eliminierung des Chaperons
Hsp104 zum Verlust von Prionen. Nur bei einer physiologischen Konzentration von
Hsp104 treten Prionen in der Hefezelle auf (Chernoff et al., 1995; Patino et al.,
1996). Daher wurde gepruft, ob sich veranderte Hsp104 Expressionsniveaus bei
gleichzeitiger Uberexpression von aggregationsfahigen Sup-Htt Fusionsproteinen auf
die de novo Entstehung von [PS/ *] auswirken.

Zur Kontrolle wurde zunachst das Wachstum auf SD-Ade Medium und die Bildung
von SDS-stabilen Aggregaten in GT17-Zellen, die Sup35, Sup-Q19, Sup-Q54 oder
Sup-Q92 exprimieren, Uberprift. Wie erwartet bildeten die Zellen mit Sup-Q54 oder
Sup-Q92 Ade*-Kolonien und SDS-resistente Aggregate (Abbildung 47).

Um zu untersuchen, ob die Sup-Htt Fusionsproteine auch in Abwesenheit von
Hsp104 die de novo Entstehung [PS/ ] fordern, wurden die Proteine Sup35, Sup-
Q19, Sup-Q54 und Sup-Q92 in OT78-Zellen exprimiert. HSP104 ist bei den Hefe-
stamm OT78, der ansonsten isogen zu GT17 ist, deletiert. OT78-Zellen, die Sup35
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oder die Sup-Htt Fusionsproteine synthetisieren, wurden auf SD-Ade und SD+Ade
Medium gestempelt und fur 9 Tage inkubiert. Auf den SD-Ade Platten bildeten sich
keine Kolonien. Dies deutet darauf hin, dass der [PS/ *]-Phanotyp in Abwesenheit
von Hsp104 nicht durch die Expression von Sup-Q54 oder Sup-Q92 hervorgerufen
werden kann. Dieses Ergebnis wurde auch durch die ermittelten Konversionsraten
unterstutzt. Die Konversionsraten der OT78-Zellen mit den Proteinen Sup-Q54 oder
Sup-Q92 waren nicht hoher als die Rate, die fur OT78-Zellen mit dem Kontrollvektor
bestimmt wurde (Abbildung 47). Dennoch wurden mittels Filtertest SDS-stabile Ag-
gregate in den Sup-Q54 oder Sup-Q92 synthetisierenden OT78-Zellen detektiert.
Somit kdnnen Sup-Htt Aggregate auch in Abwesenheit von Hsp104 gebildet werden,
die jedoch nicht den [PS/ *]-Phanotyp erzeugen kénnen.

Auch bei Uberexpression von Hsp104 in GT17-Zellen mit Sup-Q54 oder Sup-Q92
konnten SDS-stabile Aggregate mit dem Filtertest detektiert werden. AuRerdem bil-
deten diese Zellen nur vereinzelt Kolonien auf SD-Ade Medium (Abbildung 47). Die
quantitative Untersuchungen der GT17-Zellen, die Hsp104 zusammen mit Sup-Q54
oder Sup-Q92 Uberexprimieren, ergaben, dass ca. 10 mal mehr Zellen auf SD-Ade
Medium wuchsen als bei GT17-Zellen, die Hsp104 Uberexprimierten und den Kon-
trollvektor pYex2T enthielten (Abbildung 47). Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass nur wenige Zellen mit Sup-Htt Aggregaten bei Uberexpression Hsp104 zu
[PSI ] konvertieren.

In Hefe wird das Auftreten von Prionen nicht nur durch unterschiedliche Expressi-
onsniveaus von Hsp104 beeinflusst, sondern auch durch wiederholtes Wachstum auf
Guanidinium Hydrochlorid- (GdnHCI-) haltigem Medium. Werden Hefezellen dreimal
auf YPD-Medium mit 5 mM GdnHCI angezogen und anschlieRend auf SD-Ade Medi-
um inkubiert, geht der [PS/ *]-Phanotyp verloren. Es wurde Uberprift, ob dieses so-
genannte ,Curing“ auch bei GT17-Zellen, die Sup-Htt Fusionsproteine Uberexprimie-
ren, eintritt. Nach GdnHCI-Behandlung wurden die GT17-Zellen mit Sup35 oder Sup-
Htt Fusionsproteinen auf SD-Ade Medium gestempelt und fur 9 Tage inkubiert. Die
Zellen mit den Proteinen Sup-Q54 oder Sup-Q92 wuchsen auf SD-Ade Medium. Die-
ses Ergebnis wurde auch von den ermittelten Konversionsraten unterstutzt. Die An-
zahl der Ade*-Kolonien, die von unbehandelten und GdnHCI behandelten Zellen ge-
bildet wurden, unterschied sich nur marginal. Au3erdem bildeten die GT17-Zellen mit
Sup-Q54 oder Sup-Q92 auch nach GdnHCI-Behandlung SDS-resistente Aggregate
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(Abbildung 47). Diese Ergebnisse zeigen, dass GT17-Zellen mit Sup-Q54 oder Sup-
Q92 auch nach einer GdnHC-Behandlung den [PS/ *]-Phanotyp aufweisen.

_ FT  Konversions- Relative
rate Zunahme*
Vektor 1.0 X 10° 1
Sup35 3.0 X 10° 3
Kontrolle Sup-Q19 3.0 X 10° 3
Sup-Q54 LAR G 16 % 10° 160
Sup-Q92 LSS S 5.3 X 10° 530
Vektor 1.0 X 10° 1
Sup35 1.2 % 10° 1
A Hsp104  Sup-Q19 1.4 % 10° 1
Sup-Q54 2.4 X 10° 2
Sup-Q92 3.1 X 10° 3
Vektor 1.0 X 10° 1
Sup35 1.4 X 10° 1
Hsp104t  sup-Q19 1.0 X 10° g
Sup-Q54 2 1.5 % 10" 15
Sup-Q92 E 1.8 X 10" 18
Vektor 1.0 X 10° 1
Sup35 1.0 %X 10° 1
GdnHCI Sup-Q19 1.5 X 10° 2
Sup-Q54 [ S 1.4 % 10° 140
Sup-Q92 LK S 5.2 % 10° 520

Tage 9 3 3

Abbildung 47: Inhibierung der durch Sup-Htt Fusionsproteine vermittelten de novo
Entstehung von [PSI *]. Die angezeigten Proteine wurden in OT78-Zellen, die kein
chromosomales HSP104 Gen (A) besitzen, sowie in GT17-Zellen mit erhdhter
Hsp104 Konzentration (T) Uberexprimiert. AuRerdem wurden GT17-Zellen, die die
angegebenen Proteine synthetisierten, einer GdnHCI Behandlung unterzogen. Als
Kontrolle wurden unbehandelte GT17-Zellen, die die verschiedenen Sup-Htt Fusi-
onsproteine synthetisierten, mitgefihrt. Die jeweiligen Zellen wurden in Verdin-
nungsreihen auf SD-Ade und SD+Ade Medium gestempelt und fir die angegebenen
Zeiten inkubiert. Fur den Filtertest (FT) wurden die Zellen flr 3 Tage in flissigem
Medium angezogen. Nach der Filtration wurden unldsliche Sup35-Aggregate mit dem
anti-Sup (S) Antikorper detektiert. Die Konversionsraten wurden wie auf Seite 158
beschrieben in 3 unabhangigen Experimenten ermittelt. *Die relative Zunahme der
gebildeten Ade’-Kolonien bezogen auf GT17-Zellen mit dem Kontrollplasmid
pYex2T.
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3.1.12. Loslichkeit von endogenem Sup35 in Zellen mit Sup-Q54 bei verander-

ter Hsp104-Konzentration sowie nach einer Behandlung mit GdnHCI

Sowohl bei Eliminierung als auch bei Uberexpression von Hsp104 in [psi ][pin ]-
Zellen mit Sup-Htt Aggregaten entstehen keine oder nur wenige Ade’-Kolonien. Da-
her sollte theoretischerweise endogenes Sup35 I6slich sein. Um dies zu prifen, wur-
de Sup-Q54 in Hsp104 freien OT78-Zellen oder in GT17-Zellen, die Hsp104 Ube-
rexprimieren, synthetisiert. Als Kontrolle dienten GT17-Zellen, die Sup-Q54 expri-
mierten. Nach Zentrifugation der jeweiligen Zelllysate wurden die Fraktionen durch
SDS-PAGE und Westernblotting analysiert. In den GT17-Kontrollzellen mit Sup-Q54
waren sowohl endogenes Sup35 als auch Sup-Q54 vollstandig unléslich, was den
[PSI *]-Phanotyp anzeigt. In Zellen ohne Hsp104 und in Zellen mit Gberexprimiertem
Hsp104 wurden endogenes Sup35 und Sup-Q54 sowohl im Uberstand als auch im
Pellet detektiert (Abbildung 48). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass einerseits
endogenes Sup35 groftenteils unldslich ist und somit konvertiert wurde, dass aber
anderseits eine relativ geringe Menge an I6slichem Sup35 ausreicht, um eine korrek-
te Termination der Translation am Nonsense-Codon im ade7-74 Gen zu bewirken.

Wurden GT17-Zellen mit Sup-Q54 nach einer Behandlung mit GdnHCI untersucht,
so wurde endogenes Sup35 zusammen mit Sup-Q54 fast ausschlielich in der unlds-
lichen Fraktion detektiert (Abbildung 48). Dies lasst vermuten, dass eine GdnHCI-
Behandlung nicht ausreichend ist, um die de novo Entstehung von [PS/ *], die durch

Sup-Htt Aggregate induziert wird, zu verhindern.

kDa Kontrolle AHsp104 Hsp1044 GdnHCI
80 — e = <« Sup-Q54

-
- — — < Sup35

P U P U P U P U

Abbildung 48: Bestimmung der Loslichkeit von endogenem Sup35 und Sup-Q54 bei
Eliminierung oder Uberexpression von Hsp104 bzw. nach GdnHCI-Behandlung.
Nach Zentrifugation der Zelllysate bei 50 000 g fur 30 min wurden je 25 yg Gesamt-
protein vom Pellet (P) und Uberstand (U) Uber SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitro-
zellulosemembranen transferiert. Endogenes Sup35 und rekombinantes Sup-Q54
wurden mit dem anti-Sup Antikdrper detektiert.
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3.1.13. Eliminierung von [PS/*] in Zellen, die Sup35 oder Sup-Q54 liberexpri-

mieren

Ein wichtiges Kennzeichen fur ein Hefeprion ist, dass es von seinem unldslichen in
den l8slichen Zustand Uberfiihrt werden kann. Es wurde untersucht, ob [PS/ *]-Zellen
mit Sup-Q54 Aggregaten durch Uberexpression von Hsp104 oder einer GdnHCI-
Behandlung in [psi ]-Zellen Uberfuhrt werden konnen.

Zunachst wurden zur Kontrolle das Wachstum auf SD-Ade Medium und die Bildung
von SDS-stabilen Aggregaten von OT56-Zellen ([PS/ *][PIN *]), die Sup35 exprimie-
ren, und von konvertierten GT17-Zellen ([PS/ *]), die Sup-Q54 synthetisieren, iber-
prift. Wie erwartet wurden von diesen Zellen Ade*-Kolonien und SDS-resistente Ag-
gregate gebildet (Abbildung 49).

Zur Uberexpression von Hsp104 wurden die konvertierte GT17-Zellen, die Sup-Q54
synthetisierten, und die OT56-Zellen, die Sup35 exprimierten, mit pGADYex-Hsp104
transformiert. Die resultierenden Transformanten wurden dann in Verdliinnungsreihen
auf SD-Ade Medium gestempelt und ihre Lysate im Filtertest auf SDS-stabile Aggre-
gate untersucht. Wie erwartet wurde bei OT56-Zellen, die Hsp104 und Sup35 syn-
thetisierten, kein Wachstum auf SD-Ade Medium beobachtet. In diesen Zellen wur-
den jedoch SDS-resistente Sup35-Aggregate detektiert (Abbildung 49). Die konver-
tierten GT17-Zellen, die Hsp104 und Sup-Q54 Uberexprimieren, bildeten SDS-stabile
Aggregate und vereinzelte Ade*-Kolonien. Die Uberexpression von Hsp104 fiihrte
also in OT56-Zellen mit Sup35 zum vollstandigen des [PS/ *]-Phanotyps. Auch die
Mehrheit der konvertierten GT17-Zellen mit Sup-Q54 wurden durch Uberexpression
von Hsp104 geheilt. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass in diesen Zellen en-
dogenes Sup35 teilweise 16slich war.

Konvertierte Zellen mit Sup-Q54 und OT56-Zellen mit Sup35 wurden auch einer
GdnHCI Behandlung unterzogen, um zu kontrollieren, ob ihr [PS/ *]-Phanotyp da-
durch eliminiert werden kann. Wie erwartet wuchsen die OT56-Zellen mit Sup35
nicht auf SD-Ade Medium. In diesen Zellen wurden auch keine SDS-stabilen Aggre-
gate detektiert. Folglich wurden die OT56-Zellen mit Sup35 durch eine GdnHCI Be-
handlung in [psi ]-Zellen Uberflhrt. Diese Ergebnis weist darauf hin, dass durch
mehrmaliges Passagieren dieser Zellen auf GdnHCI-haltigem Medium die Sup35-

Aggregate verloren wurden. Im Gegensatz dazu bilden Konvertanten mit Sup-Q54
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auch nach einer GdnHCI Behandlung Kolonien auf SD-Ade Medium sowie SDS-
stabile Aggregate (Abbildung 49), was auf einen [PS/ *]-Phanotyp dieser Zellen hin-
weist. In diesem Fall werden entweder die Sup-Htt Aggregate nicht oder nur sehr
geringflgig durch eine GdnHCI-Behandlung beseitigt, oder Sup-Htt Fusionsproteine
aggregieren erneut nach einer solchen Behandlung. Zellen mit aggregierenden Sup-

Htt Fusionsproteinen konnen also nicht durch eine GdnHCI-Behandlung geheilt wer-

den.
Kontrolle Hsp104 T GdnHCI
FT FT FT
Ade  +Ade Ade  +Ade Ade  +Ade
GT17/Sup-Q54 ® o . o -

Tage

Abbildung 49: ,Curing“ von [PSI *]. OT56-Zellen ([PS! *][PIN *]), die Sup35 exprimier-
ten, und [PSI *]-Zellen, die Sup-Q54 exprimieren, wurden fur die Experimente ver-
wendet. Fur das ,Curing” wurden beide Zelltypen mit einem Plasmid, das fur Hsp104
kodiert, transformiert oder alternativ einer GdnHCI Behandlung unterzogen. Die Zel-
len wurden dann in Verdunnungsreihen auf SD-Ade und SD+Ade Medium gestem-
pelt und fir die angegebenen Zeiten inkubiert. Fur den Filtertest (FT) wurden die Zel-
len fur 3 Tage in flissigem Medium angezogen. Nach der Filtration wurden die Ag-
gregate mit dem anti-Sup (S) Antikodrper detektiert.

3.1.14. Die Rolle der Sup-Htt Fusionsproteine bei der Vererbung von [PS/ *]

Fir die Induktion von [PSI *] in [psi ][pin ]-Zellen ist die Expression von aggregieren-
den Sup-Htt Fusionsproteinen erforderlich. Daher stellte sich die Frage, ob diese Fu-
sionsproteine auch fir die stabile Vererbung des [PSI *]-Phanotyps von der Mutter-
auf die Tochterzelle relevant sind. Um dies zu untersuchen, wurden die verschiede-
nen Sup-Htt Fusionsproteine aus konvertierten Zellen eliminiert und die resultieren-
den Zellen nach mehreren Generationen auf Merkmale von [PS/ *] untersucht. In Ab-

bildung 50 ist die Abfolge der einzelnen Selektionsschritte dargestellt.
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-Ade

Konvertanten [PS/ ][pin ] Uta

+ 5 FOA

Passage 0 +Ura

+Ade + Ade - Ade
Passage 1 -Ura +Ura +Ura
Passage 2 i Ade - Ade
+Ura +Ura

Abbildung 50: Schematische Darstellung der einzelnen Selektionsschritte zur Cha-
rakterisierung der Rolle von Sup-Htt Fusionsproteinen bei der Vererbung von [PSI ™].
Die Plasmide mit dem URA3-Markergen wurden aus konvertierten Zellen durch In-
kubation auf 5-FOA haltigem SD-Medium eliminiert. Die resultierenden Zellen (PO)
wurden auf den angezeigten Medien plattiert, wobei Zellen der Passage 1 (P1) ent-
standen. P1-Zellen von SD+Ade+Ura Medium wurden nochmals auf SD-Ade und
SD+Ade Medium uberfuhrt, auf denen dann die Zellen der Passage 2 (P2) wuchsen.

oo

>©

Die Plasmide mit dem URA3-Markergen, die flir Sup-Q54, Sup-Q92, PrD-Q54 oder
PrD-Q92 kodieren, wurden aus konvertierten Zellen durch Inkubation auf 5-FOA-
haltigem SD-Medium eliminiert. Da 5-FOA toxisch fur Uracil-prototrophe Hefezellen
ist, kdbnnen im Falle der Konvertanten nur solche Zellen wachsen, die das Plasmid
mit dem URA3-Marker verloren haben. Zellen, die auf 5-FOA Medium Wachstum
zeigten, wurden als Passage 0 (P0) bezeichnet. Diese Zellen wurden dann wieder-
holt auf SD-Ade und SD-Ade Medium gestempelt, wodurch P1- und P2-Zellen ent-
standen. PO- sowie P1-Zellen wuchsen nicht auf SD-Ura+Ade-Medium, was auf eine
erfolgreiche Eliminierung der URA3-Marker Plasmide hinweist (Abbildung 51). Da
P1- und P2-Zellen weiterhin Ade’-Kolonien bildeten, ist anzunehmen, dass aggre-

gierte Sup-Htt Fusionsproteine nicht fiir die Vererbung von [PS/ *] erforderlich sind.
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Passage 1 Passage 2
-Ade +Ade +Ade -Ade +Ade +Ade
+Ura +Ura -Ura +Ura +Ura -Ura

Sup-Q54
Sup-Q92
PrD-Q54
PrD-Q92
Abbildung 51: Uberpriifung des Ade*-Phénotyp von PO- und P1-Zellen. PO- und P1-

Zellen wurden auf die angezeigten SD-Medien gestempelt und flr 4 Tage inkubiert.

Um die Eliminierung der Sup-Htt Fusionsproteine unabhéngig vom Ade’-Phanotyp zu
bestatigen, wurden Lysate von P0O-, P1- und P2-Zellen mit dem Filtertest auf SDS-
stabile Aggregate untersucht (Abbildung 52). Als Kontrolle wurden Lysate von Kon-
vertanten mit Sup-Htt Fusionsproteinen (K) verwendet. In den Kontrollzellen konnten
die Aggregate sowohl mit anti-Htt als auch mit anti-Sup Antikérpern detektiert wer-
den, wahrend die Aggregate von P0O-, P1- und P2-Zellen nur mit dem anti-Sup Anti-
korper nachgewiesen werden konnten. Folglich hatten bereits PO-Zellen die Sup-Hitt
Aggregate verloren. Endogenes Sup35 war in PO-, P1- und P2-Zellen unldslich, wo-
mit der [PS/ *]-Phanotyp dieser Zellen bestatigt wurde. Auch dieses Ergebnis zeigt,

dass die Vererbung von [PS/ *] unabhéngig von Sup-Htt Fusionsproteinen erfolgt.

K PO P1 P2 K PO P1 P2
Sup-Q54 @ ; . ® ° o
Sup-Q92 @ . & . A
PrD-Q54 @ e 00
PrD-Q92 @ _ » o ®

anti-Htt anti-Sup

Abbildung 52: Charakterisierung der SDS-stabilen Aggregate in PO-, P1- und P2-
Zellen. Mit dem Filtertest wurden die Lysate von PO-, P1- und P2-Zellen auf SDS-
stabile Aggregate untersucht. Zur Kontrolle wurden auch Lysate von Konvertanten
(K) mit dem Filtertest analysiert. Die Aggregate wurden mit den anti-Htt und anti-Sup
Antikdrpern detektiert.
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Die Loslichkeit von endogenem Sup35 in PO-, P1- und P2-Zellen wurde auch mit Hil-
fe von Zentrifugationsexperimenten bestimmt. Dabei wurden die Pellet- und Uber-
standsfraktionen mittel SDS-PAGE und Westernblotting analysiert. In allen Lysaten
wurde Sup35 ausschlieBlich in der unldslichen Fraktion detektiert (Abbildung 53).
Somit weisen diese Zellen ein weiteres [PS/ *] charakteristisches Merkmal auf. Diese
Ergebnisse bestatigen, dass Sup-Htt Aggregate nur fur die Induktion nicht aber fur
die Vererbung von [PSI *] erforderlich sind.

kDa Sup-Q54 Sup-Q92 PrD-Q54 PrD-Q92

PO 80 Wt —— o — < Sup35

P2 80 - - g
P

s < Sup35
P U P U P

U U

Abbildung 53: Bestimmung der Ldslichkeit von endogenem Sup35 in PO-, P1- und
P2-Zellen. Lysate der angezeigten Zellen wurden bei 50 000 g fir 30 min zentrifu-
giert, je 25 ug Gesamtprotein vom Pellet (P) und Uberstand (U) wurden Uber SDS-
PAGE getrennt und auf Nitrozellulosemembranen transferiert. Endogenes Sup35
wurde mit dem anti-Sup Antikdrper detektiert.

Es wurde untersucht, ob der [PS/ *]-Phénotyp von P1-Zellen durch eine GdnHCI-
Behandlung eliminiert werden kann. Dafur wurden diese Zellen dreimal auf 5 mM
GdnHCI-haltigem YPD-Medium passagiert und dann auf SD-Ade Medium gestem-
pelt. P1-Zellen konnten nach der GdnHCI-Behandlung nicht auf SD-Ade Medium
wachsen (Abbildung 53). Somit verhielten sich diese Zellen ahnlich wie OT56-Zellen
mit Sup35 nach GdnHCI-Behandlung (vgl. Abbildung 49).
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-Ade +Ade
+Ura +Ura

Sup-Q54
Sup-Q92
PrD-Q54

PrD-Q92
GdnHCI

Abbildung 54: Eliminierung von [PSI *] aus P1-Zellen durch GdnHCI-Behandlung. P1-
Zellen wurden dreimal in Folge auf 5 mM GdnHCI-haltigem YPD-Medium angezogen
und dann auf SD-Ade oder SD+Ade Medium gestempelt.

3.1.15. Substitution von endogenem Sup35 durch Sup-Htt Fusionsproteine

Um zu untersuchen, ob die rekombinanten Sup-Htt Proteine Sup35 funktionell erset-
zen konnen und somit einen eigenstandigen Prionenphanotyp ausbilden konnen,
wurden die Sup-Htt Fusionsproteine in Abwesenheit von endogenem Sup35 expri-
miert. Daflir wurden die Hefestammen GT680 ([psi’][pin]) und GT561
([PSI*][PIN *]) verwendet, bei denen chromosomales SUP35 deletiert und durch
Sup35, das von einem Plasmid mit dem URA3-Marker kodiert wird, ersetzt ist. Bis
auf die beschriebenen Ausnahmen sind die Stamme GT680 und GT651 isogen zu
dem Stamm GT17. Die cDNA-Fragmente, die fur Sup35, Sup-Q54 sowie Sup-Q92
kodieren, wurden in das Plasmid pGADYex mit dem LEUZ2-Marker subkloniert. Die
drei resultierenden Plasmide wurden dann in GT680-Zellen transformiert. Aul3erdem
wurde das Plasmid pGADYex-SUP35 in GT561-Zellen transformiert. Um das ur-
sprunglich in den Stdamme enthaltene, fur Sup35 kodierende URA3-Plasmid zu elimi-
nieren, wurde eine 5-FOA-Selektion durchgefuhrt. Nach dieser Selektion wuchsen
die Hefezellen nicht mehr auf SD-Medium ohne Uracil, was auf eine erfolgreiche Ent-
fernung der Plasmide mit dem URA3-Marker hinweist.

GT680-Zellen mit Sup35, Sup-Q54 oder Sup-Q92 wurden dann auf SD-Ade und
SD+Ade Medium gestempelt. AulRerdem wurden Lysate dieser Zellen mit dem Filter-
test analysiert. Dabei zeigte sich, dass nur GT680-Zellen mit Sup-Q54 oder Sup-Q92
Ade*-Kolonien bilden und auch SDS-stabile Aggregate enthalten (Abbildung 54).

Folglich kdnnen die Sup-Htt Fusionsproteine endogenes Sup35 funktionell ersetzen.
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Ade +Ade S

GT680/ Sup35

GT680/ Sup-Q54 LA

GT680/ Sup-Q92 L I I 3
Tage 6

Abbildung 55: Substitution von endogenem Sup35 durch Sup-Q54 oder Sup-Q92.
GT680-Zellen ([psi][pin]), die die angezeigten Proteine exprimieren, wurden in
Verdinnungsreihen auf SD-Ade und SD+Ade Medium gestempelt und fir die ange-
gebenen Zeiten inkubiert. Fur den Filtertest (FT) wurden die Zellen fur 3 Tage in flus-
sigem Medium angezogen. Die Aggregate wurden mit dem anti-Sup (S) Antikdrper
detektiert.

3.1.16. Eliminierung von Hsp104 in GT680-Zellen mit Sup-Htt Fusionsproteinen

Um zu Uberprifen, ob der Phanotyp, der bei Substitution von endogenem Sup35
durch Sup-Htt Fusionsproteine erzeugt wird, von einer physiologische Hsp104-
Konzentration abhangig ist, wurde endogenes Hsp104 durch die Expression von
Hsp104-KT, einer dominant-negativen Mutante von Hsp104, funktionell inaktiviert
(Wegrzyn et al., 2001). Die Expression von Hsp104-KT wird Uber einen Galactose-
induzierbaren Promoter reguliert, d.h. Hsp104-KT kann nur synthetisiert werden,
wenn die Zellen auf Galaktose haltigem Medium angezogen werden. GT680-Zellen
mit Sup35, Sup-Q54 oder Sup-Q92 wurden mit dem Hsp104-KT-kodierenden Plas-
mid transformiert. Auf Glukose haltigem SD-Ade Medium bildeten die GT680-Zellen
mit Sup-Q54/Hsp104-KT oder Sup-Q92/Hsp104-KT Kolonien und SDS-stabile Sup-
Htt Aggregate (Abbildung 56). Auf Galaktose haltigem Medium bildeten diese Zellen
keine Ade’-Kolonien, aber SDS-resistente Aggregate. Diese Ergebnisse zeigen,
dass die Proteine Sup-Q54 oder Sup-Q92 in GT680-Zellen unabhangig von Hsp104
aggregieren, aber dass GT680-Zellen mit Sup-Htt Aggregaten nur in Gegenwart von
Hsp104 Ade*-Kolonien bilden.
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+ Glukose + Galaktose

Hsp104-KT+ Hsp104-KT*
- - FT — [— FT
-Ade +Ade S -Ade +Ade S

GT680/ Sup35
GT680/ Sup-Q54 A8 B L N 381 &
GT680/ Sup-Q92 Eadihdinad L X J ® @

Tage 6 3 3 12 4 3

Abbildung 56: Verlust des Ade’-Phanotyps durch Inaktivierung von endogenem
Hsp104. Die angezeigten Zellen wurden in Verdinnungsreihen auf Glukose oder
Galaktose haltiges SD-Ade bzw. SD+Ade Medium gestempelt und fur die angegebe-
nen Zeiten inkubiert. Fur den Filtertest (FT) wurden die Zellen fir 3 Tage in flissigem
Medium angezogen und nach der Filtration die Aggregate mit dem anti-Sup (S) Anti-
korper detektiert.

Des Weiteren wurde untersucht, ob der Phanotyp, der bei Substitution von endoge-
nem Sup35 durch Sup-Htt Fusionsproteine erzeugt wird, durch eine GdnHCI-
Behandlung eliminiert werden kann. Dafur wurden konvertierte GT680-Zellen mit
Sup-Q54 oder Sup-Q92 sowie GT561-Zellen mit Sup35 dreimal auf YPD-Medium mit
5 mM GdnHCI passagiert und anschlielend auf SD-Ade sowie SD+Ade Platten ge-
stempelt. Wie erwartet, konnten die GT561-Zellen mit Sup35 nicht mehr auf SD-Ade
Medium wachsen. In diesen Zellen wurden nach der GdnHCI-Behandlung keine
SDS-stabilen Sup35-Aggregate mehr detektiert. Dagegen bildeten die GT680-Zellen
mit Sup-Q54 oder Sup-Q92 sowohl Ade*-Kolonien als auch SDS-stabile Aggregate
(Abbildung 57). Dieses Ergebnis zeigt, dass eine GdnHCI Behandlung keinen Effekt
auf Zellen hat, bei denen endogenes Sup35 durch Sup-Htt Fusionsproteine substitu-

iert ist.
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GT651/ Sup35

GT680/ Sup-Q54 LAR A .

GT680/ Sup-Q92 LN L3
Tage 6 3 3

Abbildung 57: Charakterisierung von GT680-Zellen mit Sup-Htt Fusionsproteinen
nach einer GdnHCI-Behandlung. Die angezeigten Zellen wurden dreimal auf 5 mM
GdnHCI-haltigem YPD-Medium ausgestrichen und dann in Verdlinnungsreihen auf
SD-Ade und SD+Ade Medium gestempelt und fur die angegebenen Zeiten inkubiert.
FiUr den Filtertest (FT) wurden die mit GAnHCI behandelten Zellen fir 3 Tage in flus-
sigem Medium angezogen. Nach Filtration wurden die Aggregate mit dem anti-Sup
(S) Antikdrper detektiert.

3.1.17. Induktion von [PIN *][PSI *] durch Expression von Rnq-Htt Fusionspro-
teinen

Neben Sup35 gibt es noch weitere Proteine wie z.B. Ure2 oder Rnq1, deren unlosli-
che Formen [URE3] bzw. [PIN *] Hefeprionen darstellen. Um zu prifen, ob Hefeprio-
nen generell durch Erhohung der Aggregationsfahigkeit ihres 16slichen Proteins ent-
stehen, wurden verschiedene Fusionsproteine bestehend aus Rng1 und Htt-Exon1

Fragmenten hergestellt. Die einzelnen Proteine sind in der Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 10: Struktur der Rng-Htt Proteine

Plasmid Protein Schematische Darstellung
pYex2T/L

pYex2T/L-RNQ1 Rnq1
pYex2T/L-RNQ-CAG19 Rng-Q19
pYex2T/L-RNQ-CAG54 Rng-Q54 NT QN
pYex2T/L-RNQ-CAGI1 Rng-Q91 NT QN

NT: N-terminale Donmane von Rng1 (As 1-152); Q/N: Prion Doméne von Rnq1 (As 153-405);
Rotes Segment: Htt-Exon1 Fragment (As 1-44) mit 19 (1), 54 (II) und 91 (lll) Glutaminen.
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Bei aggregiertem Rnq1 Protein weisen Hefezellen den [PIN *]-Phanotyp auf. Da
[PIN *]-Zellen keinen selektierbaren Wachstumsphanotyp ausbilden, wurde der Ade’-
Phanotyp, der bei [PS/ '] Induktion auftritt, als Reportersystem benutzt (Abbildung
58). Bei Uberexpression von Sup35 bilden [psi J[pin ]-Zellen kaum Ade’-Kolonien
(vgl. Abbildung 35), wahrend [psi J[PIN *]-Zellen mit hoher Effizienz zu [PSI *] kon-
vertieren (Derkatch et al., 2001; Derkatch et al., 1997; Osherovich and Weissman,
2001). Falls die Aggregation von Rng1 durch die Expression von aggregierenden
Rng-Htt Fusionsproteinen in [psi 7][pin “]-Zellen stimuliert wird, sollten diese Zellen zu
[psi J[PIN *] konvertieren. Bei Uberexpression von Sup35 sollten diese [psi J[PIN -
Zellen zu [PSI *]|[PIN *]-Zellen konvertieren und auf SD-Ade Medium wachsen.

Uberexpression
von Rng-Q54

und Sup35 % Rng-Q54

[pin ‘][psi ] [PIN "[PSI ]
Ade Ade’

<> Rng1 I6slich

& Rng1 unléslich
/\ Sup35 I6slich
A Sup35 unldslich

Abbildung 58: Schematische Darstellung der Induktion von [PIN "[PSI *] aufgrund
der Uberexpression von aggregierenden Rng-Htt Fusionsproteinen und Sup35 in
[psi ][pin ]-Zellen.

Zur Uberprifung dieser Hypothese wurden die in der Tabelle 10 aufgelisteten Plas-
mide zusammen mit pGADYex-Sup35 in GT17-Zellen ([psi ][pin ]) transformiert. Die
Transformanten wurden dann auf SD-Ade und SD+Ade Medium gestempelt, um die
Suppression des Nonsense-Codons im ade?-14 Gen zu detektieren. Nach 12 Tagen
Inkubation wuchsen nur Zellen mit Sup35/Rng-Q54 oder Sup35/Rng-Q91 auf
SD-Ade Medium. Die ermittelten Konversionsraten zeigen, dass die GT17-Zellen mit
Sup35/Rng-Q54 oder Sup35/Rng-Q91 ca. 2200 bzw. 2600 mal mehr Ade*-Kolonien
bildeten als die Kontrollzellen mit Sup35 und dem Vektor pYex2T. Im Filtertest wur-
den in Lysaten von Zellen, die Sup35/Rng-Q54 oder Sup35/Rng-Q91 exprimierten,
SDS-stabile Rng1-, Sup35- sowie Htt-Aggregate detektiert (Abbildung 59). Rng-Htt
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Aggregate stimulieren also die Aggregation von Sup35, wodurch der [PS/]-
Phanotyp entsteht. Dieses Ergebnisse zeigen, dass durch die Expression der Fusi-
onsproteine Rng-Q54 oder Rng-Q91 der Prionenphéanotyp [PIN ] de novo induziert

wird.
[ 0 . _FL Konversions- Relative
+Ade -Ade RHS rate Zunahme*
Sup35/Vektor 1.0 X 10° 1
Sup35/Rnq1 35 % 10° 4
Sup35/Rng-Q19 2.8 X 10° 3
Sup35/Rng-Q54 ®e® 2.2 X 102 2200
Sup35/Rng-Q91 Re® 5x10? 2600
Tage 3 12 333

Abbildung 59: Induktion von [PIN *][PS/ *] durch Coexpression von aggregierenden
Rng-Htt Fusionsproteinen und Sup35. In GT17-Zellen ([psi ][pin ]) wurden die ange-
zeigten Proteine Uberexprimiert. Diese Zellen wurden in Verdlinnungsreihen auf SD-
Ade und SD+Ade Medium gestempelt und fur die angegebenen Zeitspannen inku-
biert. FUr den Filtertest (FT) wurden die Zellen flr 3 Tage in flussigem Medium ange-
zogen. Nach Filtration wurden die SDS-stabilen Aggregate mit den anti-Rnq (R), anti-
Sup (S) und anti-Htt (H) Antikdrpern detektiert. Die Konversionsraten wurden wie auf
Seite 158 beschrieben in 3 unabhangigen Experimenten ermittelt. *Relative Zunah-
me der gebildeten Ade’-Kolonien bezogen auf GT17-Zellen mit den Kontrollplasmi-
den pYex2T und pGADYex-Sup35.

Um zu kontrollieren, ob GT17-Zellen bei Uberexpression von aggregierenden Rng-
Htt Fusionsproteinen und Sup35 wirklich zu [PIN *][PSI *] konvertieren, wurde die
Ldslichkeit von Rngq1 und Sup35 durch Zentrifugationsexperimente untersucht. Die
Pellet- und Uberstandsfraktionen von GT17-Zellen, die Sup35/Rnqg1, Sup35/Rng-
Q19, Sup35/Rng-Q54 oder Sup35/Rng-Q91 coexprimierten, wurden Uber SDS-
PAGE aufgetrennt und mittels Westernblotting analysiert. Bei GT17-Zellen, die
Sup35/Rnq1 oder Sup35/Rng-Q19 synthetisierten, waren die Proteine, die mit den
anti-Rng und anti-Sup Antikérpern detektiert wurden, 16slich. Dagegen wurden die
Proteine Rng-Htt, Rng1 und Sup35 in Zellen, die Sup35/Rng-Q54 oder Sup35/Rng-
Q91 exprimierten, in der Pelletfraktion nachgewiesen (Abbildung 60). Dieses

Ergebnis bestatigt, dass durch Coexpression von aggregierenden Rng-Htt
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Fusionsproteinen mit Sup35 die Konversion von [psi 7][pin ] zu [PIN *][PSI *] induziert

werden kann.

Sup35/  Sup35/  Sup35/ Sup35/
Rng1 Rng-Q19 Rng-Q55 Rng-Q91

anti-Sup & & == | = .
anti-Rng = - - = | f—
PU P U P U P U

Abbildung 60: Ldslichkeit der Proteine Rng1, Sup35, Rng-Q19, Rng-Q55 und Rng-
Q91. Die Lysate von GT17-Zellen, die die angegebenen Proteine exprimierten, wur-
den fur 30 min bei 50 000 g zentrifugiert. Je 25 ug Gesamtprotein von den Pellet (P)-
und Uberstandsfraktionen (U) wurden tGber SDS-PAGE getrennt und auf Nitrozellulo-
semembranen transferiert. Die Rng-Htt Proteine und endogenes Rng1 wurden mit

dem anti-Rnq Antikdrper und Sup35 mit dem anti-Sup Antikorper detektiert.
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3.2. Diskussion

Proteine, die in Saccharomyces cerevisiae Prionen bilden konnen, existieren in min-
destens zwei stabilen, ineinander Uberfihrbaren Konformationen. Entweder sind sie
normal gefaltet und damit I16slich oder sie liegen in einer aggregierten Form, der Peri-
onenform, vor und sind unldslich. Der molekulare Mechanismus, der zur de novo
Entstehung von Hefeprionen fuhrt, ist bis heute nicht vollstandig aufgeklart. Bekannt
ist, dass die spontane Entstehung eines Prions durch die Gegenwart eines anderen
Prions stark begunstigt wird. Fir die spontane Entstehung des Hefeprions [PS/ ] ist
sogar die Anwesenheit eines anderen Prions wie z.B. die von [PIN *] erforderlich
(Derkatch et al., 2001; Osherovich and Weissman, 2001).

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass [PSI'] auch in Abwesenheit von [PIN *] de novo
entstehen kann. Daflr wurden Zellen des [psi 7][pin '] Hefestammes GT17, der eine
Nonsense-Mutation im ade7-14 Gen tragt, verwendet. Bei diesen Zellen ist der
[PSI *]-Phanotyp mit einem Ade’-Wachstumsphanotyp assoziiert, d.h. nach einer
Konversion konnen die [PSI *]-Zellen auf SD-Ade Medium wachsen. Um [PS/ "] zu
induzieren, wurden Fusionsproteine bestehend aus Sup35 und Htt-Exon1 Fragmen-
ten mit 54 oder 92 Glutaminen in GT17-Zellen exprimiert. Da Htt-Exon1 Fragmente
mit Uberlangen Polyglutaminsequenzen in Hefezellen aggregieren (Krobitsch and
Lindquist, 2000; Muchowski et al., 2000), war zu erwarten, dass auch Sup-Htt Fusi-
onsproteine mit Uberlangen Polyglutaminsequenzen von sich aus Aggregate bilden.
Tatsachlich wurden SDS-stabile Sup-Htt Aggregate in GT17-Zellen mit den Proteinen
Sup-Q54 und Sup-Q92 detektiert. AuRerdem bildeten diese Zellen Ade*-Kolonien,
was auf die Induktion von [PS/ *] hinweist (Abbildung 35).

Die Induktion von [PSI *] in [psi ][pin ] Zellen erfordert nicht nur die Aggregation der
rekombinanten Sup-Htt Proteine, sondern auch die von endogenem Sup35, da be-
reits geringe Mengen an l6slichem Sup35 zu einer korrekten Translationstermination
fihren und somit den [PS/ *]-Phénotyp unterdriicken (Patino et al., 1996; Salnikova
et al., 2005). Daher muss endogenes Sup35 durch Sup-Htt Aggregate vom I6slichen

in den unléslichen Zustand uUberfihrt worden sein. Zentrifugationsexperimente
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bestatigten, dass endogenes Sup35 in Zellen mit Sup-Q54 unldslich ist (Abbildungen
39). Diese Ergebnisse zeigen, dass [PS/ ] auch in Abwesenheit von [PIN *] spontan

entstehen kann, wenn die Aggregation von Sup35 stimuliert wird.

Der Mechanismus, der der Aggregation von Sup-Q54 zugrunde liegt, ahnelt vermut-
lich dem von Htt und Sup35. Sowohl Htt-Exon1 Fragmente mit einer verlangerten
Polyglutaminsequenz als auch unlosliches Sup35 bilden R-Faltblattstrukturen aus
und beide Proteine aggregieren wahrscheinlich durch Ausbildung von ,polaren Zip-
pern“ (Balbirnie et al., 2001; Perutz et al., 1994; Perutz et al., 2002). Da Sup35 in
[psi ][pin "] Zellen von sich aus nicht aggregieren kann, liegt vermutlich zunachst nur
die Polyglutaminsequenzen von Sup-Q54 als R-Faltblattstrukturen vor. Diese kdnn-
ten als ,polare Zipper® die intermolekulare Assoziation von Sup-Q54 Proteinen be-
gunstigen. Wahrscheinlich wird dadurch auch die Bildung von [3-Faltblattstrukturen in
Sup35 gefordert, sodass es zur Ausbildung von Fibrillen und schlieBlich von Sup-
Q54 Aggregaten kommt. Da endogenes Sup35 direkt an rekombinantes Sup-Q54
bindet (Abbildungen 41), ist anzunehmen, dass endogenes Sup35 uber homologes
~>eeding“ in den unldslichen Zustand Uberfuhrt wird, wobei aggregiertes Sup-Q54 als
Aggregationskeim dient. Zusatzlich konnte die Aggregation von endogenem Sup35
auch noch durch die Polyglutaminsequenzen Uber heterologes ,Seeding” geférdert

werden.

In [psi J[pin 1-Zellen wurde der [PS/ *]-Phanotyp sowohl durch die Expression von
Sup-Q54 als auch von Sup-Q92 induziert. Bei Expression von Sup-Q92 konvertierten
jedoch mehr Zellen zu [PSI '] als bei Expression von Sup-Q54. Folglich korrelierte
die Lange der Polyglutaminsequenz des Sup-Htt Fusionsproteins mit der Frequenz
der Entstehung von [PS/ "] (Abbildung 35). Interessanterweise wurde der [PS/ ]-
Phanotyp nicht nur durch Expression von Sup-Htt, sondern auch, und sogar mit einer
ca. 10-fach héheren Frequenz, durch Expression der vergleichbaren PrD-Htt Fusi-
onsproteine (PrD-Q54 oder PrD-Q92) erzeugt. Neben einer hdheren Konversionsrate
wurde darlber hinaus eine schnellere Auspragung des [PSI *]-Phénotyps bei Ex-
pression der PrD-Htt Fusionsproteine beobachtet. Zudem bildeten Zellen mit PrD-
Q54 oder PrD-Q92 friher SDS-resistente Aggregate als Zellen mit Sup-Q54 bzw.
Sup-Q92 (Abbildung 36). Auch bei Expression der PrD-Htt Fusionsproteine korrelier-

te die Lange der Polyglutaminsequenz mit der Frequenz der [PS/ *]-Induktion. Durch
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in vitro Aggregationsstudien wurde gezeigt, dass eine direkte Abhangigkeit zwischen
der Aggregationsrate und der Lange der Polyglutaminsequenz der PrD-Htt Fusions-
proteine besteht. PrD-Q92 bildete friher SDS-resistente Aggregate und konvertierte
friher I8sliches His-Sup35 als PrD-Q54 (Abbildung 42 und 44). Folglich korreliert die
Effizienz der Aggregation der PrD-Htt bzw. Sup35-Htt Fusionsproteine mit der Effi-
zienz der [PS/ *]-Induktion. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Sup-Htt bzw.
PrD-Htt Aggregate fir eine [PIN *]-unabhéngige de novo Entstehung von [PSI '] ver-

antwortlich sind.

In der Literatur ist ein PrD-Fragment beschrieben, das C-terminal 16 zusatzliche A-
minosauren aufweist und das bei Uberexpression in [psi ][pin ] Zellen [PSI *] indu-
zieren kann (Derkatch et al., 2000). Da dieses PrD-Fragment nicht weiter charakteri-
siert wurde, ist nicht klar, wodurch Sup35 letztendlich konvertiert wurde. Maoglicher-
weise kann es aufgrund seiner zusatzlichen 16 Aminosauren besser aggregieren als

PrD und somit die Aggregation von endogenem Sup35 initiieren.

Zur Zeit werden zwei Modelle diskutiert, die erklaren, wie existierende Prionen die de
novo Entstehung anderer Prionen fordern. Beim ,Cross-Seeding“-Modell wird davon
ausgegangen, dass vorhandene Prionen als Aggregationskeime fungieren. Diese
Keime initiieren Uber heterologes ,Seeding” die Aggregation eines I6slichen Prione-
naquivalents, das so in seine Prionenform Uberfuhrt wird. Beim ,Inhibitor“-Modell wird
angenommen, dass ein Molekul, moglicherweise ein Chaperon, die Aggregation von
|6slichen Prionenaquivalenten inhibiert. Existierende Prionen konnten diesen Inhibitor
inaktivieren, sodass der Aggregationsprozess des Prionenaquivalents ungehindert
ablaufen kann (Derkatch et al., 2001; Osherovich and Weissman, 2001; Osherovich
and Weissman, 2002). Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten in vitro Ag-
gregationsversuche mit den aus E. coli aufgereinigten Proteinen His-Sup35, PrD-
Q55 sowie PrD-Q89 wurde gezeigt, dass I6sliches His-Sup35 Protein allein aufgrund
der Aggregation von PrD-Q55 oder PrD-Q89 in den unloslichen Zustand Uberfuhrt
werden kann (Abbildung 44). Da bei diesen in vitro Experimenten die Gegenwart ei-
nes spezifischen Aggregationsinhibitors unwahrscheinlich ist, unterstitzen diese Er-

gebnisse das ,Cross-Seeding“-Modell fir die Initiation der Prionenaggregation.
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In der Studie von Derkatch et al. wurde gezeigt, dass [PS/ '] in [psi ][pin ] Zellen
durch Coexpression von N-terminalem Sup35 (NM-Domane) und aggregationsfahi-
gem Htt-Exon1 Fragmenten induziert werden kann (Derkatch et al., 2004). Auch in
der hier vorliegenden Arbeit wurde der [PS/ *]-Phénotyp durch Coexpression von
Sup35/Q90 oder PrD/Q90 in [psi ][pin ]-Zellen hervorgerufen. Auffallig war jedoch,
dass bei Expression dieser Proteinpaare eine langere Inkubationszeit zur Bildung
von Ade*-Kolonien bendtigt wurde und weniger Zellen zu [PS/ *] konvertierten als bei
Expression der entsprechenden Fusionsproteine (Abbildung 45). So wurden z.B. bei
der Expression von PrD-Q92 150 mal mehr [PSI/*]-Zellen detektiert als bei der
Coexpression von PrD/Q90, die zudem 9 Tage friiher Ade*-Kolonien bildeten. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass Sup-Q92 oder PrD-Q92 Aggregate bessere
Keime fur die Initiation der Aggregation von endogenem Sup35 sind als Q90-
Aggregate. Im Einklang damit wurde gezeigt, dass die Aggregation von Iéslichem N-
terminalen Sup35 (NM-Domane) effizienter durch den Zusatz von Sup-NM- als von
Rnqg1-Aggregaten gefordert wird (Derkatch et al., 2004), sich also homologe Keime

besser fur die Stimulierung der Sup35-Aggregation eignen als heterologe Keime.

Ein entscheidender Faktor fiir die de novo Entstehung von [PS/ *] ist die Uberexpres-
sion von Sup35, d.h. fur die Entstehung von Sup35-Aggregaten ist eine hohe Prote-
inkonzentration erforderlich (Derkatch et al., 1997). Da auch die Bildung von Hitt-
Aggregaten konzentrationsabhéngig ist, wurde untersucht, ob die [PS/ ] Induktion
von der Konzentration der Sup-Htt Fusionsproteine beeinflusst wird. Bei Expression
geringer Mengen von Sup-Q54 oder Sup-Q92 in GT17-Zellen wurden weder SDS-
stabile Aggregate noch Ade’-Kolonien detektiert. Bei Expression geringer Mengen
der Proteine PrD-Q54 oder PrD-Q92 in GT17-Zellen konnten SDS-stabile Aggregate
und eine Konversion zu [PS/ '] nachgewiesen werden (Abbildung 46). Dabei war die
zur Ausbildung von Ade’-Kolonien benétigte Inkubationszeit deutlich langer und die
Konversionsraten waren deutlich geringer als bei Uberexpression derselben Protei-
ne. Folglich ist die spontane Entstehung von [PS/ '] abhéngig von der Konzentration
der Fusionsproteine. Die zur Induktion von [PSI *] erforderliche kritische Proteinmen-
ge ist dabei umso geringer, je besser ein Sup-Htt oder PrD-Htt Fusionsprotein ag-

gregiert.
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Die ,Protein only“ Hypothese (vgl. Seite 13) wurde durch zwei klrzlich veroffentlichte
Studien untermauert, in denen es erstmals gelang, den [PS/*]-Phanotyp durch
Transformation von Hefezellen mit in vifro aus N-terminalen Sup35 Fragmenten
(Sup-NM) generierten Amyloiden hervorzurufen (King and Diaz-Avalos, 2004; Ta-
naka et al., 2004). Auch das scheinbar im Widerspruch zur ,Protein only“-Hypothese
stehende Phanomen, dass ein Prion unterschiedliche Prionenphanotypen erzeugen
kann, konnte durch diese Studien erklart werden. Strukturanalysen zeigten namlich,
dass die unterschiedlichen [PSI *]-Prionenphénotypen durch Sup35-Fibrillen unter-
schiedlicher Konformationen verursacht werden. Auch die Ergebnisse dieser Arbeit
stehen im Einklang mit der ,Protein only“ Hypothese, da das Prion [PS/*] einzig
durch die Modifikation des Sup35-Proteins und somit unabhangig von jeglichen an-

deren auleren Einflissen induziert werden konnte.

Fir die de novo Entstehung von [PS/ ] ist eine physiologische Konzentration des
Chaperons Hsp104 erforderlich (Chernoff et al., 1995; Patino et al., 1996). Es wurde
daher Uberpruft, ob auch die durch Expression von Sup-Htt Fusionsproteinen hervor-
gerufene [PS/ *] Induktion von der Hsp104-Konzentration abhangig ist. Bei Expressi-
on von Sup-Q54 oder Sup-Q92 in [psi][pin"] Zellen mit einer chromosomalen
hsp104 Deletion (OT78-Zellen) wurden SDS-stabile Aggregate aber keine Ade’-
Kolonien gebildet (Abbildung 47). Da in OT78-Zellen mit Sup-Q54 endogenes Sup35
grofdtenteils unldslich war, kann davon ausgegangen werden, dass die Sup-Q54 Ag-
gregate auch in Abwesenheit von Hsp104 die Konversion von endogenem Sup35
fordern (Abbildung 48). In Zellen ohne Hsp104 ist jedoch auch eine geringe Menge
von endogenem Sup35 sowie von Sup-Q54 I6slich, die ausreichend fur eine Unter-
driickung des [PSI *]-Phanotyps ist. Bei Uberexpression von Hsp104 in GT17-Zellen
mit Sup-Q54 oder Sup-Q92 wurden SDS-stabile Aggregate aber nur vereinzelt
[PSI *]-Konvertanten detektiert (Abbildung 47). Bei Zentrifugationsexperimente zeigte
sich, dass endogenes Sup35 in GT17-Zellen, die Sup-Q54 und Hsp104 Uberexpri-
mieren, nicht vollstandig in den unldslichen Zustand konvertierte (Abbildung 48).
Somit werden also sowohl bei Eliminierung als auch bei Uberexpression von Hsp104
SDS-stabile Sup35-Htt Aggregate gebildet, durch die auch endogenes Sup35 in der
unldslichen Zustand Uberfuhrt wird. Da diese Konversion in Abwesenheit von Hsp104
aber nicht vollstandig ist und somit geringe Mengen an l6slichem endogenen Sup35

vorhanden sind, kénnen die Zellen trotz der Akkumulierung von Aggregaten nicht auf
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SD-Ade Medium wachsen. In [psi][pin "] Zellen ohne Sup-Htt Fusionsproteine ist
eine Konversion von Sup35 in Abwesenheit von Hsp104 nicht moglich, da Hsp104
vermutlich aktiv am Aggregationsprozess von Sup35 durch die Stabilisierung oligo-
merer Strukturen beteiligt ist (Shorter and Lindquist, 2004). Es ist anzunehmen, dass
die Sup-Htt Aggregate als Aggregationskeime eine Hsp104-unabhangige Konversion
von endogenem Sup35 ermdoglichen. Jedoch ist Anwesenheit von Hsp104 wahr-
scheinlich erforderlich, um eine vollstandige Aggregation von endogenem Sup35 zu
gewahrleisten. Ein Uberschuss von Hsp104 auf der anderen Seite fiihrt wahrschein-
lich zur teilweisen Solubilisierung vorhandener Aggregate und so zu einem konstan-

ten geringen Level an léslichem Sup35.

Ein wichtige Eigenschaft von Hefeprionen ist ihre Reversibilitat, d.h. sie kdnnen vom
I6slichen in den unldslichen oder umgekehrt vom unléslichen in den I8slichen Zu-
stand Uberfluhrt werden (Shorter and Lindquist, 2005; Wickner et al., 2004). Daher
wurde untersucht, ob der [PS/*]-Phanotyp in bereits mit Sup-Q54 konvertierten
[PSI *][pin 7] Zellen durch Uberexpression von Hsp104, einer klassischen Methode
zur Heilung von [PS/ *], eliminiert werden kann. Die entsprechenden Zellen bildeten
SDS-resistente Aggregate und vereinzelte Ade’-Kolonien aus, d.h. der [PSI]-
Phanotyp konnte durch Uberexpression von Hsp104 deutlich reduziert, aber nicht
vollstandig eliminiert werden (Abbildung 49). Erstaunlicherweise wurden auch in den
[PSI *|[PIN *] Kontrollzellen, die Sup35 und Hsp104 lberexprimieren, Aggregate de-
tektiert. Diese Zellen zeigten aber kein Wachstum auf SD-Ade Medium. Diese Er-
gebnisse deuten darauf hin, dass bei Uberexpression von Hsp104 in [PS/ '] Zellen
die Sup35 bzw. die Sup35-Htt Aggregate nicht vollstandig aufgelost werden oder a-
ber die Bildung neuer Aggregate nicht vollstandig unterdrickt wird. Dennoch wird
geniigend I6sliches Sup35 generiert, um den [PS/ *]-Phanotyp zu unterdriicken. Wie
bereits in der Literatur beschrieben, entsteht durch Uberexpression von Hsp104 ver-
mutlich ein Ungleichgewicht zwischen Sup35 und Hsp104, wodurch der Aggregati-
onsprozess von Sup35 gestort wird (Chernoff et al., 1995; Kryndushkin et al., 2003;
Patino et al., 1996; Wegrzyn et al., 2001).

Interessanterweise verlieren konvertierte [PS/ *][pin 7] Zellen mit Sup-Q54 durch eine
GdnHCI Behandlung nicht den [PSI *]-Phanotyp. Bei einer solchen Behandlung wird

normalerweise die Vermehrung bzw. die Vererbung von [PS/*] blockiert, was
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vermutlich auf eine Inaktivierung von Hsp104 durch GdnHCI zurickzuflhren ist
(Eaglestone et al., 2000; Ferreira et al., 2001; Grimminger et al., 2004; Ness et al.,
2002). Im Prinzip werden bei einer GdnHCI-Behandlung tUber mehrmalige Kolonie-
Vereinzelungen auf GdnHCI-haltigem Medium Zellen erzeugt, die keine Sup35-
Aggregate mehr enthalten. Neben [PS/ *] werden auch [PIN *] und [URE3] durch eine
GdnHCI-Behandlung eliminiert (Derkatch et al., 1997; Ripaud et al., 2003). Eine
GdnHCI-Behandlung ist nur temporar, d.h. Zellen, die nach einer solchen Behand-
lung auf Medium ohne Zusatz von GdnHCI angezogen werden, synthetisieren wieder
aktives Hsp104. Daher ist es denkbar, dass die durch Sup-Q54 konvertierten Zellen
zwar durch GdnHCI geheilt werden, der [PS/ *]-Phanotyp aber auf GdnHCl-freiem

Medium sofort wieder de novo induziert wird.

Ein stabiler Prionenphanotyp muss von der Mutter- auf die Tochterzelle vererbt wer-
den. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Sup-Htt Aggregate essentiell fur die
Induktion von [PS/ '] sind, aber die Vererbung von [PS/*] unabhangig von diesen
Aggregaten erfolgt (Abbildung 61). Der Prionenphanotyp wurde nach der Entfernung
der Sup-Htt oder PrD-Htt Aggregate aus den Konvertanten stabil iber mehrere Ge-
nerationen hinweg weitervererbt (Abbildung 51). Diese Zellen bildeten auRerdem
weiterhin SDS-stabile Sup35-Aggregate (Abbildung 52). Die Sup-Htt Aggregate ver-
halten sich demnach aquivalent zu [PIN *], denn auch die [PIN *] zugrundeliegenden
Aggregate werden nur fiir die Induktion, nicht aber fiir die Vererbung von [PS/ ] be-
notigt (Derkatch et al., 2000; Derkatch et al., 1997). Interessanterweise konnte der
[PSI *]-Phanotyp nach Verlust der Sup-Htt Aggregate durch eine anschlieBende
GdnHCI-Behandlung eliminiert werden, d.h. die Zellen verhielten sich bei der Heilung
wieder wie ,normale“ [PS/ *][PIN *] Zellen. Dieses Phanomen ist wahrscheinlich dar-
auf zurickzufuhren, dass in diesem Fall kein aggregierendes Sup-Htt Fusionsprotein
synthetisiert wurde, das die de novo Entstehung von [PS/ *] hatte induzieren kénnen.
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Aggregate fur die Replikation von Prionen
essentiell sind und unterstutzen somit das “Seed-nucleation”-Modell (vgl. Seite 14)

fur die Prionenreplikation (Jarrett and Lansbury Jr, 1993).
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Abbildung 61: Modell fur die de novo Entstehung von [PSI *] in Gegenwart von Sup-
Htt Aggregaten. Bei Uberexpression von Sup-Htt Fusionsproteinen wie z.B. Sup-Q54
in [psi J[pin "] Zellen entstehen Sup-Htt Aggregate aufgrund von Uberlangen Polyglu-
taminsequenzen. Dabei lagern sich die von den Polyglutaminen gebildeten
R-Faltblattstrukturen, in der Zeichnung durch Zick-Zack-Linien symbolisiert, aneinan-
der an. Die Stabilitat dieser Anordnung wird durch Wasserstoffbruickenbindungen
gewahrleistet. Die Sup-Htt Aggregate dienen als Keime flr die Initiation der Aggrega-
tion von endogenem Sup35. Nach vollstandiger Aggregation steht der Hefezelle kein
|6sliches und damit kein funktionelles Sup35 mehr zur Verfigung, d.h. sie konvertiert
zu [PSI *][pin 7]. Die Sup-Htt Aggregate sind essentiell fiir die Induktion, nicht aber fir
die Erhaltung des [PS/ *]-Phanotyps, denn [PS/ '] wird nach Eliminierung der Sup-Hit
Aggregate durch 5-FOA-Behandlung uber mehrere Generationen hinweg von der
Mutter- auf die Tochterzelle weitervererbt.

Das Hefeprotein New1 wurde aufgrund seiner Sequenzhomologie zu PrD identifi-
ziert. Sein N-Terminus weist ahnlich wie die PrD von Sup35 Oligorepeats und N/Q-
reiche Abschnitte auf. Wie Sup35 oder Rnq1 kann auch New1 aggregieren und als
ein PSl-induzierender Faktor agieren. Bislang wurde aber noch kein eigenstandiger,
mit New1 assoziierter Prionenphanotyp identifiziert (Santoso et al., 2000; Shorter and
Lindquist, 2005). Ein Fusionsprotein bestehend aus der aggregierenden N-
terminalen Domane von New1 (As 1-153) und der funktionell essentiellen C-
terminalen Domane von Sup35 (As 254-685) erzeugt den kunstlichen Prionenphano-
typ [NU™]. [NU ]-Zellen enthalten das unldsliche Fusionsprotein, bilden Ade*-
Kolonien und sind auch wieder in [nu ] Uberfuhrbar (Osherovich and Weissman,
2001). In dieser Arbeit wurde untersucht, ob Sup-Q54 oder Sup-Q92 in Abwesenheit
von endogenem Sup35 ebenso wie das New1-Sup35 Fusionsprotein einen kunstli-

chen Prionenphanotyp in Hefezellen hervorrufen kénnen. [psi‘][pin"] Zellen ohne
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endogenes Sup35 aber mit exogen exprimiertem Sup-Q54 oder Sup-Q92 waren le-
bensfahig, d.h. Sup35 konnte funktionell durch die Sup-Htt Fusionsproteinen ersetzt
werden. Diese Zellen bildeten sowohl SDS-stabile Aggregate als auch Ade*-Kolonien
aus (Abbildung 55). Jedoch konnten Sup-Q54 bzw. Sup-Q92 weder durch Eliminie-
rung von Hsp104 noch durch eine GdnHCI-Behandlung in einen stabilen 16slichen
Zustand Uberfuhrt werden (Abbildung 56 und 57). Somit induzieren diese beiden Pro-
teine keinen kunstlichen Hefeprionenphanotyp.

Ahnlich wie [PSI ] konnte ein weiteres Hefeprion, namlich [PIN *], durch Fusion des
entsprechenden I6slichen Prionenaquivalentes Rngq1 mit Htt-Exon1 Fragmenten de
novo erzeugt werden. Vermutlich kénnen demnach Hefeprionen generell durch ,Po-
lyglutamin-Tagging“ der entsprechenden Proteine de novo und unabhangig von an-
deren Prionen induziert werden. Moglicherweise gilt dies auch fur Prionen von Sau-
getieren. Es ware interessant zu Uberprifen, ob durch die Expression von aggregie-
renden PrP-Htt Fusionsproteinen in einer Maus die fur Prionenerkrankungen typi-
schen Symptome induziert werden konnen. Bis jetzt existieren fur tierische und
menschliche Prionenerkrankungen lediglich Mausmodelle, bei denen der PrP-
Phanotyp durch eine direkte Injektion von Prionenmaterial in das Tier induziert wird
(Castilla et al., 2005; Legname et al., 2004). Eine PrP-PolyQ Maus mit induzierbarem
Prionenphanotyp konnte eine grof3e Bereicherung fur die ldentifizierung potentieller

Wirkstoffe zur Behandlung von Prionenerkrankungen darstellen.

Daruber hinaus kdnnte die Strategie des ,Polyglutamin-Tagging“ allgemein dafur ge-
nutzt werden, gezielt zu untersuchen, inwieweit die Aggregation bestimmter Proteine
ihre Funktion beeinflusst. Seit kurzem haufen sich experimentelle Daten, dass euka-
ryotische Proteine wie z.B. Snf4, Swi1, CPEB und TIA1 potentielle Prionen sind
(Shorter and Lindquist, 2005). Der Wechsel zwischen |6slichem und unldslichem Zu-
stand kann vom Verlust der urspriinglichen Funktion begleitet sein. So fuhrt z.B. die
Aggregation der Hefeproteine Sup35 und Ure2 zur sterischen Blockierung ihrer akti-
ven Zentren (Baxa et al., 2002). Der Prionenstatus kann aber auch das Funktions-
spektrum eines Proteins erweitern (True et al., 2004; True and Lindquist, 2000;
Wickner et al., 2004). Das CPEB-Protein des Seehasen Aplysia ist beispielsweise
nur in seiner aggregierten Form aktiv. In diesem Zustand aktiviert es in stimulierten

Synapsen die Translation von spezifischen mRNAs, wodurch das synaptische
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Wachstum geférdert wird (Si et al., 2003a). In der Hefe verhalt sich CPEB wie ein
klassisches Prion, d.h. es existiert ein I6slicher und ein unldslicher Zustand, die beide
ineinander Uberfuhrbar sind. Zudem wird es cytoplasmatisch vererbt (Si et al.,
2003b). In der Literatur wird diskutiert, ob die Eigenschaft einiger Proteine, unter be-
stimmten Bedingungen stabil in einem Idslichen bzw. unloslichen Zustand vorzulie-
gen und somit entweder funktionell aktiv oder inaktiv zu sein, ein allgemeiner Me-
chanismus ist, um die Funktion von Proteinen zu steuern (Shorter and Lindquist,
2005; Wickner et al., 2004). Die Polyglutamin-gesteuerte Aggregation von Proteinen
kann in Zukunft dafiir genutzt werden, um gezielt den unléslichen Zustand von poten-
tiellen Prionen zu induzieren, wodurch dann deren Funktion im Detail untersucht

werden kann.
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